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RESUMO

Células da polpa dental humana (hDPCs) tém sido identificadas como
uma populacdo de células-tronco com multipotencial de diferenciacdo. Este
trabalho teve como objetivo analisar o potencial das hDPCs em regenerar
defeitos 6sseos mandibulares de ratos e avaliar a marcacdo de progenitores
de células da crista neural, HNK1 e Sox10, neste processo. Para examinar a
eficacia destas células na regeneragdo 0ssea, foram isoladas células da polpa
de dentes permanentes e enxertadas em defeitos 6sseos mandibulares de
ratos. Anteriormente as cirurgias, as hDPCs foram analisadas. As mesmas
apresentaram: aderéncia ao plastico; expressdo de CD105, CD90 e CD73 em
mais de 95% da populacdo e expressdo de CD45 em menos de 2% da
populacdo; capacidade de diferenciacdo em osteoblastos, adipécitos e
condrécitos, sendo caracterizadas como células-tronco da polpa dental
humana (hDPSCs). Para o protocolo cirdrgico, utilizou-se 9 ratos Wistar,
machos, de aproximadamente 250 gramas que foram submetidos a confec¢édo
de um defeito dsseo no lado direito e esquerdo da mandibula, medindo 1mm
de altura/ profundidade e 3mm de comprimento, sob a coroa do primeiro
molar inferior. No lado direito, grupo tratado, aplicou-se hDPCs, enguanto
gue no lado esquerdo, grupo controle, nenhum material foi aplicado. As
hDPCs remanescentes do protocolo cirdrgico tiveram sua viabilidade
analisada através do teste de MTS e ensaio de diferenciacdo osteogénica.
Verificou-se que as células remanescentes estavam viaveis, sem haver
diferenca estatistica significativa quando comparada ao grupo controle, e as
mesmas mantiveram a capacidade de diferenciacdo osteogénica. Trés
animais de cada grupo foram eutanasiados no tempo de 7, 14 e 28 dias de
pos-operatorio. As amostras foram avaliadas por microscopia de luz
(coloracdo de hematoxilina e eosina), a area de regeneragdo foi mensurada
pelo programa Image J e a expressdo dos marcadores, HNK1 e Sox10, foi
avaliada através de imuno-histoquimica. Considerou-se valor de p<0,05 para
dados com significancia estatistica. Os resultados indicaram que em 7 dias de
poés-operatorio 0 grupo controle apresentou pronunciada formacdo Ossea
qguando comparado ao grupo tratado (p = 0,03). Aos 14 dias, 0 grupo tratado
mostrou aumento na formagdo déssea, mas ndao houve diferenga estatistica
significativa entre os grupos (p = 0,62). No periodo final de avaliacdo ndo
houve diferenca entre o grupo controle e o tratado (p = 0,89). Foi observada
marcacdo moderada para HNK1 e Sox10 em osteoblastos e ostedcitos em 7
dias, e intensa em 14 e 28 dias, sem diferenga entre controle e tratado. Dentro
dos padrdes do presente estudo, pode-se concluir que, embora houve um
rapido aumento na formacdo 6ssea entre 7 e 14 dias de pds-operatorio com o
uso das hDPCs, ndo ha evidéncias de que o uso destas células beneficiou a
formacdo Ossea quando comparado ao grupo controle nos periodos
analisados. HNK1 e 0 Sox10 estdo presentes em osteoblastos e ostedcitos em



processo de regeneracéo.

Palavras-chave: Regeneracdo  06ssea, regeneracdo, células-tronco,
diferenciacdo celular.



ABSTRACT

Human dental pulp cells (hDPCs) have been identified as a stem cell
population with multipotential differentiation capabilities. The aim of this
study was to analyze the potential of hDPCs in regenerating mandibular bone
defects of rats and to evaluate the immunoexpression of progenitors of
neural crest cells, HNK1 and Sox10, in this process. To examine the efficacy
of these stem cells in bone regeneration, we isolated human dental pulp cells
from permanent teeth and engrafted in mandibular bone defects of rats. Prior
to surgery procedures, the hDPCs were analyzed: plastic-adherent; > 95%
expression of CD105, CD90 and CD73; < 2% expression of CD45; and
differentiation into osteoblasts, adipocytes and chondroblasts; and therefore
characterized as human dental pulp stem cells (hDPSCs). Surgery procedures
were performed in 9 male Wistar rats. The bone defect was prepared under
the mandibular first molar, in the right and left mandible with 1mm of
height/depth and 3mm length. On the right side, treated group, the hDPCs
were applied, while on the left side, control group, no treatment was
performed. The remaining hDPCs of the surgical protocol had their viability
analyzed through the MTS test and osteogenic differentiation assay. The
remaining cells were viable, without significant statistical difference when
compared to the control group, and they maintained the capacity for
osteogenic differentiation. Three animals of each group were euthanized at 7,
14 and 28 days post-surgery. Samples were evaluated by light microscopy
(hematoxylin and eosin staining), the regeneration area was measured by
Image J software and the presence of the markers HKN1 and Sox10 was
evaluated by immunochemistry. A value of p <0.05 was considered for data
with statistical significance. Results indicated that within 7 days, control
group presented a pronounced bone formation when compared with the
treated group (p = 0,03). In 14 days, the treated group showed an increase in
bone formation, but with no statistical difference among groups (p = 0,62).
At the final period evaluated there was no difference between both groups (p
= 0,89). Moderate staining for HNK1 and Sox10 was observed in osteoblasts
and new osteocytes at 7 days, and intense at 14 and 28 days, with no
difference between control and treated groups. In conclusion, although there
was a rapid increase in bone formation between 7 and 14 days with the use of
hDPCs, with regard the methods used in this study, there is no evidence that
the use of these cells improve bone formation in comparison to the control
group during the periods analyzed. HNK1 and Sox10 are present in
osteoblasts and osteocytes during the regeneration process.

Keywords: Bone regeneration, regeneration, stem cell, cell differentiation.
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1. INTRODUCAO

A regeneracdo de defeitos 6sseos tem sido um grande objetivo
para clinicos e pesquisadores em todo o mundo (Zang et al., 2016).
Embora o 0sso possua grande capacidade de reparacdo e regeneracéo,
defeitos dsseos de tamanhos criticos, definidos como defeitos que ndo se
regeneram espontaneamente durante a vida do animal (Schmitz e
Hollinger, 1986), sdo incapazes de regenerar completamente, e diversas
condig@es clinicas, como a localizagdo e o ambiente do defeito 6sseo,
podem resultar em uma cicatrizacdo prejudicada. Sendo assim, grandes
defeitos 6sseos sdo um problema na cirurgia craniomaxilofacial, bem
como na ortopedia de forma geral (Verrier et al., 2016; Zang et al.,
2016).

A reconstrucdo com enxerto é a op¢ado mais comumente utilizada.
Na prética clinica, o tratamento padrédo para grandes defeitos 6sseos é 0
uso de enxerto de osso autégeno ou alogénico (Verrier et al., 2016). O
material autdgeno é o Unico que possui 0s trés requisitos considerados
essenciais para um material enxertivo: osteoindugdo, osteoconducao e
osteogénese. Isto fez com que o enxerto autdgeno se tornasse o padrdo
ouro no tratamento de regeneracdo Ossea (Nampo et al., 2010).
Entretanto, as multiplas limitagcbes associadas ao uso de enxertos
autélogos e bancos de ossos (volume insuficiente de tecido, morbidade
do hospedeiro (autdgeno), atividade osteogénica inconsistente, falhas
biomecénicas tardias e possibilidade de transmissdo de doengas
alogénicas) tém impulsionado pesquisadores a buscar solugdes
alternativas para a terapia 6ssea (Yoshioka et al., 2012; Verrier et al.,
2016).

A bioengenharia objetiva regenerar tecidos ou 6rgaos usando
trés elementos: células-tronco, arcabougo e fatores de crescimento
(Bianco e Robey, 2001). Neste contexto, a engenharia de tecido 6sseo,
com o objetivo de fornecer materiais novos e eficazes para promover a
regeneracdo 0Ossea, tem sido considerada como uma alternativa
promissora aos tratamentos atuais (Zang et al., 2016).

Desde que se descobriu que as células-tronco adultas tém
capacidade de formar diferentes tipos de tecidos, pesquisas voltadas ao
uso destas células tém recebido consideravel atencdo, isto porque se
acredita em um importante papel a ser desempenhado futuramente por
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estas células no tratamento de desordens médicas e odontoldgicas (Rosa
etal., 2012; Shilpa et al., 2013).

A célula-tronco € definida como uma célula que tem a
habilidade de se dividir e se replicar continuamente, e gerar células que
podem se diferenciar em outros tipos celulares. Podem ser classificadas
em dois grandes grupos: célula-tronco embrionéaria e célula-tronco
adulta. A primeira é derivada da massa celular interna do blastocisto e
pode se desenvolver em quase todos os tecidos, enquanto a segunda
encontra-se presente nos tecidos adultos, sendo aqui consideradas as
células provenientes do organismo pos-nascimento, como as células do
corddo umbilical (Shilpa et al., 2013).

H& ainda outra classificagdo segundo o potencial de
diferenciacdo em outros tipos celulares. As células-tronco totipotentes
sdo capazes de dar origem a todas as células do organismo, além dos
anexos embrionarios; as pluripotentes originam todos os tipos celulares
gue constituem o individuo, mas ndo origina os anexos embrionarios; ja
as multipotentes originam apenas determinadas linhagens celulares. As
células-tronco totipotentes e pluripotentes sdo originarias de embrides;
ja as multipotentes sdo originarias de tecidos pos-natais (Wagers e
Weissman, 2004). A utilizacdo de células-tronco adultas pode ser uma
via alternativa promissora a utilizacdo das células-tronco embrionarias,
uma vez que sdo consideradas uma importante fonte de células, além de
eliminar os entraves éticos da utilizacdo de células-tronco embrionarias
(Rosa et al., 2012).

Quando induzidas in vitro ou in vivo para diferenciacdo, essas
células possuem a capacidade de se auto-renovar e de se diferenciar em
determinadas células. As células-tronco adultas podem ser obtidas de
diversos tecidos, como medula éssea, tecido adiposo, polpa de dente
deciduo ou permanente, musculo, entre outros. Devido a sua facil
obtencdo para uso experimental e possibilidade de cultivo, surgem
diversas perspectivas para 0 seu uso na medicina regenerativa,
especialmente por apresentar a vantagem de imunocompatibilidade das
células autélogas (De Mendonga Costa et al., 2008).

No campo da Odontologia, a descoberta da presenca de células-
tronco nos tecidos dentais 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; Demarco et al.,
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2011). Atualmente, estas células sdo isoladas a partir de células
mesenquimais da polpa de dentes deciduos e permanentes, células
encontradas na papila apical, no foliculo dentario, no ligamento
periodontal, entre outros (Demarco et al., 2011; Shilpa et al., 2013).

As células-tronco de origem dentaria possuem caracteristicas de
células-tronco mesenquimais e seus grupos apresentam capacidade
distinta para a diferenciacdo celular. Estas células tém potencial
osteogénico (Yamada et al., 2010), portanto podem formar 0sso in vivo,
tém capacidade de regeneracdo pulpar (Crowley et al., 1990), de
produzir dentina, além de gerar neurbnios e secretar fatores
neurotroficos, propiciando possibilidades de tratamento de doengas
neurodegenerativas e reparo de neurdénios motores (Shilpa et al., 2013).

Atualmente, o Laboratério de Células-Tronco e Regeneracédo
Tecidual (LACERT), do Centro de Ciéncias Bioldgicas, Departamento
de Biologia Celular, juntamente com o Laboratério de Bioengenharia de
Tecidos Dentéarios (LABITED), do Centro de Ciéncias Bioldgicas,
Departamento de Ciéncias Morfoldgicas, tém explorado o potencial das
células-tronco de tecidos dentais. O trabalho realizado por Coura (2008)
revelou que o ligamento periodontal humano é um nicho de células-
tronco que apresentam marcadores de células-tronco da crista neural
(CN) e capacidade de diferenciagdo em derivados mesodermais e
neurais (Coura et al., 2008)

A CN é uma estrutura transitéria formada por um grupo de
células que se originam das margens dorsais das pregas neurais
durante o processo de neurulagdo do desenvolvimento de vertebrados
(Le Douarin et al., 2004; Dupin et al., 2007). Durante e depois do
fechamento do tubo neural em embrides, as células da
CN desprendem-se da ectoderme e adquirem um fenétipo migratorio,
permitindo sua multiplicacdo, e dando inicio a migracdo destas
células por todo o embrido (Le Douarin, 1999).

Células da CN sdo células progenitoras altamente
multipotentes  que  contribuem  extensivamente para 0
desenvolvimento dos vertebrados dando origem a varios tipos
celulares (Le Douarin & Kalcheim, 1999). Em embrides de
mamiferos, as células da CN, ap6s a sua migragdo, irdo originar o
mesénquima facial. A caracteristica migratoria e origem ectodermal
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concedem as células da CN uma significativa colaboracdo para a
formacdo de estruturas da cabeca e pescoco destes animais (Creuzet
et al., 2005). Como exemplo, as células da CN cefélica, irdo dar
origem aos neurdnios dos ganglios cervicais e células gliais, células
pigmentares da pele (exceto as da retina), condrdcitos, ostedcitos,
adipdcitos, odontoblastos e a maioria das células musculares lisas
dos vasos da cabeca (Le Liévre e Le Douarin, 1975; Etchevers et al.,
2001)

Neste sentido, a pesquisa de Polli (2011) apontou as células-
tronco da polpa dentaria como células-tronco mesenquimais através da
observacdo da diferenciacdo destas células para o fen6tipo mesodermal
(ostedcito, adipdcito e células de musculo liso). Além disso, revelou que
estas células tém origem na Crista Neural (CN) através dos resultados
positivos para alguns marcadores de células-tronco embrionarias
(OCT4) e de células-tronco da CN (Snail, Nestina), e negativas para
outros (Nanog, p75 e Sox10) avaliados por RT-PCR (do inglés:
transcriptase reversa PCR) e imunocitoquimica (Polli, 2011).

Duarte (2013) analisou o potencial das células-tronco da polpa
dentéria durante as fases de desenvolvimento de ratos (in vivo) e em
cultivo de células-tronco da polpa dentdria humana (in vitro). Os
resultados obtidos do estudo in vivo sugerem que as células da polpa
dentéaria de ratos expressam as proteinas caracteristicas de células-tronco
pluripotentes, e achados de marcadores de células da CN sugerem que a
polpa dentaria de ratos pode se manter em estado multipotente durante
todo o seu desenvolvimento até a idade adulta. O resultado da pesquisa
in vitro verificou expressdo génica positiva para marcadores de células
pluripotentes e da CN nas células-tronco da polpa dentaria humana,
sugerindo que as mesmas contém células progenitoras multipotentes.
Ainda, a analise imunofenotipica realizada nas unidades formadoras de
colonias nas células-tronco da polpa dental humana observou células
positivas para marcadores de derivados ectodermais e mesodermais em
uma mesma colbnia, o que aponta que as células da polpa dentaria
possuem potencial ectomesenquimal na fase adulta e ao longo do
desenvolvimento dentario (Duarte, 2013).

Seguindo estas premissas, 0 grupo de pesquisa do LABITED
em associacdo com 0 LACERT desenvolveu uma pesquisa onde a polpa
de terceiros molares higidos extraidos foi coletada e cultivada para
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células-tronco mesenquimais seguindo o protocolo de Gronthos (2000).
As células foram caracterizadas: positivas para os marcadores CD105,
CD90 e CD73 (acima de 92%); negativas para CD45 (abaixo de 2%);
diferenciacdo para os fendtipos mesenquimais adipociticos,
condrociticos e osteociticos; aderéncia ao plastico e morfologia
fibroblastdide. As células foram aplicadas em defeitos ésseos induzidos
em mandibulas de ratos, sendo os tempos de observacdo de 7, 14 e 28
dias pos-operatorios. As amostras foram analisadas em Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV) (Stuepp, 2014).

Em MEV pode-se verificar que em 7 dias houve o inicio do
reparo 6sseo no grupo tratado e no grupo controle, sendo a regeneracédo
predominante no fundo da cavidade, com bordas externas do defeito
nitidas; em 14 dias a regeneracdo estava em curso tanto no tratado
guanto no controle, havendo diminuicdo da profundidade da cavidade;
em 28 dias ambos o0s grupos apresentavam regeneracdo avangada, ndo
havendo mais profundidade na cavidade e ocorrendo fusdo dos seus
bordos com o tecido 6sseo neoformado (Stuepp, 2014). Contudo, tal
resultado mereceu uma analise mais detalhada buscando quantificar o
tecido 6sseo neoformado nos grupos analisados, sendo este um dos
objetivos deste estudo.

Também em estudo prévio conduzido no Laboratério de
Bioengenharia dos Tecidos Dentérios, foi avaliada a presenca dos
marcadores Sox10 e HNK1 durante a osteogénese dos maxilares: Sox10
estd presente em células indiferenciadas em estagios iniciais da
osteogénese dos maxilares; Sox10 e HNK1 presentes em osteoblastos no
inicio da osteogénese dos maxilares (Tomazelli et al., 2015).

O antigeno HNK1 (human natural killer 1) é conhecido como
uma porcdo de carboidratos ligados a varias moléculas que fazem
adesdo e reconhecimento celular (Nordlander, 1993). O anticorpo anti-
HNK1, especifico para marcacdo deste carboidrato, foi desenvolvido
para reconhecimento da célula de defesa human natural killer. Sua
expressao, primeiramente foi observada em neurdnios maduros, células
da glia, células de Schwann e em uma subpopulacdo de leucdcitos.
Posteriormente, foi visto que sdo expressas, também, em células da
crista neural durante os estagios iniciais de migracdo, devido a adesdo
deste agUcar nas proteinas dessas células. Ap6s 0 processo migratorio de
diferenciacdo dessas células sua expressdo ndo é mais observada
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(Vincent e Thiery, 1984; Bronner-Fraser, 1986; Luider et al., 1992;
Nordlander, 1993).

Ja 0 Sox10 (Sry-related HMG-BOX gene 10) é um gene que
codifica uma familia de fatores de transcricdo expressos em células da
crista neural em processo migratorio e também em seus derivados ja
diferenciados como em células gliais do sistema nervoso periférico,
tanto autbnomo quanto entérico e melandcitos. O Sox10 pode regular o
destino das células da crista neural em migracdo de acordo com
estimulos extracelulares especificos, e também desencadear a
diferenciacdo destas células, sendo essencial para o desenvolvimento
embrionario (Dutton et al., 2001; Kipanyula et al., 2014).

Apesar dos resultados encontrados da expressdo de HNK1 e
Sox10 durante a osteogénese dos maxilares, o estudo ndo permitiu
identificar o papel destes marcadores nestas células (Tomazelli et al.,
2015), porém, pode-se especular que o Sox10 esteja relacionado com a
manutencdo do estado indiferenciado de progenitores celulares com
caracteristicas da crista neural (Kim et al., 2003; Sauka-Spengler e
Bronner-Fraser, 2008; Kipanyula et al., 2014), engquanto que para
HNK1, a marcagdo ap0s o processo migratério de diferenciagdo destas
células é um achado recente (Tomazelli et al., 2015). Sendo assim, ndo
se pode deixar de avaliar no padrdo de regeneracdo dos defeitos 6sseos
maxilares com o uso de células da polpa de dentes permanentes
humanos, a marcacdo para HNK1 e Sox10, buscando uma correlagdo
desta marcacgdo com o processo de osteogénese dos maxilares.
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2. OBJETIVOS

2.1 Obijetivo Geral
Analisar o potencial das hDPCs em regenerar defeitos dsseos

mandibulares de ratos e avaliar a marcacdo de progenitores de
células da crista neural, HNK1 e Sox10, neste processo.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar as células provenientes da polpa de dentes
permanentes humanos;

. Avaliar a viabilidade das hDPCs remanescentes do protocolo
cirurgico;

. Descrever, témporo-espacialmente, 0 processo de regeneracdo
Ossea alcancada pelas hDPSCs;

. Quantificar a neoformacéao 6ssea no processo de regeneracdo com e
sem 0 uso das hDPSCs;

. Analisar a distribuicdo témporo-espacial dos marcadores HNK1 e
Sox10 durante a regeneragdo dos defeitos 6sseos mandibulares.
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3. ARTIGO

Artigo formatado conforme normas da revista Brazilian Dental
Journal, com excec¢do do idioma e das referéncias (ABNT, autor-data).

TITULO

Utilizacdo de células da polpa dental humana na
regeneracao 6ssea mandibular de ratos

RESUMO

Células da polpa dental humana (hDPCs) foram identificadas
como populagdo de células-tronco com multipotencial de diferenciag&o.
Para examinar a eficacia destas células na regeneracdo dssea, as mesmas
foram isoladas células da polpa de dentes permanentes e enxertadas em
defeitos 6sseos mandibulares de ratos; defeitos 6sseos sem células foram
0 grupo controle. As amostras foram avaliadas por microscopia de luz; a
regeneracdo 6ssea foi mensurada pelo programa Image J e a expressao
dos marcadores HNK1 e Sox10 foi avaliada por imuno-histoquimica. As
células da polpa dental humana foram analisadas: aderéncia ao plastico;
> 950% expressaram CD105, CD73 e CD90; < 2% expressou CD45;
obteve-se a diferenciacdo em osteoblastos, adip6citos e condrécitos,
sendo entdo caracterizadas como células tronco da polpa de dentes
permanentes humanos (hDPSC). Os resultados indicaram que em 7 dias
de pos-operatorio o grupo controle apresentou pronunciada formacao
0ssea quando comparado com o grupo tratado (p = 0,03). Aos 14 dias, 0
grupo tratado mostrou aumento na formacéo éssea, mas sem diferenca
significativa (p = 0,62). No periodo final de avaliagdo ndo houve
diferenca entre controle e tratado (p = 0,89). Foi observada marcagéo
moderada para HNK1 e Sox10 em osteoblastos e ostedcitos jovens em 7
dias, e intensa em 14 e 28 dias, sem diferenca entre controle e tratado.
Conclui-se que ndo ha evidéncias de que o uso destas células beneficiou
a formacdo dssea quando comparado ao grupo controle nos periodos
analisados. HNK1 e o Sox10 estdo presentes em osteoblastos e
ostedcitos em processo de regeneragao.

Palavras-chave: regeneragdo &ssea, regeneracdo, células-tronco,
diferenciacdo celular.
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ABSTRACT

Human dental pulp cells (hDPCs) have been identified as a stem cell
population with multipotential differentiation capabilities. To examine
the efficacy of these stem cells in bone regeneration, human dental pulp
cells from permanent teeth were engrafted in mandibular bone defects;
bone defects without cells were control group. Samples were evaluated
by light microscopy and the regeneration area was measured by Image J
software. Expression of the markers Sox10 and HNK1 was evaluated by
immunochemistry. Human dental pulp cells were analyzed: plastic-
adherent; > 95% expression of CD105, CD73 and CD90; < 2%
expression of CD45; and differentiation into osteoblasts, adipocytes and
chondroblasts, and therefore characterized as human dental pulp stem
cells (hDPSCs). Results indicated that within 7 days, control group
presented a pronounced bone formation when compared with the treated
group (p = 0.03). In 14 days, the treated group showed an increase in
bone formation, but with no difference (p = 0.62). In the final period
evaluated there were no difference between control and treated group
(p=0.89). Moderate staining for HNK1 and Sox10 was observed in
osteoblasts and new osteocytes at 7 days, and intense at 14 and 28 days,
with no difference between control and treated. In conclusion, there is
no evidence that the use of these cells improve bone formation in
comparison to the control group during the periods analyzed. HNK1 and
Sox10 are present in osteoblasts and osteocytes during the regeneration
process.

Keywords: bone regeneration, regeneration, stem cell, cell
differentiation.

INTRODUCAO

A maioria das cirurgias maxilares envolvem o processo
alveolar e o reparo de defeitos 6sseos nesta area ainda hoje é um desafio.
Terapias baseadas em células-tronco sdo alternativas promissoras para a
regeneracao dssea (Petite et al., 2000; Bianco et al., 2001; Zheng et al.,
2009). Células-tronco mesenquimais (MSCs) sdo auto-renovaveis e se
diferenciam em todas as linhagens celulares que formam tecido
conjuntivo e mesenquimal (Caplan, 1991; Pittenger et al., 1999;
Alhadlaq e Mao, 2004) e podem ser empregadas como a fonte de células



36

para a regeneracdo 6ssea baseada em células-tronco (Jiang et al., 2002).

Células-tronco de polpa dental (DPSCs) sdo de interesse para
terapias, como a regeneracdo Gssea, uma vez que advém de uma fonte
facilmente acessivel (Junqueira e Carneiro, 2004; Demarco et al., 2011;
Rosa et al., 2012), tem alta capacidade de proliferacdo e diferenciacéo,
interacdo com biomateriais (Graziano et al., 2008; Yamada et al., 2010),
regeneracdo pulpar (Cordeiro et al.,, 2008) e apresentam atividade
imunossupressora com grande potencial para aplicacdo clinica
(Pierdomenico et al., 2005a). Além disso, estudos anteriores mostraram
que a polpa dental contém células proliferativas que sdo analogas as
células Gsseas, isto porque elas expressam marcadores osteogénicos e
respondem a diversos fatores de crescimento osteo/odontogénico na
diferenciacdo in vitro (Hanks et al., 1998; Unda et al., 2000; Ueno et al.,
2001) e podem facilmente se diferenciar em osteoblastos e produzir
tecido mineralizado (Gronthos et al., 2000; Harada e Ohshima, 2004;
Graziano et al., 2008; Zhang et al., 2008; Chadipiralla et al., 2010).

Em relagdo ao processo de formacdo Ossea, Tomazelli e
colaboradores (2015) avaliaram a marcacdo de Sox10 e HNKI,
marcadores de células da crista neural (CN), durante a osteogénese dos
maxilares. Os autores verificaram que Sox10 estd presente em células
indiferenciadas em estagios iniciais da osteogénese dos maxilares; e
Sox10 e HNK1 presentes em osteoblastos no inicio da osteogénese dos
maxilares (Tomazelli et al.,, 2015). Pode-se especular que, na
osteogénese dos maxilares, Sox10 esteja relacionado com a manutencao
do estado indiferenciado de progenitores celulares com caracteristicas da
CN (Kim et al., 2003; Sauka-Spengler e Bronner-Fraser, 2008;
Kipanyula et al., 2014), enquanto que HNK1, a marcacdo apds o
processo migratério de diferenciacdo das células da CN é um achado
recente (Tomazelli et al., 2015). Entretanto, este estudo ndo avaliou a
expressao destes marcadores em processo de regeneracao 0ssea.

Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar a regeneracdo 6ssea
promovida por células provenientes de polpa dental humana enxertadas
em defeitos 6sseos em ratos e avaliar a marcacdo para HNK1 e Sox10,
buscando uma correlagdo desta marcacdo com o0 processo de
osteogénese dos maxilares.

MATERIAIS E METODOS
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Estudo Animal

Nove ratos Wistar machos (2 meses de idade, pesando 250 g
cada) foram utilizados neste estudo. Os animais foram mantidos sob
condigdes convencionais, com acesso livre a agua e fornecimento
regular de alimento macio. Ndo foram utilizadas medicacfes ap0s a
cirurgia. Os animais foram anestesiados com injecdo intraperitoneal de
Cetamina 10% e Xilazina 2% (Syntec, SP, Brasil) (0.3ml/100g/peso).
O osso do processo alveolar vestibular foi exposto através de uma
incisdo na juncdo mucogengival e um defeito 6sseo foi realizado sob a
coroa do primeiro molar inferior com uma broca carbide nimero 1 em
baixa rotacdo e sob irrigacdo de solucdo salina, atingindo dimens@es
finais de 1 mm de profundidade/altura e 3 mm de comprimento. O
tamanho do defeito 6sseo foi verificado em um estereomicroscépio
cirlrgico nos aumentos de 8 a 20 vezes. O defeito 6sseo do lado direito
foi tratado com as células (grupo tratado) e o lado esquerdo néo
recebeu nenhum tratamento (grupo controle). Em ambos os grupos o
tecido mole foi fechado com suturas interrompidas utilizando fio de
sutura 4-0 reabsorvivel (Technofio, GO, Brasil). Os animais foram
aleatoriamente divididos em 3 periodos de analise (7, 14 e 28 dias de
pos-operatorio), contendo 3 animais cada periodo, e entdo foram
eutanasiados através de overdose de solucdo anestésica. Este protocolo
foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais da UFSC
(n.114/CEUA/PROPESQ/2013) e as leis nacionais sobre 0 uso de
animais foram observadas.

Cultura das Células da Polpa Dental Humana (hDPCs)

Células da polpa dental humana (hDPCs) foram obtidas de
terceiros molares e cultivadas em meio alfa (o) modificado de
Dulbecco (a-MEM; Sigma-Aldrich, MO, USA) contendo 20% de soro
fetal bovino (SFB) (Gibco, MO, USA), penicilina (Sigma-Aldrich,
MO, USA) e estreptomicina (Sigma-Aldrich, MO, USA) a 37°C em
atmosfera imida contendo 5% de CO-, e foi permitido alcancar 80% de
confluéncia. Todos os procedimentos foram realizados sob a aprovagéo
das diretrizes estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina
(n.16932913.8.0000.0121).



38

Anadlise de Citometria de Fluxo das hDPCs

As células obtidas foram analisadas nas passagens 4,5 e 6 para
confirmar o fen6tipo mesenquimal. Assim, as células suspensas foram
incubadas com FITC-, PE-, PerCP ou Cy conjugado com anticorpo
monoclonal contra CD73, CD90, CD105 ou CD45 (BD Biosciences,
NJ, USA) por 40 minutos a 4°C no escuro. O isdtopo correspondente
FITC-, PE-, PerCP ou Cy conjugado com anticorpo de rato foi usado
como controle. As células foram analisadas através da citometria
FACS Canto Il (Becton Dickinson Immunocytometry Systems, USA).

Ensaio de Diferenciacdo Celular das hDPCs

A diferenciacdo adipogénica e osteogénica foi realizada
conforme descrito anteriormente (Coura et al., 2008). Brevemente,
5x10* células foram semeadas em placas de cultura de 24 cavidades
(Corning, NY, USA) e cultivadas em a-MEM suplementado com 10%
de SFB. Para a diferenciacdo adipogénica as células foram
suplementadas com 10M de dexametasona (Sigma-Aldrich, MO,
USA), 50uM de indometacina (Sigma-Aldrich, MO, USA), 10ug/ml de
insulina (Sigma-Aldrich, MO, USA) e 0.5 mM3-Isobutil-metilxantina
(IBMX) (Sigma-Aldrich, MO, USA) além de antibiéticos. Para a
diferenciacdo osteogénica as células foram suplementadas com 10'M de
dexametasona, 50ug/ml de acido ascorbico (Sigma-Aldrich, MO, USA),
e 20mM B-glicerofosfato (Sigma-Aldrich, MO, USA), além de
antibiéticos. O meio de cultura foi trocado a cada 3 dias. As células
controle foram cultivadas em meio padrdo (o-MEM + 10% SFB +1%
PBS).

Apds 15 dias de diferenciacdo adipogénica e 22 dias de
diferenciacdo  osteogénica, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% por 30 minutos em temperatura ambiente e coradas
com solucdo 0,02g/mL Alizarin red (Riedel-de-Haen, Germany) ou com
solucdo 0,25g/mL Qil red-O/ isopropanol fresco diluido com agua
destilada (3:2) (Sigma-Aldrich, MO, USA).

Para a diferenciacdo condrogénica as células foram tratadas
com o-MEM (Sigma-Aldrich MO, USA), suplementado com 250
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ng/mL TGF-b (Sigma-Aldrich, MO, USA), 1x B27 (Gibco, MO, USA),
2,5 mg/mL de dexametasona (Sigma-Aldrich, MO, USA), 10 pug/mL de
insulina (Sigma-Aldrich, MO, USA), 100 mg/mL de albumina (Sigma-
Aldrich, MO, USA) e 10 pug/mL de transferrina, e em seguida coradas
com solugdo de 0,02 g/mL Alcian Blue (Serva FeinbiochemicaGmbH,
Heidelberg, Germany).

Transplante das hDPCs para os defeitos sseos

Em ensaio de padronizacdo do tamanho do defeito dsseo, foi
estipulado que seriam necessarias aproximadamente 1,5x10° células
para preenche-lo. Desta forma, neste experimento, foram utilizadas
1,8x10° células, sendo que 1,5x10° células foram transplantadas no
defeito 6sseo e as 0,3x10° células excedentes foram conduzidas a
analise de viabilidade celular apés a cirurgia. Para tanto, todas as células
foram lavadas com &gua salina tamponada fosfatada (do inglés:
phosphate-buffered saline) (PBS) e tratadas com tripsina/EDTA 0,05%
em 37°C. Apos 1 minuto, foi incorporado 4mL a- MEM suplementado
com 15% de SFB. O contelido foi centrifugado e as células suspensas
com 1mL de PBS. O contetdo foi centrifugado novamente e o
precipitado celular de 100uL, depositando cerca de 10 pL da PSB e
células, preenchendo todo o defeito, seguido da sutura dos tecidos
moles.

Analise de MTS das hDPCs remanescentes do protocolo cirdrgico

Apo6s o transplante das hDPSCs no defeito 6sseo, as células
remanescentes (aproximadamente 0,3x10° células) foram mantidas em
um tubo de 15mL contendo a-MEM e SFB e transportadas ao
laboratério para a avaliacdo quantitativa da viabilidade celular através
do método colorimétrico utilizando o corante MTS (do inglés: 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolium).

Para tanto, cerca de 10 mil células (das remanescentes) foram
semeadas em placas de cultura de 24 pogos contendo o-MEM
suplementado com 10% SFB. Ap6s 24 horas, as células foram
incubadas com MTS por 3 horas e o sobrenadante foi lido por
espectofotometro para avaliar a absorbancia que indica o grau de
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viabilidade celular. Este procedimento foi realizado em 24, 48 e 72
horas. Como grupo controle, utilizou-se hDPSCs que ndo foram
submetidas ao protocolo de cirurgia.

Além disso, foi realizado ensaio de diferenciacdo osteogénica
das células remanescentes, conforme citado anteriormente.

Analise descritiva e quantitativa da regeneracdo 0ssea

Foi utilizado trés amostras de cada grupo (controle e tratado)
com 7, 14 e 28 dias apoés a cirurgia. As hemimandibulas foram fixadas
em formaldeido (Synth, SP, Brasil) 10% por 24 horas, descalcificadas
com EDTA 4,13% (Synth, SP, Brasil), desidratas e embebidas em
parafina. Cortes semi-seriados (3um de espessura) foram coletados
seguidos de coloragdo com hematoxilina e eosina (Synth, SP, Brasil).
Os cortes foram observados utilizando o microscépio Olympus® Bx41
(Olympus, SP, Brasil) e as imagens foram capturadas com a camera 3.3
megapixel e o software Q-capture Pro 5.1 (Q-imaging, BC, Canada). Os
defeitos Osseos foram analisados e descritos em relacdo a area de
regeneracao.

Em relacdo a quantificacdo da area Gssea neoformada, foi
realizada a estatistica entre os grupos analisados, controle e tratado, nos
grupos de 7, 14 e 28 dias de p6s-operatorio. Levando em consideragio o
comprimento do primeiro molar inferior como padrdo para o0
comprimento do defeito ésseo, trés laminas equidistantes de cada
amostra foram selecionadas, as imagens foram capturadas conforme
descrito anteriormente e usadas para a mensuracdo da regeneracao
Ossea. A area do defeito dsseo e 0 osso neoformado foram medidos com
o programa NIH Image J (Wayne Rasband, National Institute of Health,
USA), dando origem ao percentual médio de osso neoformado de cada
amostra. Esta medida foi realizada trés vezes em diferentes periodos, e a
média final foi calculada para cada grupo.

Reacdo imuno-histoquimica

Seguindo os pardmetros da andlise quantitativa da regeneracao
6ssea, as amostras foram submetidas a técnica de imuno-histoquimica
pelo método do polimero marcado HRP.
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Os anticorpos primarios utilizados foram: anticorpo
monoclonal anti-HNK1 (obtido do Developmental Studies Hybridoma
Bank; Universidade de lowa, lowa, EUA); e o anticorpo policlonal anti-
Sox10 (Chemicon -Temecula, CA, USA). Cortes histol6gicos com 3um
de espessura foram estendidos em laminas preparadas com poly-L-lisine
(Sigma, MO, USA), seguidos de desparafinizagdo e tratados com
solucdo de 6% HOz/metanol durante 30 minutos para o bloqueio da
peroxidase enddgena, seguido de tampdo fosfato salino (PBS), pH 7,4, e
agua destilada durante 5 minutos cada. Realizou-se a recuperacdo
antigénica com solucéo de tripsina/EDTA 0,002% durante 10 minutos.
O bloqueio dos sitios de ligacdes ndo especificas foi realizado ao longo
de 40 minutos com leite desnatado 5%. Os anticorpos primarios (HNK1
sem diluicdo; Sox10 diluido 1: 150 em PBS) foram incubados durante
18 horas a 4°C em camara Umida. Apos lavagem em PBS foi utilizado o
kit EnVision (Dako, Corporation, Carpinteria, CA, EUA) com anticorpo
secundario sem diluicdo, o qual foi incubado durante 60 minutos. A
revelacdo da reacdo foi obtida usando DAB (DAB + Substrato
Cromégena System®, DAKO North America Inc., Carpinteria, EUA)
como substrato. As amostras foram desidratadas em sequéncias
crescentes de alcool etilico e montadas em Entellan (Merck, Darmstadt,
GER). Os controles negativos foram incubados na auséncia de anticorpo
primario. Para o controle positivo, foram utilizadas laminas de cabeca
de ratos neonatos.

A intensidade da imunomarcacdo de HNK1 e Sox10 foi
categorizada como: sem marcacdo (-), leve (+/-), moderada (+) ou
intensa (+ +). As laminas foram observadas em microscopio Olympus®
BX41, e as imagens foram capturadas com uma camera de 3.3 Mpixel
(Q-imaging) e captura Q Pro software 5.1 (Q-imaging). A analise foi
realizada por um observador cegado em relagdo ao experimento.

Anélise estatistica

Para o teste de viabilidade celular, realizou-se a estatistica com
0 teste T, ndo pareado, p<0,05, com pds-teste Mann-Whitney U.

Para a quantificacdo da area de regeneragdo Gssea,
primeiramente, foi realizado o teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em
seguida, realizou-se o teste T Pareado para comparar os resultados entre
0 grupo controle e tratado. Por fim, realizou-se o teste ANOVA, para
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verificar os resultados obtidos ao longo do tempo de observacdo dentro
de cada grupo (controle e tratado). Para tanto, utilizou-se o software
GraphPad versdo 5.03. Os resultados foram expressos como média da
porcentagem da area regenerada nos defeitos 6sseos + desvio-padrdo da
média (DPM). Nivel de significancia de p<0.05 foi aceito.

RESULTADOS
Caracterizacdo das células da polpa dental humana (hDPCs)

Em cultura, as hDPCs formaram grupos de células
clonogénicas com aderéncia ao plastico e morfologia fibroblastéide
(Fig. 1A). No meio de diferenciagdo adipogénica, as células adquiriram
formato alongado com vesiculas coradas pelo corante Oil-red (Fig.
1B). Na presenca do meio de diferenciacdo osteogénica, as células
exibiram tipica morfologia osteogénica e produziram uma densa matriz
extracelular caracterizada pela presenga de estruturas nodulares
(deposicéo de céalcio) quando coradas com corante de calcio Alizarin-
red (Fig. 1C). Ja na presenca do meio de diferenciacdo condrogénica,
as células apresentaram morfologia condrogénica e marcacdo positiva
para a coloragdo com a solugdo de Alcian Blue (Fig. 1D).

Em seguida, analisou-se o perfil de marcadores celulares
expressos pelas hDPSCs através da imunofluoréscencia e citometria de
fluxo. As figuras 1E-H mostram que as células expressaram
marcadores de células-tronco mesenquimais CD73 (99,8%), CD90
(99,7%), CD105 (99,0%) e auséncia de expressdo de CD45.

Por fim, a analise de MTS das células remanescentes da
cirurgia mostrou que as mesmas estavam viaveis, sem haver diferenga
estatistica significativa com o grupo controle (Fig. 2A) e mantiveram a
capacidade de diferenciacdo osteogénica (Fig. 2B).
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Figura 1. Caracterizacdo das células-tronco mesenquimais de
Polpa Dentaria. (A) As células de polpa dentaria formaram grupos
de células clonogénicas com aderéncia ao pléastico e morfologia
fibroblastdide. (B) Diferenciacdo adipocitica: células com o corpo
alongado e vesiculas de gordura coradas pela solucdo Oil-red. (C)
Diferenciacdo Osteogénica: células com morfologia osteogénica
produziram estruturas nodulares coradas com o corante de calcio
Alizarin-red. (D) Diferenciacdo condrogénica: células com
morfologia condrogénica e marcacao positiva para a solucéo Alcian
Blue. (E) Perfil imunofenotipico das hDP. (F) Perfil de marcador de
superficie CD-73 PE. (G) Perfil de marcador de superficie CD90-
FITC. (H) Perfil de marcador de superficie CD105 PercP. Barras A-
D 500 pm.
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Figura 2. Andlise das hDPCs remanescentes da cirurgia.(A)
Andlise de MTS das hDPCs remanescentes. (B) Diferenciacio
osteogénica das hDPCs remanescentes: células com morfologia
osteogénica produziram estruturas nodulares coradas pelo corante
de célcio Alizarin red. Barra B: 500 pum.

Analise em microscopia de luz da area 6ssea neoformada

No tempo de 7 dias apds a cirurgia, 0 grupo tratado exibiu
pequena formacdo Ossea e areas de inflamacdo. O grupo controle
exibiu formacdo Gssea, aparentemente, mais avangada, com trabéculas
Osseas visiveis e algumas areas de inflamacao (Fig. 3A-D).

O grupo tratado e controle, aos 14 dias de pés-operatorio,
mostraram formacé&o dssea, consistente com 0sso trabecular e pequenas
areas de inflamacéo (Fig. 3E-H).

Aos 28 dias de pds-operatdrio, tanto o grupo tratado como o
controle mostraram avancada formagao déssea, com predominancia de
0ss0 recém formado dentro das bordas do defeito e adjacente ao 0sso
cortical e sem areas inflamatorias (Fig. 3I-L).

O gréfico na figura 4 revela a porcentagem da area do defeito
06sseo regenerado no grupo tratado e controle em relagdo ao tempo de
observacdo. Dentro de 7 dias, as amostras do grupo controle
apresentaram porcentagem média de formacao dssea mais pronunciada
que o grupo tratado (p=0.03). Em 14 dias, o grupo tratado revelou um
aumento na formacdo Gssea comparado aos 7 dias, mas sem diferenca
estatistica significativa quando comparado ao grupo controle (p=0.62).
Aos 28 dias, a formacdo Ossea aumentou no grupo controle, mas
também sem diferenca estatistica significativa entre 0s grupos
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(p=0.89).

Grupo Controle

S Y-

Grupo Tratado

.

Figura 3. Andlise histoldgica do osso neoformado. (A) 7 dias pos-
operatério / grupo controle. (B) Aumento da imagem em (A). (C) 7
dias p6s-operatorio / grupo tratado. (D) Aumento da imagem em (C).
(E) 14 dias p6s-operatorio / grupo controle. (F) Aumento da imagem
em (E). (G) 14 dias pos-operatorio / grupo tratado. (H) Aumento da
imagem em (G). () 28 dias pos-operatorio / grupo controle. (J)
Aumento da imagem em (I). (K) 28 dias pds-operatério / grupo
tratado. (L) Aumento da imagem em (K). (Inf) células inflamatérias;
(on) osso novo; (0a) osso antigo. Barras: A, C, E, G, I, K: 200um; B,
D, F, H,J, L: 50um.
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Figura 4. Porcentagem média da formacgdo 0ssea no grupo
tratado e sem tratamento nos tempos de 7, 14 e 28 dias de pds-
operatorio. (*) Diferenca estatisticamente significante entre grupo
controle e tratado em 7 dias, de acordo com o teste T pareado.
Niveis de significancia foram considerados com p<0.05.
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Figura 5. Porcentagem média da formagdo Ossea no grupo
tratado e sem tratamento nos tempos de 7, 14 e 28 dias de pos-
operatoério. (*) Diferenca estatisticamente significante entre 0s
tempos de 7 e 14 dias e entre 7 e 28 dias no grupo tratado, de
acordo com o teste ANOVA. Niveis de significAncia foram
considerados com p<0.05.



Analise imuno-histoquimica

Foi observado marcacdo para HNK1 em osteoblastos e
ostedcitos. A marcacdo foi considerada moderada em 7 dias. Em 14
e 28 dias a marcagdo dessas mesmas células se intensifica. Em 28
dias ha maior concentracdo de células positivas para HNK1 em
comparagdo com 7 e 14 dias, onde ha um ndmero consideravel de
células negativas (Figura 5A-F).

A marcagdo de Sox10 foi notada positiva em osteoblastos
e ostedcitos nos tempos experimentais analisados, sendo
considerada moderada em 7 dias e intensa em 14 e 28 dias. Assim
como 0 HNKZ1, em 28 dias hd maior concentragdo de células
positivas para Sox10 em comparacdo com 7 e 14 dias, onde ha um
numero consideravel de células negativas (Figura 5H-M).

Tabela 1: Intensidade de marcagdo para HNK1 e
Sox10. Sem marcacdo (-); Leve (+/-); Moderado (+);
Intenso (++).

7 dias 14 dias 28 dias

Tratado + ++ ++
—
Y
Z Controle + ++ ++
T

Tratado + ++ ++
o
—
é Controle + ++ ++
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Figura 6. Analise imuno-histoquimica para HNK1 e Sox10.(A-
F) HNK1. (H-M) Sox10. (G) Controle negativo de HNK1. (N)
Controle negativo de Sox10. (A, D, H e K) 7 dias pds-operatorio.
(B, E, I e L) 14 dias. (C, F, J e M) 28 dias. (seta azul) células
positivas. (seta verde) células negativas. Barras: 50um.



DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a regeneracdo Ossea
induzida pelas hDPCs em um modelo de defeito 6sseo mandibular
em ratos. Foi estabelecido um modelo de defeito dsseo ndo critico
para simular situacbes cotidianas da clinica odontoldgica, como o
alvéolo dental sem tratamento pos-exodontia.

Foi estabelecida a hipdtese de que a utilizacdo das hDPCs
iria melhorar a regeneracdo 6ssea em um curto periodo. Portanto, foi
realizada a caracterizagdo de células-tronco mesenquimais das
hDPCs e a quantificacdo da area 6ssea neoformada através da analise
de microscopia de luz de laminas histoldgicas dentro de um periodo
de 28 dias de pos-operatorio.

A analise das hDPCs remanescentes do protocolo cirtrgico
provou que as células utilizadas estavam viaveis, mantiveram a
capacidade de diferenciacdo para o fenotipo osteogénico e por isso
estavam capazes de interferir no processo de regeneracdo apesar do
estresse do transporte e manipulagéo cirdrgica.

Neste estudo, ndo foi utilizado o protocolo de
imunossupressdo nos animais. Entretanto, nenhum sinal de rejeicéo
foi observado e isto esta de acordo com outros autores que referem
gue as células-tronco de polpa dental podem ter atividade
imunossupressora (Pierdomenico et al., 2005b; De Mendonca Costa
et al., 2008). Estudos tém demonstrado que as MSCs podem suprimir
a producéo de citocinas pro-inflamatdrias, aumentar os niveis de
interleucinas anti-inflamatérias (Zhou et al., 2011), modular a
resposta inflamatoria e atenuar o dano tecidual causado por
inflamacg&o excessiva (Ryan et al., 2005; Parekkadan et al., 2007).

Em bioengenharia, além das células-tronco, também ¢é
importante fatores de crescimento que estimulem os corretos sinais
bioldgicos in vivo. Para a regeneracdo 6ssea, Ndo € necessario 0 uso
adicional de fatores de crescimento uma vez que a matriz ssea
mineralizada possui seus proprios fatores de crescimento e pode
modular a diferenciacdo de células mesenquimais (Zimmermann et
al., 2015). Além disso, durante o processo de formacdo do coagulo
de fibrina, algumas biomoléculas sdo liberadas e podem influenciar
no processo celular via quimiotaxia ou através da modulacdo das
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interacdes célula-célula (Hoppe, 2014). Portanto, uma vez que neste
estudo as hDPCs foram transplantadas diretamente no defeito 6sseo,
nenhum fator de crescimento adicional foi utilizado.

Outro componente importante para a bioengenharia é o uso de
arcabougo para suportar o crescimento. Entretanto, um dos objetivos
deste trabalho, foi verificar se o uso isolado das hDPCs melhoraria o
processo de regeneracdo de defeitos 6sseos mandibulares, e para tanto,
optou-se por ndo utilizar arcabouco. Pelos resultados ndo houve
diferenca entre o grupo tratado e controle aos 28 dias de pds-operatdrio.
Este fato pode estar relacionado com o ndo uso do arcabouco, ndo
havendo assim um suporte fisico para que as células se mantivessem no
interior do defeito dsseo. Entretanto, tal fato deve ser melhor
investigado, uma vez que ndo utilizou-se ferramentas de analises da
presenca ou nao destas células ao longo do tratamento.

Embora o grupo controle obtivesse melhor formacdo éssea em 7
dias de pos-operatorio e ndo houve diferenca na formagdo 6ssea com o
grupo tratado em 14 e 28 dias de pds-operatorio, é interessante analisar
0 padrdo de formacéo dssea do grupo tratado. O grupo tratado teve um
aumento tardio na formacgdo Ossea quando comparado ao grupo
controle. Embora aos 14 dias de p6s-operatério a formacdo 6ssea teve
um grande aumento, a porcentagem foi igual ao do grupo controle. Este
fato nos leva a pensar que provavelmente as hDPCs causaram um atraso
no inicio do processo de formacdo Ossea, entretanto, recuperando
rapidamente apds 2 semanas.

Em contraste com estes resultados, diversos estudos utilizaram
células-tronco da polpa dental para o tratamento de defeitos 6sseos com
sucesso (Zheng et al., 2009; Asutay et al., 2015; Huojia et al., 2015;
Petridis et al., 2015). Entretanto, estes estudos diferem na natureza do
defeito 6sseo e utilizam as DPSCs associadas a outros componentes, e
isto deve ser levado em conta em termos de comparacéo: células-tronco
de dentes deciduos associadas com arcabougo de B-TCP em defeito
mandibular de tamanho critico em suinos (Zheng et al., 2009); DPSCs
associadas com pasta de HA/TCP em defeito em calvaria de ratos
(Asutay et al., 2015); DPSCs com arcabougo de matriz extracelular em
defeito critico em calvéria de ratos (Petridis et al., 2015). Parece que as
DPSCs possuem beneficios na regeneracdo de defeitos 6sseos quando
utilizadas em defeitos 6sseos criticos, na qual a regeneracdo por si SO
estd comprometida, e 0 uso de arcaboucos guia este processo de
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regeneracao.

Na osteogénese dos maxilares, o mesénquima mandibular que
dard origem ao corpo da mandibula é derivado de células da crista
neural (CN) (Noden, 1978) as quais se condensam e diferenciam-se em
osteoblastos (Hall e Miyake, 1995; Helms e Schneider, 2003). Tomazelli
e colaboradores (2015) demonstraram que marcadores de células de CN,
Sox10 e HNKI1, estdo presentes durante esta osteogénese em
osteoblastos (Tomazelli et al., 2015). Da mesma forma, neste estudo, foi
observada marcacdo para HNK1 e Sox10 em osteoblastos e oste6citos,
havendo uma intensificacdo desta marcacdo ao longo do processo de
regeneracio, demonstrando a participaco das células da crista neural. E
provavel que Sox10 esteja relacionado com a manutencdo do estado
indiferenciado de progenitores celulares com caracteristicas da CN o que
ird culminar com processo de diferenciacdo celular (Kim et al., 2003;
Sauka-Spengler e Bronner-Fraser, 2008; Kipanyula et al., 2014). Ja a
marcacdo de HNK1 é demonstrada pela segunda vez estando presente
ap6s 0 processo migratorio de diferenciacdo das células da CN,
ratificando o achado anterior (Tomazelli et al., 2015). Desta forma,
percebe-se que ha uma correlacdo entre o processo de osteogénese dos
maxilares e 0 processo de regeneracdo de defeitos 6sseos no que diz
respeito as caracteristicas das células que participam do processo de
diferenciacéo.

Em geral, de acordo com este estudo, embora houvesse um
grande aumento na formagdo Ossea entre 7 e 14 dias com 0 uso de
hDPCs, ndo ha evidéncias de que o uso destas células isoladamente, sem
0 uso de arcaboucos, melhore a formacédo 6ssea quando comparadas com
0 grupo controle durante o periodo analisado. HNK1 e o Sox10 estdo
presentes em osteoblastos e osteGcitos em processo de regeneracgao
demonstrando a provavel participacdo das células da crista neural no
processo de diferenciacdo celular, sem haver, entretanto, diferenca entre
o tratado e controle.
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METODOLOGIA EXPANDIDA
4.1 DELINEAMENTO DE ESTUDO

O estudo proposto ¢ do tipo experimental.
4.2 ASPECTOS LEGAIS E ETICOS

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 A) e pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA), sob o protocolo PP0848 (Oficio n°
114/CEUA/PROPESQ/2013) (Anexo B).

4.3 COLETA E CULTURA DAS hDPCs

A obtencéo dos dentes permanentes ocorreu através da doagio
de terceiros molares higidos irrompidos extraidos na clinica do Centro
de Especialidades Odontologicas, da Universidade Federal de Santa
Catarina, apos ler e esclarecer o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (modelo em anexo — Apéndice A) e se obter a assinatura do
doador.

Para a coleta da polpa dental, foi realizado um sulco transversal
sobre o limite amelocementario com uma broca tronco-conica nimero
3080, em alta rotacdo, sob refrigeracdo, aprofundando todo o didmetro
da broca. Com uma espatula lecron, pressionou-se o sulco realizado para
seccionar o dente. Uma cureta periodontal foi utilizada para coletar a
polpa dental que, em seguida, foi armazenada em um tubo de 30 mL
contendo meio alfa (o) modificado de Dulbecco (a-MEM) com 20% de
soro fetal bovino (SFB).

Apb6s o isolamento, as células foram cultivadas e foram
realizados testes para confirmar o fendtipo mesenquimal: andlise
morfol6gica em microscopia de contraste; teste de citometria de fluxo
para os marcadores de células-tronco mesenquimais CD105, CD90 e
CD73 e células tronco hematopoiéticas CD45; e uso de meios indutivos
de diferenciacdo para os fendtipos adipociticos, osteocitico e
condrocitico, seguido de coloracdo celular.
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Todo o procedimento de cultura e andlise das células foi
realizado no Laboratério de Células-Tronco e Regeneracdo Tecidual
(LACERT), sob responsabilidade da Professora Dra. Andréa Gongalves
Trentin, e 0s experimentos foram realizados pela aluna de mestrado do
curso de Pés-graduacdo em Biologia Celular e do Desenvolvimento,
Priscilla Barros Delben, colaboradores deste projeto de pesquisa.

4.4 CONFECGAO DO DEFEITO OSSEO MANDIBULAR E
TRANSPLANTE DAS hDPCs

Foram utilizados 9 ratos Wistar, com 2 meses de idade, de
aproximadamente 250 gramas. Os animais foram submetidos a anestesia
geral através da injecdo peritoneal de cloridrato de ketamina 5% e
xilazina 2% (0,3ml/100g). Apds a estabilizacdo do animal na mesa,
realizou-se a antissepsia extra e intrabucal com alcool iodado. Para a
confecgdo do defeito dsseo, uma incisdo foi realizada com uma lamina
de bisturi nimero 15 (Lamedid, SP, Br) em mucosa alveolar abaixo da
coroa do primeiro molar inferior e, em seguida, se procedeu a divulsdo
dos tecidos moles e do peridsteo. Uma broca esférica de 1mm de
didametro, em baixa rotacdo, sob irrigacdo de soro fisioldgico, foi
utilizada para realizar o defeito 6sseo abaixo da coroa do primeiro molar
inferior, atingindo dimensdes finais de: 1mm de altura e profundidade e
3mm de comprimento. O tamanho do defeito 6sseo foi verificado em
um estereomicroscopio cirtrgico nos aumentos de 8 a 20 vezes, tendo
como referéncia a broca utilizada.

No lado direito, foi aplicado as hDPCs (1.5x10° células) com
Uma pipeta em um volume de 100 pL, seguida de sutura (grupo tratado).
O lado esquerdo ndo recebeu células sendo realizada a sutura apés a
realizacdo do defeito ésseo (grupo controle).
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Figura 7. llustracdo da posicdo e dimensbes do defeito Osseo
confeccionado. (A) Vista vestibular do defeito dsseo confeccionado,
representado pela linha vermelha. (B) Vista vestibulo-lingual do defeito
6sseo confeccionado, indicado pela seta.

45 ANALISE DE MTS DAS hDPCs REMANESCENTES DO
PROTOCOLO CIRURGICO

Apobs o transplante das hDPCs no defeito désseo, as células
remanescentes (aproximadamente 0,3x10° células) foram mantidas em
um tubo de 30mL contendo a-MEM e transportadas ao laboratério para
a avaliacdo quantitativa da viabilidade celular através do método
colorimétrico utilizando o corante MTS (do inglés: 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-yl)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4- sulfofenil)-2H-tetrazolium).

Para tanto, as células foram semeadas em placas de cultura de
24 pogos contendo a-MEM, 10% SFB e PBS. Apos 24 horas, as células
foram incubadas com MTS por 3 horas e 0 sobrenadante foi lido em
espectofotdmetro para avaliar a absorbancia que indica o grau de
viabilidade celular. Este procedimento foi realizado em 24, 48 e 72
horas. Como grupo controle, utilizou-se hDPCs que ndo foram
submetidas ao protocolo de cirurgia.

Além disso, foi realizado ensaio de diferenciacdo osteogénica
das células remanescentes, conforme citado anteriormente.
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4.6 COLETA, PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

Os animais foram separados em trés grupos de observacéo: 7,
14 e 28 dias de pds-operatério, com 3 animais cada grupo. Para a
eutanasia, 0s animais receberam sobre-dosagem anestésica. As
hemimandibulas direita e esquerda foram coletadas, o tecido mole
adjacente preservado e a peca cirurgica fixada em formol 10% por 24
horas. As amostras foram desmineralizadas em 4,13% EDTA por 110
dias, sob agitacdo e com trocas da solucdo a cada 3 dias. Em seguida,
realizou-se 0 processamento para inclusdo em parafina e cortes semi-
seriados de 3um foram coletados seguidos de coloragdo com
hematoxilina e eosina (Synth, SP, Brasil).

Os cortes foram observados utilizando o microscopio
Olympus® Bx41 (Olympus, SP, Brasil) e as imagens foram capturadas
com a camera 3.3 megapixel e o software Q-capture Pro 5.1 (Q-
imaging, BC, Canada). Os defeitos dsseos foram analisados e descritos
em relacdo a area de regeneracao.

Para a contagem da area Ossea neoformada, foi realizada a
coloracdo com Hematoxilina e Eosina de trés laminas equidistantes,
levando em consideracdo o comprimento do primeiro molar inferior
como padrdo para o comprimento do defeito 6sseo. As laminas tiveram
sua identificacdo mascarada para a analise. Apds a obtencdo das
fotomicrografias foi realizada a analise da area do defeito 6sseo e a
contagem da area 6ssea neoformada com o software Imagel (Wayne
Rasband, National Institute of Health, USA). Esta medida foi realizada
trés vezes em diferentes periodos, e a média final foi calculada para
cada grupo.

4.7 ANALISE IMUNO-HISTOQUIMICA ANTI-HNK1 E Sox10

Para a andlise dos marcadores anti-HNK1 e anti-Sox10, foram
utilizados cortes histolégicos derivados da coleta e processamento para
andlise da &rea dssea neoformada. Para tanto, foram selecionados cortes
gue contemplassem a area do defeito dsseo nos tempos de 7, 14 e 28
dias.

Os anticorpos primarios utilizados foram: anticorpo
monoclonal anti-HNK1 (obtido do Developmental Studies Hybridoma
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Bank; Universidade de lowa, lowa, EUA), um marcador de membrana;
e 0 anticorpo policlonal anti-Sox10 (Chemicon -Temecula, CA, USA),
de marcacao nuclear. Cortes histolégicos com 3um de espessura foram
estendidos em laminas preparadas com poly-L-lisine (Sigma, MO,
USA) e apds a desparafinizacdo foram tratados com solugdo de 6%
H202/metanol durante 30 minutos para o blogueio da peroxidase
enddgena, seguido de tampdo fosfato salino (PBS), pH 7,4, e agua
destilada durante 5 minutos cada. A recuperacdo antigénica foi realizada
com solugéo de tripsina/EDTA 0,002% durante 10 minutos. O blogueio
dos sitios de ligagBes ndo especificas foi realizado ao longo de 40
minutos com leite desnatado 5%. A incubagdo com dos anticorpos
primarios (HNK1 sem diluicdo; Sox10 diluido 1: 150 em PBS) foi
realizada durante 18 horas a 4°C em cdmara Umida. Apds lavagem em
PBS foi utilizado o kit EnVision (Dako, Corporation, Carpinteria, CA,
EUA) com anticorpo secundario sem diluicdo, o qual foi incubado
durante 60 minutos. A revelacdo da reacdo foi obtida usando DAB
(DAB + Substrato Cromdgena System®, DAKO North America Inc.,
Carpinteria, EUA) como substrato. As amostras foram desidratadas em
sequéncias crescentes de alcool etilico e montadas em Entellan (Merck,
Darmstadt, GER). Os controles negativos foram incubados na auséncia
de anticorpo primario. Para o controle positivo, foram utilizadas laminas
de cabeca de ratos neonatos.

A fim de avaliar a intensidade da imunomarcacdo de HNK1 e
Sox10, a intensidade da coloragdo foi categorizada como: sem
marcacdo, leve, moderada ou intensa de acordo com a permeacdo da
substancia cromégena. As laminas foram observadas em microscopio
Olympus® BX41, e as imagens foram capturadas com uma cadmera de
3.3 Mpixel (Q-imaging) e captura Q Pro software 5.1 (Q-imaging). Os
dados foram elaborados com o Adobe Photoshop®.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Para o teste de viabilidade celular, realizou-se a estatistica com
o teste T, ndo pareado, p<0,05, com pds-teste Mann-Whitney U.

Em relacdo a quantificacdo da area dssea neoformada, foi
realizada a estatistica entre os grupos analisados, controle e tratado, nos
grupos de 7, 14 e 28 dias de pos-operatorio. Primeiramente, foi realizado
0 teste de normalidade Shapiro-Wilk. Em seguida, realizou-se o teste T
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Pareado para comparar o resultados entre o grupo controle e tratado. Por
fim, realizou-se o teste ANOVA, para verificar os resultados obtidos ao
longo do tempo de observagéo (28 dias) dentro de cada grupo (controle
e tratado). Para tanto, utilizou-se o software GraphPad versdo 5.03. Os
resultados foram expressos como média da porcentagem da area
regenerada nos defeitos 6sseos + desvio-padrdo da média (DPM). Nivel
de significancia de p<0.05 foi aceito.
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4. CONSIDERAGCOES FINAIS

- As células da polpa dental humana apresentaram
caracteristicas de células-tronco mesenquimais: aderéncia ao plastico;
morfologia fibroblastoide; expressaram marcadores de células-tronco
mesenquimais CD73 (99.8%), CD90 (99.7%), CD105 (99.0%) e
auséncia de expressdo de CD45; em meio indutivo apresentaram
capacidade de diferenciacdo para osteoblastos, adipdcitos e
condroblastos.

- Dentro dos padrdes deste estudo, pode-se concluir que embora
houve um grande aumento na formacgéo dssea entre 7 e 14 dias com o
uso de hDPCs, ndo ha evidéncias de que o uso destas células melhore a
formacgdo dssea quando comparadas com o grupo controle durante o
periodo analisado. Além disso, HNK1 e o Sox10 estdo presentes em
osteoblastos e ostedcitos em processo de regeneragdo demonstrando a
provavel participacdo das células da crista neural no processo de
diferenciacdo celular, sem haver, entretanto, diferenca entre o tratado e
controle.

- Uma das limitagGes deste trabalho foi a impossibilidade de
rastrear as hDPCs durante o processo de regeneragdo, 0 que permitiria
melhor compreensdo dos resultados. Para tanto, sugere-se em pesquisas
futuras a realizacdo de testes, como o PCR em tempo real, para se obter
tal resultado.

- Apesar das limitagdes, essa pesquisa permitiu conhecer
melhor o potencial de regeneragdo éssea das hDPCs, uma vez que foram
utilizadas sem o uso de arcabouco.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS MORFOLOGICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo do Projeto: “Utilizacdo de células tronco de polpa de dentes permanentes
humanos (DPSCs) na regeneragdo de defeitos 6sseos mandibulares”
Pesquisador Responsavel: Profa. Dra. Michelle Tillmann Biz, RG:2.802.902

Pesq es partici

Prof. Dr. Filipe Modolo Siqueira e Profa. Dra. Andrea

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

Prezado Senhor (a),

Vocé 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 regeneracao de defeitos 6sseos mandibulares”, de responsabilidade da
pesquisadora Profa. Dra. Michelle Tillmann Biz. A seguir |he serdo apresentados
informagdes e esclarecimentos a respeito da proposta do trabalho. Qualquer duvida o
(a) Sr (a) podera esclarecer entrando em contato com o Laboratério de Engenharia de
Tecidos Dentéarios, da Universidade Federal de Santa Catarina, pelo telefone (48)
37214905.

INFORMAGOES 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 varios paises, e sua aplicacdo terapéutica representa um novo caminho
para o tratamento de inumeras desordens odontologicas, como implantes e
reconstrugdo da estrutura ossea.

Para a realizag@o desta pesquisa serdo utilizados a polpa dental retirados da
cavidade interna do dente do siso que foi indicado pelo seu dentista para extragao.
Estes dentes normalmente sdo descartados em lixos hospitalares apés o
procedimento cirurgico. A extragao sera realizada por um cirurgido dentista. Durante a
extragdo, podera haver a necessidade de cortar o dente para a sua retirada, neste
caso, os pesquisadores descartardo este da pesquisa. No poés-operatério podera
ocorrer dor na regido da extragdo, bem como limitagdo da abertura de boca. O
cirurgido dentista ira acompanhar todo o pés-operatério e havendo necessidade ira
medicar o paciente.
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A polpa dental s6 sera coletada apés 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
regeneragdo. Estudos como estes sdo necessarios, pois nos proporcionarao
conhecimentos que futuramente poderao ser empregados no desenvolvimento de
terapias utilizando células-tronco da polpa dental, como por exemplo, na reconstituicao
do tecido 6sseo. Reforgamos que os fragmentos de dente que venham a ser doados
serdo 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 participagdo, garantindo sua privacidade. Também
garantimos que nao havera qualquer custo ou riscos para o (a) Sr (a) por participar
desta pesquisa. Caso nao 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:

CONSENTIMENTO DE PARTICIPAGCAO

Eu, , RG
fui esclarecido (a) sobre a pesquisa “Utilizagdo de células tronco de polpa de dentes

permanentes humanos (DPSCs) na regeneracé@o de defeitos 6sseos mandibulares” e
concordo em participar do estudo, como voluntario.

Assinatura do paciente ou responsavel:

Florianopolis, de de
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ANEXO A — Parecer Consubstanciado do CEPSH

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plataforme
SANTA CATARINA - UFSC %9‘01"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Utilizacdo de células tronco de polpa de dentes permanentes humanos (DPSCs) na
regeneragio de defeitos 6sseos mandibulares

Pesquisador: Michelle Tillmann Biz

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 16932913.8.0000.0121

Instituicdo Proponente: Universidade Federal de Santa Catarina

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 424.009
Data da Relatoria: 14/10/2013

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um pesquisa do "ipo basica, experimental, quantitativa, analitica, visa avaliar o uso de células
tronco da polpa de dentes permanentes humanos (DPSCs)na regeneragéo de defeitos dsseos
mandibulares" proveniente do Departamento de ciéncias morfolégicas. A pesquisa prevé o uso de ratos no
processo de implantagac das células troncos proveniente de sere humanos.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar o potencial da utilizag&o de células tronco da polpa de dentes permanentes humanos (DPSCs) como
terapia no processo de regeneracéo de defeitos 6sseos mandibulares. Como Objetivo Secundario: Coletar e
aperfeicoar a cultura de células da polpa de dentes permanentes humanos; Padronizar o protocolo de
indugo de defeito dsseo na mandibula para estudos de regeneragio; Descrever, témporo-espacialmente, o
processo de regenerac¢do ossea alcangada pelas DPSCs; Quantificar a neoformagée éssea no processo de
regeneracdo com o uso das DPSCs; Comparar o grau de neoformacgdo 6ssea alcangada com € sem o uso
das DPSCs.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Os pesquisadores apontam que: "N&o havera beneficio direto para o paciente que doara o dente apés a
extragdo. Espera-se que o beneficio futuro do protocolo de pesquisa seja o incremento no processo de
regeneragdo ossea". Como riscos: "Ndo havera riscos para os participantes uma vez

Enderego: Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima

Bairro: Trindade CEP: 88.040-900
UF: sC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-9206 Fax: (48)3721-9696 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br
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Continuagao do Parecer: 424.009

que serdo utilizados para a coleta das amostras terceiros molares com indicag&o para extragao".

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
os pesquisadores realizaram as adequagdes solicitadas no parecer anterior € enviaram a carta de respostas
as pendéncias.

Consideracoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Reajustado o TCLE conforme solicitagdo.

Recomendacdes:
ndo se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
aprovado.

Situacgédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo

Consideragdes Finais a critério do CEP:

FLORIANOPOLIS, 14 de Outubro de 2013

Assinador por:
Washington Portela de Souza
(Coordenador)

Enderego: Campus Universitario Reitor Jodo David Ferreira Lima

Bairro: Trindade CEP: 88.040-900
UF: sC Municipio: FLORIANOPOLIS
Telefone: (48)3721-9206 Fax: (48)3721-9696 E-mail: cep@reitoria.ufsc.br
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ANEXO B - Aprovacédo do CEUA

Protocolo
PROOBLE

Titulo

METODOLOGIAS UTILIZADAS PELO GRUSD DE FESQUISA =ISTOPATOLOGIA DA RESENERACAD TECIDUAL
Data d< Entrada

15/04/2013

Q1172313

Consideractes

Oficio n* 114/CEUA/PROPESQ/2013

Do: Prasidente da Comissio de Etica no Uso de Animais- CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Michalle Tillmann Biz, Departamento de Ciéncias Morfologicas — CCB

Prazado(a) Professor(a),
Em ralagio 20 p lo de pasquisa sob sua rasp bilidads 2 CEUA daliberou o saguinta:
- APROVADO a inclusio de p di £ solicitagio anexa.

Adita-s o Oficio n° 041/CEUA/PROPESQ2013
Do: Prasidente éa Comissio de Etica no Uso de Animais-CEUA

Ao(a): Prof(a) Dr(a) Michelle Tillmann Biz, Depar de Ciéncias Morfologicas - CCB
Prezado(a) Profassor(a),
Em ralagio 20 p lo dz pasquisa sob sua rasponsabilidads a CEUA daliberou o saguinta:

- APROVADO, por quatro anos, para a utilizagio dz quinhentos ratos (Rattus Norvagicus).
- Procedéncia do animal: Biotério Central - UFSC

Por ocastio do término desse protocolo, DEVERA SER APRESENTADO RELATORIO datathado relacionando o
uso de animais no Projeto desenvolvido aos rasultados obtidos, conf fe lirio ON LINE CEUA.

Atenciosaments,

Relatério Final pravisto para (50 dias apés término 93 vigéncia do ouno aa ¢do de um novo

Data 12/09/2017
( AAA

Prof. Assoc. Carlos Rogério Tonussi, D.Sc.
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - PRPE - UFSC
PRESIDENTE

Data 05/11/2013

Parecer(es):




