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RESUMO

O tecido 6sseo tem boa capacidade de regeneracdo, porém existem defeitos onde é
necesséria a enxertia 6ssea. O enxerto autdgeno é o padrdo ouro, mas causa uma
segunda ferida cirargica e maior complexidade e morbidade. Neste trabalho
investigamos o0 potencial osteogénico de células-tronco da polpa de dentes
deciduos (CTD) associadas a biomateriais. Foi avaliada in vitro a influéncia dos
biomateriais Boneceramic (BC), Bonefill e Composto ésseo de ricinus (COR) sobre
culturas de CTD, em relacdo a proliferacao celular e a diferenciacdo osteogénica,
corando-se com alizarina vermelha, além da analise morfolégica por microscopia
otica e eletrbnica de varredura (MEV) e analise de elementos quimicos, por
espectroscopia de dispersao de elétrons (EDS). As CTD foram facilmente obtidas e
apresentaram boa capacidade proliferativa. O BC estimulou a proliferacdo celular e
nenhum dos biomateriais inibiu a diferenciacéo osteogénica. No estudo in vivo, ratos
foram divididos em trés grupos e submetidos a inducdo de defeito na calvaria. O
grupo controle foi preenchido com coagulo e os demais receberam o COR, ou o
COR+CTD. Apo6s 15, 30 e 60 dias foram feitas analises por radiografias digitais,
microscopia o6tica, MEV e EDS. Nao ocorreu regeneragdo espontanea do defeito. O
grupo COR+CTD exibiu maior radiopacidade aos 15 dias. O biomaterial ndo
apresentou reabsorcdo, foi biocompativel, com indicios de osseointegracdo, e
funcionou como preenchimento mecanico. Somente foram identificadas areas
ossificadas esparsas, que no grupo COR+CTD foram maiores e mais maturadas.
Apesar de ndo ter sido comprovada uma acdo osteoindutora ou osteogénica do
COR+CTD, a associacao da terapia celular a biomateriais é promissora e deve ser
melhor investigada.

Palavras-chave: Biomateriais. Células-tronco. Dentes deciduos. Regeneracéo
Ossea. Terapia Celular.



ABSTRACT

Although the bone tissue has a good regenerative capacity, there are defects which
need bone grafting in order to properly recover the damaged tissue. Autogenous
bone graft, the “gold standard” procedure, requires a second operation, with
increased complexity and morbidity. In this study we investigated the osteogenic
potential of stem cells obtained from the pulp of deciduous teeth (DSC) associated
with biomaterials. We evaluated the effects of three biomaterials [Bone Ceramic
(BC), Bonefill and a polyurethane derived from Ricinus communis (RC)] on in vitro
cultures of DSC on cell proliferation, osteogenic differentiation (after staining with
alizarin red), and cell morphology (by optical microscopy) and the three biomaterials
were analyzed by scanning electron microscopy (SEM), and chemical composition
[by electron dispersive spectroscopy (EDS)]. The DSC were easily obtained and
showed good proliferative capacity. The BC stimulated cell proliferation and none of
the biomaterials inhibited osteogenic differentiation. In the in vivo study, rats were
divided into three groups and bone defects were prepared in the calvaria. The
control group was filled with clot and the others were filled with the RC or the
RC+DSC. After 15, 30 and 60 days they were sacrificed and the defect area was
analyzed by digital radiography, optical microscopy, SEM, and EDS. There was no
spontaneous regeneration of the defect. The group RC+DSC showed highest
radiopacity at 15 days. The biomaterial worked as a mechanic filling and showed
biocompatibility, evidence of osseointegration and no particles re-absorption. Only
sparse ossified areas were identified which in the group RC+DSC were larger and
more mature. Although the osteoinductive or osteogenic potential of RC+DSC was
not clearly demonstrated, the association of cell therapy with biomaterials is
promising and should be further investigated.

Keywords: Biomaterials. Bone regeneration. Cell therapy. Deciduous teeth. Stem
cells.
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1. INTRODUCAO

As células-tronco (CT) sédo células precursoras indiferenciadas que possuem
a capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares especializados e de
estimular a regeneracao tecidual. A comunidade cientifica tem produzido um grande
namero de trabalhos que demonstram a importancia e as perspectivas da terapia
com CT em éreas diversas, tais como doencas neurolégicas [ex. Parkinson (RICE et
al., 2003), mal de Alzheimer (MALER et al., 2006), afeccbes medulares (CUMINGS
et al., 2006; CHRISTOU et al., 2007)], diabetes tipo 1 (LECHNER, 2004; MISZTA-
LANE et al., 2006), doencas hepéticas (LYRA et al., 2007), lesdes renais (RICARDO
e DEANE, 2005) e degeneracdes da retina (YOUNG, 2005). E importante ressaltar
gue muitas destas doencas tem carater cronico, com prognostico ruim, e 0s
tratamentos disponiveis atualmente focam, na maioria das vezes, no controle dos
sintomas. A terapia com CT abre a perspectiva de se estabelecer um tratamento
gue atue na regeneracao dos tecidos lesados e no reestabelecimento das suas
funcdes.

As CT podem ser de origem embrionaria ou adulta (MISZTA-LANE et al.,
2006; CHRISTOU et al., 2007). As CT embrionarias sdo as Unicas que possuem a
capacidade de se diferenciar em todos os tipos celulares, mas as CT adultas,
guando obtidas do proprio paciente, apresentam as vantagens de ndo desencadear
rejeicdo imunoldgica, responder aos fatores de crescimento inerentes ao
hospedeiro, além de n&o incorrer em limitagdes éticas e morais (PRENTICE e
TARNE, 2007). As CT adultas estdo presentes em diversos tecidos, tais como,
medula 6ssea, figado, tecido adiposo e corddo umbilical, dentre outros (THOMSON
et al., 1998; YANG et al., 2002; ROMANOV et al., 2003; ZHU et al., 2008) .

A identificacdo de novas fontes de CT, com a sua apropriada caracterizagao,
e a realizacdo de experimentos in vitro e in vivo que avaliem a sua potencial
aplicacdo na regeneracdo de tecidos, sdo importantes etapas para o sucesso da
terapia celular, pois é possivel que exista uma fonte mais eficaz ou adequada de CT
para utilizacdo em uma determinada terapia.

Recentemente foi descoberta uma nova fonte de CT proveniente da polpa de
dentes deciduos. O acesso a estas CT é relativamente facil, uma vez que sao
obtidas de orgdos nédo vitais que normalmente sdo descartados naturalmente na

fase de esfoliacdo para o irrompimento dos dentes permanentes (MIURA et al.,
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2003; ZHANG et al.,, 2008; HUANG et al., 2009). Estudos realizados com estas
células ressaltam uma grande capacidade de proliferacdo e um potencial promissor
de inducdo da regeneracao tecidual (HUANG et al., 2009; KOYAMA et al., 2009;
NAKAMURA et al., 2009; YAMADA et al., 2010).

O tecido 06sseo é bastante dindmico e tem uma boa capacidade de
regeneracdo, mas quando ocorre perda grande de tecido por trauma ou lesbes é
necessario que se faca a reposi¢do por meio de enxertos. O enxerto autdégeno é o
padrdo ouro de escolha, devido a compatibilidade imunolégica e potencial
osteogénico, porém necessita de uma area doadora, que causa uma segunda ferida
cirdrgica e, consequentemente, uma maior complexidade e tempo do procedimento
cirdrgico, maior risco de infeccdes, pior pdés-operatério para o paciente, além de
onerar o procedimento. Existem ainda limitacbes em se conseguir areas doadoras
acessiveis, que possuam tecido 6sseo em quantidade e qualidade (OLIVIER et al.,
2004; JANG et al., 2010).

No caso, por exemplo, da instalacdo de implantes dentarios em regides de
perda éssea significativa, € necessaria a realizacdo de enxerto 0sseo prévio aos
implantes. A area doadora com melhor acesso e quantidade de tecido disponivel
para a retirada de grandes volumes é a crista iliaca (KLIJN, et al., 2010). Portanto,
além da cirurgia oral para realizacdo do enxerto e dos implantes dentarios, ha a
necessidade de internacdo hospitalar, anestesia geral e intervencao cirurgica por
um ortopedista. Este procedimento seria simplificado se existisse uma alternativa
segura aos enxertos 0sseos autdégenos de maior porte, pois poderia ser realizado
somente pelo dentista, com anestesia local e em ambiente de consultério,

Uma opc¢ao aos enxertos 0sseos autdgenos e seus problemas inerentes é a
utilizacdo dos biomateriais. Disponiveis no mercado com diferentes composicdes e
apresentacodes, os biomateriais sdo definidos como substancias de origem natural
ou sintética usados para substituir total ou parcialmente os tecidos e 0Orgaos
(DOHERTY et al.,, 1992). Eles tém sido bastante Uteis para a regeneracdo de
lesbes Osseas, mas ainda ndo possuem as qualidades necessarias para serem
utilizados em todas as situacdes, pois na maioria das vezes apresentam somente o
papel de arcaboucgo osteocondutor que necessita da presenca, da proliferagéo e da
diferenciacéo de células residentes, para que o local da leséo e o préprio biomaterial
seja colonizado e ocorra a regeneracao e formacao do novo tecido (MARQUIS et
al., 2009; GHNAATI et al., 2010).
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A busca por um biomaterial ideal que supra todas as necessidades clinicas
para a substituicdo do tecido O0sseo é constante, mas eles ainda apresentam
limitagBes. Atualmente os biomateriais tém sido associados a mediadores quimicos
e a fatores de crescimento, como as proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) ou o
fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), para que se tornem
osteoindutores e estimulem as células mesenquimais residentes no local da leséo a
colonizar, se diferenciar e reparar o tecido (CANTER et al., 2010; MOOREN et al.,
2010; SCHUKERT et al., 2010).

Uma perspectiva promissora para evitar oS incovenientes dos enxertos
autdgenos é suprir a principal deficiéncia dos biomateriais ja disponiveis, que é a
auséncia do componente celular, associando-os as CT do proprio paciente,
previamente coletadas e cultivadas. Com isto, espera-se criar um micro-ambiente
celularizado, semelhante ao osso natural, que permita a total integracdo e
vascularizacdo do enxerto e a consequente regeneracao 0ssea.

Diante disto, o0 objetivo deste trabalho é avaliar o potencial osteogénico de CT
originarias da polpa de dentes deciduos humanos, por meio de estudos in vitro e in
vivo, realizados para estabelecer a cultura destas células, verificar a sua resposta
em relacdo a presenca de biomateriais na cultura celular e analisar o processo de
regeneracao 6ssea apos implantacdo de enxertos das mesmas, associadas a um

biomaterial, em defeitos 6sseos padronizados criados em calota craniana de ratos.
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2 OBJETIVOS
Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo geral investigar o potencial terapéutico de
células-tronco da polpa dentaria de dentes deciduos (CTD), em associacdo com
arcaboucos, no reparo do tecido ésseo.
Objetivos especificos

e Estabelecer a técnica de obtencéo e cultura de CTD.

e Analisar a capacidade de proliferacdo e diferenciacdo osteogénica das CTD
in vitro, em associacdo com trés biomateriais utilizados para a regeneracao
Ossea.

e Padronizar o modelo experimental de defeito 6sseo em ratos.

e Avaliar o processo de regeneracdo 6ssea em defeitos 6sseos, em animais

enxertados com um biomaterial a base de 6leo de mamona, associado ou
nao a CTD.



20

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 A MEDICINA REGENERATIVA

Existem diversas alteragoes, tais como lesées medulares (CHRISTOU et al.,
2007; CUMINGS et al., 2006), mal de Alzheimer (MALER et al., 2006), doenca de
Chagas (SANTOS et al., 2004), diabetes tipo 1 (LECHNER, 2004; MISZTA-LANE et
al., 2006), doencas hepaticas (LYRA et al., 2007) e lesbes renais (RICARDO e
DEANE, 2005) ainda sem um tratamento eficaz estabelecido. Elas decorrem de
alteracOes teciduais que causam perda de funcdo com sérias alteracdes clinicas,
além de altos custos para o sistema de saude. A regeneracdo destes tecidos e
melhora da sua fungéo é o objetivo principal da medicina regenerativa.

A medicina regenerativa € a atividade que aplica os principios da engenharia
e das ciéncias da saude para a obtencdo de substitutos biolégicos que mantenham,
melhorem ou restaurem as funcbes de oOrgdos e tecidos do corpo humano. De
natureza interdisciplinar, a medicina regenerativa inclui conceitos de ramos téao
diversos como o da biologia celular, a robética e a ciéncia dos materiais, dentre
outros. (ANVISA, 2010). A terapia celular € um exemplo de medicina regenerativa e
0 uso de células-tronco para o reparo de 6rgéaos e tecidos lesados expandiu as suas
possibilidades (PRENTICE e TARNE, 2007).

3.2 CELULAS-TRONCO (CT)

Células-tronco (CT) séo definidas como células indiferenciadas com grande
capacidade de auto-renovacdo e de producdo de mais de um tipo celular
especializado, como osteoblastos, hepatdcitos e células nervosas. As CT podem ser
de origem embrionaria ou adulta (ODORICO et al.,, 2001; MISZTA-LANE, 2006;
CHRISTOU et al., 2007; PRENTICE e TARNE, 2007).

As CT embrionéarias s&o isoladas da massa celular interna do embrido no
estagio de blastocisto (MARTIN, 1981). As CT embrionarias humanas foram
isoladas pela primeira vez por Thomson et al. (1998). As CT embrionarias sao
pluripotentes, ou seja, possuem a capacidade de diferenciacdo em todos os tipos
celulares (fig. 1), mas apresentam uma maior instabilidade genética, sao alogénicas,

possuem um risco de formar teratocarcinomas, além de haverem limitagdes do seu
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uso por questbes éticas e religiosas (ODORICO, 2001; NAKASHIMA, 2005;
SOLTER, 2006).

[avaciar
col)

Fig. 1 — Potencial de diferenciacdo de células-tronco embrionarias em todos os tipos celulares.
Fonte: Winslow, T; Duckwall, C. 2001.

A legislagdo sobre a utilizacdo e a pesquisa com CT embrionarias é bastante
variada. Existem paises que permitem a pesquisa, mas outros criaram restricdes
gue vao desde o ndo financiamento com recursos publicos até a total proibicdo
(RISBUD e SHAPIRO, 2005) (tabela 1).
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Tabela 1 - Descricdo da legislacdo sobre a utilizacdo de células-tronco embrionérias em
diversos paises. * FIV — fertilizacdo in vitro ** NT — transferéncia nuclear. Fonte: International Society for
Stem Cell Research — ISSCR- Acesso: mar. 2007.

Pesquisa com Pesquisa com Embritces criados Embrides
Pais Legislagdo I!nhagens de emb_r_iﬁes nao exclusivamentg criadosﬁvia.
Pendente células-tronco utilizados, para pesquisa via | Transferéncia
existentes oriundos de FIV* FIV* Nuclear (NT**)
Alemanha Niao Sim Nao Nio MNao
Australia Sim Sim Sim Nio Sim
Brasil Nio Sim Sim Nio Néo
Canada Nio Sim Sim Nio Nio
Espanha Nao Sim Sim Nio Néao
Estados Unidos Sim Sim Nio Nio N & o
Franca Nio Sim Sim Nio N o
Holanda Niéo sim Sim Nio Ndo
india Sim Sim Sim Nio Néo
Israel Nio Sim S5im Sim Sim
Japido Sim Sim Sim Sim Sim
Noruega Nio Néo Nao Nio Nédo
Reino Unido Nio Sim Sim Sim Sim
Singapura MNiao Sim Sim Sim Sim
Suécia Sim Sim Sim Sim Sim
Suiga Niao Sim Sim Nio Nio

A CT adulta é uma célula indiferenciada encontrada no organismo apos o
nascimento. Elas podem ser obtidas do proprio paciente (sendo neste caso
autogénicas e, portanto, ndo desencadeiam rejeicdo imunoldgica), respondem aos
fatores de crescimento inerentes ao hospedeiro, além de ndo incorrer em limitagdes
éticas e morais. Dentre o0s principais tipos de CT adultas estdo as CT
hematopoiéticas, que déo origem as diversas células sanguineas, e as CT
mesenquimais. As CT mesenquimais podem ser isoladas de diversos tecidos e sao
responsaveis pela auto-renovacao e homeostase do seu tecido de origem ao longo
da vida e participam do reparo de lesdes, gerando precursores capazes de originar
0s varios tipos celulares especializados ou diretamente através da sua diferenciacao
nestas células especializadas (MINGUELL et al.,, 2001; SANTOS et al., 2004;
PRENTICE e TARNE, 2007).

O Comité de Célula-Tronco Tecidual e Mesenquimal da Sociedade
Internacional para Terapia Celular definiu os critérios para caracterizacdo das CT
mesenquimais humanas (DOMINICI et al., 2006): as CT mesenquimais devem ser
aderentes ao plastico, quando mantidas em condicfes padrdao de cultura; devem
possuir capacidade de diferenciagdo osteogénica, adipogénica e condrogénica;
devem expressar CD73, CD90 e CD105; e ndo devem expressar marcadores de
linhagem hematopoiéticas c-kit, CD14, CD11b, CD34, CD45, CD19, CD79 alfa, e

antigeno leucocitario humano (HLA)-DR.
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Ainda ndo estdo bem estabelecidos os mecanismos através dos quais as CT
mesenquimais sdo recrutadas para regeneracdo de tecidos. E fato que a presenca
de uma lesdo causa alteracbes no microambiente que estimulam a sua acao
(KORBLING e ESTROV, 2003).

As CT mesenquimais da medula éssea (fig. 2) ainda hoje séo as células mais
utilizadas como terapia celular (PRENTICE e TARNE, 2007). Contudo, sdo de
acesso invasivo, pois 0 método mais comum de obtencdo é por puncdo da crista
iliaca, e sabe-se que o numero de células obtidas por procedimento é influenciado
pela idade do paciente (STENDERUP et al., 2003).

Atualmente ja foram isoladas CT mesenquimais de diversos tecidos, tais
como o cérebro (CLARKE et al., 2000), o figado (YANG et al., 2002), a pele (TOMA
et al., 2001), o tecido adiposo (ZUK et al., 2001), o musculo esquelético (JACKSON
et al., 1999) e a polpa de dentes deciduos (MIURA et al., 2003), dentre outros.
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Em relacdo ao método de obtencdo, de forma simplificada, as CT
mesenquimais séo liberadas de fragmentos de tecidos e selecionadas por meio da
aderéncia a superficie plastica do recipiente de cultura. Este método foi proposto por
Friedenstein et al. (1970), que publicaram o primeiro relato do isolamento de células
com caracteristicas de CT mesenquimais, e desde entdo vem sendo utilizado com
adaptacdes, de acordo com a origem da célula. Podem ser encontrados na literatura
diversos relatos de protocolos de obtencdo de CT de diferentes tecidos (TOMA et
al., 2001; ZUK et al., 2001; IN'TANKER et al., 2004; MIKI et al., 2005, dentre
outros). As CT, apos cultivo inicial, podem ser criopreservadas para uma possivel

necessidade posterior do paciente, ou para realizacdo de experimentos, quando
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poderdo ser descongeladas, novamente cultivadas e utilizadas sem alteracdes nas
suas caracteristicas (MARTINELLO et al., 2010; DING et al., 2010).

Em decorréncia das suas caracteristicas, as CT mesenquimais tém sido
amplamente estudadas e testadas em diferentes modelos experimentais, para
avaliar o seu potencial terapéutico e os resultados indicam boas perspectivas
(YANG et al., 2002; SOARES et al., 2004; DAI et al., 2005; NAKASHIMA et al.,
2005; CUMINGS et al., 2006; CHRISTOU et al., 2007; MORIGI et al., 2008; SEO et
al., 2008; SNYKERS et al., 2009; OH et al., 2010; SALVADE et al., 2010).
Entretanto, ainda € necessario um maior conhecimento sobre suas caracteristicas
intrinsecas e uma melhor compreensao do seu mecanismo de acdo (CLARKE et al.,
2000; RISBUD e SHAPIRO, 2005).

3.3 CELULAS-TRONCO DA POLPA DE DENTES DECIDUOS (CTD)

A polpa dentaria € um tecido conjuntivo frouxo encontrado internamente as
coroas dentarias e tem funcéo formadora de dentina, nutritiva e sensorial. Do ponto
de vista histologico evidenciam-se diversos componentes celulares, dentre os quais
destacam-se: odontoblastos, fibroblastos, células mesenquimais indiferenciadas,
macrofagos e outras células imunocompetentes, bem como, vasos sanglineos e
linfaticos, fibras nervosas e, permeando este conjunto, substancia fundamental
amorfa (NONAKA et al., 2005). A polpa é derivada de componentes ectodérmicos e
mesenquimais que contém células da crista neural com capacidade pléstica e
multipotente (KERKIS et al., 2006).

Gronthos et al. (2000) isolaram pela primeira vez CT mesenquimais da polpa
de dentes permanentes e demonstraram que elas apresentavam imunofenétipo
semelhante a CT mesenquimais de medula dssea e que possuiam capacidade de
auto-renovacao e diferenciacdo em adipécitos. As CTD foram entdo isoladas por
Miura et al. (2003), que chamaram a atencéo que o seu facil acesso e o fato de néao
serem Orgaos vitais, que normalmente sdo descartados apos a esfoliacdo poderia
estabelecer uma nova fonte importante de CT adulta.

Posteriormente, InUmeros estudos tém isolado CT mesenquimais derivadas
da polpa dentaria e demonstrado que tais células sdo multipotentes e possuem a
capacidade de auto-renovacao e de diferenciacédo em diferentes tipos celulares (SHI
et al., 2003; NAKASHIMA, 2005; SOUZA et al., 2008; NOGUEIRA et al., 2009;



26

KOYAMA et al.,, 2009; NAKAMURA et al., 2009; YAMADA et al., 2010).
Comprovadamente, as CTD apresentam potencial de diferenciacdo em pelo menos
trés linhagens celulares: osteo/odontogénica, adipogénica e neurogénica (HUANG
et al., 2009) (fig. 3). Este potencial de diferenciacdo é um dos critérios para
caracterizar CT mesenquimais propostos pelo Comité de Célula Tronco Tecidual e
Mesenquimal da Sociedade Internacional para Terapia Celular. At¢é 0 momento nao
existe um marcador especifico para CT mesenquimais (DOMINICI et al., 2006).
Quando comparadas com as CT mesenquimais provenientes da medula
O0ssea e da polpa de dentes permanentes, notou-se que CTD apresentam uma

maior taxa de proliferacdo (NAKAMURA et al., 2009).

Ly

células-tronco
iscladas
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Fig. 3 — Coleta, cultura e inducéo a diferenciacéo in vitro de CTD. Fonte: Soares et al., 2007.

Para a obtencédo de uma linhagem celular osteogénica de CTD uma camada
confluente de células deve ser incubada em um meio indutor contendo uma mistura
de B—glicerofosfato, acido ascorbico e dexametasona, por um periodo de 2-3
semanas (ZHANG et al.,, 2008). A diferenciacdo na linhagem osteogénica €
confirmada pela atividade da fosfatase alcalina e mensurada pelo acumulo de calcio
(PITTENGER et al., 1999). A identificacdo dos depdsitos de célcio apds cultivo com

meio osteogénico pode ser feita pela coloragcéo por alizarina vermelha, como pode
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ser visto nos trabalhos de Samee et al. (2008), Huang et al. (2009), OH et al. (2010)
e de Salvadeé et al. (2010), dentre outros.

As limitagfes da coleta de CTD incluem a possibilidade de contaminacéo e a
pequena quantidade de células disponibilizada para terapia (MIURA et al., 2003;
HUANG et al., 2009). Além disto, as CTD devem ser obtidas na fase de esfoliagdo
dos dentes deciduos, para dar lugar aos dentes permanentes, consequentemente
possuem um periodo restrito de acesso, pois os dentes deciduos estdo presentes
em criangas de seis até 12 anos em média, como comprovado por Nolla (1960).

Para a criopreservacdo de CTD tém surgido métodos alternativos mais
simples do que a forma tradicional de coletar o tecido, cultivar e congelar as CT. A
proposta é de criopreservar o tecido pulpar (PERRY et al., 2009) ou toda a unidade
dentaria (WOODS et al.,, 2009). Estes métodos excluem a cultura prévia ao

congelamento e os resultados de ambas as técnicas foram inicialmente positivos.

3.4 O TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo consiste, basicamente, de cristais de hidroxiapatita e matriz
extracelular. A matriz extracelular € composta por 90% de proteinas coldgenas (97%
de colageno tipo | e 3% de colageno tipo V) e 10% de proteinas nao-colagenas
(20% de osteocalcina, 20% de osteonectina, 12% de sialoproteinas, 10% de
proteoglicanos, osteopontina, fibronectina, fatores de crescimento, BMPs e outras),
sendo todas elas proteinas sintetizadas pelos osteoblastos (ANSELME, 2000).

O tecido 6sseo pode ser formado pela ossificacdo intramembranosa ou
endocondral. Na ossificacdo intramembranosa os osteoblastos sédo diferenciados
diretamente das células mesenquimais, enquanto que na ossificacdo endocondral
as células mesenquimais diferenciam-se primeiro em condrdcitos, formando um
molde de cartilagem. Assim, os osteoblastos sdo diferenciados a partir de células
mesenquimais envolvidas imediatamente apds a maturacdo hipertréfica dos
condrocitos (MURATA et al., 1998). A formacao Ossea pela via intramembranosa
esta relacionada aos o0ssos da regido craniofacial, enquanto que a ossificacao
endocondral acontece, na maioria das vezes, nos 0ssos longos (REDDI et al.,
1997).

Apesar da grande proporcao acelular, o tecido 0sseo possui trés tipos

celulares caracteristicos que regem seu metabolismo: 0os ostedcitos, os osteoblastos
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e 0s osteoclastos. Os osteoblastos sé&o células mononucleadas, basofilas, com
grande poder de sintese. Elas sdo as responsaveis pela producdo do colageno,
além de outras proteinas com funcdo estrutural e sinalizadora. E, portanto, a
principal célula da génese e da regeneracdo Ossea, depositando toda a matriz
extracelular do tecido. Os ostedcitos sdo células fusiformes que estdo encarceradas
na matriz extracelular. Na realidade, os ostedcitos sdo osteoblastos que se isolaram
na matriz extracelular e que diminuiram o seu poder de sintese. Entretanto, eles
continuam a produzir fatores e proteinas sinalizadoras importantes no metabolismo
0sseo. Os osteoclastos, por sua vez, sdo células volumosas, multinucleadas, ricas
em mitocondrias e ribossomos livres, provenientes de linhagem hematopoiética. Sdo
responsaveis por realizar a reabsorcdo 6ssea, liberando enzimas que quebram a
matriz de colageno e &cidos que agem na dissolucdo da hidroxiapatita
(TEITELBAUM et al., 1995).

O tecido 6sseo passa constantemente por um processo dinamico de
remodelacdo, sendo absorvido e novamente depositado. Este processo se da
concomitante em multiplos locais. A propor¢cdo entre absorcédo e formacdo Ossea
varia ao longo da vida. Na fase de crescimento ou em momentos de estresse
mecanico, tende a ser maior a deposicdo 0ssea. Ja em periodos de inatividade
prolongados, a absorcdo ocorre de forma mais pronunciada, reduzindo a massa
o0ssea. Alem de importante na mecanica do esqueleto, este processo é responsavel
pela manutencao do calcio sérico, contribuindo para o fino equilibrio idnico requerido
para o normal funcionamento dos diversos processos metabdlicos do organismo
(TAKAHASHI et al., 1988).

O reparo 0sseo envolve os tecidos esquelético e conjuntivo, apresentando
muitos processos que estdo presentes na remodelacdo. Para o reparo 6sseo, uma
seqiéncia de eventos celulares e bioquimicos inicia uma reacdo inflamatéria. O
controle da migracdo, proliferacdo e sintese de proteinas € essencial para a
angiogénese e formacdo de tecido conjuntivo. Os macrofagos aparentam ter um
papel importante neste processo, liberando fatores de crescimento que estimulam
as células endoteliais a formarem capilares e as células mesenquimais a formarem

a matriz éssea, que sera posteriormente mineralizada (PROBST e SPIEGEL, 1997).

3.5 ENXERTOS OSSEOS
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As cirurgias para regeneracdo 6ssea decorrentes de traumas ou lesdes séo
corriqueiras. Anualmente cerca de 800,000 enxertos sdo realizados ao redor do
mundo com um mercado estimado em 300 milhdes de euros e incluem enxertos
autégenos, aldégenos, xendégenos e com biomateriais sintéticos (European
Commision Human Tissue-Engineered Products, 2003).

O enxerto de osso autélogo é a opcdo com maior indice de sucesso e é
considerado o padrdo ouro para a realizacdo de enxertos, pois fornece os trés
elementos necesséarios para a regeneracdo 0Ossea: um arcabouco, as células
progenitoras osteogénicas e os fatores de crescimento, além de ndo apresentarem
risco de resposta imunogénica. Contudo, apresenta inconvenientes relacionados a
necessidade da segunda ferida cirdrgica na area doadora tais como, aumento do
custo, maior risco cirdrgico, pior pés-operatorio, além do que a quantidade e
qgualidade de osso disponiveis para a enxertia pode ser insuficiente (CLAVERO e
LUNDGREN, 2003; OLIVIER et al., 2004).

O enxerto alégeno envolve dois individuos da mesma espécie. Normalmente
€ coletado de doador cadaver e, apés tratamento, € mantido em banco de 0ssos.
Para evitar a possibilidade de infec¢céo e resposta imunogénica, a parte celular do
tecido é retirada e ele é utilizado somente como arcabougo osteocondutor, podendo
ser associado a fatores de crescimento (ORBAN et al., 2002). Os pacientes podem
ter uma percepcdo negativa por receio de contaminacao, rejeicdo imunolégica ou
até mesmo por conceitos socio-culturais e/ou religiosos (BUCK et al., 1989).

Os enxertos xendgenos envolvem espécies diferentes. Os mais comuns sao
de origem bovina e suina e existem diversos produtos disponiveis no mercado.
Normalmente séo liofilizados e podem ser encontrados em bloco ou em po6, com
diferentes granulacfes. Existe a opcdo da porcdo mineral ou da matriz 6ssea
descalcificada (FIGUEIREDO et al., 2010). Eles podem sofrer restricdes de uso pelo
fato de ser proveniente de tecido animal, assim como citado anteriormente em
relacdo aos enxertos alégenos (WENZ et al., 2001).

Os biomateriais sintéticos para enxerto 0sseo podem ser divididos de
acordo com tipo basico de composicdo. Existem os metais, 0s polimeros, o0s
compésitos e as ceramicas. Sao apresentados em diversas formas, de acordo com
a aplicacdo, e as suas caracteristicas podem ser modificadas e ajustadas em

relacdo a sua performance biologica como degradabilidade, bioatividade e
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composicdo quimica. N&o apresentam riscos de transmissdo de doencas

relacionadas a um organismo doador (NI e CHANG, 2009).

e Metais

A rigidez e potencial toxicidade, através da libertacdo de ions que podem
provocar metaloses, reagfes inflamatérias e encapsulacéo fibrosa, sdo os principais
inconvenientes deste tipo de material. O aco inox, a liga de titAnio-aluminio-vanadio
(TI6A14V) e as ligas de cobalto-cromo sdo alguns exemplos de metais ou ligas
metalicas ja utilizadas (AFONSO, 1998). Os implantes metalicos de titanio
comercialmente puro sdo totalmente inertes e largamente utilizados para a
substituicdo de dentes perdidos com total seguranca. Atualmente € o maior exemplo
de biomaterial metélico (SALVI e BRAGGER, 2009).

e Polimeros

Os polimeros sao cadeias extensas de unidades monoméricas repetidas,
unidas por ligacdes covalentes, com peso molecular elevado. As propriedades
fisico-quimicas destes materiais sdo marcadamente influenciadas por varios fatores
como a composicao quimica, a estrutura, a extensao da cadeia macro-molecular e a
distribuicdo de tamanhos nas cadeias. Os polietilenos, o polipropileno, o poliuretano,
0 acido polilactidico (PLA) e o polimetiimetacrilato (PMMA) sdo exemplos de
polimeros utilizados como biomateriais sintéticos (HIGASHI et al., 1986; AFONSO,
1998).

e Compdsitos

Os compositos sdo decorrentes da combinacdo de tipos diferentes de
biomateriais com o intuito de somar as suas caracteristicas positivas, obter
melhores resultados e ampliar as indicagbes de utlizagdo. Uma analogia
interessante é o tecido 6sseo, constituido por fibras coldgenas e minerais, que seria
um compgsito criado pela natureza, com 6timas propriedades biomecéanicas. Ja
existem relatos de diferentes associacfes para obtencdo de compoésitos (AFONSO,
1998; VERHEYEN et al., 1993; ZHANG et al., 2010).



31

e Ceramicas

Os materiais ceramicos sdo estaveis e ndo reativos. S&o duros e fridveis
e podem ser divididos em trés grupos, de acordo com sua composicdo e
caracteristicas: 0os materiais ceramicos oxidados, como o oOxido de zircbnia e de
alumina, muito utilizados em proteses dentais; as ceramicas tipo fosfato de célcio,
utilizadas na regeneracdo Ossea, representadas pela hidroxiapatita e o fosfato
tricélcico; e o grupo dos vidros de silica e vidros ceramicos, também utilizados em
preenchimentos de defeitos 0sseos (AFONSO, 1998; LEGEROS, 2002; CHAN,
2010).

3.6 BIOMATERIAIS E REGENERACAO OSSEA

Os biomateriais sédo definidos, em um sentido amplo, como toda substancia
ou conjunto de substancias de origem sintética ou natural, que durante um periodo
de tempo é empregada como um todo ou parte integrante de um sistema para
tratamento, ampliacdo ou substituicdo de qualquer tecido, orgado ou funcéo corporal
(DOHERTY et al., 1992).

Especificamente, os biomateriais para regeneracdo Ossea podem ser
definidos como qualquer material implantado que promova neoformacédo Ossea
através de processos osteogénicos, osteoindutivos ou osteocondutivos (BAUER e
MUSCHLER, 2000). Estas substancias ndo necessariamente devem ser inertes ou
in6cuas, mas indutoras de respostas do hospedeiro (GUASTALDI, 2004).

O processo ostegénico ocorre quando o biomaterial para enxerto 0sseo
contém células capazes de se diferenciarem em osteoblastos, para produzir tecido
0sseo, e de estimularem as células osteogénicas residentes do leito receptor. Este
processo pode ser observado nos enxertos autdgenos. A osteoinducdo ocorre
guando o biomaterial estimula células mesenquimais indiferenciadas do leito
receptor, mesmo fora do tecido 6sseo, a se diferenciarem em linhagem osteogénica,
para que formem tecido ossificado. E a osteoconducdo € evidenciada quando a
funcdo do biomaterial é servir de arcabouco, permitindo que células osteogénicas do
leito receptor se proliferem e penetrem no mesmo para a formacéo de tecido 0sseo,
em toda a sua extensao (ZAFIROPOULOS et al., 2007; ARAUJO, 2008; OH et al.,
2010).
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Dentre os diversos tipos de biomateriais disponiveis para a regeneracao
0ssea, um dos mais comuns e mais utilizados séo as ceramicas de fosfato de célcio,
que possuem um arranjo estrutural e mineral composto por hidroxiapatita ou (-
tricélcio fosfato ou pela associacdo de ambos, formando a ceramica bifasica de
fosfato de calcio. A hidroxiapatita € o componente primario dos 0ssos e a sua
formula estequiométrica € Caio(POas)s(OH)2, com propor¢cdo Ca/P igual a 1,67
(ARAUJO, 2008). A tabela 2 descreve os principais fosfatos de célcio existentes,
sua ocorrencia e a relagcéo Ca/P.

A modificagdo na proporgcdo CA/P pode ser alterada por sua origem e pelo
processo de fabricacdo e influencia nas suas caracteristicas fisicas e
comportamento biolégico (LEGEROS, 2002; ARAUJO e SANTOS FILHO, 2008;
CHAN, 2010). O tricalcio fosfato, Cas(POa4)2, ndo é um componente natural do 0sso,
mas apresenta proporcao de célcio e fosfato similares a ele em uma razéo de 1,5
(JARCHO, 1986).

Tabela 2 — Ocorréncias de fosfatos de célcio em sistemas biolégicos e suas relagdes Ca/P.
Fonte: Araujo, 2008.

Nome do composto Formula quimica Ocorréncias Ca/P
Monohidrogeno CaHPO,.2H,0 célculo dentario, 1.0
fosfato de célcio dihidratado (DCPD) 0ss0s decompostos
Pirofosfato de calcio CaP,0,.2H,0 depésitos de pseudo-gotas de 1.0
dihidratado (CPPD) fluidos
Fosfato de octacalcio Cast(PO4)e'5HzO célculo dentario e urinario 1.33
(OCP)
Fosfato de calcio Ca,(PO,), calculo dentério e urinario, 15
(TCP) pedras salivares, caries

dentérias, calcificacdo tecidos

moles
Hidroxiapatita Cam(PO)B(OH)z esmalte, dentina, osso, calculo | 1.67
(HAP) dentario, pedras, célculo

urinario, calcificacédo de tecido
mole

Os biomateriais ceramicos tém alta capacidade de adsorver ou absorver

moléculas. Isto acontece devido as suas caracteristicas estruturais (fig. 4), que

permitem que os grupos hidroxila (OH) sejam retirados, com relativa facilidade,
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gerando canais vazios entre os hexagonos, e também por sua composicado quimica,
pois sdo formados basicamente por calcio e fosfato que séo elementos que
participam de forma din&mica do equilibrio iénico com o fluido biolégico do leito
receptor. Este comportamento dos biomateriais ceramicos permite que eles possam
ser utilizados como carreadores de drogas, com finalidades diversas, ou de
substancias que ajudem na regeneracdo tecidual (SEPULVEDA et al.,, 1999;
ARAUJO, 2008).

Fig. 4 — Célula unitaria da hidroxiapatita. Fonte: Araujo, 2008.

A indicacdo das ceramicas para diversas finalidades clinicas pode ser
creditada principalmente a alta compatibilidade e osteointegracdo do material, cuja
composi¢cdo quimica é similar a dos ossos, além de apresentar auséncia de
toxidade local ou sistémica, auséncia de resposta a corpos estranhos ou
inflamatdria e aparente habilidade em se ligar ao tecido hospedeiro (LEGEROS,
2002; ARAUJO e SANTOS FILHO, 2008; CHAN, 2010).

Os biomateriais ceramicos por si s6, ndo sao osteogénicos ou osteoindutivos,
mas proveem um arcabouco osteocondutor para a formagdo 6ssea. Contudo, eles
sdo bioativos e apresentam a capacidade de alteracdo de sua superficie com a
formacdo de hidroxiapatita carbonatada Caio(PO4.HPO4.CO3)s(OH)2, que leva a
uma maior adesao ao tecido 6sseo neoformado e a uma maior resistencia do 0Sso
(JARCHO, 1986).

A degradacéo lenta da hidroxiapatita € um fator limitante ao seu uso para

a regeneracao 0ssea, pois a reabsorcdo concomitante a neoformacao 6ssea € uma
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caracteristica normalmente desejada para um biomaterial (CHAN, 2010). Existem
estudos que mostram que as hidroxiapatitas podem levar de 4 a 5 anos para serem
reabsorvidas (DE GROOT, 1980; NORDSTROM e KARLSSON, 1990). A
degradacdo depende de fatores intrinsecos do biomaterial, como a forma de
obtencdo, o tamanho das particulas, sendo quanto menor mais répida a
degradacédo, e a solubilidade da hidroxiapatita, e de fatores fisicos e biolégicos do
individuo receptor, como o pH do leito, a taxa de fagocitose, os leucdcitos e 0s
mediadores quimicos (ARAUJO e SANTOS FILHO, 2008).

As ceramicas de fosfato de calcio bifasicas sdo compostas pela associagcéo
de hidroxiapatita e [B-tricalcio fosfato. A vantagem desta associacdo é obter o
beneficio da degradacado rapida do B-tricalcio fosfato com a manutencdo da
estrutura do arcabouco, decorrente da reabsorcdo lenta da hidroxiapatita
(KAUSCHKE et al., 2006).

Existem diversos relatos de bons resultados em estudos que analisaram a
regeneracao 0ssea apos a utilizacdo de ceramicas de fosfato de célcio de diferentes
origens, composicdes e processos de fabricacdo (LEGEROS, 2002; FLECKENSTEI
et al.,, 2006; JENSEN et al.,, 2007; JENSEN et al.,, 2009), porém podem ser
encontrados alguns relatos de nado-regeneracdo O0ssea em estudos como o de
Develioglu et al. (2007), dentre outros.

NI e CHANG (2009) realizaram um estudo com biomateriais ceramicos
comprovando a influéncia das suas composi¢des nas suas caracteristicas biolégicas
e chamaram a atencdo que a presenca de Mg pode inibir a proliferagéo celular e
gue a simples presenca de P na composi¢do do biomaterial ndo é uma garantia de
sucesso.

Recentemente foi langcado no mercado o produto Boneceramic, uma nova
ceramica 100% sintética de fosfato de célcio bifasica em uma relagdo controlada de
60/40 de hidroxiapatita e fosfato 3-tricalcico (Straumann®, Suica). Foram publicados
estudos com resultados promissores para a regeneracdo Ossea utilizando o
Boneceramic em diferentes situacfes (ZAFIROPOULOS et al., 2007; ARTZI et al.,
2008; CORDARO et al.,, 2008; REICHERT et al, 2009). Entretanto, em um
experimento com ratos, Chan (2010) observou que, apés a utilizagdo do BC, néo
houve a regeneracdo tecidual do defeito 6sseo criado, além de ter ocorrido um
encapsulamento fibroso do material. Também com resultados negativos em seu

estudo clinico, DeCoster et al. (2009) relataram que a analise de alvéolos dentais
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humanos preenchidos com o BC apds exodontias demonstrou que 0 mesmo
diminuiu a regeneracdo 0Ossea, quando comparados com alvéolos preenchidos
somente com coagulo sanguineo.

Dentre os biomateriais para enxertos 0sseos 0s polimeros sdo os mais
versateis, quando comparados com metais e ceramicas, pois apresentam as
vantagens de poderem ser produzidos em diferentes composicbes e estruturas,
modificando as suas caracteristicas e comportamento biolégico (ANGELOVA,
1999). Um exemplo de versatilidade € que os polimeros podem ser preparados no
momento da utilizacdo e, ainda em forma pastosa, injetados no leito receptor com
uma técnica de acesso cirargico menos invasiva (GUELCHER, 2008).

Vém sendo desenvolvidas, para a regeneracdo Ossea, poliuretanas de
origem vegetal a base do 6leo de mamona (Ricinus communis). A mamona possuli
um grande potencial oleoquimico, é um recurso renovavel, de baixo custo, de facil
acesso e ja é utilizada com frequéncia para a fabricagdo de uma série de produtos
(SINGH et al., 2005; PEREIRA-JUNIOR et al., 2007). A utilizacdo de biomateriais
produzidos a partir do 6leo de mamona é particularmente interessante para o Brasil,
um pais com grande potencial e conhecimento agroindustrial (OHARA, 1995).

As poliuretanas vegetais sado produzidas a partir da reacao tipo uretana entre
dois componentes basicos, o poliol e o pré-polimero, sintetizados a partir de
moléculas derivadas de acidos graxos vegetais. As poliuretanas vegetais para a
regeneracao 0ssea podem ser utilizadas na formulagédo pura ou em associa¢cdo com
o carbonato de calcio, cuja fungéo é fornecer ions célcio, que facilitam a troca iénica
na interface osso-resina, com incremento do mecanismo de deposi¢édo de calcio na
matriz colagénica, durante o processo de reparacdo 6ssea (PEREIRA JUNIOR, et
al., 2007). No estudo de Beloti et al. (2003) a adicdo do carbonato ou do fosfato de
calcio a poliuretana derivada de mamona favoreceu a deposi¢cdo de calcio em
culturas de células osteogénicas.

Os materiais poliméricos também estdo sujeitos a fenbmenos de
biodegradacdo, que dependem da composicdo quimica do polimero, dos
mondémeros residuais e dos aditivos aceleradores da polimerizacdo incluidos no
processo de fabricagdo. Podem ocorrer reagBes oxidativas e hidroliticas em zonas
localizadas das cadeias, dando origem a dissolucdo, deformacdo e fratura de

componentes (GALANTE, 1991). Existem diversos relatos de biomateriais
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poliméricos biodegradaveis (SANTERRE et al., 2005; ADHIKARI et al., 2008; LI et
al., 2009).

A degradacdo de poliuretanas derivadas do 6leo de mamona, apés a
implantacdo no leito receptor, é controversa. Existem relatos de degradacdo das
particulas (CAVALIERE, 2000; LEONEL et al., 2003; MENDONZA-BARRERA et al.,
2003), porém muitos autores chamam a atencdo que nos seus estudos a
degradacdo ndo ocorreu, pelo menos até o periodo de tempo analisado
(MENDONCA et al., 2006; PEREIRA JUNIOR et al., 2007; LAUREANO FILHO et al.,
20009).

As poliuretanas derivadas do 6leo de mamona tém sido utilizadas em
diferentes modelos experimentais, com resultados diversos, para verificar 0 seu
potencial no processo de regeneracao 6ssea, como pode ser visto a seguir.

Calixto et al. (2001) encontraram um retardo na regeneracao de alvéolos de
ratos preenchidos, apds extracdo dentéria, com granulos irregulares de poliuretana
derivada do Oleo de mamona, quando comparados aos alvéolos preenchidos
somente pelo coagulo sanguineo.

Del Carlo et al. (2003) verificaram que a poliuretana derivada do 6leo de
mamona foi biocompativel e que a associagdo com um aspirado de medula 6ssea
autdloga incrementou os parametros de regeneracao 0ssea em radios de coelhos.

Mendonza-Barrera et al. (2003) concluiram em seu relato que a utilizacéo da
poliuretana derivada do 6leo de mamona diminuiu a regeneracao 6ssea em defeitos
0sseos criados em tibias de ratos, quando comparados com o grupo controle, que
teve os defeitos preenchidos somente por coagulo.

Os resultados de Figueiredo et al. (2004) demonstraram que a poliuretana de
mamona mostrou maior propriedade osteocondutiva e menor reacao inflamatéria
gue o0 0sso bovino desvitalizado. Foi observada uma invasdo de seus poros e o
preenchimento das cavidades por tecido &ésseo, mostrando-se eficaz como
arcabouco para a reparacéao tecidual guiada.

Leonel et al. (2003) obtiveram confirmacdo de neoformacao 6ssea no interior
dos poros de blocos de poliuretana derivada do 6leo de mamona, que foram
utilizados para o preenchimento de defeitos 6ésseos no arco zigomatico de ratos,
caracterizando assim a osteoconducéo.

Frazilio et al. (2006) utilizaram, com sucesso, a poliuretana derivada do 6leo

de mamona para a correcdo cirirgica de luxacdo patelar em caes. Nao foram
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encontrados sinais de necrose, inflamacao ou rejeicdo e o material permaneceu
sem integracao ao 0sso.

Mendonca et al. (2006) enxertaram discos solidos de poliuretana derivada do
6leo de mamona em defeitos criados no osso zigomético de coelhos. O material
apresentou biocompatibilidade, mas at¢é o momento da avaliacdo néo
osseointegrou-se as bordas das lesdes.

Pereira Junior et al. (2007) ndo encontraram sinais de osteoconducdo,
induzida pela poliuretana derivada do 6leo da mamona, quando verificaram a
regeneracao de defeitos criados no radio de coelhos e preenchidos com a mesma.
Contudo, o biomaterial mostrou-se biocompativel e com um potencial de
osteointegracao.

Leite et al. (2008), observaram neoformacgdo 6ssea em defeitos criados em
mandibulas de ratos, apos 60 dias, porém ainda podiam ser encontradas células
clasticas multinucleadas.

Laureano Filho et al. (2009) encontraram melhores resultados na
regeneracao 0ssea de defeitos criados em calotas cranianas de coelho quando os
mesmos foram preenchidos por uma poliuretana derivada do 6leo de mamona do

gue por matrizes 6sseas humanas e bovinas desmineralizadas.

3.7 ASSOCIACAO DE BIOMATERIAIS A CT PARA A REGENERACAO OSSEA

A associacéo de biomateriais a CT busca obter um sistema osteogénico para
a utilizacdo em defeitos 6sseos complexos, evitando a necessidade de enxertos
autdgenos e suas desvantagens e limitacbes subsequentes a realizacdo de uma
segunda ferida cirdrgica, relativa a area doadora (OLIVIER et al., 2004; SALVADE et
al., 2010).

Existem inUmeras possibilidades de associacfes variando-se o tipo de
biomaterial e a origem das CT. Os biomateriais ceramicos e as CT obtidas de
medula 0ssea tém sido a associagcdo mais comumente utilizada por uma série de
trabalhos, com diversos modelos experimentais (ORSI et al., 2007; KHOJASTEH et
al., 2008; MANKANI et al., 2008; PIERI et al., 2008; ZHANG et al., 2008). Contudo,
existem trabalhos com vidros bioativos e CT de tecido adiposo (OH et al., 2010).
Com ceramicas bifasicas e CTD (SEO et al., 2008). Com hidroxiapatita bovina e CT
endoteliais (KOOB et al., 2010). Com osso autégeno e CT de medula (LACERDA et
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al., 2009). Com membranas de colageno e CT de dentes permanentes (COSTA,
2009) e com implantes de titanio e CTD e de medula (YAMADA et al., 2010), dentre
outros.

Estdo disponiveis algumas opc¢cBes de modelos experimentais em animais
gue permitem a avaliagdo da regeneracdo 6ssea. Modificando-se o animal, a
localizacdo e o tamanho da area escolhida, além da técnica cirdrgica e das
avaliagOes posteriores, pode-se individualizar o modelo de acordo com o objetivo do
experimento (FRAME, 1980; EINHORN, 1999). Quando sdo necessarios testes de
materiais com maior tamanho, como implantes dentarios e proteses, sao indicados
animais com maior porte, como caprinos e caes (COELHO et al., 2010; JUNKER et
al., 2010). Porém, os roedores sao 0s animais mais utilizados para a maioria dos
experimentos com animais. Eles possuem caracteristicas fisiolégicas compativeis
com as humanas, sédo de facil manuseio e acarretam em custo relativamente baixo,
comparando-se com outros animais (LIEBSCHENER, 2004).

Hipoteticamente, um biomaterial ideal para ser associado a CT ou a fatores
de crescimento, com finalidade de regeneracdo Ossea, deveria apresentar as
seguintes caracteristicas (CHAN, 2010):

e Biocompatibilidade.

e Biodegradacgéo proporcional a neoformacgéo 0ssea.

e EXxisténcia de macroporos, que permitam a interconectividade tecidual, e
microporos, que facilitem a vascularizagéo e a aderéncia celular.

e Alta resisténcia mecanica e estabilidade, para manter a forma do local a ser
regenerado enquanto ndo é formado o novo 0Sso.

e Facil utilizacéo.

e Osteocondutividade, para permitir a neoformacédo éssea ao seu redor ou no
seu interior.

e Manter a viabilidade celular e permitir a diferenciacéo.

N&o esta bem estabelecido o tempo de vida util das CT apos implantagcdo em
defeitos 6sseos. Giannoni et al. (2009) realizaram um estudo, com a utilizacdo de
CT de medula para regeneragdo 0ssea, no intuito de verificar o tempo de vida
destas células. Os resultados demonstraram que o numero de células foi reduzido
significativamente ap0s a sua aplicacdo: cerca de 30% no primeiro dia, 50% apoés

dois dias e 95% ap0s dois meses. A hipétese dos autores é que isto ocorra devido a
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baixa celularidade do tecido 6sseo e a dificuldade de vascularizacdo e os mesmos
sugerem que se busquem formas de prolongar este tempo.

A vascularizagédo tem, possivelmente, um papel importante na osteogénese.
Peng et al. (2005) realizaram um estudo em camundongos, com CT de origem
muscular, e demonstraram que existe relacdo entre a modulacdo da angiogénese e
a regeneracao 0ssea. Baseando-se no fato de que a isquemia € um fator limitador
durante o procedimento cirargico de distracdo osteogénica, Centrulo et al. (2005)
injetaram CT previamente marcadas em ratos, durante o procedimento citado, e
confirmaram que as células migraram para o local da lesdo e permaneceram
durante a fase de consolidacdo 6ssea. Os autores sugerem que elas podem ter um
papel importante na vascularizacdo e na regeneracdo da area lesada. Contudo,
Koob et al. (2010) encontraram um aumento da vascularizacao, apos a utilizacédo de
CT endoteliais na regeneracdo de defeitos em calota craniana de camundongos,
mas este evento ndo acarretou em uma melhor regeneracao 6ssea.

A engenharia tecidual para a regeneragédo 6ssea, utilizando a associacao de
CT a biomateriais, € promissora e abre um leque de possibilidades. Pode ser
realizada somente a associacdo simples, mas pode-se acrescentar variagdes, no
intuito de obter melhores resultados, como a sele¢éo celular, a expansao ex-vivo, a
terapia génica, a construcdo do arcabouco baseado em exames de imagens do
paciente, a inclusdo de fatores bioativos e modificacdes na superficie do biomaterial
(OLIVIER et al., 2004) (fig. 5).
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Fig. 5 — Opc¢Oes de utilizacdo da engenharia tecidual para a regeneragdo 6ssea associando-se
CT a biomateriais. Fonte: Olivier et al, 2004.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO E CULTURA DE CELULAS-TRONCO DA POLPA DE DENTES
DECIDUOS (CTD)

As CT utlizadas foram obtidas de tecidos pulpares retirados de dentes
deciduos que foram extraidos na fase préxima a esfoliagdo natural, apds
autorizacdo dos responsaveis pelo paciente por assinatura de termo de
consentimento.

Neste trabalho o doador foi um paciente com oito anos de idade, portador de
denticdo mista. Foram solicitados exames radiograficos e fotograficos (Fig. 6) e as
unidades 6.3, 7.3, 7.5 e 8.3 foram definidas como alvo por estarem na fase de

esfoliacdo e n&o apresentarem lesdes cariosas.

Fig. 6 — Exames solicitados para o planejamento do procedimento. (A) Radiografias das
unidades 6.3, 7.3, 7.5 e 8.3. (B) Fotografia frontal intra-oral.

As exodontias foram realizadas em duas etapas, com intervalo de 15 dias,
divididas por hemi-arco. Inicialmente foi feito um controle rigoroso da cadeia
asséptica a fim de minimizar a presenca de microrganismos no meio bucal.
Realizou-se a assepsia extra-oral, profilaxia intra-oral, bochecho com clorexidina
2%, em seguida foi feita anestesia infiltrativa e gengival, sindesmotomia e retirada
das unidades com um férceps infantil, com um minimo de tempo e contato com
saliva. Quaisquer residuos de tecido mole foram retirados e as unidades foram
imediatamente colocadas em recipientes individuais contendo meio de cultura Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) (Sigma Chemical Co., EUA) com 50 pg/ml de
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gentamicina (Novafarma, Brasil), acondicionadas a uma temperatura entre 4 e 8°C
e encaminhadas para o Laboratério de Engenharia Tecidual e Imunofarmacologia
da Fiocruz/BA, para o isolamento das células.

Todo o procedimento de retirada da polpa e cultura celular foi realizado em
fluxo laminar vertical. O acesso a camara pulpar foi feito através do apice aberto
devido a risdlise e quando necessario a coroa foi seccionada com discos
diamantados (KG Sorensen, Brasil) em baixa rotacdo, sob irrigacdo constante. O
tecido pulpar foi retirado com o auxilio de curetas e limas endodonticas,
imediatamente acondicionado em garrafas de cultura, com meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF; Cultilab, Brasil) e armazenado
em estufa a 37° C e 5% de CO: para proliferagéo celular e aderéncia a garrafa. A
troca do meio completo foi feita a cada trés dias, durante um periodo aproximado de
10 dias, quando a cultura obteve cerca de 80-90% de confluéncia, sendo
acompanhada por meio de observacdo em microscopio optico invertido. Ao longo
das trocas, as CT mesenquimais aderentes foram selecionadas, enquanto que as
células suspensas no meio de cultura foram sendo descartadas.

Neste ponto de confluéncia foi realizada a liberacdo das células da superficie
plastica, para permitir a continuidade da proliferacdo e a criopreservacao de parte
das células. Para liberar as células, foi feita a troca do meio por duas vezes com
solucédo salina estéril e apds a remocéao da solucéo salina, foi adicionada solucéo de
tripsina a 0,25% (Invitrogen, Brasil), durante 2-5 minutos, para que as liga¢gdes das
células a matriz extracelular fossem desfeitas, permitindo o desprendimento das
células da superficie plastica da garrafa de cultura.

Apés confirmacdo do desprendimento das células, por observacdo em
microscépio Optico invertido, a enzima foi inativada pela adicdo de meio completo. O
meio da garrafa contendo as células foi entdo coletado, utilizando uma pipeta e
centrifugado a 1500 RPM por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o pellet
de células ressuspendido em 1 mL de meio DMEM suplementado com 10% de SBF.
Neste momento, uma parte das células foi separada para criopreservacdo em
nitrogénio liquido e o restante das células foi utilizado para a continuidade do
trabalho em estudos in vitro e in vivo.

Para a criopreservacgéo, entre 108-107 células por tubo foram preparadas em
um volume final de 1 mL, sendo 900 pL de meio completo contendo as células e 100

puL de dimetilsulfoxido (DMSO). Os tubos de criopreservacdo foram submetidos a
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abaixamento criostatico variando a temperatura de 4 a -80° C por 24 h e,
posteriormente, foram estocados em nitrogénio liquido.

Para a realizagdo dos experimentos in vitro e in vivo foi selecionada uma das
linhagens obtidas, que foi caracterizada no Laboratério de Engenharia Tecidual e
Imunofarmacologia da Fiocruz/BA utilizando as técnicas de coloracdo das células
com o método de Giemsa, por imunofluorescéncia, por citometria de fluxo e por RT-
PCR (NOGUEIRA et al., 2009).

4.2 AVALIACAO IN VITRO DA INFLUENCIA DOS BIOMATERIAIS NAS CTD

Foi avaliada a influéncia de trés biomateriais utilizados para a regeneracao
Ossea sobre a cultura de CTD, em relacdo a proliferacdo, a diferenciacao
osteogénica, a morfologia e a quantidade de calcio e fosfato produzidos pelas

células.

4.2.1 Biomateriais testados

Os trés biomateriais testados séo utilizados em procedimentos que induzam
ou permitam a regeneracdo O0ssea. Foram testados um material sintético, um de
origem animal e outro de origem vegetal. As informacdes expostas a seguir foram

obtidas dos respectivos fabricantes.

- Boneceramic (Straumann®, Suica)

e Composicao: € um biomaterial osteocondutor, 100% sintético, bifasico,
composto de hidroxiapatita e fosfato 3-tricalcico em uma relacdo de 60:40.

e Apresentacdo (fig. 7 A): blisters de 400-700 pm ou 500-1000 pm, com
macroporos interconectados.

e Degradabilidade: reabsorcéo gradativa. A hidroxiapatita tem uma degradacgao
mais lenta e o fosfato R-tricalcico, uma degradacédo mais rapida.

e Modo de utilizag@o: as particulas devem ser misturadas com sangue/0sso
autdégeno ou com soro fisiolégico estéril.

¢ Indicagbes: preenchimento e/ou aumento de defeitos 6sseos.
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- Bonefill (Bionnovation Biomedical S/A, Brasil)

Composicdo: é um biomaterial osteocondutor de origem bovina, composto
exclusivamente da parte mineral do tecido ésseo.

Apresentacéo (fig. 7 B): estruturas macro e microscépicas com apresentagao
em trés granulacdes: fina até 0,6 mm, média de 0,6 a 1,5 mm e grossa de 1,5
a 2,5 mm. Neste trabalho foi utilizada a granulagao fina.

Degradabilidade: uniforme e homogénea.

Modo de utilizacdo: as particulas devem ser misturadas com sangue/0sso
autdgeno ou com soro fisiologico estéril.

Indicagbes: em procedimentos cirlrgicos, como material de preenchimento

de falhas 6sseas.

- Composto 6sseo de ricinus (Poliquil, Brasil)

Composicdo: é uma poliuretana composta por um pré-polimero derivado de
isocianato, um poliol poliéster derivado do 6leo de mamona e carbonato de
calcio. A relacdo de mistura é de 1,00 do pré-polimero para 0,65 de poliol e 0
carbonato de célcio corresponde a 50% da soma da massa dos dois
componentes. A inclusdo do carbonato de célcio permite a formacao de poros
e confere melhor padréo de resisténcia e elasticidade em relagdo ao tecido
0sseo.

Apresentagcdo (fig. 7 C): apresentado na forma liquida, pré-moldados,
prototipado ou em granulos com granulacdo média de 500 um, que foi a
forma utilizada neste trabalho.

Degradabilidade: ndo informada.

Modo de utilizacdo: as particulas devem ser misturadas com sangue/osso
autdgeno ou com soro fisiolégico estéril.

Indicacdes: indicado para fixacdo, reconstrucdo, restauracdo ou expansao
o0ssea em procedimentos de ortopedia, traumatologia, neurocirurgia, cirurgia
cranio-maxilo-facial, cirurgia plastica e odontologia; em alteracfes congénitas

ou adquiridas, onde a enxertia 6ssea se fizer necesséria.
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Figura 7 - Biomateriais testados. (A) Straumann® BoneCeramic. (B) Bonefill. (C) Composto 6sseo
de ricinus.

4.2.2 Delineamento experimental do experimento in vitro

Os biomateriais testados foram submetidos as avaliacdes para verificar sua

influéncia sobre as culturas celulares de acordo com a tabela 3.



46

Tabela. 3 - Delineamento experimental do estudo in vitro. As descricbes dos grupos, as
avaliaces propostas e 0s métodos selecionados.

Proliferacao

MTT

Diferenciacéo Alizarina vermelha )
Cultura celular padrao com meio DMEM
Morfologia M. ética e MEV
Quant. Cae P EDS
Proliferacao MTT

Diferenciacéo Alizarina vermelha )
Experimentos com
) - Straumann® BoneCeramic
Morfologia Descritivo
Quant. Cae P EDS
Proliferacdo MTT

Diferenciacao Alizarina vermelha
Experimentos com Bonefill
Morfologia Descritivo
Quant. Cae P EDS
Proliferacdo MTT

Diferenciacao

Alizarina vermelha

Morfologia

Descritivo

Quant. CaeP

EDS

Experimentos com Composto dsseo de
ricinus (COR)
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4.2.3 Andlises realizadas

4.2.3.1 Avaliagcao da proliferacao celular

Para a avaliagdo comparativa da proliferagcdo celular foram utilizados o
ensaio gquantitativo por MTT descrito pela norma ISO/EN 10993-5 (International
Organization for Standardization, 2009) e a andlise qualitativa pelo
acompanhamento das culturas, com microscopia 6tica, durante o exprimento. Para
esta avaliacdo sdo utilizados extratos, obtidos dos materiais através da incubacéo
em meio de cultura, que sao adicionados as culturas celulares de acordo com os

passos abaixo descritos.

e Obtencédo dos extratos

Os extratos foram obtidos a partir da incubagdo dos trés biomateriais
testados em meio DMEM por 24 h a 37° C. A propor¢cdo foi de 200 mg dos
biomateriais para 1 mL de meio. Ap0s a incubacao, os extratos foram submetidos a
centrifugacdo para a coleta dos sobrenadantes. Os extratos foram entao diluidos em
meio DMEM em propor¢gbes de 1/5, 1/100 e 1/250. Todos os meios foram
suplementados com 10% de soro bovino fetal (Cultilab, Brasil) e 50 pug/ml de

gentamicina (Novafarma, Brasil).

e Composicao das placas de cultura

As células, previamente cultivadas, foram liberadas da garrafa utilizando-se
tripsina a 0,25% e a suspensao celular foi centrifugada e ressuspensa em meio,
ajustando-a para uma densidade de 1 x 10° células/mL. Os experimentos foram
feitos em triplicata e foram colocados 100 ul da suspensao, que corresponderam a 1

x 10%, em cada poco em placas de 96 pocos.

e Incubacédo por 24 h
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As células foram incubadas por 24 h (5 % COz2, 37 °C, > 90 % umidade) para
se aderirem e formarem uma camada semi-confluente. Em seguida, os poc¢os foram
examinados em microscépio para verificacdo da morfologia e de possiveis
alteracdes, como contaminacdo, ndo aderéncia ou diferencas visiveis de quantidade

de células.

e Aplicacéo dos extratos

Ap6s aspiracdo do meio de cultura, foi adicionado 100 pl dos meios
experimentais, nas diferentes concentracbes, em cada poco, de acordo com a

divisdo dos grupos. Todos os testes foram feitos em triplicata.

e Realizacdo do ensaio por MTT

ApOs 48 h de cultura com os diferentes biomateriais, as células foram
examinadas em microscopio 6tico para verificacdo de alteragcdes morfologicas. O
meio de cultura foi removido dos pocos e adicionou-se 100 ul de solugdo de MTT
(brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélio) (Sigma-Aldrich, EUA) a
0,5 mg/mL de meio DMEM. As placas foram incubadas por 4 h a 37 °C, para a
formacao dos cristais de formazan, apés isto a solugdo foi retirada e foi adicionado
acido cloridrico 0,1 N em alcool isopropilico com a finalidade de dissolver os cristais
de formazan. Apos 30 min, determinou-se a absorvancia em um espectrofotbmetro
Spectramax 190 (Molecular Devices, EUA), a 570 nm. Este mesmo procedimento

para a avaliacdo da proliferacdo celular também foi realizado ap6s 4 dias de cultura.
4.2.3.2 Avaliacdo da capacidade de diferenciacdo osteogénica das CTD

Para verificacdo da capacidade de diferenciacdo osteogénica das células sob
a influéncia dos extratos dos biomateriais utilizou-se a marcagao por alizarina
vermelha, que identifica a deposi¢éo de célcio. O experimento seguiu as seguintes

etapas:

e Inducdo osteogénica
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As células foram cultivadas em placa de 24 pocos, em meio DMEM
suplementado com 10% de soro bovino fetal durante dois dias até atingirem 50% de
confluéncia. A partir deste momento, utilizou-se uma associagdo dos meios
experimentais, obtidos dos extratos, com o meio indutor de osteogénese que é
composto por: meio DMEM contendo 10% de soro bovino fetal, 100 nM de
dexametasona, 0,05 mM de L-&cido ascorbico 2- fosfato e 10 mM de B-
glicerofosfato (Sigma-Aldrich, EUA). O tempo de cultura foi de 21 dias. Como grupo
controle as células foram cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de
soro bovino fetal. Os experimentos foram feitos em triplicata, o meio das culturas foi
trocado a cada trés dias e a evolucdo da diferenciacdo foi acompanhada

diariamente através de microscépio o6tico.

e Coloragao por alizarina vermelha

Apés 21 dias de cultivo, as culturas foram lavadas com PBS, fixadas com
paraformaldeido 4% (Electron Microscopy Sciences, EUA) durante 30 minutos,
lavadas duas vezes com agua destilada, quando foi aplicada a alizarina vermelha
2% (Sigma-Aldrich, EUA) por trés minutos. Apés a remocao da alizarina, as culturas
foram lavadas trés vezes com agua destilada e Imagens digitais dos depdsitos de
célcio foram capturadas para realizacdo de analise quantitativa da % de area corada
de cada poco, através de programa de imagem especifico (Image-pro Express,
Media Cybernetics, EUA). As é&reas coradas também foram analisadas com

microscoépio otico para confirmacao da coloracdo e avaliagcdo qualitativa.

4.2.3.3 Avaliagéo da morfologia celular

A morfologia celular foi acompanhada e avaliada de forma descritiva em

todas as etapas do experimento in vitro através da observacdo em microscopio

otico. Foram realizados registros de imagens.

4.2.3.4 Avaliagao dos biomateriais por microscopia eletronica de varredura (MEV)
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Esta etapa foi realizada na Plataforma de Microscopia Eletrénica do Centro
de Pesquisas Goncalo Moniz, utilizando-se o microscépio JSM 6390LV (JEOL,
Japéo). O preparo para MEV foi feito no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia
da UEFS (LAPEM) e consistiu nha metalizagcdo dos biomateriais em sua forma de
apresentacdo. As particulas dos biomateriais foram aderidas a suportes metélicos
(stubs) com fita de carbono e submetidas a um aparelho metalizador SCD 050
(BAL-TEC, Suica) para deposi¢céo de uma cobertura ultrafina de ouro que tornou as

amostras eletricamente condutivas.

4.2.3.5 Andlise de elementos quimicos por espectroscopia de dispersao de elétrons
(EDS)

Esta etapa foi realizada na Plataforma de Microscopia Eletronica do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, utilizando-se o sistema EDS Nonotrace TN-JEM1230-
3NUS (Termo Electron corporation, EUA), com uma distancia das amostras para o
detector de 10 mm e com a voltagem de 15 kv. As mesmas amostras preparadas
para a andalise por MEV puderam ser analisadas por EDS. O preparo € 0 mesmo
para ambas as analises.

Para caracterizar os biomateriais testados foram identificados os elementos

guimicos presentes n0os mesmos.

4.3 AVALIACAO IN VIVO DA ASSOCIACAO BIOMATERIAL-CTD

Todos os procedimentos deste experimento seguiram as normas de conduta
para experimentacdo animal do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz FIOCRUZ/Ba e
foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Hospital S&o

Rafael.
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4.3.1 Padronizagdo do modelo experimental

Neste trabalho foram utilizados ratos, pois 0 seu porte permite 0 acesso a
regides 0sseas de tamanho suficiente para as avaliagdes propostas.

Existem duas éareas principais disponiveis para a realizacdo de defeitos
0sseos em ratos: nos membros posteriores, com a tibia ou o fémur e a calota

craniana (fig. 8). Os dois modelos foram testados nesse estudo.

RN
RS

Fig 8. — Regides mais utilizadas em experimentos de regeneracdo 6ssea em ratos. (A) Fémur.
(B) Calota craniana.

Os animais foram fornecidos e mantidos pelo biotério do Centro de Pesquisa
Gongalo Moniz/FIOCRUZ/BA em condi¢coes ambientais controladas de luminosidade
e temperatura, longe de estimulos auditivos, alimentados com racdo balanceada e
agua ad libitum, antes e durante o estudo. Todos os procedimentos cirargicos foram

conduzidos no mesmo local e com os animais sob anestesia geral.

- Defeito 6sseo em calota craniana

Para realizacdo da cirurgia com o modelo da calota craniana (fig. 9) os
animais foram submetidos a anestesia geral por via intraperitoneal com cloridrato de
xilasina (5 a 10 mg/kg) + cloridrato de quetamina (50 a 75 mg/kg) misturados na

mesma seringa.
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Apés confirmacdo da profundidade da anestesia por reflexo da cauda, os
animais foram tricotomizados e imobilizados em decubito ventral na mesa cirdrgica.
ApoGs a antissepsia com PVPI topico foi feita uma incisdo linear com lamina de
bisturi n° 15 no longo eixo da calota craniana expondo o perioésteo, que foi incisado e
descolado com espatula n® 7 para o0 acesso ao tecido ésseo.

Os tecidos moles foram mantidos afastados por dois afastadores tipo
Volkmann e o defeito 6sseo foi criado na porcdo mediana da calvaria com uma
broca trefina de 7 mm de diametro (FTRO6-SIN, Brasil), acoplada a um contra-
angulo com reducdo de 1:16, ativado por um motor cirdrgico rotatério de baixa
rotacdo Implantmed Si - 923 (WH, Austria), sob irrigacdo constante com soro
fisiologico estéril. Neste momento foram realizados os enxertos.

Foram realizados trés tipos de tratamento: o grupo controle somente com o
coagulo, o grupo com 25 mg do composto 0sseo de ricinus homogeneizado com
coagulo e o grupo com 25 mg do composto 6sseo de ricinus homogeneizado com
coagulo e 2x10° células da polpa dentéria, previamente contadas e confirmadas em
relacdo a viabilidade celular. A organizacdo dos grupos esta disposta na tabela 4.
Os tempos de sacrificio para andlise da regeneracédo 6ssea foram de 15, 30 e 60
dias.

A sutura foi realizada com fio de nylon 4.0 (Brasuture, Brasil). Apds a cirurgia
0s animais nao receberam nenhum tipo de medicacdo e foram mantidos em gaiolas
individuais.

- Defeito 6sseo em fémur

Para o modelo de lesdo em fémur a técnica cirdrgica é modificada. Os
animais foram imobilizados em decubito lateral esquerdo e submetidos a antissepsia
com PVPI topico. A incisao foi realizada com Iamina de bisturi n® 15 na area externa
do membro posterior no longo eixo do fémur e o tecido muscular foi divulsionado
com o auxilio de uma tesoura romba expondo o peridsteo, que foi incisado e
descolado com espétula n° 7 para o acesso ao tecido 6sseo. A criacdo do defeito
0sseo seguiu 0s mesmos passos do modelo em calota craniana, porém, como o

osso fémural apresenta uma espessura média de 4 a 5 mm, o defeito foi realizado

com um diametro e profundidade de 3 mm utilizando-se a broca trefina de 3 mm
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(FTRO2-SIN, Brasil). A partir deste momento 0s passos sdo iguais ao modelo

anterior.

Figura 9 - Sequéncia cirargica de realizacdo e preenchimento dos defeitos. (A) Tricotomia. (B)
Incisdo e divulsdo cutanea. (C) Defeito realizado com broca trefina. (D) Biomaterial seco (acima) e
homogeneizado com coagulo sanguineo (abaixo). (E) Defeito preenchido com biomaterial. (F) Sutura
finalizada.

4.3.2 Delineamento experimental do experimento in vivo

Foram utilizados 54 animais (Rattus norvegicus, linhagem Wistar) adultos
machos, com peso entre 400 e 450 g e idade entre 5 e 6 meses. Os animais foram
selecionados de forma aleatéria e divididos igualmente em trés grupos, com trés

tempos de corte, de acordo com a tabela 4.
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Tabela 4 - Delineamento experimental do estudo in vivo. Os tempos de corte e a descricdo dos

grupos.
Grupo Avaliacbes Métodos Descricdo dos grupos
Macroscopica Fotografias Digitais
('_3 Radiopacidade Radiografias digitais Preenchimento com
E Histoldgica Microscopia Gtica coagulo.
o
® Ultraestrutural MEV (controle)
El. Quimicos EDS
Macroscopica Fotografias Digitais
Radiopacidade Radiografias digitais
S Histoldgica Microscopia ética Preenchimento com
o 25 mg do composto 6sseo
2y Ultraestrutural MEV o
de ricinus.
El. Quimicos EDS
= Macroscépica | Fotografias Digitais
0O
;OU Radiopacidade | Radiografias digitais Preenchimento com
+
= Histologica Microscopia 6tica 25 mg do composto 6sseo
Ultraestrutural MEV de ricinus associado a
2X108 CTD.
El. Quimicos EDS

4.3.3 Eutanéasia dos animais e obtencdo das amostras

Para a obtencdo das amostras, os animais foram submetidos a eutanésia

apos 15, 30 e 60 dias, em camara de CO2. A remogéao da peca 6ssea foi feita com

tamanho padronizado e margem de seguranca em relacdo ao defeito, utilizando-se

discos diamantados em baixa rotacdo, sob irrigacdo constante com soro fisioldgico.

As pecas obtidas foram acondicionadas em recipientes individuais identificados
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contendo paraformaldeido tamponado a 4%, sendo fixados por sete dias em

geladeira para o processamento histologico.

4.3.4 Anélises realizadas

As avaliacdes descritas a seguir foram feitas em todas as amostras, com
excecao da microscopia eletrdnica de varredura e a andlise por EDS que foram
realizadas somente no tempo de sacrificio de 60 dias, por representar o maior

periodo de reparo 6sseo estudado.
4.3.4.1 Analise macroscoépica
Apés fixacdo, todas as pecas foram fotografadas em uma visdo inferior e

superior (figs. 10 A e B) para analise macroscoOpica. Para isto utilizou-se uma

maquina digital com lente macro de 100 mm (Canon, EUA) a uma mesma distancia

focal das pecas.

Fig. 10 — Analises imaginoldgicas. (A) Fotografia macro com viséo inferior. (B) Fotografia macro
com visdo superior. (C) Radiografia digital com presenca do penetrébmetro (canto direito).

4.3.4.2 Avaliacao da radiopacidade tecidual por meio de radiografias digitais

As amostras foram colocadas em uma posic¢éao transversal diretamente sobre a
placa de imagem para radiografia periapical do sistema de radiografia digital CDR
USB (Schik, EUA), com a superficie interna voltada para o sensor. Foi adicionado
ao conjunto um penetrdmetro de aluminio de cinco degraus, com incremento de 1
mm. Em todas as tomadas, o aparelho radiogréafico (70 kV) foi programado para um
tempo de exposicdo de 0,02 seg. a uma distancia focal de 10 cm e feixe

perpendicular ao objeto. ApGs a exposicao, as imagens digitais foram armazenadas
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em formato TIFF (Tagged Image File Format) (fig. 10 C) para posterior tratamento e
avaliacao.

Foi utilizado o programa Photoshop® (Adobe Systems Incorporated, EUA) para
correcdo do brilho das imagens, utilizando-se o penetrdmetro como parametro.
Buscou-se com isto a uniformizacdo dos tons de cinza exibidos pelas imagens dos
diferentes grupos avaliados, evitando que o ruido fotonico interferisse na posterior
mensuracado dos valores dos niveis de cinza. Para quantificacdo da radiopacidade
tecidual, € mensurada a média e o desvio padrdo dos niveis de cinza, com auxilio
do programa Image Tool® (University of Texas Health Science Center, USA).
Adicionalmente, calcula-se o coeficiente de variacdo (CV) da mesma area (CV=
(DP/média) * 100%).

Para aferir e comparar o incremento na radiopacidade tecidual das areas em
regeneracao foram definidas duas circunferéncias do mesmo diametro, uma no local
do defeito e outra no lado oposto ao penetrdmetro, apos o tecido 6sseo residual (fig.
11). Esta area correspondeu a um controle negativo individual para cada imagem, ja
gue nenhuma estrutura foi radiografada. Apdés a definicho das duas areas,
utilizando-se a ferramenta histograma do programa Image Tool®, foram
mensuradas a média dos niveis de cinza e o CV das mesmas. O resultado final para
comparacao foi obtido subtraindo-se o valor da area controle individual do valor da
area do defeito. Os valores dos niveis de cinza e do CV das areas dos defeitos ndo
foram comparados entre si diretamente, pois mesmo com a correcdo do brilho,
realizada anteriormente, observou-se que existiu uma diferenga de contraste entre
as imagens, o que poderia gerar um valor absoluto falho para a comparacéo entre

as amostras.
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Fig. 11 — Avaliacdo da radiopacidade tecidual de uma das amostras. Radiografia digital exibindo
0 penetrdmetro com diferentes graus de radiopacidade (lado direito), o fragmento ésseo da calota
craniana de uma das amostras (retangulo), a regido do defeito dsseo (circunferéncia com linha
continua) e a regido utilizada como controle negativo (circunferéncia com linha tracejada).

4.3.4.3 Andlise histologica por microscopia oOtica

O processamento para microscopia Otica foi realizado no Servico de
Histotecnologia do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz. As amostras, ap0s o
periodo de fixacdo, foram descalcificadas em acido nitrico a 7% durante 72 h. Em
seguida foram seccionadas transversalmente em seu maior diametro e submetidas
ao processamento de rotina para inclusdo em parafina e cortadas em micrétomo
(Leica RM 2125, Alemanha) em seccles transversais a peca, com 5 um de
espessura. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E).

Utilizando-se microscépio Otico em aumentos variados, a regeneracao
tecidual foi avaliada de forma descritiva. Foram relatados aspectos como presenca
de células inflamatérias, quantidade de fibras colagenas, interface de contato

biomaterial/tecido, degradacao das particulas do material e neoformacao ossea.

4.3.4.4 Andlise ultra-estrutural por microscopia eletrénica de varredura

Esta etapa foi realizada na Plataforma de Microscopia Eletronica do Centro
de Pesquisas Gongalo Moniz, utilizando-se o microscépio JSM 6390LV (JEOL,
Japdao). As analises foram feitas no grupo de animais com tempo de sacrificio de 60

dias por representar o maior periodo de reparo 6sseo estudado. Obetivou-se avaliar,
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de forma descritiva, a microarquitetura das areas em regeneracdo. Para fixacdo das
amostras foi utilizada a imersao por sete dias em paraformaldeido 4%, glutaraldeido
2,5%, diluido em tampao cacodilato de sédio 0,1 M.

ApoGs a fixacdo, as pecas foram cortadas ao meio com lamina de bisturi n° 15
no maior diametro do defeito. Uma metade foi descalcificada e preparada para
microscopia otica, conforme descrito anteriormente, e a outra preparada para MEV.

O preparo para MEV foi feito no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia da
UEFS (LAPEM) e consistiu de:

e Desidratacdo inicial: sequéncia de banhos em &lcool, com duracdo de 10
minutos cada, com a concentracao iniciando-se a 50% e aumentando 10% a
cada banho até 100%.

e Ponto-critico: logo apds os banhos, as amostras foram tratadas no aparelho
de ponto-critco CPD 030 (BAL-TEC, Suica), para finalizacdo da
desidratagéo.

e Metalizacdo: as pecas Osseas foram fixadas com fita de carbono em suportes
proprios (stubs) e submetidas a um aparelho metalizador SCD 050 (BAL-
TEC, Suica) para deposi¢cdo de uma cobertura ultrafina de ouro que torna as

amostras eletricamente condutivas.

4.3.4.5 Andlise de elementos quimicos por espectroscopia de dispersao de elétrons

Esta etapa foi realizada na Plataforma de Microscopia Eletrénica do Centro
de Pesquisas Gonc¢alo Moniz, utilizando-se o sistema EDS Nanotrace TN-JEM1230-
3NUS (Termo Electron corporation, EUA), com uma distancia das amostras para o
detector de 10 mm e com a voltagem de 25 Kv. As analises foram feitas no grupo de
animais com tempo de sacrificio de 60 dias por representar o maior periodo de
reparo 0sseo estudado.

Foram identificados os elementos quimicos presentes na regido central do
defeito criado e mensuradas a quantidade de calcio e fosfato para definir e

comparar areas de regeneracdo 6ssea

4.4 ANALISE ESTATISTICA
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Para analise estatistica, utilizou-se o software GraphPad Prism® verséo 5.01.
(GraphPad Software, Inc., EUA). As diferencas entre as médias foram submetidas a
andlise de variancia (one-way ANOVA) e avaliadas com o pdés-teste de Bonferroni
para compara¢cfes multiplas, tendo-se adotado o valor de p como estatisticamente

significante quando menor que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 OBTENCAO E CULTURA DE CELULAS-TRONCO DA POLPA DE DENTES
DECIDUOS (CTD)

A técnica de obtencéo e cultura das CTD mostrou-se rapida e relativamente
simples. As CTD, ap6s adesdo a superficie plastica, apresentaram uma forma
ovoide inicial que evoluiu durante as primeiras 24 h para uma forma fibroblastoide,
gue se manteve até a confluéncia total (fig. 12). As culturas foram acompanhadas
até a 132 passagem e as células ndo apresentaram alteracGes morfoldgicas
perceptiveis. As células obtidas foram submetidas a criopreservacéo, o que também
nao influenciou nas caracteristicas celulares. Uma das linhagens foi escolhida para
0s estudos desenvolvidos in vitro e in vivo neste trabalho. Os resultados da
caracterizagdo pelo método de Giemsa, por imunofluorescéncia, por citometria de
fluxo e por RT-PCR da linhagem utilizada neste estudo ja foram descritos
anteriormente (NOGUEIRA et al., 2009). Uma limitacdo encontrada foi a pequena
guantidade de tecido pulpar obtido. Das quatro unidades dentarias extraidas uma ja
nao continha tecido pulpar e as demais apresentaram pequena quantidade de
polpa, consequentemente, disponibilizaram poucas células para o inicio do cultivo. A
unidade que nao apresentou tecido pulpar foi a que estava em estado de risdlise
mais avancado. Entretanto, a rapida velocidade de proliferacdo das CTD e a sua
grande capacidade de formacdo de colbnias, ap0s a fase inicial de aderéncia a

superficie plastica da garrafa, compensaram o baixo numero inicial de células.
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Fig. 12 — Acompanhamento da cultura priméria de células-tronco proveniente de dentes
deciduos por microscopia o6tica. (A) Células esparsas, ainda com forma arredondada. (B) Células
com caracteristicas fibroblastéide, apds 72 h de cultivo (C) Estabilizacdo da morfologia celular e
aumento da proliferacéo. (D) Cultura com confluéncia total.

5.2 AVALIACAO IN VITRO DA INFLUENCIA DOS BIOMATERIAIS NAS CTD

Foi avaliada a influéncia dos extratos dos biomateriais Composto 6sseo de
ricinus (COR), Bonefill (BF) e Straumann® Boneceramic (BC), em trés diluigbes,
sobre culturas de CTD, em relagdo a proliferacdo, a morfologia e a diferenciacao
osteogénica. Para a caracterizacdo dos biomateriais foi realizada a analise ultra-
estrutural por MEV e a analise de elementos quimicos por EDS.

5.2.1 Avaliagéo da proliferagéo celular
Apéds dois e quatro dias de cultivo celular sob a influéncia dos extratos dos

trés biomateriais testados, foram realizadas avaliagdes comparativas da proliferacao
celular. As culturas foram acompanhadas qualitativamente com microscopio Otico
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invertido e foi utilizado o ensaio quantitativo por MTT, descrito pela norma ISO/EN
10993-5 (International Organization for Standardization, 2009).

- Dois dias

Apbs dois dias de cultivo, as culturas foram submetidas ao ensaio de MTT e
os valores de densidade otica foram determinados por espectrofotometria. Os
resultados apresentaram diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos
testados (p=0,0038, one-way ANOVA). Quando comparados dois a dois (teste de
Bonferroni para comparacdes multiplas) a diluicdo 1/5 do BF foi estatisticamente
inferior (p<0,05) ao grupo com meio de cultura (MC), e a diluicdo 1/250 do BC foi
superior as diluicdes 1/5 do COR e 1/5 do BF (fig. 13). O acompanhamento por
microscopia Otica corroborou os resultados obtidos por MTT. Qualitativamente,
observou-se uma relagéo inversamente proporcional da concentracdo dos extratos
em relacdo a proliferacdo celular nas culturas. As culturas que receberam extratos
com diluicdo 1/5 dos trés biomateriais apresentaram células mais espacadas e foi
encontrado um numero consideravel de células ainda com forma arredondada,

evidenciando um retardo no desenvolvimento da cultura (fig. 14).
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Fig. 13 — Analise da proliferacao celular pelo ensaio de MTT com as culturas sob a influéncia
dos extratos dos biomateriais COR, Bonefill e Boneceramic. As CTD foram cultivadas em placas
de 96 pocos na auséncia ou presenca dos extratos dos biomateriais, em trés diluicdes, em triplicatas.
Apos 48 h de incubacéo, foi determinada a densidade 6tica a 570 nm por espectrofotometria. Os
valores representam as médiastSEM dos grupos. *P<0,05 (one-way ANOVA e poés-teste de
Bonferroni para comparacdes multiplas).
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Fig. 14 — Acompanhamento da proliferacdo celular, com as culturas sob a influéncia dos
extratos dos biomateriais COR, Bonefill e Boneceramic por microscopia 6tica. As CTD foram
cultivadas em placas de 96 po¢os na auséncia ou presenca dos extratos dos biomateriais em trés
diluicdes. Apds 48 h de incubagéo, as culturas foram fotografadas. (A-D) Ocorreu um aumento na
guantidade de células nas culturas com menor diluicdo em relagdo as com maior diluicdo dos
extratos. (A) Cultura celular com extrato do biomaterial COR com diluicdo de 1/5. (B) Cultura celular
com extrato do biomaterial COR com diluicdo de 1/250. (C) Cultura celular com extrato do biomaterial
Boneceramic com diluicdo de 1/5. (D) Cultura celular com extrato do biomaterial Boneceramic com
diluicdo de 1/250. Obj: 5x (A-D).

-4 dias

ApOs quatro dias de cultivo, os valores de densidade oOtica expressos pelas
culturas foram quantificados por espectrofotometria. Os resultados apresentaram
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p=0,0009, one-way
ANOVA). Observou-se que em todos os grupos houve um incremento significativo
dos niveis de densidade 6tica decorrente do maior tempo de cultivo celular. Quando
comparados dois a dois (teste de Bonferroni para compara¢cées multiplas), a diluicao
1/250 do BC obteve um nitido incremento nos valores e foi estatisticamente superior
(p<0,05) a todas as diluicbes de todos os materiais, incluindo as demais

concentracdes dele préprio (fig. 15). O acompanhamento por microscopia Otica apds
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guatro dias identificou em todas as culturas um incremento na quantidade de células
decorrente do maior tempo de cultivo. O aspecto das células foi semelhante em

todas as culturas sem apresentar alteracdes morfoldgicas perceptiveis.
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Fig. 15 — Anélise da proliferacdo celular pelo ensaio de MTT com as culturas sob a influéncia
dos extratos dos biomateriais COR, Bonefill e Boneceramic. As CTD foram cultivadas em placas
de 96 pocos na auséncia ou presenca dos extratos dos biomateriais, em trés diluicbes, em triplicatas.
Ap6s quatro dias de incubacao, foi determinada a densidade 6tica a 570 nm por espectrofotometria.
Os valores representam as médiastSEM dos grupos. *P<0,05 em relagdo aos demais grupos (one-
way ANOVA e pés-teste de Bonferroni para comparac¢des multiplas).

5.2.2 Avaliacdo da capacidade de diferenciacdo osteogénica das CTD

Para verificacdo da capacidade de diferenciacdo osteogénica das CTD sob a
influéncia dos extratos dos biomateriais, com diluicdo de 1/250, foi avaliada a
deposicdo de célcio apo6s 21 dias de cultivo em meio osteogénico, através da
marcacao por alizarina vermelha. A area corada foi quantificada em %, por
programa de analise de imagem, em relacdo a area total do poco. O grupo controle
negativo (-) foi composto pela cultura convencional com meio DMEM e o controle
positivo (+) pela cultura com meio de indugcdo osteogénica, sem adicdo de nenhum
dos extratos. A concentracdo dos extratos dos biomateriais escolhida para teste foi
a de 1/250 devido aos melhores resultados encontrados na analise prévia de

proliferagcdo celular. Os resultados apresentaram diferenca estatisticamente
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significante entre os grupos testados (p=0,0002, one-way ANOVA). Quando
comparados dois a dois (teste de Bonferroni para comparacdes multiplas), o grupo
controle negativo apresentou valores baixos, significativamente menores que 0s
demais grupos (p<0,05), indicando que as células permaneceram indiferenciadas
quando cultivadas com o meio DMEM. Os demais grupos nao apresentaram
diferenca entre si, 0 que indica a ocorréncia de diferenciacdo em todos os grupos de
forma semelhante. Nenhum dos extratos dos biomateriais estimulou a deposi¢cao de
calcio, porém também néo a inibiu (fig. 16).

O acompanhamento por microscopia Otica confirmou os resultados obtidos
na analise com alizarina vermelha. Em todas as culturas que receberam meio
osteogénico foram encontrados deposicdes de célcio em tonalidade vermelha
decorrente da coloracdo por alizarina, enquanto que no grupo controle negativo ndo

foram encontrados depdsitos de céalcio em nenhum dos pogos (fig. 17).
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Fig. 16 — Analise da diferenciacdo osteogénica em culturas de CTD. As CTD foram incubadas na
auséncia ou presenca dos extratos (diluidos em 1/250) dos biomateriais COR, Bonefill e
Boneceramic, durante 21 dias em meio indutor de osteogénese. O grupo controle negativo (-) foi
composto pela cultura em meio DMEM e o controle positivo (+) pela cultura em meio de inducdo
osteogénica, sem adi¢do de nenhum dos extratos. A % de area corada foi determinada ap6s captura
de imagem em sistema digital e quantificacdo pelo programa ImagePro. Os valores representam as
médiastSEM de trés determinacdes. **P<0,01 em relacdo aos demais grupos (one-way ANOVA e
pos-teste de Bonferroni para comparag8es multiplas).
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Fig. 17 — Inducéo da diferenciagdo das CTD cultivadas com meio osteogénico e extratos dos
biomateriais. Andlise por microscopia 6tica dos depésitos de célcio corados pela alizarina vermelha
apo6s 21 dias de cultura das CTD na auséncia ou presenca dos extratos dos biomateriais (1/250). (A)
Controle negativo com meio DMEM, sem adi¢cdo de nenhum dos extratos, sem depdsitos de calcio.
(B-E) Diferenciacdo celular em meio de inducdo osteogénica, confirmada pela presenca dos
depdsitos de célcio. (B) Controle positivo sem adicdo de nenhum dos extratos. (C) Cultura na
presenca de extrato do biomaterial COR. (D) Cultura na presenca de extrato do biomaterial Bonefill.
(E) Cultura na presenca de extrato do biomaterial Boneceramic. Obj: 10x (D) e 20x (A, B, C e E).
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5.2.3 Andlise ultra-estrutural dos biomateriais por microscopia eletrénica de

varredura

A andlise em microscopio eletrénico de varredura permitiu avaliar a forma, o
tamanho das particulas e as caracteristicas de superficie dos biomateriais testados.
Para efeito comparativo, também foram realizadas analises em amostras de 0sso0s

humanos e de ratos.

- Composto 6sseo de ricinus

O biomaterial COR apresentou particulas com tamanhos variados até cerca
de 800 um. A sua forma foi irregular com presenca de concavidades amplas e
arestas contundentes. A superficie tem aspecto ndo muito rugoso, com excec¢ao das

regides em que houve fratura durante o processo de trituracao (figs. 18 A e B).

- Bonefill

O biomaterial Bonefill apresentou particulas com tamanhos variados, até
cerca de 1 mm. A sua forma é mais regular que os demais materiais com particulas
sélidas com aspecto cilindrico ou cubico, sem concavidades e com extremidades
arredondadas. A sua superficie foi a mais rugosa entre 0s materiais testados e
demonstrou semelhanca a superficie do osso humano (figs. 18 Ce D e 19 A e B).

- Boneceramic

O biomaterial Boneceramic apresentou particulas com tamanhos variados,
algumas delas maiores que 1 mm, com forma irregular e presenca de concavidades
amplas, arestas contundentes e grandes orificios ocasionais. A superficie tem
aspecto ndo muito rugoso, com excecao das regides em que houve fratura durante
0 processo de trituracdo. O aspecto geral foi semelhante ao do material COR,
porém neste ndo foram encontrados orificios, enquanto que o Boneceramic

apresentou orificios (figs. 18 E e F).
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Fig. 18 — Andlise ultra-estrutural dos biomateriais COR, Bonefill e Boneceramic por meio de
microscopia eletronica de varredura. (A) Particulas de diferentes tamanhos do biomaterial COR,
com mensuracdo. (B) Detalhe da figura anterior em maior aumento evidenciando diferenca de
rugosidade entre a &rea das concavidades e &rea da fragmentacdo. (C) Particulas de diferentes
tamanhos do biomaterial Bonefill, com mensuracgéo. (D) Detalhe da figura anterior em maior aumento
evidenciando superficie rugosa semelhante a osso humano. (E) Particulas de diferentes tamanhos do
biomaterial Boneceramic, com mensuracdo. (F) Detalhe em maior aumento da figura anterior
evidenciando particula com arestas contundentes e amplo orificio.
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Fig. 19 — Analise ultra-estrutural de fragmentos 6sseos humano e de rato por meio de
microscopia eletrdnica de varredura. (A) topografia da superficie de osso humano retirada
mandibula. (B) topografia da superficie de 0sso de rato retirado da calota craniana.

5.2.4 Analise de elementos quimicos dos biomateriais por espectroscopia de

dispersao de elétrons

A analise por EDS foi realizada para identificar, localizar e quantificar os
elementos quimicos dos biomateriais testados. Os elementos de maior interesse

foram o célcio e o fosfato.
- Composto 6sseo de ricinus
A analise por EDS identificou o elemento calcio com distribuicdo uniforme por

todo o biomaterial avaliado. Este resultado € justificado pela adicdo de carbonato de

calcio a poliuretana de origem vegetal (fig. 20 e tabela 5).
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Fig. 20 — Analise dos elementos quimicos presentes no biomaterial composto ésseo de ricinus
por meio de andlise por EDS. Identificagao do elemento Ca.

Tabela 5 — Quantificagdo dos elementos quimicos presentes no biomaterial composto 6sseo
de ricinus por meio de analise por EDS.

Elemento Contagem Peso % Peso %

guimico Erro
CK 6814 23.41 +/- 0.22
OK 879 4.97 +/- 0.27
Al K 131 0.08 +/- 0.02
CakK 11858 12.44 +/- 0.17
Au L 1780 59.11 +/- 4.85

Total 100.00

- Bonefill

A analise por EDS identificou o célcio e o fosfato como elementos principais,
mas apresentou também pequena quantidade dos elementos sédio e magnésio,
distribuidos uniformemente e com valores respectivos de 15166, 10569, 435 e 259
pontos (fig. 21 e tabela 6). A presenca do sédio e do magnésio e a propor¢cao Ca/P
apresentada sdo caracteristicas decorrentes da origem 0ssea animal do biomaterial.
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Fig. 21 — Andlise dos elementos quimicos presentes no biomaterial Bonefill por meio de
andlise por EDS. Identificacdo dos elementos Ca, Na, Mg e P.

Tabela 6 — Quantificacdo dos elementos quimicos presentes no biomaterial Bonefill por meio
de analise por EDS.

Elemento Contagem Peso % Peso %

Quimico Erro
CK 3940 19.05 +/- 0.32
OK 7159 49.01 +/- 0.65
Na K 259 0.40 +/- 0.05
Mg K 435 0.48 +/- 0.04
P K 10569 8.66 +/-0.14
CaKkK 15166 22.41 +/- 0.27

Total 100.00

- Boneceramic

A analise por EDS demonstrou que o biomaterial apresenta o calcio e o
fosfato em sua composicdo, distribuidos uniformemente por todo o biomaterial
testado (fig. 22 e tabela 7).

Para todos os biomateriais foi determinada a distribuicdo espacial dos

elementos quimicos (fig. 23).
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Fig. 22 — Analise dos elementos quimicos presentes no biomaterial Boneceramic por meio de
analise por EDS. Identificagdo doselementos Ca e P.

Tabela 7 — Quantificagdo dos elementos quimicos presentes no biomaterial Boneceramic por
meio de andlise por EDS.

Elemento Contagem Peso % Peso %

Quimico Erro
CK 2286 13.55 +/- 0.34
OK 7503 54.15 +/- 0.71
PK 10945 10.21 +/- 0.16
CakK 13110 22.09 +/- 0.28

Total 100.00




74

72 I 255

Fig. 23 — Analise por EDS dos biomateriais testados. Identificacdo e distribuicdo espacial dos
elementos quimicos presentes nos trés biomateriais. (A) Area analisada do biomaterial COR por
MEV. (B) Localizagdo e quantificacdo de célcio do biomaterial COR. (C) Area analisada do
biomaterial Bonefill por MEV. (D-G) Localizagdo e quantificacdo de calcio, fosfato, s6dio e magnésio
do biomaterial Bonefill, respectivamente. (H) Area analisada do biomaterial Boneceramic por MEV. (I
e J) Localizacéo e quantificacédo de calcio e fosfato do biomaterial Boneceramic, respectivamente.
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5.3 ANALISE IN VIVO DA ASSOCIACAO DO BIOMATERIAI-CTD

5.3.1 Padronizagdo do modelo experimental

Neste estudo foram testados dois modelos experimentais de avaliacdo da
regeneracao 6ssea em que se fez um defeito ésseo através de brocas trefina na
calota craniana e no fémur. O modelo em calota craniana (MC) disponibilizou areas
de maior diametro e menor profundidade que o modelo em fémur (MF) (fig. 24), o
que permitiu a realizacdo de defeitos criticos que ndo se regeneraram
espontaneamente. A técnica cirargica mostrou-se mais complexa no MF devido ao
grande volume muscular ao redor do osso femural, porém o MC apresentou maior
risco de 6bito ao animal por invasdo da cavidade craniana pela broca trefina.
Durante o periodo de testes um animal sofreu fratura no fémur e teve que ser
submetido a eutanasia, enquanto que os submetidos ao MC ndo apresentaram
complicacfes posteriores. O pos-operatério do MC foi mais ameno. Os animais néo
demonstraram alteracdo de comportamento, enquanto que no MF ocorreu alteracao
na movimentagédo da pata operada. As suturas permaneceram mais tempo no MC.
Baseando-se nas caracteristicas dos modelos (tabela 8), foi selecionado o MC para

a realizacéo do estudo in vivo.

Fig. 24 - Defeitos 6sseos obtidos pelos dois modelos testados. (A) Modelo em fémur. (B) Modelo
em calota craniana.
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Tabela 8 — Avaliagdo qualitativa dos modelos cirurgicos experimentais.

Parametros Modelo de calota craniana Modelo de fémur
Acesso Facil Intermediario, devido ao tecido muscular
volumoso
Técnica Delicada. Risco de penetrar na Intermediaria devido ao tecido muscular
cirdrgica cavidade craniana volumoso
] . Bom, sem alteracéo ] i
Pos-operatorio Regular. Animal altera movimentos
comportamental
Complicacdes L
Sem complica¢Bes 1 fratura do osso femural
encontradas
Diametro Até 7 mm Até 3 mm
Regeneracao Lenta/N&o espontanea Intermediaria

5.3.2 Anélise macroscoépica da regeneracao 0ssea

ApGs a padronizagdo do modelo experimental, trés grupos de animais foram
submetidos a cirurgia para realizagdo de defeito 6sseo na calota craniana que foram
preenchidos por coagulo sanguineo, por biomaterial COR ou por biomaterial COR
associado a CTD. Apos o sacrificio dos animais nos diferentes periodos de corte, as
falhas 6sseas foram observadas e fotografadas digitalmente para a avaliagdo visual
da regeneragdo tecidual, incluindo andlise da integridade do periésteo e do

endosteo, além do registro de alteracdes morfoldgicas.

- 15 dias: analise macroscépica

Neste periodo foi evidenciada uma diferenga entre os grupos, apesar de
nenhum deles apresentar algum tipo de formacéo 0ssea visivel. O grupo COR+CTD
aparentemente teve melhor regeneracao do peridsteo e endosteo do que o grupo
COR e visualmente continha uma quantidade maior de tecido, enquanto que o
grupo controle (GC) apresentou a pior regeneracao (fig. 25). As seis amostras GC
apresentaram-se com a regido do defeito bastante delgada e com o periosteo e o

endosteo ndo formados. Quatro entre seis amostras do grupo COR+CTD
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apresentaram periosteo e enddsteo totalmente regenerados enquanto que no grupo

COR foram duas entre seis amostras.

Fig. 25 — Falhas ésseas de animais sacrificados 15 dias pds-cirurgia. (A) Imagens de materiais
obtidos de trés animais do grupo controle, com o defeito preenchido com o coagulo sanguineo.
Tecido com pouca espessura na regido do defeito (setas). (B) Imagens de materiais obtidos de trés
animais do grupo COR, com o defeito preenchido com 25 mg do composto ésseo de ricinus. (C)
Imagens de materiais obtidos de trés animais do grupo COR+CTD com o defeito preenchido com 25
mg do composto ésseo de ricinus associado a 2X108 CTD. Setas indicam enddsteo integro.

- 30 dias: analise macroscopica

Neste tempo pos-cirurgia, 0 GC continuou com a regido do defeito bastante
delgada em todas as seis amostras, porém apresentou bordas irregulares ndo bem
definidas em trés delas, demonstrando algum tipo de formacdo de tecido
aparentemente fibroso, o que pode indicar uma fase inicial de remodelacéo Ossea.
O grupo COR e o COR+CTD foram visualmente semelhantes em relagdo a

regeneracao tecidual (Fig. 26).
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Fig. 26 — Falhas 6sseas de animais sacrificados 30 dias poOs-cirurgia. (A) Imagens de materiais
obtidos de trés animais do grupo controle, com o defeito preenchido com o codgulo sanguineo.
Presenca de bordas irregulares nas trés amostras (setas). (B) Imagens de materiais obtidos de trés
animais do grupo COR, com o defeito preenchido com 25 mg do composto ésseo de ricinus. (C)
Imagens de materiais obtidos de trés animais do grupo COR+CTD com o defeito preenchido com 25
mg do composto dsseo de ricinus associado a 2X108 CTD.

- 60 dias: analise macroscopica

Neste tempo pés-cirurgia, o GC apresentou amostras com leve incremento
nas bordas, porém em uma das seis amostras aparentemente ocorreu um ponto de
calcificacéo localizado proximo a borda esquerda do defeito. O grupo COR e o
COR+CTD foram visualmente semelhantes. Ambos apresentaram as seis amostras

com bordas com maior formacéo de tecido que o grupo controle (fig. 27).
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Fig. 27 — Falhas ésseas de animais sacrificados 60 dias pds-cirurgia. (A) Imagens de materiais
obtidos de trés animais do grupo controle, com o defeito preenchido com o coagulo sanguineo.
Presenca de formacdo tecidual semelhante a 0sso na amostra da direita (seta). (B) Imagens de
materiais obtidos de trés animais do grupo COR, com o defeito preenchido com 25 mg do composto
0sseo de ricinus. Bordas com maior incremento que nos tempos anteriores. (C) Grupo COR+CTD
com o defeito preenchido com 25 mg do composto 6sseo de ricinus associado a 2X108 CTD. Bordas
com maior incremento que nos tempos anteriores.

5.3.3 Avaliacéo da radiopacidade tecidual por meio de radiografias digitais

Foram analisados e comparados a média dos niveis de cinza e o coeficiente
de variacdo em radiografias digitais obtidas dos grupos nos diferentes periodos de
avaliacdo (fig. 28). Para excluir a possibilidade de que a simples presenca do
biomaterial na regido do defeito tenha influéncia sobre os resultados foram
realizadas radiografias digitais somente do biomaterial, seguindo 0 mesmo protocolo
de técnica. Os resultados demonstraram ndo haver interferéncia do biomaterial na

radiopacidade das amostras (dados néo publicados).
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Fig. 28 - Andlise radiografica para quantificacdo da radiopacidade tecidual 15 dias pos-
cirurgia. Areas radiopacas indicam provavel tecido calcificado (setas brancas). (A) Amostra do grupo
controle. (B) Amostra grupo COR. (C) Amostra do grupo COR+CTD.

- 15 dias: andlise dos niveis de cinza (NC)

Comparando-se a média dos NC dos defeitos dos grupos controle com o
grupo COR e com o grupo COR+CTD, 15 dias ap0s as cirurgias, observa-se que
ocorreu uma diferenca estatisticamente significante (p=0,0003, one-Way ANOVA)
entre os trés grupos (fig. 29). O resultado do grupo controle demonstrou néo ter
nenhuma diferenca nos NC da area do defeito para a area de controle individual em
gualquer uma das seis amostras, caracterizando uma auséncia de radiopacidade do
tecido. O grupo COR+CTD obteve maiores diferengcas nos NC do que o grupo COR,
além de ter resultados positivos em todas as seis amostras. No grupo COR em
metade das seis amostras ndo ocorreu diferenga entre os NC da area do defeito
para o controle individual. Este resultado evidencia uma maior radiopacidade do
grupo COR+CTD em relacdo ao grupo COR, o que poderia indicar maior deposi¢cao
de tecido mineralizado. As diferencas entre as médias foram avaliadas usando-se
os testes de Bonferroni para analises multiplas e a andlise de variancia (one-way
ANOVA), tendo-se adotado o valor de p como estatisticamente significante quando

menor que 0,05 (p<0,05).
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Fig. 29 — Andlise da radiopacidade em animais sacrificados 15 dias pds-cirurgia por meio da
guantificacdo dos niveis de cinza. Representacdo grafica dos niveis de cinza da regiao dos
defeitos 6sseos dos trés grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o
coagulo sanguineo, grupo COR com 25 mg do composto ésseo de ricinus e o grupo COR+CTD com
25 mg do composto ésseo de ricinus associado a 2X10® CTD. Os valores representam as
médiastSEM de 6 animais por grupo. *P<0,05 e ***P<0,001(one-way ANOVA e poOs-teste de
Bonferroni para comparac¢des mdltiplas).

- 15 dias: analise do coeficiente de variacdo (CV)

A andlise do CV entre os grupos avaliados aos 15 dias pos-cirurgia
demonstrou que existiu diferenca estatisticamente significante (p=0,0001, one-way
ANOVA) quando foram comparados os trés grupos entre si (fig. 30). Valores mais
altos do CV indicam uma maior heterogeneidade da radiopacidade do tecido
analisado, ou seja, existem pontos pertencentes a mesma amostra com maiores
diferencas nos niveis de cinza entre si. Esses pontos podem representar nodulos de
calcificacdo. O grupo COR+CTD obteve os maiores valores, seguido pelo grupo
COR e pelo grupo controle. Este resultado pode indicar um inicio do processo de

regeneracao 0ssea precoce no grupo COR+CTD.
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Fig. 30 — Analise da radiopacidade em animais sacrificados 15 dias p6s-cirurgia por meio
do coeficiente de variacdo. Representacao grafica do coeficiente de variacdo da regido dos
defeitos 6sseos dos trés grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o
coagulo sanguineo, grupo COR com 25 mg do composto 0sseo de ricinus e o grupo COR+Cel
com 25 mg do composto dsseo de ricinus associado a 2X10°% CTD. Os valores representam as
médias+SEM de 6 animais por grupo. *P<0,05 e **P<0,001 (one-way ANOVA e pOs-teste de
Bonferroni para comparacgdes multiplas).

- 30 dias: analise dos niveis de cinza (NC)

Houve diferenca estatisticamente significante (p=0,0073, one-way ANOVA)
entre os grupos avaliados aos 30 dias poés-cirurgia (fig. 31). Quando comparados
dois a dois (teste de Bonferroni para compara¢cdes multiplas), ocorreu diferenca
entre o grupo controle e os demais (p<0,05), porém entre os grupos COR e o grupo
COR+CTD néo houve diferenca estatisticamente significante (p>0,05). Ocorreu um
maior incremento na radiopacidade do grupo COR, que teve os valores equiparados
ao grupo COR+CTD. O grupo controle, embora com valores bem abaixo dos

demais, ja demonstrou sinais de radiopacidade e possivel formacéo inicial de tecido.
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Fig. 31 — Analise da radiopacidade em animais sacrificados 30 dias pés-cirurgia por meio da
guantificacdo dos niveis de cinza. Representacdo grafica dos niveis de cinza da regido dos
defeitos O0sseos dos trés grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o
coagulo sanguineo, grupo COR com 25 mg do composto 6sseo de ricinus e o grupo COR+CTD com
25 mg do composto ésseo de ricinus associado a 2X108 CTD. Os valores representam as
médiastSEM de 6 animais por grupo. Diferenca estatisticamente significante *P<0,05 em relag&o aos
demais grupos (one-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni para comparag¢des multiplas).

- 30 dias: analise do coeficiente de variacao (CV)

A andlise do CV entre os grupos avaliados aos 30 dias pos-cirurgia
demonstrou que existiu diferenca estatistica (p=0,0048, one-Way ANOVA) entre os
grupos (fig. 32). Quando comparados dois a dois (teste de Bonferroni para
comparacdes multiplas), ocorreu diferenca entre o grupo controle e os demais
(p<0,05), porém entre os grupos COR e COR+CTD nao houve diferenca significante
(p>0,05). O grupo COR+CTD manteve valor semelhante a avaliagdo aos 15 dias e
ocorreu um aumento do CV no grupo COR, equiparando-o ao grupo COR+CTD. No
grupo controle também ocorreu um aumento, mas seus valores continuaram mais

baixos que os demais.
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Fig. 32 — Andlise da radiopacidade em animais sacrificados 30 dias pds-cirurgia por meio do
coeficiente de variacdo. Representacdo grafica do coeficiente de variacdo da regido dos defeitos
0sseos dos trés grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o coagulo
sanguineo, grupo COR com 25 mg do composto ésseo de ricinus e o grupo COR+CTD com 25 mg
do composto ésseo de ricinus associado a 2X108 CTD. Os valores representam as médias+SEM de 6
animais por grupo. Diferenca estatisticamente significante (*P<0,05) do grupo controle para os
demais (one-way ANOVA e pos-teste de Bonferroni para comparag¢des maltiplas).

- 60 dias: analise dos niveis de cinza (NC)

Na avaliacdo aos 60 dias péds-cirurgia houve diferenca estatisticamente
significante (p=0,0001, one-way ANOVA) entre as médias dos NC dos grupos (fig.
33). Quando comparados dois a dois (teste de Bonferroni para comparagdes
multiplas), ocorreu diferenca estatisticamente significante entre o grupo controle e
os demais (p<0,05), poréem entre os grupos COR e COR+CTD néao houve diferenca
estatisticamente significante (p>0,05). Com o transcorrer deste periodo mais longo
ocorreu um aumento proporcional da radiopacidade nos trés grupos, o que pode
significar que as areas dos defeitos tiveram acréscimo na quantidade de tecido e/ou

na sua densidade.
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Fig. 33 — Andlise da radiopacidade em animais sacrificados 60 dias pds-cirurgia por meio da
guantificacdo dos niveis de cinza. Representacdo grafica dos niveis de cinza da regido dos
defeitos O6sseos dos trés grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o
coagulo sanguineo, grupo COR com 25 mg do composto 6sseo de ricinus e o grupo COR+CTD com
25 mg do composto ésseo de ricinus associado a 2X108 CTD. Os valores representam as
médiastSEM de n=6 para o grupo controle, n=7 para o grupo COR e n=5 para o grupo COR+CTD.
P<0,001 em relagdo aos demais grupos (one-way ANOVA e pés-teste de Bonferroni para
comparagdes multiplas).

- 60 dias: andlise do coeficiente de variagao (CV)

A analise do CV entre os grupos avaliados aos 60 dias pos-cirurgia
demonstrou que existiu diferenca estatistica (p=0,0051, one-way ANOVA) entre 0s
grupos (fig. 34). Quando comparados dois a dois (teste de Bonferroni para
comparacdes multiplas), ocorreu diferenca entre o grupo controle e o grupo
COR+CTD (p<0,05), porém entre os grupos COR e COR+CTD e entre o grupo
controle e o grupo COR néao houve diferenca significante (p>0,05). Foi evidente um
aumento do CV em todos os grupos decorrente do tempo maior de regeneragao. O

grupo COR+CTD obteve o maior incremento.
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Fig. 34 — Andlise da radiopacidade em animais sacrificados 60 dias p6s-cirurgia por meio do
coeficiente de variacdo. Representacdo grafica do coeficiente de variacdo da regido dos defeitos
0sseos dos trés grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o coagulo
sanguineo; grupo COR com 25 mg do composto ésseo de ricinus e o grupo COR+CTD com 25 mg
do composto 6sseo de ricinus associado a 2X108 CTD. Os valores representam as médiaszSEM de
n=6 para o grupo controle, n=7 para o grupo COR e n=5 para o grupo COR+CTD. **P<0,01 (one-way
ANOVA e pds-teste de Bonferroni para comparagfes multiplas).

5.3.4 Andlise histoldgica por microscopia 6tica

A andlise por microscopia 6tica dos cortes histolégicos corados por H&E
permitiu avaliar a biocompatibilidade do material enxertado e a acdo do mesmo e
das CTD na regeneracdo 0ssea, verificando a presenca de células inflamatérias,
guantidade de fibras colagenas, interface de contato biomaterial/tecido e

neoformacédo Ossea.

- Grupo controle

No momento da cirurgia os defeitos 0sseos criados nos animais deste grupo
foram preenchidos por codgulo sanguineo. Em todos os periodos estudados ocorreu
uma acentuada diminuicdo da espessura da regido do defeito em direcdo ao
endosteo. O defeito foi preenchido por tecido conjuntivo fibroso, com presenca de
células fusiformes dispostas horizontalmente, que evoluiu de frouxo aos 15 dias

para denso aos 60 dias. Apos 15 dias as bordas se apresentavam sem formacgao
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0ssea, com presenca de angulos vivos, decorrentes da cirurgia realizada, porém foi
observado que nas avaliacbes apdés 30 e 60 dias as bordas ja exibiam um
arredondamento (fig. 35 A) e alguns pequenos prolongamentos (fig. 35 B) de 0sso
neoformado nas quais percebe-se a diferenca de maturacdo da matriz do 0sso
residual mais escuro para o tecido neoformado mais claro. Estes tecidos
normalmente sédo separados entre si por uma linha de reversédo, que delimita a
mudanca na direcdo de deposicdo mineral 6ssea, que se apresenta horizontal, no
0sso residual, e muda para vertical ou difusa, no osso neoformado (fig. 35 B). Foram
encontrados vasos sanguineos proximos as bordas dos defeitos em todos os
periodos (fig. 35 C), porém em maior niumero apo6s 60 dias. Neste ultimo periodo ja
foram encontrados vasos ocasionais dispersos pelo centro do defeito (fig. 35 D). Em
relacdo a regeneracdo 6ssea, mesmo no maior periodo de tempo, foi evidenciado
gue o defeito realmente foi critico e que ndo se regeneraria espontaneamente,
porém foram encontrados dois fragmentos 6sseos em duas das amostras do
periodo apos 60 dias. Um deles, de maior tamanho sem relacdo com a borda (fig.
35 E) e o outro de tamanho reduzido, proximo a borda (fig. 35 F). O fragmento maior
j& apresentava aspecto de maturacdo com deposicdo mineral elevada e presenca
de ostedcitos no centro do mesmo. A maturacdo do fragmento apresentava
diferentes graus, indicando que a area estava em desenvolvimento. Cogita-se a
possibilidade de ter sido um fragmento residual da cirurgia de criacdo do defeito
0sseo. Em nenhum dos periodos foram encontrados sinais significativos de

inflamacé&o crbénica ou aguda decorrente do trauma cirurgico.
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Fig. 35 — Anédlise histoldgica do grupo controle por meio de microscopia 6tica. Os defeitos
0sseos criados foram preenchidos com coagulo sanguineo. (A) Borda da lesdo com aspecto
arredondado. Seccéo obtida de animal sacrificado 15 dias apds cirurgia. (B) Borda da lesdo com
aspecto proeminente devido a neoformacao 6ssea (ON), evidenciada pelo tom mais claro e presenca
de linha de reverséo (seta). Seccao obtida de animal sacrificado 60 dias apds cirurgia. Aumento de
10x. (C) Vasos sanguineos proximos a borda da lesdo (setas). Seccao obtida de animal sacrificado
15 dias ap0s cirurgia. (D) Vasos sanguineos no centro da lesé@o (setas). Sec¢édo obtida de animal
sacrificado 60 dias ap0s cirurgia, mesma amostra da imagem B. (E) Tecido 6sseo encontrado no
centro da leséo, com diferentes graus de maturagao e presenca de ostedcitos em seu interior. Animal
sacrificado 60 dias apds cirurgia. (F) Tecido 6sseo de pequeno tamanho (seta), proximo a borda da
lesdo. Regido do defeito com pouca espessura de tecido conjuntivo. Seccdo obtida de animal
sacrificado 60 dias ap0s cirurgia. Obj: 10x (B e E), 20x (A e F), 40x (D) e 60x (C).
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- Grupo COR

Em todos os animais que receberam o biomaterial foi possivel identificar a
presenca das particulas do mesmo distribuidas uniformemente por todo o defeito,
apesar de nédo terem sido efetivamente corados pela H&E. N&o foram observados
sinais de degradacdo das particulas em nenhum dos tempos estudados e a
presenca do biomaterial manteve a espessura do defeito criado (fig. 36 A). As
particulas apresentaram variacdo de tamanho e aspecto irregular com presenca de
arestas. Estas arestas, ocasionalmente, aparentam dificultar o contato do tecido
conjuntivo com a superficie do material (fig. 36 B). O espaco entre as particulas foi
preenchido basicamente por tecido conjuntivo fibroso. Em contato com as suas
superficies foi observada uma camada de células com morfologia variada e de dificil
identificagdo dos tipos celulares. Foram encontradas algumas células gigantes
multinucleadas isoladas em contato com algumas das particulas, porém néao foi
encontrado infiltrado inflamatério, indicando biocompatibilidade do material. Em
relacdo a regeneracao 0ssea, foram encontradas areas ossificadas ocasionais, em
amostras do grupo apos 30 e 60 dias (figs. 36 C e D). Nestas areas em regeneracao
€ possivel identificar uma camada de osteoblastos ao seu redor e ostedcitos no seu
interior, indicando desenvolvimento das mesmas. Em todos os periodos foram
encontrados vasos distribuidos por todo o defeito, em maior quantidade no periodo
apos 60 dias. As bordas, com o decorrer do tempo, passaram de um aspecto
angulado para arredondado e posteriormente apresentaram prolongamentos com
tamanhos variados, porém maiores que no grupo controle (fig. 36 E). No grupo apés
60 dias foi encontrada a osseointegracdo de particulas do biomaterial por tecido
0sseo neoformado (fig. 36 F). Pode-se visualizar tecido mineralizado em intimo

contato com as particulas do biomaterial.
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Fig. 36 — Andlise histologica do grupo COR por microscopia 6tica. Os defeitos foram
preenchidos com 25 mg do biomaterial COR. (A) Manutencdo da anatomia prévia ao defeito. Seccdo
obtida de animal sacrificado 30 dias apés cirurgia. (B) Particula do biomaterial com arestas
contundentes evitando o contato do tecido com a superficie do material. Seccéo obtida de animal
sacrificado 60 dias apos cirurgia. (C) Presenca de ponto de calcificacdo proximo a borda (seta).
Seccao obtida de animal sacrificado 30 dias ap0s cirurgia. (D) Presenca de ponto de calcificagdo no
centro da leséo (seta). Secgdo obtida de animal sacrificado 60 dias ap0s cirurgia. (E) Regido com
trés tipos de tecido: borda residual de tecido 6sseo integro (Ol) e tecido 6sseo neoformado (ON),
separados por linha de reversdo (seta), evidenciada pela diferenca de tonalidade e de deposicdo
mineral, e tecido conjuntivo ndo mineralizado (TC). Presenca de ostedcitos no interior do tecido
0sseo neoformado. Animal sacrificado 60 dias apés cirurgia. (F) Indicio de osseintegracdo de
particulas do biomaterial (PB) ao osso neoformado. (ON) Secc¢é&o obtida de animal sacrificado 60 dias
apos cirurgia. Obj: 10x (A), 40x (C,D e E) e 60x (B e F).
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- Grupo COR+CTD

As caracteristicas deste grupo foram bastante semelhantes as do grupo
COR, porém foram encontradas algumas areas ossificadas com maior tamanho e
aspecto de maturacado, além do fato das mesmas terem sido identificadas desde o
periodo apés 15 dias (figs. 37 A-D). Também foram encontradas neoformacdes
Osseas nas bordas das lesdes (fig. 37 E). Nos dois grupos foi possivel relacionar as
areas ossificadas com a proximidade de um maior nimero de vasos e com um
maior calibre dos mesmos. Acompanhando-se a evolugcdo dos periodos estudados,
percebe-se que a regeneracdo 6ssea nos dois grupos com biomaterial se limitou a
areas ocasionais, de tamanho néo representativo em relacdo a extensao total da
area do defeito, e que a maioria das particulas estava ainda envolta por tecido
conjuntivo fibroso (figs. 36 A, Ce D e 37 A, C, D e F). Isto é um indicativo de que a
regeneracdo ainda estava em uma fase inicial e que seria necessario um tempo

maior para confirmar se ocorreria a regeneracao do defeito criado.
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Fig. 37 — Anédlise histoldgica do grupo COR+CTD por meio de microscopia 6tica. Os defeitos
6sseos criados foram preenchidos com 25 mg do biomaterial composto ésseo de ricinus associado a
2X10® CTD. (A) Area de calcificacdo no centro da lesdo (seta). Animal sacrificado 15 dias ap6s
cirurgia. (B) Detalhe em maior aumento da figura anterior evidenciando aspecto de maturagdo do
tecido, com a presenca de grande numero de ostedcitos (setas). (C) Presenca de &rea de
calcificacédo de grande tamanho (seta). Seccéo obtida de animal sacrificado 60 dias apés cirurgia. (D)
Regido com multiplas &reas individuais de calcificacdo (setas) separadas entre si. Animal sacrificado
30 dias apos cirurgia. (E) Tecido 6sseo neoformado (ON) maturado continuo a borda da leséo,
evidenciado pela tonalidade, diferenga de deposigdo para o tecido 6sseo integro (Ol) e presencga de
linha de revers@o (seta). Seccdo obtida de animal sacrificado 60 dias apos cirurgia. (F) Longo
prolongamento de tecido 6sseo a partir de uma borda. Secc¢édo obtida de animal sacrificado apés 30
dias.Obj: 10x (F), 20x (A e D), 40x (C e E) e 60x (B).



93

5.3.5 Andlise ultra-estrutural por microscopia eletrénica de varredura

A andlise em microscoépio eletrénico de varredura permitiu avaliar e comparar
gualitativamente a micro-arquitetura das regides em regeneracéo, identificando a
presenca de pontos de calcificacdo, de vasos e a relagdo de contato
biomaterial/tecido neoformado. As analises foram feitas no grupo de animais com
tempo de sacrificio de 60 dias pés-cirurgia por representar o maior periodo de
reparo 6sseo estudado. Também foram realizadas anélises em amostras com 0sso

integro.

- Grupo controle (GC)

O GC apresentou tecido com pouca espessura em toda a extensao do defeito
(figs. 38 A e B). Na maioria das bordas dos defeitos ocorreu somente um
arredondamento, com pouco tecido neoformado, denotando uma remodelacao
Ossea adaptativa ao trauma cirargico (fig. 38 C). Contudo, algumas das bordas
apresentaram um processo inicial de neoformacdo Ossea, evidenciada pela
diferenca no sentido de deposi¢cao do tecido neoformado em relacdo ao tecido sadio
remanescente (fig. 38 D). Foram encontrados vasos sanguineos ocasionais
préximos as bordas das lesdes. As amostras apresentaram tecido com aspecto
fibroso caracterizando a ndo regeneracéo tecidual (fig. 38 E), porém em uma das
seis amostras foi encontrado um ponto com aspecto de maturacao 6ssea na regiao
central do defeito sem comunicacdo com a borda (fig. 38 F). Cogita-se a
possibilidade de ter sido um fragmento residual da cirurgia de criacdo do defeito
0sseo. Esta foi a mesma amostra em que foi identificado o ponto de calcificacdo por

andlise macroscopica e por microscopia 6ética.
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Fig. 38 — Andlise ultra-estrutural do grupo controle, 60 dias pdés-cirurgia, por meio de
microscopia eletronica de varredura. Os defeitos 6sseos criados foram preenchidos com coagulo
sanguineo. (A e B) detalhes da pequena espessura na regido do defeito 6sseo em duas amostras,
em diferentes aumentos. (C) Borda de lesdo com aspecto arredondado, sem identificacdo de
neoformacao 6ssea. (D) Borda de lesdo com osso neoformado (ON), evidenciado pela diferenca no
sentido de deposicdo 6ssea em relagcdo ao osso integro (Ol) remanescente. (E) Aspecto fibroso do
tecido no centro do defeito 6sseo. (F) Calcificacdo encontrada em uma das amostras (seta).
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- Grupo COR

A presenca do biomaterial mostrou-se util como arcabougo, preenchendo a
regido do defeito, mantendo a sua espessura e exercendo papel de suporte
mecanico (fig. 39 A). Percebe-se que existem regides em que as fibras se agrupam
em feixes que, com o transcorrer do tempo, poderiam evoluir para tecido ésseo (fig.
39 B). Foram encontrados vasos sanguineos ocasionais espalhados pela regido do
defeito evidenciando a vascularizagao (figs. 39 C e D). Foram encontrados pontos
de ossificagcdo com maior maturacdo proximos as particulas do material enxertado
(fig. 39 E). A localizacdo destes pontos nédo estava necessariamente relacionada
com a proximidade com as bordas. A maior parte de tecido neoformado apresentava
aspecto fibroso e os pontos de regeneracao nao tinham contato entre si, indicando
gue seria necessario um tempo maior para uma regeneracdo total. O material nao
demonstrou ter sofrido alteracdo da sua forma apds contato com o tecido por 60
dias, pois o0 seu aspecto foi semelhante ao aspecto do material seco ndo aplicado
(fig. 39 F). As particulas mantiveram o mesmo tamanho e as suas arestas
continuaram contundentes. A presenca destas arestas aparenta dificultar um total
contato da superficie do material com o tecido neoformado. Percebe-se que as

fibras ocasionalmente ficam em contato somente com as arestas (figs. 40 A e B).
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Fig. 39 — Analise ultra-estrutural do grupo COR, 60 dias p6s-cirurgia, por meio de microscopia
eletrénica de varredura. Os defeitos ésseos criados foram preenchidos com 25 mg do biomaterial
composto 6sseo de ricinus. (A) Visdo da espessura do defeito ésseo, evidenciando a funcéo de
preenchimento mecéanico do biomaterial. (B) Agrupamento das fibras neoformadas em feixes (seta).
(C) Corte transversal de vaso sanguineo, com presenca de hemacias (seta), evidenciando
vascularizacdo, mas com tecido cincundante ainda nao calcificado. (D) Corte longitudinal de vaso
sanguineo mensurado, com presenca de hemacias (seta), evidenciando vascularizagdo, mas com
tecido circundante ainda nao calcificado. (E) Presenca de ponto de calcificacdo em contato com
superficie do biomaterial (seta). (F) Biomaterial COR antes da aplicagéo, evidenciando quantidade de
arestas.
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Fig. 40 — Analise ultra-estrutural do grupo COR, 60 dias p6s-cirurgia, por meio de microscopia
eletrdnica de varredura. Os defeitos ésseos criados foram preenchidos com 25 mg do biomaterial
composto 0sseo de ricinus. (A e B) Relacdo de contato das fibras neoformadas com as arestas do
material (setas).

- Grupo COR+CTD

As caracteristicas relacionadas a presenca do material se repetiram no grupo
COR+CTD. Também foram encontradas formacgdes de feixes de fibras, que indicam
futura calcificacdo, mas ocorreram pontos de ossificagdo com maior tamanho e
aspecto de maturacao (figs. 41 A-D) do que no grupo COR. Contudo, da mesma
forma que no grupo COR, a maior parte do tecido neoformado apresentava aspecto
fiboroso e a regeneragdo do defeito ainda estava em um estégio inicial. Foram
encontrados vasos sanguineos calibrosos e em maior nimero préximos as regides
de ossificacao (figs. 41 A, B, E e F).



98

e v

X120 -~ 100pum

Fig. 41 — Analise ultra-estrutural do grupo COR+CTD 60 dias poés-cirurgia por meio de
microscopia eletrénica de varredura. Os defeitos 6sseos criados foram preenchidos com 25 mg do
biomaterial composto 6sseo de ricinus associado a 2X10° CTD. (A) Ponto de calcificagdo (ON)
proximo a vasos sanguineos (setas). (B) Detalhe em maior aumento da figura anterior. (C) Presenga
de regido calcificada com mensuragdo. (D) Presenca de outra regido calcificada com mensuragéo
(seta). (E) Presenca de vaso sanguineo calibroso (seta) no centro do defeito 6sseo. (F) Detalhe em
maior aumento da figura anterior com mensuracgéao.
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- Osso integro, sem realizacédo de defeito

Para efeito de comparacdo, foram realizadas avaliacbes de fragmentos
0sseos integros, retirados de animais sadios, da mesma regido dos defeitos
realizados nos grupos anteriores. A espessura 0ssea foi semelhante a dos grupos
com o biomaterial, evidenciando o papel de preenchimento do mesmo. O aspecto
0sseo € de densidade e uniformidade. S&o evidentes dois tipos 6sseos: um cortical
mais denso, localizado nas superficies superior e inferior, € um menos denso,
preenchendo o espago entre as corticais (figs. 42 A e B). Em um maior aumento é
possivel identificar a presenca de vasos sanguineos na intimidade da regido interna,

sempre limitados por tecido 6sseo (figs. 42 C e D).

/
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Fig. 42 — Analise ultra-estrutural por meio de microscopia eletrénica de varredura. Peca 0ssea
integra, da mesma regido anatbmica estudada, sem realizac&o de defeito. (A) Corte transversal
da calota craniana evidenciando diferenca de densidade 6ssea das bordas para o centro. (B) Detalhe
em maior aumento da figura anterior. (C) Tecido 6sseo da regido interna com presenca de vasos
sanguineos (setas). (D) Detalhe em maior aumento da figura anterior, com presenca de hemacias no
interior dos vasos sanguineos (setas).
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5.3.6 Analise de elementos quimicos por espectroscopia de dispersdo de
elétrons (EDS)

A analise por EDS foi realizada para fornecer informacfes sobre os
elementos quimicos presentes nas regides das amostras em regeneracdo. Os
elementos-alvo foram o calcio e o fosfato. As analises foram feitas no grupo de
animais com tempo de sacrificio aos 60 dias pds-cirurgia por representar o maior
periodo de reparo 6sseo estudado. Também foram realizadas analises em amostras
com 0sso integro. As quantificacdes individuais das amostras sao disponibilizadas
por programa especifico do equipamento e expressos em forma de gréaficos e
tabelas (fig. 43 e tabela 9).

O equipamento, por meio de ferramentas especificas, permite além de
confirmar e quantificar os elementos quimicos determinar a sua disposi¢céo espacial.
Especificamente, confirmou-se a presenca de calcio e fosfato associados, que
caracterizam a maturacdo do tecido 6sseo. Com isto foi possivel verificar se
determinada estrutura analisada era realmente tecido 6sseo em regeneracao (figs.
44 e 45).

Full scale counts: 1202 Base(54) Cursor:  10.229 kel
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Figura 43 — Quantificacdo de elementos quimicos presentes em uma das amostras do grupo
COR+CTD por meio de andlise por EDS. Nesta amostra foram identificados os elementos C, O, P,
CaeAu.
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Tabela 9 — Quantificacdo de elementos quimicos presentes em uma das amostras do grupo
COR+CTD realizado por meio de analise por EDS.

Elemento Contagem Peso % Peso %
Quimico Erro
CK 7382 22.11 +/- 0.21
OK 1564 6.50 +/- 0.17
P K 1373 0.55 +/- 0.04
CakK 5331 4.60 +/- 0.07
Au L 2524 66.25 +/- 4.57
Total 100.00
Base(17)

440

330 —

Counts

220 —
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Figura 44 — Verificacdo da presenca e determinacdo da localizacdo dos elementos quimicos
em uma das amostras do grupo COR+CTD por meio da analise por EDS. (A) Micrografia por
MEV de toda a area analisada. A linha representa as regides que serdo quantificadas. (B) Grafico
expressando as quantificagfes dos elementos quimicos presentes nas regides selecionadas (0 eixo x
corresponde a localizacdo das regides analisadas que foram selecionadas pela linha da fig. A. Cada
linha no gréafico expressa a quantificacdo de um elemento quimico). (C) Disposicéo espacial do calcio
presente em toda a area analisada. (D) Disposicdo espacial do fosfato presente em toda a area
analisada. Os resultados confirmam presenca de areas em regeneracao 0ssea.
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Figura 45 — Comparacdo da maturacdo 6ssea entre duas areas selecionadas em uma das
amostras do grupo COR+CTD por meio da analise por EDS. (A) Micrografia por MEV da éarea
analisada. As duas areas selecionadas estao coloridas e ndo englobam particulas do biomaterial. (B)
Gréfico com a quantificacdo dos elementos quimicos presentes na area 1 (cor azul). Foram
identificados o calcio e o fosfato. (C) Grafico com a quantificacdo dos elementos quimicos presentes
na area 2 (cor laranja). SO foi identificado o calcio. (D) Quantificagdo dos elementos quimicos
presentes nas duas areas. A &rea 1 apresenta-se em estagio mais avancado de maturacdo Ossea
gue a area 2 devido aos elevados niveis de calcio e fosfato semelhantes aos do osso integro.

- Quantificacao de célcio 60 dias

A comparacdo da quantidade de célcio presente nas amostras entre 0s
grupos avaliados aos 60 dias demonstrou que existiu diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p=0,0001, one-way ANOVA). Quando comparados dois
a dois (teste de Bonferroni para comparagbes multiplas), ocorreu diferenca
estatisticamente significante entre o grupo controle e o0 grupo com 0sso integro para
0s demais grupos (p<0,05), porém entre os grupos COR e COR+CTD néo houve

diferenca estatisticamente significante (p>0,05) (fig. 46).
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Fig. 46 — Andlise por EDS da quantificacdo de céalcio nos defeitos 6sseos dos animais
sacrificados 60 dias poés-cirurgia. Representacdo grafica da quantidade de célcio dos defeitos
0sseos dos quatro grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o coagulo
sanguineo, grupo COR com 25 mg do composto ésseo de ricinus, grupo COR+CTD com 25 mg do
composto 6sseo de ricinus associado a 2X108 CTD e o grupo com amostras com 0sso integro. Os
valores representam as médiastSEM de n=6 para o grupo controle, n=7 para o grupo COR, n=5 para
0 grupo COR+CTD e n=6 para 0 grupo com 0sso integro. *P<0,05. *P<0,01. ***P<0,001 em relagdo
aos demais grupos (one-way ANOVA e pés-teste de Bonferroni para comparagfes multiplas).

- Quantificacao de fosfato 60 dias

A comparacdo da quantidade de fosfato presente nas amostras entre 0s
grupos avaliados aos 60 dias demonstrou que nao existiu diferenca estatisticamente
significante entre os grupos (p>0,05, one-way ANOVA), pois ocorreu uma grande
dispersdo dos valores encontrados. Entretanto, pode-se chamar a atencédo que o
fosfato somente foi identificado em uma das seis amostras do grupo controle,
indicando o carater critico do defeito criado. Esta amostra € a mesma em que foi
encontrado um possivel fragmento ésseo na analise por microscopia 6tica. Quando
comparados dois a dois (teste de Bonferroni para compara¢des mdaltiplas), ocorreu
diferenca estatisticamente significante entre o grupo com 0sso integro e todos o0s
demais, que nao tiveram diferenca entre si (fig. 47). A presenca e a quantidade de
fosfato, além da sua proporcdo em relacdo ao calcio, indicam o grau de maturacéo

do tecido 6sseo.
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Fig. 47 — Andlise por EDS da quantificacdo de fosfato nos defeitos 0sseos dos animais
sacrificados 60 dias pés-cirurgia. Representacdo grafica da quantidade de fosfato dos defeitos
O0sseos dos quatro grupos experimentais: grupo controle com o defeito preenchido com o coagulo
sanguineo, grupo COR com 25 mg do composto 6sseo de ricinus, grupo COR+CTD com 25 mg do
composto 0sseo de ricinus associado a 2X108 CTD e o grupo com amostras com 0sso integro. Os
valores representam as médias+tSEM de n=6 para o grupo controle, n=7 para o grupo COR, n=5 para
0 grupo COR+CTD e n=6 para 0 grupo com 0sso integro. ***P<0,001 em relacdo aos demais grupos
(one-way ANOVA e poés-teste de Bonferroni para comparag8es multiplas).
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6. DISCUSSAO

A busca por um substituto do tecido 6sseo para a resolucdo de defeitos e
lesdes dsseas € continua e o surgimento de biomateriais e técnicas de terapia
celular abrem perspectivas promissoras de encontra-lo. Ja foram publicados
diversos estudos envolvendo a reconstrucdo 6ssea a partir do transplante de CT.
Porém, ndo foram encontrados relatos que tenham avaliado a associacdo dos
biomateriais testados neste trabalho com as CTD. Neste trabalho foi realizada uma
investigacdo iniciada pela coleta e cultura de CTD, para a sua utlizagdo em
experimentos in vitro e in vivo que verificaram a interacdo destas células com

diferentes biomateriais e a acdo da associacdo de ambos na regeneracao 6ssea.

6.1 OBTENCAO E CULTURA DE CELULAS-TRONCO DA POLPA DE DENTES
DECIDUOS (CTD)

A partir do relato da primeira fonte de CT obtidas da medula 6ssea, tém sido
caracterizadas e submetidas a avaliagbes in vitro e in vivo CT obtidas de diversas
outras fontes, tais como o tecido adiposo, o sangue, a pele e o cérebro, dentre
outras. Conjectura-se que CT de diferentes origens podem ter diferentes
caracteristicas e, consequentemente, ter aplicacdes terapéuticas especificas.

Este estudo foi iniciado com a coleta e cultura das CTD. A escolha desta
fonte ocorreu principalmente devido aos resultados promissores ja publicados, como
os de Zhang et al. (2008), de Koyama et al. (2009) e de Yamada et al. (2010), que
confirmam a sua plasticidade e a capacidade de proliferacdo e de inducdo de
regeneracdo tecidual. Em nosso estudo, as CTD foram obtidas com relativa
facilidade. Contudo, é necessério ressaltar que a coleta do tecido tem um tempo
limitado pela fase de denticdo mista, normalmente situada entre os 6 e os 12 anos
de idade (NOLLA, 1960), onde ocorre esfoliacdo dos 20 dentes deciduos para dar
lugar aos dentes permanentes. Portanto, o ser humano apresenta 20 chances de
coleta deste tecido por um periodo limitado, para posterior cultivo celular e utilizacéo
autdloga.

Uma maneira de contornar a limitacdo deste tempo de disponibilidade do
tecido € indicar aos responsaveis do paciente a coleta do tecido e o estabelecimento

da cultura no periodo da esfoliacdo e a criopreservacao das células em nitrogénio
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liquido. A criopreservacdao celular é bem estabelecida para a manutencao de varios
tipos de células-tronco. Trabalhos como os de Martinello et al. (2010) e Ding et al.
(2010), dentre outros, comprovam a seguranca desta opcdo. Durante o presente
estudo foram realizadas criopreservacbes de passagens celulares, sem
identificacdo de alteracoes.

Para a mesma finalidade, existem relatos de métodos alternativos, como a
criopreservacdo do tecido pulpar, como proposto por Perry et al. (2008), ou até
mesmo de todo o dente, como descreve Woods et al. (2009), ao invés das CTD,
para que, qguando necessario, descongela-los e realizar a coleta e cultura das CTD.
Se for comprovado que estes métodos ndo induzem alteracdes nas células, este
processo de criopreservacao dos tecidos, e ndo das CTD, tornard o armazenamento
mais simples e com menor custo, pois o0 procedimento laboratorial de cultura so
seria feito quando indicada a utilizagdo das células, economizando tempo,
reagentes e pessoal, além de requerer uma estrutura laboratorial mais simples.

A técnica cirargica utilizada neste estudo para a retirada da unidade dentéaria
nao diferiu do padrdo estabelecido pela clinica odontolégica. Ressalta-se a
importancia de manutencdo da cadeia asséptica, para evitar contaminacdes da
cultura, e uma selecgdao criteriosa das unidades que serao utilizadas. Elas ndo devem
apresentar lesdes cariosas (SOUZA et al.,, 2008) e devem estar na fase de
esfoliacdo com grau avancado de rizolise, porém com epitélio juncional integro, para
n&do ocorrer uma contaminacgéo prévia do tecido pulpar pelo meio bucal. E possivel
gue unidades com raizes completamente reabsorvidas e em contato com o0 meio
bucal ndo mais contenham tecido pulpar, como ocorreu em umas das unidades
dentérias utilizadas neste estudo.

Os quatro dentes extraidos disponibilizaram pouco tecido pulpar e,
consequentemente, poucas CTD, porém as mesmas apresentaram uma grande
capacidade proliferativa, o que compensou esta limitacdo. Esta caracteristica esta
de acordo com os trabalhos de Huang et al. (2009) e Nogueira et al. (2009) que
compararam as CTD com células de outras origens e também encontraram altas
taxas de proliferacdo. As culturas foram acompanhadas até a 132 passagem e ndo
foram observadas alteracfes morfoldgicas, assim como relatado por outros autores
(KOYAMA et al., 2009; NAKAMURA et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2009).
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6.2 AVALIACAO IN VITRO DA INFLUENCIA DOS BIOMATERIAIS NAS CTD

Sabe-se que as CT, em qualquer espécie animal, possuem um papel
importante no processo de regeneracao tecidual e que atualmente existe uma série
de biomateriais disponiveis que se propdem a atuar na regeneracao 0ssea, portanto
€ importante avaliar in vitro o comportamento das CT quando em contato com estes
biomateriais. Neste estudo as culturas de CTD foram submetidas a extratos dos
biomateriais Composto dsseo de ricinus (COR), Bonefill (BF) e Boneceramic (BC).

A escolha destes biomateriais baseou-se nas suas diferentes caracteristicas
e origens, além do reduzido numero de publicacbes sobre os mesmos,
especialmente associando-os a CTD. O biomaterial COR é um polimero de origem
vegetal derivado de 6leo de mamona (Ricinus communis). O BF é uma matriz
inorganica de origem bovina e o BC € uma hidroxiapatita sintética com fosfato

tricalcico.

6.2.1 Avaliacdo da proliferacéo celular

A proliferagdo celular foi avaliada aos dois e quatro dias de cultura sob
influéncia dos extratos dos biomateriais em trés diluicdes. A avaliacao foi feita pelo
método do MTT, que é largamente utilizado em trabalhos com tipos celulares
diversos, como os de Xi et al. (2008), Kim et al. (2009), Oh et al. (2010), dentre
outros. Nos extratos séo liberados ions que véao possibilitar a verificacdo de como a
composicao quimica dos biomateriais interfere nas CTD.

Neste trabalho foi evidenciada uma influéncia da concentracdo dos extratos
na proliferacdo das CTD. A diluicdo de 1/250 exibiu melhores resultados que a
diluicdo 1/5 em todos os biomateriais e, apds dois dias de cultivo, esta diluicdo do
extrato do BF chegou a apresentar valores menores de proliferacao celular que os
do grupo controle (p<0,05). Estes achados estdo de acordo com os trabalhos de
Siyu et al. (2009) e de Huang et al. (2010) que também tiveram melhores resultados
com extratos de biomateriais ceramicos, semelhantes ao BC e ao BF, em
concentragcbes proximas as deste estudo, e também obtiveram diferengas entre os
biomateriais testados, em decorréncia das suas composicfes. Entretanto, extratos
de uma esponja de celulose e soja testada por Luo et al. (2010) obtiveram

resultados melhores em maiores concentracfes, segundo os autores devido a
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liberacdo de conteudo protéico, que foi nutritivo para as células. Pode-se perceber
gue a composicao quimica dos biomateriais interfere na proliferacéo celular e que &
possivel um biomaterial ser utilizado como carreador de determinado componente,
para que seja liberado para os tecidos apds a sua enxertia.

O fator tempo respondeu como o0 esperado, pois houve um incremento no
namero de células em todos os grupos. No quarto dia de cultura, nenhum deles
apresentou valores estatisticamente menores que o grupo controle. Este € um dado
importante, pois demonstra que os extratos dos biomateriais testados néo inibiram a
proliferacdo das CTD neste periodo.

Quando os biomateriais foram comparados entre si, 0 BC obteve maior indice
de proliferacéo celular, principalmente no periodo de quatro dias, em relacdo aos
grupos COR e ao BF. Contudo, foram encontrados poucos relatos in vitro a respeito
destes biomateriais, e a comparacgao direta dos mesmos com o presente estudo foi
dificultada devido aos demais materiais e tipos celulares testados, além da
metodologia empregada. Especificamente em relacdo ao BC, Reichert et al. (2009)
relataram o incremento na proliferacdo de células de linhagem osteogénica humana
guando em contato com suas particulas, apesar de, no trabalho de Sabetrasekh et
al. (2010) a cultura com o BC ter tido menor proliferacdo do que um novo biomaterial
ceramico a base de dioxido de titanio. Por sua vez, os resultados do extrato do COR
evidenciaram que nao ocorreu estimulo a proliferacdo celular em nenhuma
concentracdo, mas também ndo houve inibicdo. Estes resultados sdo semelhantes
aos de Beloti et al. (2008) que acompanharam culturas de CT de medula 6ssea de
ratos em contato com discos de poliuretana derivada do 6leo da mamona com

diferentes composicoes.

6.2.2 Avaliacdo da capacidade de diferenciagcao osteogénica das CTD

A analise da diferenciacdo celular foi feita pela identificacdo e quantificacédo
dos depositos de célcio corados por alizarina vermelha apos 21 dias de cultivo com
meio osteogénico e com 0s extratos dos biomateriais diluidos em 1/250. Esta
técnica € amplamente utilizada para verificar a diferenciacdo osteogénica de células
de diferentes origens, como pode ser visto nos trabalhos de Samee et al. (2008), de
Huang et al. (2009), de OH et al. (2010) e de Salvadé et al. (2010), dentre outros. A
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concentracdo dos extratos foi selecionada devido ao melhor resultado encontrado
no experimento de proliferacao celular, anteriormente realizado, e o tempo de corte
analisado é o mais corrigueiramente encontrado na literatura, como nos relatos de
Agata et al. (2009) e Salvadé et al. (2010), dentre outros, apesar de existirem

trabalhos como o de Khojasteh et al. (2008) que analisaram em um menor periodo.

Em todas as culturas com meio osteogénico e extratos dos biomateriais
foram identificadas deposi¢cdes de calcio, evidenciando a diferenciacao, porém nao
houve diferenca estatisticamente significativa da % de area corada entre 0s grupos
nem em relacdo ao controle positivo. Nao foram encontradas deposi¢des de célcio
nas culturas do grupo controle negativo, indicando que nao houve diferenciacéo
osteogénica. Os valores de % de area corada encontrados neste grupo sao
atribuidos a residuos de corante na superficie plastica do pogo. Foi possivel
identificar uma leve tonalidade avermelhada nas paredes dos pocos, que foi
mensurada pelo programa de analise de cor. O fato de nenhum dos biomateriais ter
inibido a diferenciacéo celular € um resultado positivo, mas ndo é possivel afirmar
gue eles sejam osteoindutores somente por esta analise in vitro. Neste trabalho n&o
foi avaliado o potencial de estimulo dos biomateriais a diferenciagdo de CT
indiferenciadas. Também n&o foram encontrados relatos sobre a influéncia dos
biomateriais testados neste estudo no potencial de diferenciacdo de CTD. Contudo,
o trabalho de De Girolamo et al. (2008) testou biomateriais semelhantes ao BF e ao
BC e encontrou tanto um estimulo da diferenciacdo osteogénica de CT de tecido
adiposo, quanto uma maior deposi¢cdo de matriz mineralizada em culturas destas
células ja diferenciadas. E, relacionando ao COR, Beloti et al. (2008) né&o
encontraram sinais de diferenciacdo osteogénica em culturas celulares associadas a
discos de poliuretana derivada do 6leo da mamona, mesmo quando induzidas por
meio osteogénico, resultado contrario ao deste estudo, porém estes discos
apresentavam uma diferenca importante na sua composi¢cdo em relacdo ao COR

gue € a auséncia do carbonato de calcio.

6.2.3 Andlise ultra-estrutural dos biomateriais por microscopia eletrénica de

varredura
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Nesta etapa foram analisados a forma, o tamanho das particulas e a
superficie dos biomateriais testados. Albert (2002) ressalta que € importante
conhecer estas caracteristicas dos biomateriais para tentar relaciona-las com o seu
comportamento em demais experimentos in vitro e in vivo, como foi feito no
presente estudo.

Com a analise por MEV foi possivel perceber que os biomateriais apresentam
caracteristicas distintas. Em todos eles foram encontradas particulas com variacao
de tamanho até cerca de cinco vezes entre elas, algumas destas fora do padrao de
tamanho informado pelo fabricante. Tanto o COR quanto BC apresentaram formas
irregulares e pontiagudas. Observamos que nestes biomateriais a superficie
apresenta areas com duas rugosidades diferentes. A maior parte da superficie &
lisa, mas existem areas menores mais rugosas, provavelmente decorrente do
processo de fabricacdo, quando o biomaterial € triturado para a obtencdo das
particulas. O BC foi o Unico que apresentou grandes orificios nas particulas, que
teoricamente podem permitir a interacdo entre diferentes areas e penetracao de
tecido O0sseo neoformado. O BF possui particulas regulares e solidas, sem a
presenca de arestas e poros. E, dentre os trés biomateriais, € 0 que mais se
assemelhou com o tecido 6sseo humano, o que estd de acordo com Figueiredo et
al. (2010) e ja era esperado, ja que o BF ¢é obtido de fémur bovino liofilizado. Estas
observacdes sobre as caracteristicas de forma e de tamanho das particulas foram
coincidentes com as descritas por Klein et al. (2009) a respeito de alguns
biomateriais, incluindo o BC, e outros com origem semelhante ao BF, além disto,
eles afirmaram que a forma que as particulas se aglutinam depende destas

caracteristicas e interfere no comportamento biolégico dos biomateriais.

6.2.4 Andlise de elementos quimicos dos biomateriais por espectroscopia de

dispersao de elétrons

A andlise de elementos quimicos dos biomateriais por EDS confirmou as
informacdes sobre a composicdo quimica dos biomateriais fornecidas pelos
fabricantes.

N&o foram identificados elementos quimicos fora do esperado em nenhum
dos biomateriais. A composicéo deles diferiu de acordo com a sua origem. O COR

nao apresentou fosfato, mas confirmou a adi¢éo de calcio, que, segundo Beloti et al.
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(2003) e Pereira Junior et al. (2007), melhora as propriedades biolégicas de
polimeros derivados do 6leo da mamona. O BC, mesmo sendo sintético, apresentou
calcio e fosfato em uma proporcdo semelhante ao osso natural, que € uma
caracteristica das hidroxiapatitas com fosfato tricalcico, como chamam a atencédo
LeGeros (2002) e Araujo e Santos Filho (2008). O BF, que é de origem bovina, foi o
Unico a ter na sua composicdo o0 so6dio e magnésio, pois sdo elementos
caracteristicos do tecido 6sseo natural (ANSELME, 2000). Foi possivel confirmar
gue os elementos estavam dispostos de forma homogénea por toda a superficie das
particulas dos biomateriais, 0 que €& favoravel para uma regeneracdo 0Ossea

equilibrada por toda a area do defeito.

6.3 AVALIACAO IN VIVO DA ASSOCIACAO BIOMATERIAL-CTD

O estudo in vivo possibilitou complementar os achados do estudo in vitro e
buscou avaliar o modelo experimental de regeneracdo 6ssea, a biocompatibilidade
tecidual do biomaterial e a sua capacidade osteogénica, além de investigar a
influéncia da utilizacdo de CTD na regeneragao 6ssea.

Apesar dos resultados in vitro do BC terem apresentado maiores indices de
proliferacdo que os do COR e os do BF, ndo testamos este biomaterial no
experimento in vivo, pois ja foram publicados estudos sobre o mesmo. Dentre os
estudos analisados, o BC apresentou bons resultados na maioria deles, como nos
relatos de Zafiropoulos et al. (2007), Artzi et al. (2008) e Cordaro et al. (2008),
dentre outros. Contudo, sdo encontrados relatos de n&o-regeneracdo O0ssea em
estudos com animais (CHAN, 2010) e clinicos (DECOSTER et al., 2009). Estudos
com hidroxiapatita de origem animal, como o BF, também sdo encontrados na
literatura.

A escolha do biomaterial COR, para a realizacdo desta etapa do trabalho,
ocorreu por ser um material de origem vegetal, 0 que evita possiveis inconvenientes
relacionados aos biomateriais de origem humana e animal, como contaminacdes e a
resisténcia do paciente ao uso por conceitos pessoais (WENZ et al., 2001), e por
ser um derivado do 6leo de mamona, que € um recurso renovavel, de baixo custo e
pode ser encontrado em abundancia no Brasil e em outros paises (OHARA, 1995).

Além disto, ndo foram encontrados relatos de avaliagdes in vivo da sua associacado
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a CTD na regeneracao 6ssea, e a auséncia de fosfato em sua composicéo facilitou
a identificacdo de areas de regeneracdo 0ssea pelo método de EDS utilizado neste
estudo. Os outros biomateriais testados no experimento in vitro apresentam o

fosfato em sua composicao, pois sdo biomateriais ceramicos.

6.3.1 Padronizacdo do modelo experimental

Inicialmente buscou-se selecionar e padronizar um modelo experimental que
permitisse avaliar a influéncia do biomaterial e das CTD na regeneracdo 0Ossea.
Foram utilizados ratos neste estudo por possuirem caracteristicas fisiolégicas
compativeis com as humanas, serem de facil manuseio e custo relativamente baixo,
comparando-se com outros animais (LIEBSCHENER, 2004). O seu porte
intermediério permitiu 0 acesso a regides 0sseas de tamanho suficiente para suprir
a quantidade de tecido necesséria para as diferentes avaliagfes realizadas neste
estudo, sem requerer grande quantidade do material testado e sem ter as
dificuldades de logistica e de manuseio de animais de maior porte. Para excluir
qualquer viés quanto as condi¢des de reparo 6sseo, 0s animais selecionados foram
todos da linhagem Wistar, adultos machos, com peso entre 400 e 450 g e idade
entre 5 e 6 meses. A utilizacdo de camundongos foi descartada devido a dificuldade
de criar o defeito 6sseo e de obter resultados consistentes por meio de radiografias
digitais, apesar de existirem relatos na literatura que utilizam este modelo
experimental, com métodos distintos de avaliacdo da regeneracdo 6ssea, coOmo 0S
de SEO et al. (2008) e de Koob et al. (2010), dentre outros.

Existem duas areas principais disponiveis para a realizacdo de defeitos
0sseos em ratos: nos membros posteriores, com a tibia ou o fémur, e na calota
craniana. Os dois modelos foram testados nesse estudo e optou-se pela calota
craniana, pois ela apresentou uma técnica simples e permitiu a realizacdo de um
defeito de maior tamanho. Por ser uma regido de pouca movimentacdo muscular
resultou em um melhor pés-operatdrio e minimizou o risco de abertura da ferida
cirirgica e consequentes infecgbes. Durante o teste do modelo de fémur com
defeitos de 3 mm de diametro, além das desvantagens ja citadas quando
comparado ao modelo de calota craniana, ocorreu uma fratura apés a cirurgia. Este
tipo de complicacéo ja foi relatada em defeitos de 3,5 mm por Prado et al. (2006) e
de 2 mm por Corsetti (2005).
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Para avaliar o real potencial osteogénico de biomateriais, o defeito dsseo
criado deve ser critico, ou seja, ndo deve ocorrer regeneracdo espontanea
(SCHMITZ e HOLLINGER, 1986) ou pelo menos ndo ocorrer durante o tempo de
realizacéo do estudo (GOSAIN et al., 2000). Os resultados das diferentes avaliagbes
deste trabalho, com a utilizagdo do modelo de calota craniana, confirmaram que o
defeito foi critico e que o modelo é valido para avaliar o potencial osteogénico do
material e das células testadas. Corroborando com a escolha, é encontrado na
literatura que os defeitos criticos sd&o bem caracterizados na regido
craniomaxilofacial em vérias espécies animais (KABAN E GLOWACKI, 1981;
SCHMITZ e HOLLINGER, 1986; GOSAIN et al., 2000). No entanto, 0 mesmo néao
acontece com relacdo a defeitos realizados em ossos longos (EINHORN e LANE,
1999).

ApOs 60 dias, que foi o periodo maximo de avaliagdo do estudo, a
regeneracao 6ssea dos animais do grupo controle, em que o defeito foi preenchido
com coagulo sanguineo, estava limitada as bordas das lesdes e no centro dela
ocorreu somente a formacéo de tecido conjuntivo fibroso. Estes resultados estéo de
acordo com os trabalhos de Miguel et al. (2008), Khojasteh et al. (2008) e Young et
al. (2009), dentre outros. A nao regeneracdo do centro da lesdo em defeitos criticos
ocorre principalmente devido a dificuldade de vascularizacdo e a falta de estrutura
tecidual que sirva de arcabouco para as atividades e intera¢cdes celulares. Superar

estas limitacdes € a meta a ser alcancada com a associa¢do dos biomateriais a CT.

6.3.2 Analise macroscépica da regeneracao 6ssea

Para avaliar macroscopicamente a regeneracdo tecidual da regido dos
defeitos ésseos, foram realizadas e analisadas fotografias digitais de todas as
amostras, nos trés tempos estudados. E fato que a avaliacdo visual ndo permite
aferir o grau de maturacdo 6ssea nem identificar os eventos celulares que estao
ocorrendo, mas é possivel verificar e registrar a quantidade e a qualidade de tecido
neoformado, o grau de regeneracao do periésteo e enddsteo e a forma da regido do
defeito. Existem trabalhos na literatura que utilizaram fotografias como um dos
parametros de avaliacdo da regeneracdo Ossea, tanto em pacientes (JEMT e
LEKHOLM, 2003; ZWAHLEN et al., 2009), quanto em modelos experimentais em
animais (MARTINS et al., 2010).
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A avaliacdo das fotografias evidenciou que o biomaterial testado cumpriu a
funcdo de preenchimento mecéanico do defeito, pois deu suporte ao tecido
neoformado e manteve a anatomia da regiao, tanto no grupo COR quanto no grupo
COR+CTD, e que o defeito criado foi realmente critico, pois foi possivel identificar
gue ndo ocorreu regeneracdo espontanea nos grupos controle em nenhum dos
tempos avaliados. O incremento da regeneracdo tecidual observado no grupo
COR+CTD, mesmo nao sendo tecido 6sseo maduro, em relacdo ao GC e ao grupo
COR na avaliagdo apds 15 dias, foi coincidente com o resultado das radiografias
digitais no mesmo periodo, reforcando a idéia de uma acgéo regenerativa das CTD,

ao menos na fase inicial de regeneracao limitada aos primeiros 15 dias.

6.3.3 Avaliacdo daradiopacidade tecidual por meio de radiografias digitais

A analise por radiografias digitais permitiu avaliar os niveis de cinza (NC) e o
coeficiente de variacdo (CV) das regides dos defeitos 0sseos submetidos aos
diferentes tratamentos. As areas de maior conteudo mineral apresentam pixels com
NC mais altos e o CV indica o grau de homogeneidade do tecido pela determinacéo
da diferenca de intensidade entre os NC dentro da mesma amostra (SARMENTO et
al., 2005).

Pode-se entender esta forma de avaliacdo do seguinte modo: em um defeito
recém-criado, os NC e o CV se apresentariam baixos, pois 0s tons de cinza séo
escuros e homogéneos. Em um estdgio intermediario de regeneracdo os NC
também seriam intermediarios, pois jA existe parte do tecido mineralizado e
radiopaco, e o CV seria alto, devido a presenca de pixels com grande variacdo dos
tons de cinza. JA& em um estagio final de regeneracdo, com o 0sso totalmente
formado, os NC seriam altos, decorrente da grande radiopacidade do tecido
mineralizado, e o CV diminuiria, pois os pixels, mesmo com valores mais altos,
voltariam a homogeneidade de tons.

Os resultados deste experimento demonstraram, nos trés tempos avaliados,
gue o grupo controle apresentou valores do NC e do CV significativamente menores
do que os dois grupos que receberam biomaterial, comprovando a a¢do de suporte
mecanico para o0s tecidos em regeneracdo, observada durante a avaliacao
macroscopica. A possibilidade de que a simples presenca do biomaterial tenha

aumentado a radiopacidade da regidao do defeito foi excluida pela realizacdo e



115

analise dos NC e do CV de radiografias digitais da mesma quantidade de
biomaterial, seguindo o mesmo protocolo de técnica. A analise apés 15 dias
evidenciou maiores valores dos NC e do CV no grupo COR+CTD do que nos
demais (P<0,05). Isto foi decorrente da presenca de pixels mais radiopacos nas
amostras deste grupo e pode indicar que ocorreu uma regeneracao 6ssea precoce,
possivelmente influenciada pela acdo das CTD sobre o tecido. Este aumento da
radiopacidade também foi observado por Del Carlo et al. (2003) no grupo dos
animais que receberam uma poliuretana de mamona associada a um aspirado de
medula 0ssea autéloga para regeneracdo de defeitos désseos no radio de coelhos,
gquando comparado com O grupo que recebeu a poliuretana sem o aspirado de
medula. Corroborando com esses resultados, a avaliagdo macroscopica deste grupo
no mesmo ponto de corte também indicou uma melhor regeneracao. Contudo, como
ressaltado por Figueiredo et al. (2004), somente com a analise radiogréfica ndo é
possivel afirmar qual foi o tipo de tecido formado nos defeitos 6sseos. E possivel
gue a amostra se torne mais radiopaca nao pelo surgimento de tecido 6ésseo, mas
sim por um aumento na quantidade de tecido mole. De qualquer maneira, uma
possivel formacdo tecidual, que aumente a radiopacidade da regido, pode
representar uma atividade regenerativa, que podera ser confirmada e melhor
compreendida quando analisada em conjunto com as analises por microscopia
como realizado neste estudo e no de Pereira Junior et al. (2007), onde foram
correlacionados os achados radiograficos com os histol4gicos.

Apods 30 dias o grupo COR equilibrou os valores do NC e do CV com o grupo
COR+CTD e aos 60 dias todos 0s grupos obtiveram acréscimo, evidenciando uma
formacéao tecidual gradativa ao tempo decorrido, com destaque para um maior valor
do CV do grupo COR+CTD, porém sem diferenca estatistica (P>0,05). Seria
necessario um novo periodo de avaliacdo para verificar se esta tendéncia de
aumento do CV se manteria e indicaria um inicio da maturacdo 6ssea, devido a
presenca de novos pontos mais radiopacos. A identificacdo deste aumento paulatino
dos valores dos NC e do CV em todos 0s grupos com o decorrer do tempo avaliza a
acuidade e a capacidade de analise por radiografias digitais.

Sabe-se que os resultados obtidos pela analise de radiografias possuem
limitacBGes, principalmente por serem imagens bidimensionais onde nao é possivel
determinar a quantidade e qualidade Ossea da estrutura pesquisada, como

destacado por Figueiredo et al. (2004). Uma opc¢ao para minimizar esta limitacao
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neste estudo seria a analise das amostras por meio de tomografias
computadorizadas, pois elas permitiriam imagens mais fidedignas e em terceira
dimensdo, porém seria necessario 0 acesso a um equipamento especial de
microtomografia para pequenos animais, como os utilizados nos trabalhos de Park
et al. (2009) e de Young et al. (2009). Contudo, mesmo que a analise por
radiografias ndo seja o método de imagem mais preciso disponivel, ele é
comprovadamente Util e pode ser encontrado em diversos relatos na literatura sobre
sua aplicacdo em estudos de regeneracdo 0ssea, como os de Corsetti (2005), de
Pereira Junior et al. (2007), de Azoubel et al. (2008), de Martins et al. (2009), de
Martins et al. (2010) e de Queiroz et al. (2010), dentre outros. Um fator que
contribuiu para a ampla utilizacdo deste método de avaliacdo da regeneracdo 0ssea
foi 0 advento das radiografias digitais, que possuem uma maior definicdo de imagem
e apresentam mais recursos de analise. Em alguns dos trabalhos citados
anteriormente, as radiografias foram a Unica andlise realizada para avaliar a
regeneracdo do tecido 6sseo, enquanto que, no presente estudo, elas foram
complementares as analises por microscopia Otica e de varredura e por

espectroscopia de dispersdo de elétrons.

6.3.4 Anédlise histolégica por microscopia Otica e ultra-estrutural por

microscopia eletrénica de varredura

A associacdo das analises por microscopia Otica e por MEV permitiu avaliar
as caracteristicas histologicas e microestruturais do tecido, identificando areas de
ossificacdo e a forma que o biomaterial e o tecido se relacionaram. A analise por
MEV ja est4 bem descrita na literatura por trabalhos como os de Ghanaati et al.
(2010) e de Salvade et al. (2010), dentre outros. Ela serviu de complementacéo para
a avaliacao histologica. O MEV ndo tem magnificacGes pré-determinadas e permite
rotacionar e inclinar as amostras para se obter uma visdo das estruturas analisadas
sob diferentes angulos, o que ndo € possivel na microscopia otica convencional.
Esta analise foi realizada no ponto de corte de 60 dias ap0s cirurgia por representar
0 maior tempo de regeneracdo estudado. As avaliagdes foram qualitativas, porém,
guando ocorreram duvidas, ao se utilizar a microscopia Otica e a MEV, se
determinada estrutura era realmente decorrente de regeneracdo Ossea, foram

realizadas andlises por espectroscopia por dispersdo de raios-X para determinar e
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guantificar os elementos quimicos presentes na estrutura em gquestdo e se estes
elementos eram compativeis com a composic¢do de tecido 6sseo.

Diante dos resultados obtidos, ficou evidente a diferenca de volume tecidual
entre 0 grupo controle e os grupos que receberam o biomaterial. As amostras do
grupo controle mesmo apdés 60 dias ndo demonstraram sinais de que ocorreria uma
regeneracdo da regido, pois mesmo ocorrendo um incremento de volume e de
organizacdo, com o decorrer do tempo, de um tecido conjuntivo frouxo para denso,
as suas caracteristicas foram sempre de tecido fibroso, o que ratifica o carater de
defeito critico do modelo experimental escolhido. Ocorreu uma exce¢cdo em uma das
amostras, onde foi identificada por microscopia otica e por MEV, uma area de tecido
ossificado maturado, cuja composicado foi confirmada pela analise por EDS como
composta por célcio e fosfato em proporcdes semelhantes as de tecido 6sseo. Nao
€ possivel afirmar, mas este pode ter sido um fragmento residual decorrente da
cirurgia de criagdo do defeito 6sseo. Esta hipotese também foi aventada por Miguel
et al. (2008) que encontraram um fragmento 6sseo ndo compativel em uma amostra
do grupo controle preenchido por coagulo sanguineo, que foi a mesma condi¢do
utilizada para o grupo controle deste trabalho.

Nos dois grupos avaliados, o biomaterial cumpriu os requisitos basicos de ser
biocompativel (OLIVIER et al., 2004), pois néo foi encontrado infiltrado inflamatorio
significativo em nenhuma das amostras, e de servir de suporte para os tecidos
neoformados, permitindo a manutencéo da arquitetura da regido do defeito.

Algumas areas de regeneracao apresentaram relacdo com a superficie das
particulas do biomaterial, demonstrando algum tipo de influéncia do mesmo neste
processo, porém somente em uma amostra do grupo COR foi detectado um contato
intimo entre ambos, denotando um potencial de osseointegracdo. Esta informacéo,
sobre a acao da superficie do biomaterial na regeneracédo 0ssea, esta bem descrita
nos trabalhos de Guastaldi (2004), Olivier et al. (2004) e AlIGhamdi et al. (2010).

Os resultados obtidos n&o certificam o biomaterial como osteocondutor, com
ou sem a associacado de CTD, pois a regeneracao do defeito, em ambos os grupos,
estava em nivel inicial nos tempos de corte estudados. Apesar do periodo de
acompanhamento de dois meses ser descrito como suficiente para mensurar a
regeneracao 0ssea (COSTA, 2009), seria necessario acompanhar os animais por
um periodo maior para verificar se ocorreria a total regeneracédo do defeito, quando

ela ocorreria e compara-la ao grupo controle, que ndo recebeu o biomaterial. Sabe-
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se que o ideal seria que o biomaterial fosse osteogénico e/ou osteoindutor
(ZAFIROPOULOS et al., 2007; REICHERT et al., 2009; OH et al., 2010).

Ao se comparar o grupo COR+CTD com o grupo COR, as amostras
demonstraram caracteristicas bastante semelhantes, porém foram encontradas
diferencas qualitativas. As areas ossificadas foram mais precoces e pontualmente
exibiram maior tamanho no grupo COR+CTD, o que pode indicar um efeito benéfico
das CTD a regeneracdao tecidual. Um fator limitador para determinar a atuacao das
CTD é que, analisando-se as demais avaliacbes feitas, foram encontradas
diferencas entre o grupo COR+CTD e os demais desde o ponto de corte de 15 dias,
porém, as analises por MEV e por EDS s6 foram feitas no ponto de corte de 60 dias.
A realizacdo destas analises nos tempos de corte anteriores poderia ter sido Util
para ajudar no entendimento da ac¢&o das CTD no processo regenerativo tecidual. E
possivel que as células tenham tido uma acgdo regenerativa ou uma durabilidade
pos-enxerto por tempo limitado. Este aspecto foi estudado por Giannoni et al. (2009)
e o0s resultados demonstraram que o numero de células, apos aplicacdo para
regeneracao Ossea, foi reduzido significativamente com o decorrer do tempo. A
hipétese é que isto ocorra devido a baixa celularidade do tecido 6sseo e dificuldade
de vascularizagao.

Em relacdo a vascularizacdo, ocorreu um incremento com o transcorrer do
tempo em todos os grupos, porém os defeitos que receberam os biomateriais
apresentaram vasos em toda a sua extensdo nos trés periodos estudados,
enquanto que, no grupo controle, os vasos foram encontrados predominantemente
préximos as bordas, com excecdo do periodo de 60 dias. Esta vascularizacdo
provavelmente é um fator positivo (PENG et al., 2005; CENTRULLO et al., 2005),
porém nao é uma garantia de regeneracdo 6ssea, como ocorreu neste estudo e
como pode ser visto no relato de Koob et al. (2010).

Um ponto que merece discussao é a influéncia da degradacédo do biomaterial
testado e da geometria das suas particulas na regeneracdo 0ssea. N&do existe um
consenso sobre o tempo ideal de degradacdo dos biomateriais. A tendéncia é de
buscar biomateriais que sejam substituidos gradativamente por tecido 0sseo
neoformado. Porém, sabe-se que este equilibrio ndo é facil de controlar e que
depende de fatores como a composicao, porosidade e condicdes do leito receptor e,
guando isto nao ocorrer, o biomaterial deveria ser incorporado aos tecidos
receptores (OLIVIER et al., 2004; HAIYAN et al., 2005; NI e CHANG, 2009; ZHANG
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et al.,, 2010). As particulas do biomaterial utilizado ndo demonstraram ter sofrido
alteracdo de qualquer tipo em seu volume, em nenhum dos tempos estudados e
apresentaram boa relacdo com os tecidos. Este achado, de n&o-degradacdo do
biomaterial, esta de acordo com a maioria dos relatos na literatura sobre
biomateriais poliméricos derivados do 6leo da mamona (MENDONCA et al., 2006;
PEREIRA JUNIOR et al.,, 2007; LAUREANO FILHO et al.,, 2009). Entretanto,
existem relatos de sinais de reabsorcdo das particulas e substituicdo por tecido
0sseo (CAVALIERE, 2000; LEONEL et al. 2003 MENDONZA-BARRERA et al.,
2003). O tempo de acompanhamento deste trabalho n&o permitiu afirmar que o
biomaterial tem degradacdo nula, nem mesmo mais lenta que o ideal, pois a
regeneracao total do defeito ndo ocorreu e, conseqientemente, a sua presenca
ainda era necessaria a regeneracdao tecidual. Um tempo maior de acompanhamento
teria sido Util para esclarecer esta questdo, verificando se este comportamento de
ndo-degradacdo das particulas seria mantido e, se isto ocorresse, se elas seriam
incorporadas a um possivel tecido 6sseo neoformado.

Este comportamento dos biomateriais também deve ser analisado por outro
prisma. Os resultados de Laureano Filho et al. (2009) demonstraram que os defeitos
0sseos preenchidos com dois biomateriais que foram degradados durante a
regeneracao 0ssea, tiveram uma diminuicdo da espessura da regido, mesmo apos a
total regeneracdo 6ssea, enquanto que os defeitos que receberam o polimero de
mamona, apesar de ndo terem as particulas degradadas, também foram
regenerados, porém mantiveram a mesma espessura e estrutura anterior a
realizacdo do defeito. A manutencdo da anatomia da regido em regeneracao
também foi observada no presente estudo, confirmada tanto pela analise
macroscopica, quanto pela microscopica. E valido ressaltar que isto pode ser uma
vantagem em diversas situacdes, como a correcao de defeitos dsseos craniofaciais,
pois a manutencao do volume do enxerto é indispensavel para o restabelecimento
da estética. Ja existe um relato (DIAS et al., 2009) de trabalho experimental em
macacos testando-se um biomaterial com composicdo semelhante ao utilizado
neste estudo para a reconstrucéo de defeitos ésseos nasais.

Em relacdo a geometria, as particulas apresentaram e mantiveram, devido ao
fato de ndo terem sido degradadas, um aspecto de superficie irregular com
presenca de arestas contundentes. Baseando-se na importancia, ja citada

anteriormente, do contato da superficie do biomaterial com os tecidos para induzir a
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regeneracao, pode-se cogitar que esta forma irregular das particulas pode ser
prejudicial a regeneracdo Ossea. As analises por microscopia O6tica e por MEV
evidenciaram areas em que as fibras neoformadas se encontravam esticadas,
devido ao contato com as arestas, e por isso ndo tinham contato com a superficie
cbncava das particulas do biomaterial, mantendo assim espacos vazios sem
formacdo tecidual. Esta hipétese ja foi aventada por Calixto et al. (2001) como
sendo um dos fatores que influenciaram negativamente na regeneracao de alvéolos
de ratos preenchidos com granulos irregulares de poliuretana derivada do éleo de
mamona. Os resultados de Ghanaati et al. (2010) corroboram com a hipoétese, pois
também encontraram interferéncia da forma e do tamanho das particulas de
biomateriais ceramicos, desta feita no grau de inflamacéo tecidual.

A discussdo destes tdpicos chama a atencdo para a importancia dos
profissionais conhecerem a fundo os biomateriais que utilizam. A escolha do mesmo
devera ser feita relacionando as suas caracteristicas e 0 seu comportamento
biolégico com a finalidade cirargica do enxerto a ser realizado. Entretanto, nem
sempre é isto que acontece. Bugarin Janior e Garrafa (2007) realizaram uma
pesquisa com 95 cirurgides sobre a utilizagdo de biomateriais, e foi possivel verificar
gque uma parte significativa destes profissionais nédo tinha o conhecimento

necessario a respeito dos biomateriais que utilizavam na clinica diaria.

6.3.5 Analise de elementos quimicos por espectroscopia de dispersdo de

elétrons

Com a analise por EDS foi possivel identificar os elementos quimicos
presentes no tecido da regido do defeito, permitindo compara-lo com o tecido 6sseo
integro e verificar o seu grau de maturacao, de acordo com o seu conteudo mineral.

A deposicao de célcio e de fosfato sobre uma matriz organica, composta por
fibras de colageno produzidas pelos osteoblastos, € a etapa final do processo de
ossificacdo (ANSELME, 2000). Por isto, neste estudo, o foco principal da
investigacdo por EDS foi a identificacdo destes elementos quimicos. O COR nao
contém fosfato em sua composicdo, e, portanto, a possivel identificacdo deste
elemento nas amostras analisadas confirmaria a presenca de tecido ossificado e a

sua quantificacdo definiria o grau de maturagcéo da area em questao.
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A analise por EDS tem sido utilizada para a avaliacdo de processos
regenerativos 0sseos por varios pesquisadores como Araujo e Santos Filho (2008) e
Raucci et al. (2010), dentre outros. S&o analises rapidas, ndo-destrutivas e que
requerem a mesma preparacao realizada para a analise por MEV.

Os resultados da avaliagdo realizada em relagdo ao conteudo de calcio apos
60 dias demonstraram uma diferenca estatisticamente significativa entre o grupo
controle e o grupo com 0sso integro para os demais. Contudo, esta analise
apresenta um viés jA esperado, pois o biomaterial apresenta calcio em sua
composicdo. Por isso ndo é possivel afirmar que os maiores valores de calcio
encontrados nos grupos com biomaterial, em relacdo ao grupo controle, foram
decorrentes de uma regeneracdo Ossea. Deve-se ressaltar que, mesmo com 0O
calcio em sua composicdo, os valores dos grupos com o biomaterial foram
significativamente mais baixos que os do grupo com 0sso integro, demonstrando
gue a possivel regeneracdo ainda estava em uma fase inicial.

Os valores da contagem de fosfato apresentaram uma grande variacdo e
causaram uma dispersdo numerica grande. Entretanto, esta avaliagdo, mesmo nao
tendo diferenga estatistica, foi Util para determinar as regides que estavam em
regeneracdo e para verificar uma possivel influéncia positiva das CTD. E possivel
entender isto ao verificar que o fosfato so6 foi identificado em uma area de uma das
amostras do grupo controle, e que a mesma pode ter sido decorrente de um
fragmento 6sseo residual da cirurgia de criacao do defeito. Este resultado corrobora
com as demais avaliacdes e indica que o defeito 6sseo foi critico e que a presenca
do biomaterial influenciou na formacéao de estruturas ossificadas.

Os resultados encontrados nas avaliacdes realizadas durante o estudo in vivo
deixam claro que seria necessario um tempo maior para verificar se ocorreria a

regeneracao total do defeito 6sseo criado.

6.4 CONSIDERACOES FINAIS

Existem diversos estudos in vitro e in vivo que mostram resultados positivos
da utilizacdo de CT na regeneracdo 0ssea, como os de Khojasteh et al. (2008), de
Seo et al. (2008), de Steinhardt et al. (2008), e de Yamada et al. (2010), dentre
outros. Porém, este conhecimento ainda n&do evoluiu para uma aplicacdo clinica

padronizada e comprovadamente eficaz.
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Isto pode ser explicado pela complexidade do processo e pelo grande
namero de variaveis envolvidas. Os resultados dos experimentos podem ser
influenciados por fatores como a origem, a passagem, a forma de utilizacdo e
enxertia das células utilizadas, a espécie animal e o leito receptor e se as células
serdo associadas a algum biomaterial e/ou fator de crescimento, dentre outras
variaveis. Além disto, € importante salientar que o mecanismo de ac¢ao das células
na regeneracdo tecidual ainda ndo esté totalmente esclarecido.

Todo este processo investigativo sobre a utilizacdo da terapia celular para a
regeneracao de tecido 6sseo € valido e mantém a perspectiva de se obter uma
aplicacao clinica viavel e segura. As pesquisas devem continuar principalmente no
intuito de se estabelecer a fonte ideal de CT, com uma padronizacdo da forma de
utilizacdo, e identificar, dentre os biomateriais, os que melhor se adequam as

necessidades inerentes de cada situacao clinica.
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7 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste estudo permitiram relatar as seguintes

conclusdes:

A coleta e cultura de células-tronco originarias de dentes deciduos (CTD) é
simples, de facil reprodutibilidade e é viavel para a utilizacdo em avaliacfes in
vitro e in vivo. As células apresentaram grande capacidade de proliferacdo e
se diferenciaram em linhagem osteogénica quando cultivadas com meio

especifico.

Os biomateriais testados ndo impediram a diferenciacdo osteogénica das
CTD, quando cultivadas com meio especifico. O biomaterial Boneceramic
estimulou a proliferacdo de CTD por meio da adicdo de seu extrato, diluido

em 1/250, as culturas celulares.

O modelo experimental de criacdo de defeito em calota craniana de ratos,
utilizado neste estudo, foi critico e € uma opcdo viavel para avaliar a

regeneracdo dssea.

A metodologia de andlise da regeneracdo 0ssea, utilizada no estudo in vivo
através da associacdo dos métodos de radiografias digitais, microscopia Otica
e de varredura e andlise de elementos quimicos, mostrou-se Uutil para

identificar areas de regeneracao 0ssea.

O biomaterial Composto 0sseo de ricinus foi biocompativel e apresentou boa
capacidade de preenchimento do defeito 6sseo, sem sinais de degradacao
de suas particulas. Foram identificadas areas esparsas de regeneracao
O0ssea associadas as suas particulas, contudo, até o final do periodo
avaliado, nédo foi comprovada uma agdo osteoindutora ou osteogénica deste

biomaterial, mesmo quando associado a CTD.
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Abstract

Introduction: Stem cells {(3Cs] are capable of inducing tissus regeneration and are, there-
fare, patentially therapeutic. Similarly to bone marrow and umbilical cords, dental pulp
is one of the available sources of 5Cs The fact that thess cells are easily accessible and
that deciduous teeth are not vital argans, and are normally discarded after exfoliation,
make them particularly attractive for uss in safety and viskility tests. Objective: To d=-
scribe the collection, isalation ard culturs of 5Cs obtained from the pulp of deciducus
teeth as well as their characterization by flow cytometry, and the induction of differen-
tiation into osteogenic and adipogenic lineages. Methods: 5Cs were chtained in a rela-
tively straightforward manner and showed good preliferative capacity, even from a small
amount of pulp tissue. Results: Analysis by flow cytometry confirmed the characteristics
of mesenchymal 5Cs with low expression of CO34 and CD4E antigens, which are mark-
ers for hematopoistic calls, and high levels of expressicn of CD105, CD1E5, CDA0 and
CL73 antigens, which are markers fer mesenchymal 5Cs Cell plasticity was confirmed
by identifying calcium deposits in cultures that received cstecgenic medium, and in-
tracellular lipid sccumulation in adipogenic caltures that received adipogenic medium.
Conchusions: 5Cs collected from deciducus teeth show promising potential for applica-
ticn in tissue regeneration. Therefore, it is important that knowled g about the existence
and characteristics of this source of stem cells be disseminated among dentists and that
the technigue, its limitations and pessible indications are highlighted and discussed.

Kaywornds: Stam cells, Tissus thamgy, Call culture techniquis. Decducus teath,
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INTRODUCTION

Science has taken a kesn interest in stern cells
(5Cs] given their ability to sdmulate fizrue re-
generation, which raises exciting and promising
therapeutic prospects.”™ This fact makes 5Cs o
vighle alternative in dentistre.t However, there
are still imitations in how they are chtained, grow
and controlled in terms of proliferation and dif-
Perentiaticn, which encourages the ssarch for new
sources, techniques and applications.

5Cs can have an embiyoaic or adult crigin
Adule 5Cs are present in a wide mnge of tissues
such ar the pancreas, bane marrow, adiposs tis-
sz and urnbilical cord, Because they are chtained
from the patiznts themselves, these cells have the
advantages of not triggering immune rejecticn, re-
sporeding to growth factars inherent in the host,
and mot incurring ethical er moral objections.®
The foundation for cell therapy is the isolation
of high quality sdult human 5Cs from diff=rent
sources as thess cells feature peculiar chancter
istics, ard there may be preferrad SC sources for
each specific need %7

Becently, it hus been discovared a new source
of 5Cs deriving from the pulp of deciduous
teeth, The fact that these cells are easily aoces-
sible and that deciducus testh are not vital er
gans, b=ing normally discard=d after sxfoliation,
make them attractive for safety and wishility
tests, Studies conducted with these cells under
score their cutstanding capacity to proliferate
and induce tissue regeneration 710 glthaugh
limnitaticns still exist regarding the amount of
available cells as well as the tachniques usad fer
5C collecticn and culture 1220

Although there is still the need to standardize
techriques and to conduct cliical studies in or
der to dev=rmine their povential application, this
study aims 1o disseminate among dentists knowl-
edge about 5Cs abtained from the pulp of decidu-
ous teeth, disoussing the techmique, its limitsations
and pessible therapeutic potential through the
descripticn of o technique and o cirdeal caze re-
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port. This will allow professicruls to inform pa-
tierts andfor their l=gal guardians that although
this is stll an experimental technique it shows
promise and that this tizrue — which is usaally
discarded — can be collected and aryopressresd
for future use.

TECHNIJUE AMD CLINICAL CASE REFORT
Tigsue collection

An sightyear-cl fernale patient with mixed
dentition has been monitcred since five years old
by an orthodontist and was selected a5 pulp tis-
sue donor sfter suthorizaticn by her Jagal guard-
ians Fadicgraphic and photographic exams were
requested and, in conjunction wich the arthodan-
tist, teeth 6.3, 7.3, 7.5 and &3 were dofined as tar
gets a5 they wers in the phase of exfolistion and
did net show any cariows lesicns.

The surgery was performed in two stages with
a 15day interval. The procedure requires strict
contral of the aseptic chain dus to widespread
presence of microorganisms in the coal =nvicon-
ment. Extracral asepsis and intracral prophylaxis
were parformed and 2% chlochexidine rinses ap-
plied. Mext, infilrating and gingival anesthesia
was applisd, followesd by synd=rmotomy and re-
moval of the testh with a pededentic farceps as
quickly as possible to aveid salive contamdnaticn,
Soft tissues remnants were removed and the testh
were immedistely placed in individual containers
filled with Clulbecce Modified Eagle medium —
DMEM — [Sigma Chemical Ca 5t Lowis, Mo,
L5A) odburs medium with 50 mg'ml of genta-
micin (Movafirma, Andpelis Brazil), stored urder
contrall=d tEmpsTature, betwssn 4 “C gnd & "‘:,
and sent to a laboratory For cell isclation.

Isalation, selection and expansion

of mesenchymal 5Cs

The entire procedure of pulp removal and
cell culbure was performed in o vertical Liminar
flov umit. Whenever necessary, sccess to the pulp

chamber was made uring dismond discs (KG
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Sceensen, 580 Paule, Brazil] at lew speed, under
comstant irrigation, and the pulp tssue removed
with the sid of curettes and endedonitic files. Cinly
a senall amouant of pulp tissue was chiained. One
af the four deciduous testh extractsd ne longsr
contained pulp tissue and the others had 2 senall
amount of pulp, Therefore, foaw cells were availed
to begin cultivation. Cnee collacted, the tssus
was immediately placed in culturs bottles con-
taining [CMEM) supplemented with 10%: fetal
bowine serum (FBS - Cultilab, Campings, Brazi)
and stored at 37 °C and 5% OO, for cell prelif-
eraticn ard adherence to the botile. The medium
was completely replaced svery three days during
a peried of approximately 10 days, when calturs
reached about 80.90% confluence. The alturs
was monitersd by means of an inverted optical
microscope, After sdhersnce to the plastic surface,
SCeinitially exhibited an evoid shape that svalved
ey during the first 24 hours to 2 fibroblastoid
foam, which remained until confluence [Fig 1. As
the culture was replaced, the sdherent messnchy-
mul 505 were selected while cells suspended in
culture medium were gradully discarded.

After culbure conflusnce cells were relessed
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from the plistic surface to allow the continued pro-
lif=ration and cryopreservation of part of the cells.
T relesse the calls, the medium was replaced twics
with sterile saline solution and, after removing the
saline solution, 0.25% trypsin (Tnvitrogen, 5o Pau-
lo, Brazil) was added Far 2-5 mirutes to allow the
connections betwesn cells and extracelbular matrix
ta b= braken, thershy =nshling the d=tachment of
cells from the suface of the plastic culture flask.

After ascertaining that cells had been released
through abservation with an inverted optical mi-
crascepe, the snzyme was inactivated by adding
a complete medium, The medium of the bottle
containing the cells was then collacted using o
pipette and centrifuged st 1500 rpm for 10 min-
utes. The supernatant was discarded and the cell
pellet resusperded in 1 mL of DMEM supple-
mented with 10% Fetal bovine serum (FBS). At
this peint, same of the cells were =t aside for
crvopreservation in liquid nitrogen for farcher
studies and potential therapeutic uses, whils the
remzining was ussd for continuity of culture, al-
lowing in vitro charscterization,

For ayopreservation, the maximum concen-
traticn of 106107 cells per tube was obsereed,
with a final volume of 1 mL being added, ie.,
Q00 pl. of complete medium containing cells and
100 Wl of dimethyl sulfexide [DME0]. Crya-
preservation tubes had their cposutic tempera-
ture lewersd, ranging from 4 to -80 °C for 24 b,
with subsequent storage in liquid nitrogen,

Characterization of mesenchymal 5Cs

Cell charwcterization was performed by aral-
yais af flow cytometry and confirmation of cell
Flasticity through the induction of differentiation
into estecgeric and sdipegenic lineagss.

Flow cytometry
The sample calls were Lbeled with specihc

monodorul antibadies linked to fluoredhromes.
Beading was performed in & flow cytometer, The
following antibodiss were ussd: FITC anti-human
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CDho), APC anti-buman CD45, PE anti- human
CD16E, PE anti-human CO73 (BD PhacdMingsn)],
PE anti-human CC34 (Becton Dickinson) and
AT anti-human CO105 [RED Syseems).

Cells with less than 100% conflusnes were
trypsinized as described above. Immediately after
detachment, cells were resuspended in DAEM
supplemnerited with 10% FES and remained at rest
in the even for 2 hours. Adter the rest period, the
cells were warhed twice with saline at 4 5C ae
3000 rpm far 2 mirutes at 10 %C and resuspend=d
in | mL of saline selution. Twa-bundred yL. of the
solution were placed in tubes which received 2 pl.
of antibodies. The tubes swere incubsted st 4 "Cin
the dark for 30 minutes and washed twice with
saline st 4 "C {1 mL] by centrifugation ax 2000
rpmy, 10 %2 for 2 minutes, After this procedure,
CellCiuest safwars was used for data scquisition
and analysis with 2 FACSCalibur flow oytometer
{Becton Dickinron, San Diego, TA, USA ] At l=ast
EO 000 events were collscted and analyzed.

Resules conhrmed the charscteristics of mes-
enchymal 5Cs [Table 1) with low level expression
of CD34 and CD45 antigens, which are markers
for hemmatopaistic cells and high levels of expres-
sion of CD105, COI6s, CDED and COT3 anti-
gens, which are markers for mesenchymal 5Cs

Ostecgenic diferantiation
The cells were cultivated in a 24-well plate
in DMEM supplemented with 10% fetal bovine
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serum for two days until 50% conflusnce was
resched. From this peint on, csteogenesis in-
ducing medium was empleged, which i com-
posed of: DMEM contairdng 10% fetal bowine
serurm, |00 oM dexamethosons 005 mbd of
L-ascarkic scid 2 - phosphate and 10 mbd of
B-glycerophosphate (Sigma-aldrich, USA) Cul-
ture time was 2] days. Contral group cells were
grown in DAEM supplemented with 10%: fetal
biovire serum. The experiments were conductsd
in triplicate, culture medium was changed every
thres days and the evelution of differsntiation
was monitorsd duily by light micrascopy.

Cisteagenic differentiation capecity was veri-
fi=d by alizarin red staining, which identibes the
depesition of caldurm in the culoure. Afver 21 days
of cultivation, the cultures weres washed with PBS,
fxed with 4% pareformaldebyds (Electron Mi-
croscopy Sdences, LSAJ for 30 minutes, washsd
wice with distilled water and 2% alizarin r=d
staining was applisd (Sigma-Aldrich, USAT far
thres minuess After removing the alizarin, the
cultures were washed thres dmes with distillsd
water b remove residue and the stained areas
were analyzed with optical microscopy to confirm
color and quality evaluation.

In all cultures that received osteopenic me-
dium, red caldum deposition was found dus to
staining with alizarin, whereas in the negative
contral group calcium depesits were oot Found in
any of the wells, confirming the plisticty of the
cultured eells [Fig 2.

Adipogenic differsntiation
The cells were cultivated in a G-well plite in

DMEM supplemented with 10% fetal bovine se-
rurm unkil 100 conflusnce was resched. They
were then stirulited for up to three weeks with
modified DMEM contairdng: 10% f=tal bovine se-
rurs, G0 phd of indomethadn (Sigma - Aldrich],
0.5 pi of isobutdmethylxanthine [Sigma - Al
drich] and 0.5 pM hydrocortisene [Sigma - Al
drich]. Throughout the experiments a contral
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group was maintaired cultivated in DMEM sup-
plemented with 10 Fetal bovine s=rum. The cul-
ture madivum was replaced every thres daye.

The evelution of differsntiation was moni-
tored dauily under an inverted microscope To al-
lens observation of fat depasition the wells were
warhed with FRS, cells were fixed with 4% PFA
for 1 hour at room tempersture, stainsd with Oil
Bed O solution (Sigma - Aldrich) [3 volumes of
3.75% 0il Bed O in isepropane] and 3 valumes
af distilled water) for 5 minutss and washed with
distilled water to remowe rasidue.

After 14 days intracellular lipid scoamulation
were found in the culture, confirming the plastic-
ity of the cultured e=lls [Fig 3], wheress in the
negative control group droplets wers pot faund in
any of the wells.

DISCUSSION

The sdentific community hus conducted re-
search that underscores the importance and pros-
pects of therapy with 5Cs in several aress, such
a5 medullary dimage™ neurological changes,
such o in Padkinsen's? and Alzheimer's diseanss 21
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autcimmure diseases such as disbetes ype 1,155
liver diseas=s, ™ kidney damage” and retina d=gen-
smticn® In some cases, such as coronary heart
disease, consistent clinical results heve already
been found, ' indicating 5Cs safety and viability.

In dentistry, experiments have focused on the
uze of cell therapy in oral tissue regeresration ™
and on the collection, iralation, culture snd char
acterization of 5Cs derived from the pulp of
teeth.* 1 ¥ Some studies indicate that the 5Cs
abtained from deciduwous testh have grester re-
penenative and proliferative potentil when com-
pared to permanent teeth, 217005 besides being
more easily accessible. Furthermare, dedduous
testh are not vital organs and are wsually disposed
after exfoliation. It is conjectured that SCs from
different scurces ay have different characteris-
tics and therebore specihc indications for thern-
peutic application.

Exfoliation of deciduous teeth, howwever, is one
af the factors hindering their use as it limits the
timee during which dedducus testh remain wvail-
abile, ie, from 6 to about 12 years of age®® This
hurdle can ke croumsentsd by irforming the

HUURE ¥ - leduefon =l éiHerentaban of Lo collecied fom de-
adazia lneth agbured with adiazgene medom. Anaban by aph-
anl miarzacogy o cetreaslcier lp g esasrmaleton e 4 depe al
askars, cotlrring difereshon
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patient’s Jzgal guardian that tissue can be callsct-
ed during the exfoliation period while the c=lls
can be cultivated ard kept by creopreservation in
liquid nitrogen. This technique is well artablish=d
and described in the literaturs, and allows the
mairtenance of SC dharacteristcs 47

There have besn recent atte=mpts at cryo-
preservation of dental pulp, or even of the whale
tooth —instead of just 5Cs — with the purpose
of thawing ard growing them ot a liter dape %
Oirece proved that these cells do noe change with
time, zither in quality or quantity in this process of
tissue (not $Cs) cryopressration, storage would
b simpler and cheaper as lab cultures would ooy
b performed when the wee of cells was indicared,
thereby siving time, reagents and persormel re-
quiring a simpler laboratory structure,

Ini this study, the technique For collecting and
culivating 5Cs obtined from deciduous testh
proved to be relatively simple and fast. However
there was only @ small amount of pulp tissue 6@
start the cell culture. This condition can pose an ob-
stacle to the sffsctive therapeutic use of 555 since
a Langer time may be required far c2ll aalture ard
divisions, which can l=ad to charges in the charsc-
teristics of there cellsi® Thus, an altemative solu-
tion to this shortooming would ke o request the
evaluation and monitoning of patients with mixed
dentition by an erthodentist, whe would indicats
greater number of tooth extractions without inter-
tering with the normal development of dentition.

Ancther problem to be weoidsd given the char-
acteristics of the cral envircnment is the sk of

D Prwmn & 0 rife

contamination of cultures by microorganisms *45F
In addition to the typically carefal hundling inkier-
entin cell culture techriques, itis necessary o ob-
serve criteria such us absence of extensive caricus
lesions in the selected testh, contral of the aseptic
chain during surgical procedure, and preventing
that the pulp from the remosed dedducus te=th
hus contact with cral Auids Selected teeth should
be in an advanced stage of root resorption, but
with imtact junctionsl epithelium to avert prior
contamination of the pulp tissue

The American Academy of Pediatric Dientistry
recently published a text’® advising dentists 1o
momitor the progress of investigitions published
about 5Cs collected fram decdduous teeth so they
can aducate parents sbout the collaction, cultiva-
tion, presereation and potential uses of thess cells

CONCLUSIONS

The techrique for collecting and cultivat-
ing 5Cs obtained from deciduous testh proved
to be relatively simple and fast. Although very
promising, the wse of these cells is not yer
suitable for everyday clinical use. Thersfare,
further in witro and in vive experiments and
clinical studies are necessary to confirm 5Cs
safety and wiability Mewsrtheless, this find-
ing should ke disseminated amcng dentists in
crder to make them aware of the potential of
cell therapy and allow them to inform their pa-
ti=nts and/or legal guardians about this source
of stem cells, since tissue from deciducus teeth
is only available for a short pericd of time.
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Abstract

Recent studies have demonstrated that human dental pulp is a source of
mesenchymal stem cells. To better to understand the biological properties of these
cells we isolated stem cells from the dental pulp of EGFP transgenic mice. The pulp
tissue was gently separated from the roots of teeth extracted from male C57BL/6
mice, and cultured under appropriate conditions. Flow cytometry, RT-PCR, light
microscopy (staining for alkaline phosphatase) and immunofluorescence were used
to investigate the expression of stem cell markers. The presence of chromosomal
abnormalities was evaluated by GTG-banding. The mouse dental pulp stem cells
(mDPSC) were highly proliferative, plastic-adherent, and exhibited a polymorphic
morphology predominantly with stellate or fusiform shapes. The presence of cell
clusters was observed in cultures of mMDPSC. Some cells were positive for alkaline
phosphatase. The karyotype was normal until the 5" passage. The Pou5f1/Oct-4
and ZFP42/Rex-1, but not Nanog transcripts were detected in mDPSC. Flow
cytometry and fluorescence analyses revealed the presence of a heterogeneous
population positive for embryonic and mesenchymal cell markers. Adipogenic and
osteogenic differentiation was achieved after two weeks of culture under chemically
defined in vitro conditions. After 30 days of culture, some elongated cells acquired a
spontaneous contraction capacity. Thus, mDPSC are an accessible source of stem
cells to be employed in the development of therapeutic protocols in experimental
disease models.

Keywords: Stem cells; Dental Pulp; Mouse; Phenotype; Differentiation
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Introduction

During the embryonic developmental stage, epithelial-mesenchymal
interactions determine the formation of all the dental components, including the pulp
[1]. The pulp is divided into four layers: the external layer is constituted by
odontoblasts which produce the dentin. The dentin keeps and protects the inner
dental pulp chamber, comprised by the second layer, a zone poor in cells and rich in
extracellular matrix, and the third layer containing compact connective tissue. The
last layer is infiltrated by a vascular area and a nervous plexus [2,3]. The presence of
undifferentiated cells around the vessels, responsible for the new dentin formation
after dental injuries such as cavities or mechanical trauma, has highlighted the
dental pulp as a source of mesenchymal stem cells [1,2].

The first identification and isolation of precursors of functional odontoblasts
known as human dental pulp stem cells (DPSC) was reported in 2000 by Gronthos
et al. These cells were characterized by their highly proliferative capacity, the typical
fibroblast-like morphology, multipotent differentiation, the expression of
mesenchymal stem cells markers in vitro, as well as by dentin regeneration induction
in vivo [4]. Several other populations of human dental stem cells have been
characterized, such as stem cells obtained from deciduous teeth [5,6], apical papilla
[7], and periodontal ligament stem cells [8,9]. A recent study demonstrated that cell
populations obtained from rat dental pulp contain STRO-1 positive cells with
multilineage potential of differentiation in vitro [10].

Although there is substantial evidence for essential roles of proliferation,
differentiation, and regeneration of stem cells obtained from human dental pulp, only
little is known about their effects in vivo. Therefore, in order to understand the
properties of dental pulp stem cells, here we isolated and characterized stem cells
from the dental pulp of wild-type and EGFP transgenic C57BL/6 mice. GFP
expression constitutes an important tool for the study of stem cells in vitro and in
vivo. These results confirm that mDPSC retain cells with properties that effectively
define them as stem cells and indicate their therapeutic use in experimental models

for the investigation of human diseases.

Materials and Methods



153

Mice

Specific-pathogen-free, 8-week-old female C57BL/6 and male C57BL/6 EGFP
mice were maintained at the animal facilities at the Gong¢alo Moniz Research Center-
FIOCRUZ, and provided with rodent diet and water ad libitum. The present study

was approved by the Institution’s Animal Ethics Committee.

Isolation and cell culture

The incisors teeth were dissected carefully from the mandibles of male EGFP
transgenic C57BL/6 mice after removal of the heads under deep anesthesia in the
CO:2 chamber. Special care was taken to avoid contamination by adjacent tissues.
Dental pulp tissue was gently collected with the aid of a stereotactic microscope
(Olympus, Tokyo, Japan). Explants were cultured into 24-well plates (Nunc A/S,
Roskilde, Denmark) with DMEM medium supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS; Cultilab, Campinas, SP, Brazil), 7.5% sodium bicarbonate (Sigma, St. Louis,
Mo., USA), 1 M Hepes (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), 1 mM
sodium pyruvate (Sigma), 2 mM L-glutamine (Sigma), 0.05 mM 2-mercaptoethanol,
50 ug/ml gentamycin (Sigma), and incubated at 37°C with 5% CO2. When
confluence was achieved (usually after 12-14 days), the adherent cells were
released with 0.25% trypsin solution (Invitrogen/Molecular Probes, Eugene, OR,
USA) and re-plated or used in experimental assays, as described below. For
cryopreservation, cells were centrifuged and the pellet was resuspended in DMEM
medium supplemented with 10% FBS and 10% dimethylsulfoxide (Sigma). Aliquots
(5x108 cells/ml) were transferred to cryogenic tubes and cooled slowly until -80°C
and, after 24 h, the cryotubes were transferred to a liquid nitrogen container for long-

term storage.
Karyotype analysis
Cytogenetic analysis of mDPSC cultures was taken during the first and 5"

passages, after expansion on DMEM medium supplemented with 10% FBS

(Cultilab). Cells undergoing active cell division were blocked at metaphase by 0.3
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pg/mL colcemid (Cultilab), detached from the growth surface by 0.25% trypsin
solution (Invitrogen), and subsequently swollen by exposure to hypotonic 0.075 M
KCI solution (Merck). The cells were then fixed in methanol/acetic acid solution (3:1)
for slide preparation. Cytogenetic analysis of metaphase chromosomes was
performed for GTG-banding [11] and images captured on BX61 microscope
(Olympus, Tokyo, Japan), Spectral Imaging Band View software (Applied, Vista, CA,

USA). For each passage, the ranges of fifteen to twenty cells were analyzed.

Flow cytometric analysis

For detection of surface antigen, adherent cells were detached with 0.25%
trypsin solution (Invitrogen), washed with saline and incubated at 4°C for 30 minutes
with following antibodies diluted 1:100: biotin anti-mouse CD31 (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA, USA), biotin anti-human STRO-1 (R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA), PE anti-mouse CD34 (Invitrogen), PE anti- mouse/human
oct-4 (BD Pharmingen), PE anti-mouse CD73 (BD Pharmingen), PE anti-mouse
CD90 (Invitrogen), PE anti-mouse CD11b (BD Pharmingen), PE anti-mouse CD44
(BD Pharmingen), PE anti-mouse CD117 (Invitrogen), APC anti-mouse CD45
(Invitrogen), PE-Cy5.5 anti-mouse Sca-1 (Invitrogen) or 0.5 pg/mL propidium iodide
(BD Pharmingen). Excess antibody was removed by washing. Streptavidin PE-Cy5.5
diluted 1:100 (BD Pharmingen) was used after biotin antibody. Cells were fixed with
1% formaldehyde. Carboxyfluorescein succinimidyl ester - CFSE assays
(Invitrogen/Molecular Probes) were performed according to methodology described
previously [12]. The acquisition and analysis were done using a FACScalibur
cytometer (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) with the CellQuest software. At
least 50,000 events were collected.

Cytochemistry

Alkaline phosphatase expression was evaluated in monolayers of cells
cultivated in 24 well plates. USP-1, a mouse embryonic stem cell line [13], was used
as a positive control. Cultures were washed with PBS (phosphate buffered saline),
fixed with 4% paraformaldehyde (Sigma) in PBS, washed with rinse buffer, and
stained with a mix fast red violet (FRV) with naphthol phosphate solution and water
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as described in the protocol of the embryonic stem cell characterization kit, Millipore
Corporation, Billerica, MA. Positive alkaline phosphatase expression was identified

by red cell colonies visualized using an inverted optic microscope (Olympus).

Immunofluorescence

For immunofluorescence analysis, 13-mm diameter glass coverslips (Knittel,
Braunschweig, Germany) were placed in a 24-well plate and mDPSC (5 x 10°) were
added to each well. Cells were washed in PBS 1x, fixed with 4% paraformaldehyde
and permeabilized with 0.1% triton X-100 for 10 minutes. After blocking with PBS
containing 5% BSA (Sigma), the cells were incubated with primary antibodies diluted
1:100. The embryonic stem cell characterization kit (Chemicon, Temecula, CA, USA)
was used for detection of the following primary antibodies: SSEA-1 (IgM
monoclononal antibody), SSEA-4 (IgG monoclononal antibody), TRA-1-60 (IgM
monoclononal antibody). After washing, appropriate secondary antibodies goat anti-
mouse 1gG or IgM Alexa Fluor 568 (Invitrogen/Molecular Probes) diluted 1:200 were
added in the well. Incubations with both primary and secondary antibodies were
performed for 1 hour at room temperature. The slides were cover slipped using
Vectashield mounting medium with DAPI, 4',6-diamidino-2-phenylindole (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA). Images were analyzed in confocal microscope

Fluowiel 1000 (Olympus) using appropriate filters.

RT-PCR to undifferentiated stem cell phenotype

Total RNA was extracted using Rneasy® Mini Kit (Qiagen GmbH; Valencia,
CA, USA) according to the manufacturer's recommendations. RNA extraction and

complementary DNA (cDNA) synthesis were carried out as described previously [6].

Differentiation assays

The potential of differentiation into osteogenic and adipogenic lineages was
examined. To promote osteogenesis, the cells were incubated with DMEM
supplemented with 10 mM B-glycerol phosphate (Sigma), 0.05 mM ascorbate-2-
phosphate (Sigma) and 100 nM dexamethasone (Sigma). The culture medium was
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changed twice a week for up to two weeks. To calcium detection, the cells were fixed
with methanol for 10 minutes at room temperature and stained with alizarin red with
pH 4.0 for 5 minutes at room temperature. For adipogenesis, the cultured cells were
incubated in adipogenic medium DMEM supplemented with 60 mM indomethacin,
0.5 mM dexamethasone, and 0.5 mM isobutylmethylxanthine (Sigma). The culture
medium was changed two times per week for up to three weeks. The cells then were

fixed in methanol for 45 minutes and stained with Oil Red (Sigma).

Results

Morphological features of the mDPCS culture and cytogenetic analysis

Dental pulp stem cells were isolated and expanded in vitro from GFP-
transgenic mice. The cells are plastic-adherent and showed rapid expansion and
proliferation capacity in vitro after isolation. A polymorphic morphology was observed
in the cell populations obtained. Initially the cells had rounded or fusiform shapes
(Fig. 1A). Cells with elongated (Fig. 1B) and stellate shape (Fig. 1C) began to appear
among fusiform cells after 20-28 days of culture. Curiously, in one batch of cells,
some elongated cells acquired the contraction capacity (see supplemental material).
The genetic integrity was evaluated by karyotype analysis by GTG banding.
Proliferative mDPSC showed a normal karyotype in the fifth passage (Fig. 1D). In
only one isolate, tetraploidy was found in 40% of the cells in the sixth passage (data
not shown). Quantitative evaluation of the exponential cell expansion was estimated
by CFSE staining. Approximately 80% of the cells proliferated after 48 h of culture
(Fig. 2). The formation of cell clusters in vitro was also observed (data not shown).
More than 90% of the cells expressed GFP (Figs. 2 and 3C). After long term
cryopreservation, mDPSC are capable of quickly restarting proliferation in culture, in
a manner similar to the recently isolated cells.

Flow cytometric, immunofluorescence, and PCR analyses

To investigate the phenotypic characteristics of the mDPSC, cell cultures
were analyzed using antibodies against several cell surface and intracellular
antigens. In the third passage, flow cytometric analysis revealed the expression of

cell surface molecules that characterize mesenchymal stem cells, such as CD90,
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CD73, STRO-1 and Ly6a/Sca-1 (Fig. 2). In contrast, the percentage of hematopoietic
cell markers was low (CD117) or undetectable (CD34, CD11b, or CD45), indicating
that the isolated mDPSC cells are not contaminated with hematopoietic stem cells.
Approximately 80% of the cells were positive for the endothelial cell marker CD31
(Fig. 2). Similar results were observed with cells cultured until the 18" passage (data
not shown). Cells were positive for alkaline phosphatase (Fig. 3A) such as observed
in the positive control, a culture of embryonic stem cells (Fig. 3B). Curiously, the
expression of others embryonic stem cells markers, such as SSEA-1, was strongly
positive in mDPSC cultures (Fig. 3D), whereas SSEA-4 and TRA-1-60 markers were
not detected by immunofluorescence analysis (Fig. 3E and F). The transcript
ZFP42/Rex-1, but not Nanog was detected in undifferentiated stem cells by RT-PCR
(Fig. 4). Flow cytometry analysis confirmed that approximately 25% of the cells were
positive for Pou5f1/Oct-4 (Fig. 2).

Adipogenic and Osteogenic Differentiation

Confluent monolayers of the mDPSC were submitted to conditions known to
promote osteogenesis and adipogenesis. Control mDPSC were cultured with
standard medium (Fig. 5B and 5D). Cultures of mDPSC in osteoinductive medium
had altered cell morphology with a formation of mineral nodules after three weeks of
culture. Substantial calcium deposits were seen by Alizarin red-S staining, which
localized specifically in the mineral nodules (Fig. 5A). Adipogenic differentiation
appeared after 2 weeks of incubation. Lipid-rich vesicles within the cytoplasm of the

cells were evidenced by positive Oil Red O staining (Fig. 5B).

Discussion

Several studies have demonstrated that the human dental pulp is a source of
stem cells [2-6]. These cells obtained from deciduous or permanent teeth presents
several mesenchymal and embryonic markers, retain the capacity of expansion and
differentiation in diverse cell types under chemical defined conditions in vitro [4-6]
and repair in vivo [4,6]. Here we isolated, characterized and differentiated stem cells
obtained from dental pulp of EGFP transgenic mice. For the immunophenotyping we
used similar methodologies employed in the isolation of bone marrow and human

dental pulp stem cells (hDPSC) [4,5,14], which are characterized by a typical
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fibroblast-like morphology [4-6], and present no changes in the morphology during
25 passages [6]. In contrast, in the present study it was observed morphology
alteration of mDPSC, according to the culture time. Initially, rounded or fusiform
shapes were observed. The elongated and stellate cells began to appear among
fusiform cells after 28 days of culture. Distinct cell shapes were also observed in
other human and murine mesenchymal stem cells, such as bone marrow derived
[14,15] and cord blood stem cells [16]. Moreover, mDPSC have capability of colony-
forming in vitro, a common feature among different stem cell populations [2].
Similarly, stem cells obtained from human dental pulp also have this property [4,6]
and the frequency of colony-forming cells derived from dental pulp tissue was
significantly higher than that observed in the stem cells obtained from bone marrow
[4].

For clinical applications, an adequate number of cells are necessary and an
extensive expansion ex-vivo is required. In the third passage, 80% of the mDPSC
proliferated after 48 h of culture. This data corroborates with Gronthos et al (2000)
data, which demonstrated that approximately 72% of the stem cells obtained from
adult human dental pulp proliferate after 24 h of culture. This proliferation index was
significantly higher when compared with the stem cells obtained from bone marrow.
The authors explained this fact by the extensive fibrous tissue amount in the dental
pulp, whereas about 99% of the cells in marrow aspirates are hematopoietic
populations [4]. In addition, the stem cells obtained from deciduous dental pulp are
more proliferative because of their immature profile [5].

The proliferative rate can be associated with a progressive chromosomal
instability. Malignant transformation of mesenchymal stem cells after expansion in
culture has been reported in human and animals models [17-21]. In this case,
cytogenetic analysis using G-banding is essential for detecting numerical and
structural chromosome aberrations in stem cell cultures [22]. We verified that
mDPSC had a normal karyotype until the fifth passage. In only one isolate,
tetraploidy was found in 40% of the cells in the sixth passage. Some studies have
demonstrated that long-term culture and cryopreservation of mouse embryonic stem
cells can lead to a decrease in pluripotency and gains of distinct chromosomal
abnormalities [17-19]. Rat mesenchymal stem cells from bone marrow presented an
aneuploid karyotype and a progressive chromosomal instability in all the passages

[22]. In addition, transplanted nude mice with mouse mesenchymal stem cells from
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bone marrow developed rapidly growing tumors at the injection site after 4 weeks
[23]. Miura et al. (2006) associated these abnormalities with a gradual increase in
telomerase activity and c-myc expression. Time and culture conditions are
determinant factors of in vitro selection, and it is possible that a clone of cells
showing tetraploidy was selectively maintained in mDPSC by cell fusion, for
example, resulting in 2n/4n karyotype. This is a relevant aspect to be taken into
consideration for future studies using mDPSC in vivo and in experimental models of
diseases.

The mDPSC expressed Pou5f1/Oct-4 and ZFP42/Rex-1, transcripts known to
be required for self renewal and pluripotency [25]. In contrast, Nanog expression was
not detected. Pou5f1/Oct-4 and Sox2 participates directly of the Nanog regulation.
However, both Pou5f1/Oct-4 and Sox-2 are present in the nuclei of Nanog-negative
cells of the morula and other precursors, indicating that other molecular signals are
required for expression of Nanog [26]. We also report that mDPSC express SSEA-1
and alkaline phosphatase, markers of undifferentiated embryonic stem cells. These
results confirm the undifferentiated nature of the cells obtained of the mouse dental
pulp. Similar results were found in stem cells obtained from human deciduous dental
pulp, adipose tissue, bone marrow, heart, and dermis [6,27]. The mesenchymal stem
cell markers CD90, STRO-1, Sca-1, and CD73 were also found expressed in
mDPSC. The expression of hematopoietic stem cell markers was detected in the first
passage. Several mesenchymal stem cell lines present hematopoietic contaminants
in the initial passages of culture [28]. In addition, a small percentage of mDPSC
expressed CD117. The low frequency of this marker is also observed in the umbilical
cord or bone marrow stem cells populations [28-30].

Another property that effectively defines a stem cell is the differentiation
potential. The formation of lipid droplets in the cytoplasm and mineral nodules in the
mDPSC culture after chemical defined conditions confirmed the adipogenic and
osteogenic differentiation, respectively. Not all the cells in mDPSC cultures had the
differentiation capability and, in fact, a uniform induced differentiation free of non-
responsible cells is very difficult to achieve in mesenchymal stem cell cultures [31].
Interestingly, some elongated cells spontaneously acquired a contractile capacity. In
addition of the induced differentiation described in this study, in one isolate it was
observed spontaneous differentiation in adipocyte lineage (data not shown). These

data retract the high plasticity of the mDPSC even in the absence of specific stimuli.
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This study provides the first detailed description of stem cells obtained from
mouse dental pulp, generating cell lines positive for GFP that can be used to track
the fate of these cells when injected into different mouse models of disease. The
data presented herein demonstrate that mDPSC comprise a morphologically
heterogeneous population of cells that exhibit some phenotypic and functional
features of both embryonic and mesenchymal stem cells, such as observed in the
human dental pulp. The ability to expand and differentiate opens the futures
possibilities in the study of the cell therapies in animal models.
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Figures

FIG. 1. Morphologic aspects of mDPSC. Adherent cells cultured in vitro present heterogeneity in the
morphology. Phase-contrast micrographs were taken on day 5 (A) and day 28 (B and C) of culture.
Normal karyotype was observed in mDPSC cultured in fifth passage (D). Magnifications, X200 (A),
X600 (B) and X400 (C).
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FIG. 2. Expression of mesenchymal and embryonic, but not hematopoietic stem cells markers in
mDPSC. The expression of surface markers in mDPSC cultured at the third passage was evaluated
by flow cytometry. Histograms show isotype control (grey peaks) versus specific antibody (black
peaks) staining, and the percentages of cells positive for the selected molecules (A-l). Proliferative
activity of mDPSC by CFSE analysis (J). Results shown were obtained in one representative of three
experiments performed.
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FIG. 3. Analysis of cell surface markers by cytochemistry and fluorescence. Positivity for alkaline
phosphatase staining was evaluated in mDPSC (A) and mouse embryonic stem cells (B), as positive
controls. GFP* expression in mDPSC (C). The expression of SSEA-1 was positive (red; D), whereas
SSEA-4 (E) and TRA-1-60 (F) were not detected. DAPI-stained nuclei are shown in blue.
Magnifications, X100 (A, B, D, E, and F) and X600 (C).
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FIG. 4. Expression of mRNA for pluripotency cell markers. RT-PCR assay for levels of nanog-1 and
rex-1 mRNA in mDPSC and embryonic stem cells (ESC) were performed. Aldolase was used as
housekeeping gene.
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FIG. 5. Differentiation potential of mDPSC. The mDPSC cells were cultured in media to induce the
differentiation into osteogenic or adipogenic lineages. Deposition of a mineralized matrix can be seen
stained in red by alizarin staining (A). Lipid vacuoles of differentiated cells are stained with oil red (C).
The control cultures in non-inducing medium are shown in B and D. Magnifications X200 (A, B, and
D) and 320X (C).



