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RESUMO

PRETTO, JLB. Avaliagao do reparo 6sseo em fémur de rato com uso de a-fosfato tricalcico
e células tronco. 2017, 73 f. Tese (Doutorado em Odontologia - Area de Concentragdo em
Clinica Odontolégica - Cirurgia e Traumatologia Buco-maxilo-faciais — Faculdade de
Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2017.

O avancgo da ciéncia regenerativa esta se comprometendo com a busca de
novas opgdes terapéuticas no combate as diversas doencgas e disfun¢des organicas.
Nessas avancadas linhas de pesquisas, as células-tronco sdo um simbolo dessa
evolucdo. A variedade da aplicacdo deste novo e experimental método de
tratamento esta sendo utilizado, pela bioengenharia, para reparar tecidos e 6rgaos
lesados. Defeitos O0sseos extensos ocorrem apds diversos tipos de injurias ao
esqueleto facial, como traumas faciais, ressecgbes por lesdes agressivas e
malformagdes congénitas. Essas sequelas s&o tratadas, preferencialmente, através
da reconstrugdo utilizando enxertos O0sseos de origem autdgena. Entretanto, as
desvantagens proporcionadas pela obtengcdo do tecido 6sseo autdogeno, langaram
um dos maiores desafios, da bioengenharia que é a busca pelo aprimoramento dos
substitutos 6sseos. Nesse caminho do aprimoramento dos biomateriais a adicdo de
células-tronco mesenquimais representam a possibilidade da criacdo de um
sinergismo, entre as células e o arcabougo, para otimizar a osteogénese. Nessa
linha, esse estudo propde-se a avaliar o reparo 6sseo em estudo experimental, em
modelo animal, através do tratamento de defeito 6sseos criados em fémures de
ratos. A amostra dessa pesquisa foi composta de 96 ratos albinos da espécie Rattus
novergicus albinus, linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive Rats), isogénicos.
Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de acordo com o tipo
de tratamento (Grupo I: a — TCP + ADSCs; Grupo II: a — TCP + ADSCs/ENDO;
Grupo Ill: a — TCP; Grupo IV). A cultura de células tronco tiveram como tecido de
origem o tecido adiposo da regido abdominal e as células endoteliais formam
coletadas da medula éssea. A pecas foram avaliadas em 03 periodos de tempo
diferentes (07, 14 e 21 dias). A histomorfometria avaliou a area de neoformacéo
O0ssea dos defeitos bem como a imunohistoquimica com marcagao para a proteina
VEGF avaliou a eficacia da adicdo das células endoteliais. Os resultados
demonstraram, através dos testes estatisticos que houve uma diferenca
estatisticamente significante, no reparo 0sseo, favorecendo os tratamentos dos
defeitos que utilizaram a terapia celular e a vascularizagao foi também otimizada no
grupo que foi tratado com a adi¢cdo das células endoteliais. Dessa forma conclui-se
que nesse modelo de estudo a utilizacdo das ADSCS foram capazes de otimizar o
reparo 0sseo.

Palavras-chaves: Engenharia tecidual. Células tronco. Regeneragao 6ssea.



ABSTRACT

PRETTO, JLB. Evaluation of bone defects repair using stem cell combined with alpha-
tricalcium phosphate as scaffold: in vivo study. 2017, 73 f. Tese (Doutorado em
Odontologia - Area de Concentracdo em Clinica Odontoldgica - Cirurgia e Traumatologia
Buco-maxilo-faciais — Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, 2017.

The regenerative medicine has been searching for a new therapeutic options to
manage diseases and also organic dysfunctions. The advanced research fields, has
enrolled the stem cells to achieve the upgrade in the new treatment objectives. The
bioengineering is application of this new and experimental, treatment method to
repair damaged tissues and organs using the stem cells, includes the possibility to
acelerating and improving the bone repair process. The autogenous bone graft has
been considered the gold standart graft material to reconstruction the bone defects,
fundamentally because of the osteogenic potential. However, the harvest
disadvantages autogenous bone tissue leads to the search for bone substitutes
improvement. In this field a promising alternative has been proposed by tissue
engineering. The totipotent cells, also called mesenchymal stem cells, which has the
cellular plasticity ability, is associated with biomaterials, creating a synergy, between
these cells and the scaffold, to optimize the osteogenesis. The tissue engineering
application to tissue repair has been extensively researched with the aim of
proposing more reliable and more efficient clinical methods. Although the effects of
the use of adult stem cells are well known in bone marrow transplants, in some
areas, such as bone repair, there is still lack of scientific data. This research was
conducted, in animal model, to assessment bone repair in created femural bone
defects treated with mesenchymal stem cells. 96 animals (Rattus novergicus albinus
- Spontaneously Hypertensive Rats) were randomly divided into four groups (Group I:
a - TCP + ADSCs, Group Il: a - TCP + ADSCs/Endo, and Group lll: a - TCP; (07, 14
and 21 days). The histological sections were stained in H&E and the
histomorphometry was used to evaluated the new bone formation area in the defects
and also the immunohistochemical expression of VEGF was analysed. Our results
suggest that the combination of ADSCs and the scaffold was able to enhance the
bone repair in this study model.

Key Words: Tissue engineering. Stem cells. Bone regeneration
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1 APRESENTAGAO

Essa tese esta composta por uma introdugcdo sobre o tema principal que é a
engenharia tecidual com a utilizagdo de células tronco no reparo 6sseo e a sua

sequencia é composta por dois artigos cientificos.

O primeiro deles € um artigo que trata sobre uma revisdo narrativa da
literatura a respeito da atuagdo das células tronco, oriundas do 6rgao dental, no
reparo 0sseo com o objetivo de informar e fornecer uma visdo geral, do tema em

questdo, a comunidade odontoldgica.

O segundo é um trabalho de pesquisa em modelo animal onde testou-se o
tratamento com células tronco dos defeitos 6sseos criados como o objetivo de
observar o comportamento da engenharia tecidual no modelo animal e metodologia

apresentadas no artigo.

Ao final serdo apresentadas as consideracdes finais sobre esse tema.



2 INTRODUGAO

2.1 CELULAS TRONCO

Todas as células descendem da fertilizacdo de um ovulo. A partir de entao,
forma-se uma massa circular de células, conhecida como blastocisto, que contém
células pluripotentes ou células tronco-embrionarias que irdo formar todas as
linhagens celulares. Existem duas populagbes de células; aquelas que sdo pos-
mitdticas e responsabilizam-se pela manutencdo da atividade fisiologica, e as
células-tronco que agem tanto no desenvolvimento de um 6rgéo ou tecido como no
reparo, do mesmo, apos uma determinada lesao estrutural. As células-tronco estéo
presentes, desde muito cedo, e em grande quantidade no desenvolvimento
embriolégico. Na medida em que ocorre a transi¢do, para um organismo adulto,
essas células vao dando lugar as pos-mitoticas que estardo em maior numero no
final desse processo (TOHILL; TERENGHI, 2004; ALISON et al., 2002).

2.1.1 Plasticidade

O termo plasticidade, das células-tronco, € frequentemente utilizado para
descrever o potencial dessas células transformarem-se em tecidos ou em linhagens
celulares (LOEFFLER; ROEDER, 2002).

Experimentos utilizando células coletadas da medula 6ssea tém demonstrado
a capacidade de plasticidade, ou seja, o potencial de transformagao dessas células
em estruturas altamente especializadas como células do sistema nervoso central
(CHANG et al., 2014; FENG et al., 2014; MEZEY et al. 2000), células musculares
(OSTROVIDOQV et al., 2015) e células cardiacas (ALESTALO et al., 2013; ORLIC et
al., 2001).
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2.1.2 Efeito paracrino e autécrino

O fundamento original da terapia regenerativa, utilizando as células tronco, foi
baseado na recuperagcdo funcional, como uma consequéncia da diferenciacao
dessas células. Atualmente torna-se claro que outros mecanismos de ac&o atuam
nesse processo. A localizacdo das células tronco é determinada pelo local de
implantagdo, pelo microambiente criado pelas células vizinhas e pelas biomoléculas
sintetizadas por elas. (SCADDEN, 2006).

A atividade das células tronco contribui para o estabelecimento do meio
através da secrecao de citocinas, fatores de crescimento e moléculas da matriz
extracelular, dentre outras proteinas e fatores. Esse fenbmeno denomina-se agao
autécrina, pois atua sobre as proprias células. Entretanto, quando essas células
estimulam as células vizinhas, esse processo bioldgico define-se como agéo
paracrina. Nessa linha de raciocinio, uma clara compreensao da producao
biomolecular das células-tronco e progenitoras pode estabelecer um novo
discernimento da regulagao dos fenoétipos celulares. Esclarecendo assim a definigéo
da participacdo funcional das células tronco no processo de reparo tecidual e
também, indicando a fonte apropriada de coleta para cada situagao especifica de
reparo e regeneragao tecidual (BARANIAK; McDEVITT, 2010).

O beneficio funcional observado apds a transferéncia das células tronco em
modelos animais, com alteragbes cardiologicas, pode estar relacionado com a
secrecdo de fatores soluveis que, agem através do efeito paracrino, protegendo o
coragdo, atenuando a remodelagdo ventricular patologica, induzindo a
neovascularizagao e promovendo a regeneragdo (GNECCHI et al. 2005). A ac&o das
células-tronco adultas no reparo cardiaco deve-se a regeneragao dos cardiomidcitos,
a neovascularizagao e a agao paracrina (GNECCHI et al. 2008). A concentragéo de
proteinas teciduais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator
de crescimento fibroblastico basico (bFGF), o fator de crescimento semelhante a
insulina (IGF-1), entre outros, estdo significantemente aumentados no tratamento de

lesbes cardiacas com células tronco mesenquimais (YOON et al. 2005).

Os mediadores paracrinos sao liberados promovendo diferentes efeitos
dependendo do ambiente estabelecido apds a injuria. Adicionalmente, esses fatores
podem estabelecer agdes autodcrinas na biologia das proprias células tronco. Nesse
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contexto, as hipdéteses autdcrinas e paracrinas ampliam o tradicional conceito e
colocam esses fatores liberados pelas células tronco como moduladores da biologia
dessas células e do reparo (GNECCHI et al. 2008).

2.1.3 Tipos Celulares

Conceitualmente existem dois tipos de células-tronco potencialmente
utilizaveis: as embrionarias e as ceélulas-tronco autdgenas que também sao
conhecidas como células tronco adultas ou ainda como células tronco pos-natal. As
embrionarias sdo originarias do blastocisto. Contrariamente, as adultas s&o
encontradas em tecidos pos-natal, podendo incluir tecido fetal, do corddo umbilical,
células sanguineas e tecido 6sseo (ZUK, 2010; ZUK et al., 2001).

2.1.4 Células-tronco mesenquimais

O termo células-tronco mesenquimais (CTMs) é rotineiramente aplicado para
preparacdes celulares obtidas a partir da medula 6ssea ou outros tecidos que séo
positivos para algumas proteinas de membrana como CD105, CD90, CD73 e
negativos para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR e
capazes de diferenciar-se em pelo menos osteoblastos, adipocitos e condroblastos
sob especificas condi¢des de diferenciagcao in vitro (DOMINICI, et al., 2006;
WAGNER, et al., 2005).

Tecidos pos nascimento possuem reservas especificas de células tronco que
contribuem para a manutengédo e regeneragcdo dos mesmos, dentre eles podemos
citar células-tronco epiteliais da epiderme, células tronco neurais encontradas no
sistema nervoso central e células satélites no musculo. A medula 6ssea adulta
apresenta diferentes tipos de células tronco, como por exemplo, as hematopoiéticas
e as mesenquimais (DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

Células-tronco mesenquimais humanas adultas, sdo células multipotentes,
que podem ser isoladas, devido a sua capacidade de adesao ao substrato, a partir

de uma variedade de tecidos incluindo medula éssea, musculo, tecido adiposo e
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2008; CAPLAN, 2007; CAPLAN, 2005).

Dependendo da estimulagdo e em que condigbes a cultura € empregada, essas

células podem, expandir-se facilmente (GARCIA-CASTRO, et al.,

2008), e formar

tecido 6sseo, cartilaginoso, tecido adiposo e outros tecidos conjuntivos (CAPLAN,

2007; CAPLAN, 2005). (Figura

Figura 1 — Multilinhagens celulares a
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Embora convencionalmente a literatura apresente a medula éssea como

principal fonte para se isolar as CTMs, existem comprovagdes cientificas que essas

células estdo dispostas em todo o organismo e sugere-se que as mesmas residam

em associacdo com o0s vasos sanguineos (COVAS, et al,

MEIRELLES; CHAGASTELLES; NARDI, 2006).

2008; DA SILVA

Algumas caracteristicas como o potencial de diferenciagdo em multiplas

linhagens celulares e a habilidade de se multiplicar ex vivo, enquanto mantém sua

propriedade de diferenciagcado, transformam essas células, devido ao seu potencial

terapéutico, em um alvo bastante interessante para a utilizagdo na medicina
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regenerativa e engenharia tecidual. A viabilidade da utilizagdo das CTMs como a
base da terapia celular tem sido reportada na literatura (LIU; ZHUGE; VELASQUEZ,
2009).

2.1.5 Células-tronco mesenquimais — fonte tecido adiposo

A medula 6ssea € considerada a principal fonte das células-tronco
mesenquimais. Entretanto, a literatura cientifica tém indicado outros tecidos como
possiveis doadores, nos quais a sua obtencdo apresenta menor morbidade e a
possibilidade da coleta de um volume maior do que a fonte em questao (ZUK, et al.,
2002; ZUK, 2010).

Teoricamente a utilizagdo das células-tronco mesenquimais adiposas, na
engenharia 6ssea tecidual, comparadas com as de origem da medula Ossea,
apresentam vantagens como a menor invasdo tecidual para sua obtengao,
habilidade de se obter um volume maior de células-tronco (ZUK, et al., 2001; ZUK,
2010; FRASER, et al., 2006), alta taxa de proliferacdo e possibilidade de auto-uso
(ZUK, et al., 2001; ZUK, 2010). Pode-se ainda, relatar que a frequéncia da fosfatase
alcalina no tecido adiposo digestivo € 500 vezes maior do que a encontrada na
medula 6ssea (FRASER, et al., 2006).

Com a descoberta das células-tronco, pluripotentes, derivadas do tecido
adiposo, a engenharia tecidual pode oferecer uma alternativa viavel devido a sua
capacidade de rapida proliferagédo e diferenciagcdo em multiplas linhagens (CAPLAN,
2000; ZANETTI, et al., 2012; LIU, et al., 2013). S&o obtidas sem a morbidade da
coleta da medula 6ssea e tem sido estimuladas a partir da expressé&o génica e por
proteinas marcadoras associadas com osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos,
endotélio e midcitos (ZUK, et al., 2002; FOLLMAR, et al., 2007).

Viero et al. (2012) para melhor entender o local onde residem as CTMs,
analisaram a expressao génica relacionada com a pluripotencialidade de
diferenciagdo de culturas de origem mesodérmica (tecido adiposo) e endodérmica
(pulm&o), mantidas em diferentes condi¢cdes. Os resultados desse estudo
demonstraram que as CTMs, oriundas do tecido adiposo, apresentaram um alto
potencial de diferenciagcdo em diregcdo a linhagem osteogénica. Sugerindo entao,
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que esses achados contribuem na indicacdo da melhor fonte para obtencdo das
células, que serdo utilizadas em ensaios clinicos envolvendo a terapia celular ou a

engenharia tecidual.

2.2 BIOMATERIAL

Existem diversos materiais disponiveis para a reconstrucdo de defeitos
0sseos. Podemos dividi-los em: autéogenos (provenientes do préprio individuo),
alégenos (obtidos de individuos da mesma espécie), xendgenos (provenientes de

individuos de espécies diferentes) e aloplasticos (materiais sintéticos ou naturais).

Os materiais sintéticos utilizados incluem os cimentos de fosfato de
calcio sintéticos, polimeros para substituigdo de tecidos duros (HTR) e biovidros
ceramicos. Ainda buscando as propriedades adequadas, esta classe tem
revolucionado os campos das pesquisas e tratamentos, pois além de evitar um
segundo sitio operatorio, apresenta varias opgdes estruturais, diversos tamanhos,
textura, grau de porosidade (macro ou microporoso), grau de cristalinidade (cristalino
ou amorfo) e solubilidade (absorviveis ou n&o absorviveis) (GRANJEIRO et al,;
2004; BLANCH, 2004; CALASANS-MAIA et al., 2008).

Os cimentos de fosfato de calcio representam uma alternativa clinica para
a utilizacdo de bioceramicas tradicionais pois podem ser facilmente manipulados e
moldados ao defeito, proporcionando uma intima adaptagcdo (BROWN; CHOW,
1986). Esses materiais tem atraido grande interesse desde o inicio do seu
desenvolvimento em meados do anos 80, devido a sua similaridade quimica com a
porcdo mineral do tecido 6sseo e sua boa osteocondutividade (LEGEROS;
COHAYE; SHULMAN, 1982). Apresentam ainda, uma série de vantagens de
utilizagcdo sendo a mais destacada a sua biocompatibilidade e bioatividade, que
permitem a osteocondug&do dos tecidos e o endurecimento “in situ”. A principal
desvantagem destes cimentos é sua baixa resisténcia mecénica, que no melhor dos
casos consegue igualar-se a do osso trabecular, o que limita a sua utilizagdo em

regides que recebem altas cargas (SANTOS, 2003).

Uma das mais importantes formulagcdes esta baseada no a — fosfato

tricalcico, a qual in situ transforma-se em um calcio deficiente de hidroxiapatita
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(Ca9(H- PO4)(PO4)5(0OH); CDHA) quando hidratado. Conhecendo o excelente poder

de biodegradacgéo desse material, os pesquisadores estdo concentrando esforgos no
sentido de reforcar as propriedades mecanicas dos cimentos de fosfato de calcio.
Essa otimizacdo é obtida a partir da adicdo de fibras e aditivos de reforgo, que
conduzem para a formagao de varios compoésitos proporcionando aumento da
resisténcia (DOROZHKIN, 2009).

O a-TCP apresenta uma favoravel biodegradacdo, biocompatibilidade e
osteocondutividade. A taxa de absor¢cdo desse material € mais elevada quando
comparada com o B-TCP (LI; WENG; TAM, 2007; YAMADA; SHIOTA; YAMASHITA,;

KA-SUGAI, 2007). Os substratos degradados, como por exemplo, o Ca2+ eo POa_
sdo rapidamente absorvidos e substituidos. Sendo esses requeridos no processo de
diferenciagdo osteoblastica e na mineralizacdo da matriz 6ssea (KO et al., 2013),
pode-se provavelmente associa-los com a promogéo e a diferenciagdo osteogénica

das BMSCs quando o a-TCP é utilizado como arcabouco (LIU et al., 2015).

O efeito desse biomaterial na diferenciacdo das células tronco originarias
da medula éssea (BMSCs) foi avaliado e os resultados sugerem que esse material,
provavelmente, € capaz de promover a diferenciacdo osteogénica através da
regulacdo da expressao génica de ALP (fostase alcalina), COL-I (colagenase tipo 1),
Runx2 (fator de transcricdo 2 relacionado ao Runt) e SP7. O nivel da ALP
conservou-se alto, indicando o efeito osteogénico indutivo desse material no estagio
inicial da diferenciag&o celular das BMSCs. Entédo, esse material pode ndo somente
facilitar a diferenciacdo osteoblastica como também acelerar a mineralizagdo da
matriz extracelular. Ainda nesse mesmo estudos, os pesquisado sugerem que O
calcio produzido pela degradagdo dos poros desse biomaterial, provavelmente em
contato com as BMSCs, ativaram a via de sinalizacdo mediada pelas proteino-
quinases ativadas por mitdgeo (MAPKs), através da ativacdo dos receptores de
calcio na superficie da membrana, reforcando a diferenciagdo e alcangando o
excelente efeito osteoindutor (LIU et al., 2015).

Como ressaltado anteriormente as propriedades mecanicas e biologicas
do a-TCP vem sendo otimizadas pelos pesquisadores. Recentemente uma manobra
quimica visou fornecer a esse material um acréscimo nos niveis de infiltragao celular

e crescimento 0sseo, otimizando a osteocondugdo bem como a taxa de reabsorgao
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desse biomaterial ( NINO; SANTOS, 2016).

2.3 ENGENHARIA TECIDUAL

A engenharia tecidual € um campo interdisciplinar que aplica os principios da
engenharia e da ciéncia biolégica com o intuito de desenvolver substitutos biologicos
para restaurar, manter e melhorar as fungbes teciduais. (STYLIOS; WAN;
GIANNOUDIS, 2007)

O objetivo final da engenharia tecidual e da medicina regenerativa é restaurar
a funcao tecidual, ou promover a cicatrizacdo dos defeitos teciduais, em situacoes
onde esses foram degenerados ou estdo acometidos por determinadas doengas.
Esse resultado pode ser alcancado através da utilizacdo de arcabougos inundados
com ceélulas progenitoras exogenas, pela ativagdo das células tronco residentes ou
através da indugao de células enddgenas a diferenciagéo, para que essas adquiram
as propriedades de células-tronco ou progenitoras (SCHINDELER; KOLIND; LITTLE,
2013).

O campo da engenharia tecidual tem observado avangos significativos que
vao em diregdo a formagéo de tecido ou de partes de 6rgdos, como por exemplo
tecido cardiaco, vasos sanguineos, traqueia cardiaca valvar, dentre outros
(AKHYARI et al. 2008; DELAERE et al. 2010; HAMILTON et al. 2014), que podem
ser funcionalmente integrados, apos a sua implantagdo, ao organismo substituindo
assim, o orgdo ou tecido defeituoso ou doente com sucesso (ZHANG; ZHANG,
2015).

2.4 CELULAS ENDOTELIAIS

O tratamento de defeitos 6sseos tem sido realizado, tanto em humanos como
em modelos animais, através de arcabougos biologicamente impregnados com
células tronco. Entretanto, dependendo da extensdo do defeito, o reparo ésseo
podera ser prejudicado pela deficiéncia de vasos sanguineos que deverdao nutrir
integralmente o enxerto. A vascularizagdo precoce dessa regido, ou do proprio
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arcaboucgo, € necessaria para o desenvolvimento das células osteogénicas que
promoverao o reparo 6sseo. Sendo assim, a otimizacado do reparo € dependente de
uma adequada vascularizagdo no sitio do defeito (SEEBACH, et al. 2012;
ABSHAGEN, et al. 2009; YOUNG, et al. 2008).

Uma das formas de alcancar a tdo almejada otimizagdo da vascularizagao
inicial & através da aplicagdo de células progenitoras endoteliais. Essas células
representam uma pequena populagéo que tem a capacidade de se proliferar, migrar
e diferenciarem-se em células da linhagem vascular (LUTTUN, et al. 2002).

Estudos clinicos tém demonstrado que esse tipo celular esta envolvido em
regides que estdo em processo de neovascularizagdo. Além disso, se mostra capaz
de apresentar alta atividade neovascular e angiogénica, in vivo, apos trauma tecidual
e isquemias. Atuando entdo, como uma importante pega no processo do reparo
vascular (JEON, et al. 2007).

A associacdo de células-tronco mesenquimais e endoteliais constitui uma
potente possibilidade de tipo celulares para otimizar o reparo 6sseo. Pois, essas
células apresentam um extenso potencial de proliferacdo e sdo capazes de se
diferenciarem em células regenerativas, favorecendo a vascularizagao inicial e
acelerando o reparo 6sseo em defeitos o6sseos in vivo (KIM; PARK; IM, 2014;
SEEBACH, et al. 2012; SEEBACH, et al. 2010) e in vifro essa associagéo
demonstrou o aumento da expressdo de marcadores angiogénicos e a influéncia
positiva sobre a osteogénese (BOHRNSEN; SCHLIEPHAKE, 2016).

O transplante de células endoteliais progenitoras pode influenciar a
vascularizagcdo em duas diferentes vias. A primeira indica para uma significante
contribuicdo da neoformacédo dos vasos intra-0sseos através da diferenciagcéo das
células endoteliais (CROSBY et al., 2000). A segunda via pode ser indicada pela
liberacdo de moléculas quimiotaticas que atraem as células endoteliais progenitoras
residentes. Essas células sdo mobilizadas a partir da medula 6ssea por fatores de
crescimento como VEGF e citocinas (YAMAGUCHI et al., 2003). As células
precursoras endoteliais tém a habilidade de conduzir a diferenciacdo de fatores e
desenvolver a vascularizagdo (SIMCOCK et al., 2009).

A capacidade dessas células de participarem do processo de reparo normal,
bem como induzirem a regeneragdo tecidual, ainda precisam de maiores

comprovagdes. Para tal, serdo necessarios mais estudos confiaveis para mostrar a
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habilidade de células endoteliais transplantadas e enddgenas na contribuicdo do
reparo 0sseo, bem como na remodelacdo das fraturas e tratamento dos defeitos
criticos (MATSUMOTO, et al., 2008).

2.5 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS NO REPARO OSSEO

As células tronco mesenquimais apresentam um potencial terapéutico
evidente para o reparo de defeitos O0sseos, fato esse evidenciado por inUumeros
estudos. Um deles realizado in vitro mostrou a capacidade angiogénica e
osteogénica das células mesenquimais coletadas da medula 6ssea humana e
aplicadas em um arcabougo tri-dimensional, sugerindo ser uma excelente via para a
otimizagao do reparo 6sseo (MURPHY; FANG; LEACH, 2014).

Em um modelo experimental, Bohnenblust et al. (2009), através de defeitos
0sseos criados em calotas cranianas de ratos, avaliaram a otimizacdo da
remodelagcdo Ossea, através da associagcdo de células-tronco adiposas,
diferenciadas em osteogénicas, com enxerto alégeno. Os resultados indicaram que
essas células podem aumentar a eficiéncia do reparo ésseo quando associadas ao

arcaboucgo em questao.

Corroborando com os achados anteriores, porém, com uma metodologia
diferente, Schubert et al. (2011), compararam a influéncia das células-tronco,
oriundas da medula 6ssea e do tecido adiposo, ndo diferenciadas e em estagios de
diferenciagado osteogénica na melhora do padrdo dos enxertos homologos. Atraves
do processo de marcadores imunohistoquimicos, avaliagdo microestrutural e
histomorfométrica, concluiram que as células osteogénicas diferenciadas, oriundas
do tecido adiposo, sdo as melhores candidatas para aprimorar a angiogénese e a
osteogénese dos aloenxertos.

Apods a implantagdo do enxerto no sitio receptor, esse ira obter uma alta taxa
de sobrevivéncia, caso exista uma rede de vasos e capilares sanguineos capazes
de nutri-lo integralmente. Com a preocupagédo de tornar viavel, que arcabougos
inundados com células-tronco sejam utilizados e promovam uma alta taxa de
sobrevivéncia, Declercq et al. (2013), pesquisaram a possibilidade de construir
blocos teciduais a partir de células tronco mesenquimais adiposas, associadas a
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micro-carreadores. Essa técnica conhecida como bottom-up approach foi comparada
a técnica convencional que € denominada de top-down approach. Nessa ultima, um
arcabougo € inundado com células-tronco. Através das avaliagbes de
imunohistoquimica, da capacidade de diferenciacdo e expressao génica os autores
observaram os seguintes aspectos: indice de células encontradas na superficie,
distribuicdo, colonizagdo e diferenciacdo osteogénica em ambas as técnicas e
células de origens diferentes. Concluiram que a técnica bottom-up proporciona a
possibilidade da construcdo de enxerto 6sseo, através de micro-carreadores
inundados de células-tronco com uniforme distribuicdo e alta concentragao celular
em toda a estrutura. Ao contrario dos arcaboucgos utilizados na técnica convencional
gque nunca sdo completamente colonizados. A respeito da comparagao, entre o
potencial osteogénico e condrogénico, das células oriundas do tecido adiposo e do
tecido O0sseo, os dados revelaram que ambas as origens apresentam potenciais

semelhantes.

Resultados estatisticamente significantes também foram encontrados por
Agacayak et al. (2012), quando avaliaram os efeitos das células-tronco
mesenquimais em defeitos dsseos criticos. O modelo experimental utilizado foram
ratos, divididos aleatoriamente em 05 grupos. Avaliaram cinco cavidades
preenchidas com composi¢cdes diferentes. A associacdo de fosfato ceramico de
calcio bi-fasico, células mesenquimais e PRP (plasma rico em plaquetas) apresentou
o melhor desempenho nas avaliagbes imunohistoquimicas, radiograficas e de

densidade 6ssea.

Os inumeros trabalhos, a respeito de CTMs, demonstram o interesse da
comunidade cientifica em desvendar o real beneficio do auxilio dessas células no
tratamento dos defeitos 6sseos. Esta se evoluindo profundamente para a criagao de
uma forma segura de utilizagado dessa terapia. Porém, ainda existe a necessidade de
se ampliar as investigagbes (ZUK, et al., 2001; FRASER, et al, 2006;
BOHNENBLUST, et al., 2009; ZUK, 2010; ZANETTI, et al., 2012; LIU, et al., 2013).

Seebach et al. (2010), testaram a associagdo de células endoteliais
progenitoras e células-tronco mesenquimais, com a utilizagdo de um arcabougo
sintético no reparo de defeitos 6sseos criticos em ratos. Os achados deste estudo
apontam para uma combinagdo poderosa dessas células no que diz respeito a

otimizagao do reparo 6sseo. As avaliagdes laboratoriais mostraram existir um bom e
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precoce suporte na vascularizacdo bem como a aceleragao do reparo 0sseo in vivo

em defeitos 6sseos criticos.

Aloise et al. (2015) publicaram um estudo que avaliou o efeito da utilizagao de
células tronco mesenquimais, coletadas da medula 6ssea no reparo ésseo. Para tal
utilizaram a comparacgéao entre trés distintos tratamentos dos defeitos dsseos, criados
bilateralmente, no osso parietal de coelhos. Um grupo teste foi tratado utilizando um
xenoenxerto como arcabougo para a inundagdo com células-tronco. Ja no grupo
denominado como controle positivo foi preenchida a cavidade com 6sseo autdégeno
e o por ultimo no controle negativo o defeito foi tratado apenas com xenoenxerto.
Apos 08 semanas os animais foram mortos e as pecgas foram avaliadas
histologicamente. Como resultado os autores apresentaram que os defeitos tratados
com enxerto autdbgeno e a associagcdo entre o xenoenxerto e as células-tronco
obtiveram resultados semelhantes na reconstrugdo e quando comparados com

grupo controle negativo foram superiores em todas as avaliagdes.

Outras fontes alternativas de células-tronco vém sendo testadas, além da
medula éssea, pois essa apresenta uma certa morbidade pos coleta que pode ser
minimizada com a comprovagao da eficiéncia dos sitios doadores alternativos.
Nesse caminho, Todeschi et al. (2015), publicaram um estudo com a utilizacdo do
cordao umbilical como doador de CTMs para otimizar o reparo ésseo. Essas células
foram implantadas em um arcabougo (scaffold) e instaladas na regido subcutanea e
em defeitos 6sseos na calvaria de ratos. As propriedades angiogénicas dessas
células e a influéncia sobre o reparo foram testadas. Nos implantes subcutaneos os
autores observaram um acréscimo significativo na neoformagao vascular. No que diz
respeito ao reparo 6sseo observado nos defeitos, os autores relatam um aumento
significativo na formagédo 6ssea. As células-tronco provenientes do corddo umbilical
podem estimular a angiogénese e o reparo 6sseo de forma semelhante as CMTs

originarias da medula dssea.
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26 ASSOCIAQAO DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS E ENDOTELIAIS NO
REPARO OSSEO

O reparo Osseo vertical foi testado em calvarias de ratos através da
associacdo de CTMs diferenciadas em células osteogénicas, células endoteliais e
um biomaterial em dois estudos. Essa combinagao foi depositada sobre a cortical,
que recebeu perfuragdes para ativagdo do sitio, e uma barreira rigida (cupula) de
ouro recobriu essa area, simulando assim, a técnica de regeneragédo 0sseo guiada.
Os resultados demonstraram que houve uma estimulacido da neovascularizagao,
especialmente na fase inicial da formacado 6ssea (ZIGDON-GILADI, et al., 2015),
bem como o reparo 6sseo foi otimizado e a densidade mineral aumentada (ZIGDON-
GILADI, et al., 2015; ZIGDON-GILADI, et al., 2014).

Em uma revisao sistematica com meta-analise publicada recentemente, ou
autores através de seus critérios de elegibilidade selecionaram 12 estudos. Nestes
avaliaram através da meta-analise os resultados da associagcdo das CTMs com as
endoteliais na neovascularizacdo, nas doengas cardiovasculares, no reparo 0sseo e
nas doengas cerebrovasculares. Os resultados revelaram que essa associagao
melhorou a concentracédo de fosfatase alcalina e volume 6sseo em tecidos 6sseos
injuriados (SUN, et al., 2016).



3 OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICOS

Este estudo propbe-se a avaliar o processo de reparo 6sseo em modelo de
cavidade em fémur de rato, baseado na aplicacdo de células tronco de origem
adiposa e células endoteliais, associadas a um biomaterial sintético, o alfa-fosfato
tricalcico. Dessa forma, os objetivos especificos deste trabalho s&o:

a) analisar quantitativamente a formacédo 6ssea, nos grupos testados, em
uma determinada area de reparo através de um processo, de analise

computacional, denominada de histomorfometria;

b) avaliar o potencial de revascularizagdo, através da adicdo das células
endoteliais, na génese do tecido 6sseo a partir da quantificagdo da
proteina VEGF através de imunohistoquimica.



4 ARTIGOS

4.1 ARTIGO 01

Células Tronco de Origem Dentaria e Reparo Osseo: Uma Revisdo Stem Cells

of Dental Origin and Bone Repair: A Review

José Luiz Bernardon Pretto’

Deise Ponzoni ~

‘Mestre em CTBMF, Doutorando do Programa de P6s Graduagdo da UFRGS,
Professor Adjunto do Curso de Odontologia da Unochapecé — Chapecd- Santa
Catarina.

"Doutora em CTBMF, Professora Associada do Departamento de Cirurgia e
Ortopedia da Faculdade de Odontologia da UFRGS — Porto Alegre — Rio Grande do
Sul.

José Luiz Bernardon Pretto — Unochapecdé — Universidade Comunitaria da Regido de
Chapecdé — Curso de Odontologia - Rua Senador Atilio Fontana, 591-E, Bairro Efapi,
89809-000, Chapecé, Santa Catarina. E-mail: jl.pretto@hotmail.com



26

RESUMO

As células tronco mesenquimais de origem dentaria foram isoladas,
caracterizadas e atualmente tém sido utilizadas pelo seu potencial de diferenciacao,
em multiplas linhagens celulares, nos varios campos que buscam desenvolver a
engenharia tecidual. A medicina regenerativa, com a utilizagcdo dessas células
invade a ortopedia, a neurologia e também a odontologia regenerativa, promovendo
a oportunidade de regenerar fungdes organicas vitais para o ser humano. A chave
para o0 sucesso dessa terapia € o poder que essas células possuem de auto
renovagao e por apresentarem caracteristicas de células progenitoras. Nesses
ultimos anos, as células tronco dentais tém sido amplamente investigadas, no
campo da engenharia tecidual, para a regeneragdo neuronal, 0ssea, cartilaginosa,
dentre outras. Essas células, comprovadamente, apresentam potencial de
diferenciarem-se em células osteogénicas progenitoras, fato esse, sinaliza que
futuramente poderdo ser utilizadas na engenharia tecidual 6ssea, com aplicagao
clinica. As fontes dessas células incluem a polpa dentaria, o ligamento periodontal e
os dentes deciduos. Nesse artigo, baseado em evidéncias cientificas atuais,
descreve-se uma visédo geral do potencial de transformagao e diferenciagao celular
das células tronco de origem dentaria em células osteogénicas progenitoras e a sua

influéncia no reparo ésseo.

Palavras chaves: Células tronco, Engenharia tecidual, Dentes
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ABSTRACT

The mesenchymal stem cells of dental origin (DMSCs) were isolated and
caractherized and now it has been selected by their differentiation potential into
multiple cell lineages in many fields that have interest to developed of the tissue
engineering. These cells have been applied regenerative in the regenerative
medicine toward orthopedic, neurology and also in the regenerative dentistry,
promoting the tissue and vital organs repair. The therapy success issue is
determinate by the cells self-renew and the ability to differentiate into specialized
cells. In the last years the mesenchymal stem cells, including dental stem cells, have
been extensily studied, at the field of tissue engineering, to achieve the neuronal,
bone, cartilage and dental repair. There is substantial evidence suggesting that
dental stem cells are competent to become a osteogenic progenitor cells, showing
that these cells, in the future, will be a safe cell therapy for some clinical applications.
The sources of oral stem cells include the dental pulp, the periodontal ligament and
the deciduous teeth. This paper presents, under scientific evidences, an overview of

the DMSCs osteogenic potential differentiation of toward bone formation.

Key words: Stem cells, Tissue Engineering, Tooth



28

Introducgao

Os procedimentos reconstrutivos representam um grande desafio para os
profissionais de saude. Nesse contexto, € importante salientar que a reconstrugao
dos tecidos duros e moles da regido bucomaxilofacial € determinante para o
restabelecimento da funcdo e estética’. Na reconstrugdo do esqueleto facial, o
padrao ouro continua sendo o enxerto 0sseo autégenoz. Apesar desse tipo de
enxerto 6sseo minimizar o risco de rejeicdo e possuir propriedades osteogénicas e
osteoindutivas, essa escolha apresenta algumas limitagdes em relagdo ao volume
de tecido disponivel e a morbidade pds-operatoria, uma vez que implica em acesso
a um segundo sitio operatorio. Esses fatores incentivam o desenvolvimento da

engenharia dssea tecidual®.

A engenharia tecidual € um campo interdisciplinar que aplica os principios da
engenharia e da ciéncia bioldgica com o intuito de desenvolver substitutos bioldgicos
para restaurar, manter e melhorar as fungdes teciduais. As técnicas utilizam células
progenitoras, como as células tronco mesenquimais, associadas a arcabougos
bioldgicos, ou sintéticos, para promover o crescimento e a diferenciagdo celular no

complexo ciclo do reparo tecidual*”.

Esse artigo revisa os conceitos e aplicagdo de células tronco mesenquimais,
originarias da polpa dentaria humana, na engenharia tecidual.

Células Tronco

Potten e Loefller (1990) definiram célula tronco como uma célula
indiferenciada com capacidade de proliferacdo, auto-renovacao, produgdo de uma
extensa linhagem de células diferenciadas, regeneracéo tecidual e flexibilizagdo
para desenvolver todas essas caracteristicas®. A definicdo proposta &
essencialmente funcional, havendo necessidade de um entendimento mais
aprofundado sobre o funcionamento biolégico, heterogenicidade, plasticidade e
interagcdo com os tecidos’. Conceitualmente existem dois tipos de células tronco
potencialmente utilizaveis: as embrionarias e as células tronco adultas, que também

sédo conhecidas como células tronco adultas ou ainda como células tronco pds-natal.
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As embrionarias s&o originarias do blastocisto. Contrariamente a essas, as adultas
sdo encontradas em tecidos pds-natais, podendo incluir tecido fetal, corddo umbilical
e células sanguineass’g. Esses tecidos possuem reservas especificas de células
tronco que contribuem para a manutencgéo e regeneragdo dos mesmos, dentre eles
podemos citar células tronco epiteliais da epiderme, células tronco neurais
encontradas no sistema nervoso central, células satélites musculares e a medula
O0ssea adulta que apresenta diferentes tipos de células tronco, como por exemplo, as
hematopoiéticas e as mesenquimais'®.

Tabela 1 — Plasticidade das células tronco

Tipo Fonte Exemplos de
Células Produzidas
Embrionarias Blastocisto Todas as células
Neural Cérebro Neurénios
Sanguineas
Adultas Mesenquimal Tec. Adiposo e Ostedcitos
Medula éssea Mioblastos
Hematopoiética Medula éssea Sanguineas
Endoteliais
Tecidos bucais Dente deciduo Odontogénica
_ Ligamento perio Osteogénica

Fonte: Autores

Células tronco mesenquimais adultas

Por muitos anos, suspeitou-se da existéncia de células com potencial de
formacdo Ossea localizadas na medula 0ssea pés-natal. Friedenstein (1970) foi o
primeiro a desenvolver métodos de cultura in vitro para isolamento e testagem do
potencial de diferenciacdo dessas células''. As mesmas foram denominadas de
células fibroblasticas da medula 6ssea. Mais tarde a nomenclatura foi alterada para
células mesenquimais progenitoras, passando por estroma celular da medula 6ssea,
células tronco mesenquimais (CTMs) ou células tronco do esqueleto’'>. Tecidos
pos-natais possuem reservas especificas de células tronco que contribuem para a
manutengao e regeneragdo dos mesmos, dentre eles podemos citar células tronco
epiteliais da epiderme, células tronco neurais encontradas no sistema nervoso

central e células satélites no tecido muscular. A medula 6ssea adulta apresenta
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diferentes tipos de células tronco, como por exemplo, as hematopoiéticas e as

mesenquimais'*.

Células tronco mesenquimais humanas adultas, sdo células multipotentes,
que podem ser isoladas, devido a sua capacidade de adesao ao substrato, a partir
de uma variedade de tecidos incluindo medula 6ssea, musculo, tecido adiposo e
derme’*'®. Embora convencionalmente a literatura apresente a medula 6ssea como
principal fonte para se isolar as CTMs, existem comprovagdes cientificas que essas
células estdo dispostas em todo o organismo e sugere-se que as mesmas residam
em associagdo com os vasos sanguineos'"'°. Os tecidos da cavidade bucal também
s30 fontes de CTMs'®.

O potencial de diferenciagdo em multiplas linhagens celulares e a habilidade
de se multiplicar ex vivo, enquanto mantém sua propriedade de diferenciacao,
transformam essas células, em um alvo bastante interessante para a sua utilizagao

na engenharia tecidual e terapia celular'®.

CTMs adultas oriundas dos tecidos bucais

As CTMs dos tecidos bucais podem ser classificadas conforme sua origem
em células tronco da polpa dentaria (oriundas dos dentes deciduos esfoliados) e
células tronco da papila apical; bem como as ndo odontogénicas, como células
presentes no ligamento periodontal, células tronco mesenquimais gengivais, da
mucosa oral, da medula éssea (obtidas dos ossos do esqueleto facial), derivadas do

periésteo e das glandulas salivares®®?'.

Essas células contemplam os critérios
minimos estipulados pela Sociedade International de Terapia Celular (ISCT) em
2006%% habilidade de rapidamente se aderir a superficies plasticas da cultura,
potencial de diferenciacdo em trés linhagens (osteogénica, adipogénica, e
condrogénica) em apropriadas condigdes indutivas, expressdo dos marcadores
comuns das CTMs, como o CD105, CD73 e CD90 em conjunto com a auséncia de
expressao do CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 e HLA-DR.
Adicionalmente, as CTMs dentarias sao caracterizadas pela significante
heterogeneidade da sua populacdo'®. Dentre as importantes vantagens dessas

células tronco, quando comparadas com outras fontes, como a medula 6ssea e o
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tecido adiposo, pode-se citar o seu alto poder de proliferagao, facilidade de expandir-
se ex vivo e o isolamento facil através de um procedimento clinico, como por
exemplo a exodontia de terceiro molares retidos ou pré-molares com indicagao

ortoddntica®®%.

As publicagdes cientificas promovem evidéncias in vitro do potencial de
diferenciagdo dessas células em multiplas linhagens celulares como osteogénica,

odontogénica, adipogénica, condrogénica, angiogénica'8?*?° 26.27.

e neurogénica
Estudos in vivo também tém suportado o potencial da promog¢ao da reconstituicao
funcional do complexo dentina-polpa, bem como de outros tecidos como o tecido

dsseo e o neural, dentre outros?®’.

CTMs adultas oriundas da polpa dentaria e formagao de tecido 6sseo

Estudos in vitro demonstraram que as CTMs oriundas da polpa dentaria
podem ser diferenciadas em células precursoras do osteoblasto, que expressam
CD44, RUNX-2 (gene essencial para a diferenciagcdo osteoblastica) e
subsequentemente em ostedcito/osteoblasto. A formagao de tecido ésseo fibroso e
posterior presenca de tecido 6sseo lamelar foram observadas em culturas, apos

cinquenta dias>®.

A capacidade das células tronco da polpa dentaria atuarem na regeneracgéo

dssea tem sido demonstrada em modelos animais*'#2

, incluindo o reparo de defeitos
dsseos criticos em calota e rebordos alveolares em coelhos*®, bem como a
otimizagdo da osseointegracdo de implantes inseridos em mandibulas caninas™®.
Células tronco da polpa dentaria suina, associadas a tricalcio fosfato (arcabouco),
foram implantados em defeitos 0sseos criados na regido da sinfise desse modelo
animal. Os resultados desse estudo evidenciaram a capacidade dessas células

favorecerem o reparo 6sseo™.

Recentemente Yasui e colaboradores avaliaram tanto in vitro como in vivo a
cultura celular de origem do tecido pulpar coletado de terceiros molares retidos que
foram extraidos. Essa cultura foi analisada in vitro através de marcadores celulares e
expressdo génica. Os resultados demonstraram que essas células expressaram

marcadores celulares de CTMs, revelando um potencial de diferenciagdo em
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multiplas linhagens celulares. O potencial de proliferagdo a longo prazo foi avaliado
in vivo através de defeitos 6sseos criados em calotas de ratos. A formacao déssea foi
otimizada nos defeitos Osseos tratados com as células tronco de origem pulpar
humana (CPDhs), sugerindo que essa terapia pode representar uma excelente
estratégia para o reparo 6sseo*’.

Com relagéo a testes clinicos em humanos, a literatura apresenta um estudo
em defeitos Osseos criados a partir da extragdo de terceiros molares inferiores
inclusos. Esses alvéolos foram tratados com cultura celular de origem da polpa
dentaria, impregnada em arcabougo de colageno. Os defeitos que foram tratados
com as ceélulas tronco repararam mais rapidamente do que o grupo controle em

questao®’.

Nos ultimos anos inumeros estudos tém testado a habilidade da adeséao
dessas células em arcaboucos para otimizar o reparo Osseo. Petridis e
colaboradores em 2015 avaliaram o efeito osteogénico do complexo de células da
polpa dentaria humana e em um arcabougo de hidrogel. Esse arcabougo, inundado
pelo complexo, foi implantado em defeitos na calvaria de ratos. A analise
histomorfométrica demonstrou diferenga estatisticamente significante na formagao
o0ssea em favor do grupo tratado com as células tronco, sugerindo a otimizagcéo do
reparo 6sseo*®. O efeito da adicdo das CPDhs em diversos arcaboucos foi avaliada
por Kuo e colaboradores em 2015. Apds 08 semanas, os autores observaram que os
defeitos preenchidos com células tronco apresentaram maior neoformacéo,

contribuindo para o reparo dsseo desses defeitos *’.

Casos clinicos tém sido publicados com a utilizagdo de CTMs na regeneragao
de tecido ésseo buco-maxilo-facial em casos de levantamento de seio maxilar, nas
reconstrucdes de fissuras palatinas, no aumento do rebordo alveolar, no tratamento
de fraturas mandibulares, em casos de osteoradionecrose e em pequenos defeitos
0sseos. Padial-Molina e colaboradores em 2015 e Jakobsen e colaboradores em
2013 realizaram uma revisao sistematica que incluiu relato de caso clinico, série de
casos e estudos clinicos randomizados controlados. A principal fonte de CTMs
utilizada foi a medula éssea seguida do tecido adiposo. Poucos estudos clinicos
utilizando as células tronco de origem dentaria tem sido divulgado até entao*®*°.
Dois artigos publicados, com metodologias semelhantes, utilizaram CPDHs

associadas a esponja de colageno, nos alvéolos de terceiros molares inferiores
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extraidos, com o objetivo de observar o reparo 6sseo. Os resultados, em ambos
estudos, demonstraram um excelente reparo 6sseo vertical, decorridos trés meses
apos as cirurgias e a completa regeneragédo do tecido periodontal na regido distal
dos segundos molares. Ainda apds trés anos, avaliaram a qualidade éssea e
observaram uma area com 0sseo compacto, como resultado final do processo de

reparo®’°.

Como reportado anteriormente, ndo sé as células tronco oriundas da polpa
dentaria podem ser utilizadas como fonte para a pesquisa no campo da engenharia
tecidual. Similaridades e diferencas, no que diz respeito ao potencial de
diferenciagdo osteo/odontogénica, tém sido publicadas para as células tronco
obtidas de dentes deciduos esfoliados (SHED) quando comparadas com as oriundas
da polpa dentaria. Essas células foram capazes de formar um meio osteoindutor, em
ratos imunocomprometidos, induzindo o recrutamento de células osteogénicas para
o reparo de defeitos dsseo criticos criados na calota craniana desse modelo
animal®'. Recentemente esse potencial foi demonstrado tanto para as CPDHs
quanto para as SHED, quando essas culturas foram combinadas com plasma rico
em plaquetas (PRP). Essa associagdo foi capaz de reparar tecido O&sseo
vascularizado ao redor de implantes em dois modelos animais diferentes®®. Outro
estudo recente demonstrou que SHED criopreservadas, no periodo de cinco anos,
continuaram mantendo a capacidade proliferativa e indutiva osteogénica, sem
apresentar reagao imunoldgica em defeitos 6sseos de 9 mm em mandibulas de

beagles®® e aceleraram o reparo em distragdes osteogénicas em coelhos®.

Além da caracteristica de diferenciar-se em células da linhagem osteogénica,
cabe ressaltar, que uma habilidade marcante das células tronco mesenquimais
dentarias € o potencial de diferenciagdo odontogénica. Essa ultima, relacionasse
com a aplicagdo dessas culturas celulares na engenharia tecidual dentaria.
Publicagcbdes cientificas tém demonstrado que as CTMs dentarias, incluindo as de
origem da polpa dentaria e dos dentes deciduos humanos esfoliados, possuem a
capacidade de diferenciarem-se, in vitro, na linhagem odontoblastica e promover a

regeneragdo do complexo dentina/polpa *'39%°

Apesar dos resultados promissores no campo da engenharia tecidual
publicados com a utilizagdo das CTMs dental para a regeneragao de varios tecidos e

nao so o tecido 6sseo, poucos estudos clinicos controlados para provar o conceito
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(proof of concept) em fase |, I, Ill e IV foram ou estdo sendo conduzidos. Em uma
busca eletrénica na base de dados do Instituto Nacional de Saude dos Estados
Unidos da América (https://clinicaltrials.gov/), onde se registra os ensaios clinicos
realizados ao redor do mundo, utilizando as palavras chaves mesenchymal
stem cell e dental pulp stem cell obteve-se respectivamente 686 estudos
clinicos (12 desses estudos foram excluidos)® e 13 estudos em atividade.
Entretanto dentro desses 13 ultimos apenas um deles esta relacionado com o

reparo 6sseo’°.

Regulamentacgao e aplicagao clinica

A utilizacdo das CTMs de origem dentaria para aplicacdo clinica em larga
escala ndo é regulamentada na grande maioria dos paises, incluindo o Brasil. Essa
situacéo € determinada, dentre outras dificuldades, na necessidade de contemplar a
expansdo e aplicagdo de CTMs livres de substéncias xendgenas (xeno-free
mesenchimal stem cells), obedecendo as condi¢des de boas praticas de fabricagéo
(BPF) estabelecidas pelo Good manufacturing pratices (GMP)ZO. Essa
regulamentagcdo determina que qualquer meio de produgdo, incluindo
medicamentos, hemocentros e novas terapias celulares, devam estar em
conformidade com os Orgédo reguladores internacionais e nacionais (Agéncia

Nacional de Vigilancia Sanitaria).

No Brasil a unica terapia celular reconhecida formalmente pelo Conselho
Federal de Medicina é o transplante de células-tronco obtidas da medula éssea, do
sangue periférico e do sangue de cordao umbilical e placentario. Esta terapia é
denominada de transplante de células-tronco hematopoéticas, ou popularmente
conhecida como transplante de medula, empregada para o tratamento de doencgas
hematoldgicas ou terapias de reconstituicdo da medula 6ssea apos o tratamento de
doengas oncoldgicas. Até o momento, n&o existem outros tipos de terapias celulares
com uso reconhecido no Brasil, pois ainda sdo considerados experimentais. Assim,
quaisquer procedimentos realizados no pais devem ser restritos a protocolos de
pesquisas clinicas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) coordenador
ou pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (Conep) e as pesquisas clinicas
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deverdo seguir rigorosamente a Resolugdo CNS/MS 466 de 12 de dezembro de
2012°". O Conselho Federal de Odontologia em sua Resolugdo n° 157/2015, de 08
de junho de 2015, proibe o uso de terapias avangadas, o que inclui a utilizacdo de

células tronco na pratica clinica odontolégica®.

Consideragoes finais

A utilizagdo das células tronco de origem dentaria, apesar das limitagdes e
das inexpressivas pesquisas clinicas, no campo da engenharia tecidual, no que diz
respeito aos testes in vitro e in vivo, levaram ao entendimento das suas
propriedades biologicas e dos seus beneficios nas condigdes laboratorialmente
estabelecidas. A literatura demonstra que o resultado da associagdo dessas células
com uma vasta quantidade de arcabougos € sinérgica e capaz de nao so otimizar o
reparo 0sseo, como atuar positivamente em outras areas como a neurologia, a
ortopedia e a regeneragao dentaria. Entretanto, um ponto critico e extremamente
desafiador € como transformar um protocolo de engenharia tecidual, que atualmente
é financeiramente dispendioso e que consome um tempo longo de execugéo
laboratorial, em uma pratica clinica que possa estar a disposicdo do paciente, sendo
esse o0 beneficiario final dessa terapia.

Nesse contexto, para que a utilizacdo das CTMs dentarias possam ser uma
opgao real de tratamento € mandatorio que os ensaios clinicos randomizados sejam
executados e o0s seus resultados possam suportar a indicagdo dessa nova e
promissora terapia celular. Esse processo permitira que se tenha um entendimento
completo dos riscos e beneficios do uso dessa medicina regenerativa como um
importante ponto no progresso e no desenvolvimento de novas terapias para o

tratamento de diversas patologias.
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RESUMO

Os defeitos Osseos apresentam comumentemente o trauma facial, a
reabsorcdo alveolar fisiologica e condigbes patoldogicas como etiologias. A
reconstrucdo desses defeitos sempre representou um desafio mesmo que as
técnicas cirurgicas e os substitutos 6sseos estejam em constante evolugdo. Com o
objetivo de otimizar o reparo 6sseo e melhoras os resultados clinicos, a engenharia
O0ssea tecidual vem se tornando uma importante alternativa. Neste estudo foi
avaliado o reparo 0sseo através de defeitos criados em fémures de 96 ratos, da
espécie Rattus novergicus albinus, linhagem SHR (spontaneously hypertensive rats).
Esses animais foram divididos em 04 grupos diferentes dependendo do tratamento
que cada defeito recebeu (Grupo I: a — TCP + ADSCs (Células tronco oriundas do
tecido adiposo); Grupo II: a — TCP + ADSCs/Endo (células endoteliais); Grupo Ill: a —
TCP; Grupo IV: sem tratamento) e os periodos de avaliagao respeitaram 07 dias, 14
e 21 dias. O reparo 6sseo foi avaliado através da histomorfometria bem como foi
quantificada a expressdo de VEGF. Os resultados demonstram que os grupos que
receberam o tratamento celular obtiveram um aumento na area reparada. E no
grupo que recebeu o aditivo das células endoteliais a expressao da proteina VEGF
foi maior. Baseado nesses achados € possivel sugerir que a engenharia tecidual, no
modelo estudo, foi capaz de otimizar o reparo ésseo e surge como uma alternativa

para o tratamento de defeitos 6sseos.

Palavras Chaves: engenharia tecidual, células tronco, regeneracao 6ssea.
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ABSTRACT

The bone defects are most commonly caused by facial trauma, alveolar ridge
resorption, pathological conditions and the bone reconstruction remains a challenge
to surgeons, even though several methods have developed the surgical techniques
and the biomaterial structure to improve the outcomes. The bone tissue engineering
appears an alternative and has been a remarkable research issue focusing on bone
regeneration improvement. This research assessment the bone repair in defects
drilled in the femurs of ninety-six adult SHR rat. The animals were divided in four
groups depending on the defect treatment. On the Group | the scaffold (a — TCP)
was seeded with MSC from adipose tissue (ADSCs), the Group Il the defect was
filled with scaffold seeded with ADSCs and endothelial cells, the group Ill was used
plain scaffold and the group IV the defect was untreated. The bone repair was
evaluated in 07, 14 and 21 days by histomorphometry and immunohistochemistry.
Based on these findings, is possible to concluded that the tissue engineering was
able to improve the bone repair and appears as a new alternative to bone defects

reconstruction.

Key Words: Tissue engineering, stem cells, bone repair

1 Introducgao

Os defeitos 6sseos sao reconstruidos, principalmente, com enxerto ésseo
autogeno sendo esse o padrdo ouro para as reconstrugdes. Entretanto, o volume
0sseo a ser obtido a partir de uma area doadora permanece limitado e algumas

condicdes sistémicas contraindicam essa pratica®'°.

Com o intuito de evitar as desvantagens da obtengdo do enxerto autdgeno
como a sintomatologia dolorosa e a morbidade pds-operatoria do sitio doador, a
utilizacdo de aloenxertos e dos biomateriais tém se tornado uma alternativa®. Os
cimentos de fosfato de calcio (CPCs) representam uma opgao clinica para o reparo
0sseo pois podem ser facilmente manipulados e moldados, proporcionando uma
intima adaptagao ao defeito. A similaridade quimica com a por¢ao mineral do tecido

dsseo, a osteocondutividade, a bioatividade e a biocompatibilidade® sao
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caracteristicas favoraveis desse material. Os pesquisadores atualmente estao
concentrando esforgos no sentido de reforcar as propriedades mecanicas dos CPCs
bem como anular a limitagdo na osteoindugédo através da engenharia tecidual. A
engenharia tecidual associa células tronco mesenquimais a um arcabougo
proporcionando, dessa forma, caracteristicas bioldgicas mais favoraveis ao processo

do reparo 4sseo?.

7

A medula déssea € considerada a principal fonte das células tronco
mesenquimais (CTMs). Entretanto, as publicacbes tém indicado outros tecidos
doadores como por exemplo a utilizagao das células-tronco mesenquimais adiposas
(ADSCs). Esse meio de obtengdo quando comparado com as células de origem da
medula 6ssea, apresenta vantagens como a menor invasao tecidual para sua coleta,

obtencdo de um volume maior e alta taxa de proliferacgo®+°.

A engenharia tecidual € um dos mais promissores tratamentos para a
regeneracao tecidual pois a ceélula/matriz que se desenvolveu in vitro é
subsequentemente introduzida no tecido danificado ou defeituoso, para regenera-lo,
caso seja exercida a influéncia de fatores de crescimento especifico’. Modelos
experimentais in vivo tém demonstrado a capacidade das ADSCs, associadas a

arcaboucos, atuarem na otimizagéo do reparo dsseo’®1217:33:3¢

Além da preocupagcdo da escolha de um material que apresente
caracteristicas biologicamente favoraveis para a reconstrugcédo de defeitos 6sseos, a
neovascularizagido também & um fator primordial para o reparo. Pois, o suprimento
vascular inicial é determinante para o crescimento de células osteogénicas
reparadoras bem como para o suporte nutricional do enxerto’. Uma das formas de
alcancar a tdo almejada otimizagdo da vascularizagao inicial € através da aplicagéo
de células endoteliais (CEs). Essas células representam uma pequena populagéo
que tem a capacidade de se proliferar, migrar e diferenciarem-se em células da
linhagem vascular e sdo capazes de apresentar alta atividade neovascular e
angiogénica'®. A associagdo de CTMs e células endoteliais constitui uma potente
possibilidade para a otimizagcédo do reparo ésseo. Pois essas células apresentam um
extenso potencial de proliferacdo e sdo capazes de diferenciarem-se em células
regenerativas, favorecendo a vascularizagao inicial e acelerando o reparo 6sseo em

defeitos dsseos in vivo'32%26:28.29
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No contexto de testar o potencial da engenharia tecidual, este estudo avaliou
0 processo de reparo 6sseo em defeitos criados em fémures de ratos, baseado na
aplicacao de células tronco de origem adiposa e endotelial associados a um scaffold
de alfa-fosfato tricalcico. Foram realizadas avaliagdes através da histomorfometria e
da quantificacdo da expresséo da proteina VEGF por imunohistoquimica.



46

2 Materiais e métodos

Essa pesquisa experimental foi registrada sob n° 160059 e aprovada na
Comiss&o de Etica no Uso de Animais do Grupo de Pesquisa e Pds-graduagéo do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (CEUA/HCPA), de acordo com as Diretrizes e
Normas Nacionais e Internacionais, especialmente a Lei n° 11.794, que estabelece

procedimentos para o uso cientifico de animais.

2.1 Descrigao da amostra

A amostra dessa pesquisa foi composta por 96 ratos albinos, fémeas, da
espécie Rattus novergicus albinus, linhagem SHR (Spontaneously Hypertensive
Rats), isogénicos, com dois meses de idade e peso médio de 250 g. Os animais
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (de 24 animais) de acordo com o
tipo de tratamento (Tabela 1). Os tempos experimentais foram de 07, 14 e 21 dias
poOs-operatorios. Dois animais isogénicos, da mesma espécie, do sexo masculino,
com mesma idade e peso, foram utilizados para isolamento e cultivo das células

tronco.

O calculo de tamanho da amostra foi realizado no programa G*Power 3.1.9.2,
para detectar diferenga significativa, conforme médias e desvios padrdo do
percentual de formagao 6ssea publicado por Niemeyer (2010). O resultado mostrou
a necessidade de 8 animais por grupo e por tempo, considerando 80% de poder e
5% de significancia.

Tabela 1 — Delineamento experimental

Grupos 'n | Scaffold | ADSC | ADSC+ENDO 1 07dd | 14dd | 21dd
Grupo | 24 a-TCP + - 08 08 08
Grupo |l 24 a-TCP - + 08 08 08
Grupo I 24 a-TCP - - 08 08 08
Grupo IV 24 - - - 08 08 08

Fonte: autores — ADSC (Células tronco derivadas do tecido adiposo) — ADSC + ENDO
(Células tronco derivadas do tecido adiposo associadas a Células endoteliais).
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2.2 Isolamento e cultivo celular

Foram utilizadas células do tecido adiposo e células endoteliais de ratos
isogénicos (02 animais foram exclusivamente utilizados para isso e a coleta foi
realizada apos a eutanasia), da mesma linhagem dos animais receptores das
células. O tecido adiposo, coletado da regido abdominal, foi lavado com solug&o
salina estéril para remover os restos celulares e hemacias, fracionado em PBS
(phosphate buffered saline). A fragdo estromal foi isolada por digestdo com
colagenase tipo | (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, USA) na concentragdo de 1mg/g de
tecido adiposo por 30-40 minutos, a 37°C e com agitagdes periodicas. Apos realizou-
se a neutralizagdo da colagenase com meio Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM)
(Sigma-Aldrich Co. St. Louis, USA) suplementado com 10% de soro fetal (FCS,
Cultilab, SO, Brasil). Seguindo o processo o material foi centrifugado por 10 minutos
a 400 x g. As células compondo a fragao estromal do tecido adiposo foram lavadas
com HBSS (Hank’s balanced salt solution) (Sigma-Aldrich Co. St. Louis, USA) e
centrifugadas por 05 minutos a 350x g. Para o cultivo, as células foram
ressuspendidas em DMEM com 10 nM de HEPES livre de acido (Sigma-Aldrich Co.
St. Louis, USA) suplementado com 10% de soro fetal bovino e mantidas em cultura,
conforme metodologia estabelecida anteriormente®'. Trés dias apds as células que
nao se aderiram foram removidas, e a cultura foi mantida e expandida a cada 03 ou
04 dias apds a tripsinizagao (0,25% de tripsina e 0,01% de EDTA em HBSS). Ao
menos 03 culturas foram analisadas e as células entre 4 e 7 passagens foram
utilizadas para o experimento. A morfologia das culturas foi analisada, por exame
periodico em microscopio invertido com contraste de fase (Axiovert 25 — Carls Zeiss
- Alemanha). As ADSC foram analisadas pela morfologia, pelo imunofendétipo, pela
proliferacdo e pelo potencial de diferenciagdo. Todos os experimentos foram
reproduzidos trés vezes. Fotomicrografias foram realizadas utilizando uma cémera
digital (AxioCam MRc — Carls Zeiss - Alemanha), utilizando o software AxioVision 3.1
(Carls Zeiss). A citometria de fluxo foi utilizada para determinar o imunofendtipo
celular. As células sofreram tripsinazacao, lavadas e incubadas por 30 minutos a 4°
C com isotiocianato de fluoresceina (FITC) associado com anticorpos especificos
para rato CD29, CD44 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), CD11b e CD45
(Caltag, Burlingame, CA, USA). O citdbmetro FACSCalibur equipado com Laser de
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Argbénio com 488 nm (Becton Dickinson, San Diego, CA, USA) foi utilizado para a

citometria de fluxo associado ao software Cell Quest®>4.

As células endoteliais foram obtidas do tecido muscular cardiaco. Para essa
coleta os dois animais previamente sofreram eutanasia e uma toracotomia,
acessando e removendo o tecido muscular cardiaco fragmentado em pequenas
partes e incluidas em 300 U/ml de colagenase e armazenadas em 37°C por 50
minutos. Apds essa fase transferiu-se a fragao celular, plagueando em baixa e alta
densidade e aguardando a aderéncia celular por duas horas. O sobrenadante foi
retirado e colocado em garrafa de 25 cm? ou placa de pogos, ambos com gelatina.
As células endoteliais foram marcadas em microscopio e retiradas. Essas células
foram depositadas em cultura com meio especifico para a indugdo do crescimento

de células endoteliais (fator de crescimento endotelial vascular) por 10 dias.

2.3 Biomaterial

O biomaterial utilizado neste estudo foi o cimento de alfa-fosfato tricalcico®.
Este produto foi sintetizado através da composi¢cao de cimento de fosfato de calcio
baseada no alfa-fosfato tricalcico (Caz(P04)2), com a adigdo de um agente
espumante (lauril sulfonato de sddio, 0,5% em massa) ao liquido de presa (solugéo
aquosa de 2,5% de Na;HPO., acelerador de presa), que permite a introdugéo de
porosidade ao cimento. O cimento de fosfato de calcio possui presa em virtude da
transformacdo, quando da adicdo de liquido, do alfa-fosfato tricalcico em
hidroxiapatita deficiente em calcio (CDHA), similar a hidroxiapatita biologica. Esse
substituto 6sseo foi obtido no Departamento de Materiais da Faculdade de
Engenharia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, e acondicionado em
embalagens de polietileno e esterilizadas em perdxido de hidrogénio segundo
protocolo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

2.4 Procedimento cirurgico

Para a realizagdo dos defeitos 6sseos cirurgicos, os animais receberam na

inducao anestésica os farmacos, via inje¢ao intraperitoneal, Cloridrato de Xilazina a
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2% (Xilazin® - Syntec, S&o Paulo, Brasil) 5mg/kg, e Cloridrato de Cetamina a 10%,
(Ketamina Agener 10%®, Sao Paulo, Brasil) para indug&o anestésica. A manutengao
da anestesia geral realizada através da inalagdo com isofluorano na concentragéo
de 1-2% (Vetflurano®, Virbac, Brasil).

Apoés a anestesia foi realizada a tricotomia na regido do membro posterior
direito. Seguiu-se a antissepsia com lodopovidona a 9%. Para acesso ao fémur
direito foi realizada uma incisdo linear, sobre a pele de aproximadamente 2 cm.
Realizada a divulsdo do tecido muscular e descolamento periostal, o fémur foi
exposto. Afastadores foram posicionados permitindo a realizacdo de um defeito
0sseo na diafise femural. Para ostectomia foi utilizada uma broca tipo trefina de 3,1
mm de didmetro sob irrigagdo constante com solugdo salina estéril conforme

protocolo ja descrito anteriormente®.

No grupo | foi implantado o biomaterial associado com ADSC (0,10 g de
biomaterial embebido com 15ul de meio de cultura contendo 3x10° células). No
grupo IlI, a cavidade foi preenchida com o biomaterial pré-incubado com
ADSC+ENDO (0,10 g de biomaterial embebido com 20ul de meio de cultura
contendo 5x10° células). No grupo Ill o defeito foi tratado apenas com alfa-fosfato
tricalcico (0,10 g de biomaterial) e no grupo IV o defeito ndo foi tratado. Nos grupos
onde a terapia celular foi empregada, o biomaterial foi previamente incubado a 37°C
por 02 horas.

Concluido o procedimento cirurgico foi realizada a sutura dos tecidos dos
planos profundos e da pele com poliglactina 910 4x0 (Vicryl®, Ethicon, Brasil).

A analgesia, no pos-operatorio imediato foi realizada com morfina 2,5mg/kg
subcutanea e apds 04 horas uma nova dose dessa medicacao foi administrada. O
protocolo de analgesia foi mantido por mais trés dias, utilizando o Cloridrato de
Tramadol 10mg/kg, intraperitoneal, a cada 12 horas.

2.5 Coleta das pecas

A morte dos animais foi realizada pelo método quimico de sobredose
anestésica com isoflurano (6-9%) vaporizado em oxigénio 100% em fluxo de 0,5 I/
min., por via inalatéria, até 10 minutos apds a verificacdo de parada
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cardiorrespiratoria. Para a coleta das amostras, os animais correspondentes a cada
grupo foram mortos seguindo o cronograma de 07, 14 e 21 dias pds-operatoérios.
Apos a morte dos animais, foi realizada a necropsia com a remogao dos fémures
operados. As pecas que foram imediatamente armazenadas em recipientes plasticos

fixadas e conservadas em formalina neutra tamponada a 10%.

2.6 Preparo histolégico, imunohistoquimico e analise histomorfométrica

Os espécimes foram descalcificados em solu¢ao de acido nitrico a 5% (10ml)
durante 7 dias e desidratados, em concentragdes sucessivas de alcool (de 80% até
100%). Na sequéncia, o material foi seccionado longitudinalmente e incluidos em
parafina. Procedeu-se, entdo, os cortes em microtomo (Micrétomo Leica 2155,
Nussloch, Alemanha), no sentido longitudinal do longo eixo do fémur, com
espessura de 4 um. Os preparos histologicos foram corados pela técnica de
hematoxilina e eosina (H&E). Com relagdo ao processo imunohistoquimico os cortes
foram posicionados em laminas previamente silanizadas. Para proceder a técnica,
as laminas foram aquecidas em estufa a 80°C por 30 minutos, desparafinizadas em
xilol, reidratadas em alcool etilico e posteriormente em agua destilada. A
recuperacdo antigénica foi realizada em banho-maria por 20 minutos a 95°C no
tampédo citrato pH 6,0. A atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada com
solugéo de peroxido de hidrogénio a 5% em metanol por 20 minutos. O bloqueio de
proteinas foi realizado com leite desnatado em p6 diluido a 5% em PBS por 20
minutos. Os cortes foram posteriormente incubados, overnight em geladeira de 2 a
8°C, com o anticorpo primario VEGF, mouse, Abcam (ab1316) na diluigdo 1:500.
Apos a incubacédo foi aplicado o anticorpo secundario m-IlgGk BP-HRP (Cruz
Marker): sc-516102-CM HRP CONJUGATED, na diluigdo 1:200 e incubado a 1h e
30 minutos e a visualizagdo da reagdo foi obtida com Liquid Dab (Dako, K3468),
conforme recomendagdes do fabricante. Apds a visualizagcdo, as laminas foram
contra-coradas em hematoxilina de Harris por 10 segundos, e diferenciadas em
agua amoniacal 2% por 30 segundos os cortes desidratados em alcool absoluto e

colocados em xilol para a montagem das laminas em resina do tipo Entellan.

As imagens foram capturadas com uma camera digital (Q-Color 5, Olympus,

New York, USA) acoplada a um microscopio optico (Lambda LQT2, ATTO
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Instruments Co., Hong Kong, China) em aumento de 100x, utilizando o software
Qcapture (Univesity of Texas, San Antonio, USA). Essas imagens foram avaliadas e
a quantificagdo de tecido désseo neoformado bem como a quantificacdo da
expressdo de VEGF foram realizadas por meio do software Image J (U.S. National
Institute of Health, Bethesda, Maryland, USA).

A area de tecido 6sseo neoformado foi medida através da demarcagcao da
area total do defeito. A area medida foi delimitada lateralmente pelos limites verticais
da ostectomia, inferiormente pela cortical do fémur e superiormente 2 mm além da
cortical superior. A area de neoformagao foi selecionada excluindo os espagos
vasculares e o biomaterial. Os valores foram obtidos em mm? Foi ento,
estabelecida uma comparagao da area total versus a area reparada e essa relagao
foi expressa, finalmente, em percentual. A quantificagdo da expressdo de VEGF foi
realizada através de uma imagem capturada do centro do defeito. Os valores obtidos
estdo demonstrados em pixels. A histomorfometria foi realizada em ordem aleatéria

e 0s observadores eram cegados em relagao aos espécimes.

2.7 Analise estatistica

Os dados obtidos da avaliagdo do reparo 6sseo através da histomorfometria
foram avaliados pelo teste Kolmogorov-Smirnov e a distribuicdo mostrou-se normal,
entdo as diferengas extra grupos foram analisadas pela analise de variancia
(ANOVA). Ja para a avaliagao da neovascularizagao foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis. Ambos utilizaram o software SPSS versdo 24.0. O valor do p <0.05 foi
estabelecido para considerar estatisticamente significante os resultados.
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3 Resultados

As analises de histomorfometria aferiram a area total de neoformacgao 6ssea,
dos defeitos criados, sendo expressas em percentual, nos periodos de tempo de 07,
14 e 21 dias. Conforme os dados apresentados na tabela 2 onde uma comparagao
entre os grupos e periodos foi realizada pode-se observar que os resultados
apresentaram uma diferenga estatisticamente significante quando um p <0.05 foi
considerado. Dessa forma, o Grupo | (a — TCP + ADSC) apresentou uma
neoformacédo Ossea percentualmente mais ampla que o Grupo Ill (a — TCP) no
periodo de 07 e 14 dias. No periodo de 21 dias esse grupo que recebeu o
tratamento celular, foi superior aos Grupos Ill e o Grupo IV (Sem tratamento). Ja o
Grupo Il (a — TCP + ADSC + ENDO) no periodo de 14 dias produziu um percentual
maior de reparo do que o Grupo lll e no periodo de 21 dias foi superior aos Grupos
lll e IV. Na tabela 3 os resultados das médias estdo descritos e esses dados
demonstram que a média do reparo 0sseo é sempre maior nos grupos que foram
tratados com a terapia celular e em especial no grupo que recebeu a adi¢do das

células endoteliais, embora estatisticamente ndo houve diferenca.

A histomorfometria para a avaliacdo da neovascularizagdo, através da
quantificacdo da expresséo da proteina VEGF pode revelar que a maior quantidade
de pixels apresentada na imagem pertenceu ao grupo Il que recebeu o tratamento
com a associagao das ADSCs e as CEs. Isso representa uma maior detecgao de
VEGF e consequentemente a neovascularizagdo foi mais acentuada.
Estatisticamente esse grupo (a — TCP+ADSCs+CEs) destacou-se dos grupo Il (a —
TCP), IV (sem tratamento) em todos os periodos e do grupo | (a — TCP+ADSCs)
apenas no periodo de 14 dias é que houve uma diferenca estatisticamente
significante. Entretanto as médias apresentadas sempre forma maiores no grupo
que recebeu co-cultura de ADSCs e CEs. As figuras 5, 6, e 7 demonstram a
marcacado provocada na deteccdo da proteina VEGF e pode-se observar que no
grupo da associagdo das ADSCs e as CEs a expressao dessa proteina & superior
aos demais grupos.

Uma visdo geral histoloégica pode dizer que o periodo inicial de observagao
(07 dias) apresenta um infiltrado inflamatorio intenso, fibroplasia e a presenga de

espacgos vazios relativos aos granulos do biomaterial com pouco ou nenhum tecido
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o0sseo neoformado. Nos grupos | e |l que receberam o tratamento celular pode-se
observar um reparo mais organizado mas ainda com pouco tecido 0&sseo
neoformado. Na medida que o reparo vai evoluindo para 14 e 21 dias uma maior
quantidade de tecido 6sseo neoformado, vai se apresentando e a quantidade de
biomaterial vai reduzindo. Sendo que sempre os grupos que receberam as ADSCs e
a co-cultura (ADSCs e CEs) apresentam um reparo mais organizado e avangado
conforme as figuras 2, 3 e 4 podem apresentar.

Tabela 2 — Tamanho da area de reparo em percentual, comparagédo entre os grupos nos periodos
observacionais de 07, 14 e 21 dias. Analise de variancia (ANOVA) p < 0,05.

95% Intervalo de X
- Diferenca . b Confianga para Diferenca
Tempo Grupos Comparacgdes média Sig. Limite Limite
inferior superior
Gll -,040 1,000 -2,651 2,571
Gl Glll 4,384 ,002 2,435 6,333
GIV 1,950 ,167 -,899 4,799
Gl ,040 1,000 -2,571 2,651
Gl GllI 4,424 ,016 1,196 7,652
GIV 1,990 514 -2,754 6,734
07 DIAS G 4384 002 6,333 2,435
Gl Gll 4,424 ,016 -7,652 -1,196
GIV -2,434 118 -5,599 731
Gl -1,950 167 -4,799 ,899
GIV Gll -1,990 514 -6,734 2,754
Gl 2,434 118 -,731 5,599
Gll -,734 ,996 7,117 5,649
Gl Glll 4,476 ,046 ,096 8,856
GIV 3,862 248 -2,673 10,397
Gl 734 ,996 -5,649 7,117
Gll Gl 5,210 ,002 3,011 7,409
GIV 4,596 ,017 1,222 7,970
14 DIAS Gi 4,476 046 28,856 ~096
Glll Gll -5,210° ,002 -7,409 -3,011
GIV -,614 ,971 -4,116 2,888
Gl -3,862 248 -10,397 2,673
GIV Gll -4,596 ,017 -7,970 -1,222
Glil 614 971 -2,888 4,116
Gll -,354 1,000 -6,109 5,401
Gl Glll 9,514’ ,003 5,143 13,885
GIV 8,952 ,006 3,958 13,946
Gl ,354 1,000 -5,401 6,109
Gll Glll 9,868 ,006 4,356 15,380
GIV 9,306 ,001 6,293 12,319
21DIAS G 20,514 003 113,885 5143
Glll Gll 9,868 ,006 -15,380 -4,356
GIV -,562 973 -3,817 2,693
Gl -8,952 ,006 -13,946 -3,958
GIV Gll 9,306 ,001 -12,319 -6,293
Gl ,562 973 -2,693 3,81
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Tabela 3 — Tamanho da area de reparo em percentual, média geral e desvio padrao
nos periodos observacionais de 07, 14 e 21 dias. Analise de variancia (ANOVA) p <
0,05.

Gl Gll Gl GIV
07 dias 8,9 (¥0,7)% 8,9 (1,3)% 4,5 (+0,7)% 6,9 (£0,2)%
14 dias 12,6 (£2,1)% 13,2 (+1,3)% 8,0 (1,3)% 8,9 (0,9)%
21 dias 18,9 (+1,5)% 19,3 (+2,1)% 9,4 (£2,1)% 9,9 (+1,1)%

Figura 2 — Avaliagdo da neovascularizagédo
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= I
% 50000-
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07 DIAS 14 DIAS 21 DIAS

Andlise histomorfométrica foi utilizada apdés a imunohistoquimica com VEGF. Comparacéo
quantitativa em relagdo a expressao de VEGF entre os tratamentos nos periodos de avaliagdo. G |
(Biomaterial + CTM), G Il (Biomaterial + CTM + Cels. Endoteliais), G Ill (Biomaterial), G IV (Sem
tratamento). Teste estatistico: Kruskal-Wallis, p < 0,05. *#$ - representam que esse grupo teve a
maior quantidade de expressdo de VEGF detectada e foi estatisticamente significante nas
comparacgdes.
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Figura 3 — Cortes transversais histoldgicos corados em H&E, com aumento de 100x. Periodo de 07
dias de reparo.

Imagem A - Grp | (Biomaterial + CTM), Imagem B — Grupo Il (Bioaterial + CTM + Cels.
Endoteliais), Imagem C — Grupo lll (Biomaterial), Imagem D (Sem tratamento). Observa-se um reparo
6sseo mais organizado e uma quantidade maior de tecido ésseo no Grupo | e Il

Figura 4 — Cortes tranversais histologicos corados em H&E, com aumento de 100x. Periodo de 14
dias de reparo.

Imagem A - Grupo | (Biomaterial + CTM), Imagem B — Grupo Il (Biomaterial + CTM + Cels.
Endoteliais), Imagem C — Grupo lll (Biomaterial), Imagem D (Sem tratamento). Novamente se
observa-se um quantidade maior de tecido 6sseo neoformado nos grupos | e Il.
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Figura 5 — Cortes tranversais histoldégicos corados em H&E, com aumento de 100x. Periodo de 21
dias de reparo.

R O 2 :
Imagem A - Grupo | (Biomaterial + CTM), Imagem B — Grupo Il (Biomaterial + CTM + Cels.
Endoteliais), Imagem C — Grupo Il (Biomaterial), Imagem D (Sem tratamento). Observa-se um
quantidade maior de tecido 6sseo neoformado nos grupos | e Il.

Figura 6 — Expressdo imunohistoquimica da proteina VEGF. Note nas setas a marcagao
positiva. Periodo de107 dias de reparo.

A 4
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Image B - rupo II(iomateriI + CTM + Cels.
Endoteliais), Imagem C — Grupo Il (Biomaterial), Imagem D (Sem tratamento).
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Figura 7 — Expressédo imunohistoquimica da proteina VEGF. Note nas setas a marcagéo positiva.
Periodo de 14 dias de reparo.

Imagem A - Grupo I (Blomaterlal + CTM), Imagem B - Grupo Il (Blomaterlal + CTM + Cels.
Endoteliais), Imagem C — Grupo Il (Biomaterial), Imagem D (Sem tratamento).

Figura 8 — Expressédo imunohistoquimica da proteina VEGF. Note nas setas a marcagao positiva.
Periodo de 21 dias de reparo.

Imagem A - Grupo | (Blomaterlal + CTM) Imagem B - Grupo Il (Blomaterlal + CTM + Cels.
Endoteliais), Imagem C — Grupo Il (Biomaterial), Imagem D (Sem tratamento).
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4 Discussao

Os modelos animais tém sido amplamente utilizados em estudos que
objetivam a avaliagdo do reparo 6sseo e ndo existe um consenso sobre o modelo
mais adequado. O rato selecionado nesse estudo € amplamente utilizado como

modelo animal em inimeras pesquisas’*19:2%2

que envolvem a engenharia tecidual.
Fato esse justificado pelo apropriado microambiente, pois n&o apenas a presenca de
células osteogénicas, mas também de osteoclastos e condigbes favoraveis para a
remodelacdo Ossea sdo encontradas nesses animais. Esse modelo animal
representava cerca de 90% dos mamiferos utilizados, nas pesquisas biomédicas,
devido as suas excelentes propriedades como animal de laboratério, no que diz
respeito ao seu tamanho fisico, rapido ciclo regenerativo, facil manutencéo e relativo
baixo custo. Além disso, ainda, a similaridade dos genes com o genoma humano é
reportado®. O modelo animal utilizado por esse estudo apresentou uma limitacdo
que foi a espessura do fémur que interferiu diretamente na possibilidade da
realizacdo de um defeito 6sseo mais amplo. A variagdo da estrutura Ossea
disponivel para sustentar a integridade do fémur apos o defeito 6sseo criado foi uma
preocupagao ao longo do estudo, entretanto apenas dois animais da amostra total

apresentaram uma fratura completa do fémur e entdo foram excluidos do estudo.

Dentre os inumeros biomateriais, os substitutos 6sseos formados a partir de
fosfato de calcio, incluindo o a-fosfato tricalcico (a-TCP) e B-fosfato tricalcico (B-

TCP) sa0 escolhidos como arcabougos na engenharia tecidual

. O a-TCP apresenta
uma favoravel biodegradagao, biocompatibilidade e osteocondutividade. A taxa de

absorgdo desse material ¢ mais elevada quando comparada com o B-TCP'®*2. Os

substratos degradados, como por exemplo, o Ca2+ e o POs_ sdao rapidamente
absorvidos e substituidos. Sendo esses requeridos no processo de diferenciagao
osteoblastica e na mineralizacdo da matriz 6ssea'®, pode-se provavelmente associa-
los com a promogéao e a diferenciacdo osteogénica das células tronco originarias da
medula 6ssea (BMSCs)'®. Por essas razdes, o a-TCP foi escolhido como biomaterial
desse estudo e o utilizado foi modificado por Vasquez e Santos (2016) aumentando
estruturalmente o diametro da porosidade. Essa manobra quimica buscou fornecer
um acréscimo nos niveis de infiltracdo celular, aderéncia e crescimento 6sseo,

otimizando a osteocondug¢éo bem como a taxa de reabsorcgao.
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O periodo de sobrevivéncia das CTMs quando transplantadas giram em torno
de 1 a 2 semanas'' e a partir dessa afirmacao, o presente estudo decidiu determinar
os trés periodos de avaliagdo em 07, 14 e 21 dias, com o objetivo de avaliar a agéo
das ADSCs em sua plenitude biologica nos defeitos tratados com a engenharia

celular.

A engenharia tecidual é caracterizada pela associagdo de um arcabougo com
células tronco para que esse sinergismo possa ser benéfico ao reparo tecidual. O
biomaterial serviu como arcabougco mimetizando o ambiente natural da matriz
extracelular. A efetividade desse material foi aumentada com a incorporacdo de
células com capacidade osteogénica® como as ADSCs. As ADSCs séo obtidas com
menor morbidade e apresentam a possibilidade da coleta de um volume maior do
que as BMSCs®>'®3®. Pelas vantagens descritas na literatura em obter as células
tronco oriundas do tecido adiposo, esse estudo utilizou essa fonte coletando a
gordura da regido abdominal do modelo animal. Embora o tecido adiposo apresente
as vantagens acima demonstradas, a comparacdo do efeito entre as células
derivadas da medula 6ssea e do tecido adiposo, no reparo 6sseo, ainda revelam
resultados contraditérios, com excegdo de um estudo recentemente publicado que
refere a medula 6ssea como a melhor fonte para a engenharia 6ssea tecidual®.
Pode-se afirmar que as células utilizadas nesse estudo sdo capazes de se
diferenciar em adipdcitos e osteoblastos além de apresentarem caracteristicas
morfologicas fibroblasticas e a imunofenotipagem tipica das células tronco
mesenquimais®.

Além das CTMs adicionadas aos biomateriais, a co-cultura com células
endoteliais vem sendo pesquisadas. Essa adicdo celular busca o pronto
restabelecimento do suporte sanguineo na regido ou seja, a vascularizagao precoce.
Especificamente no defeito 6sseo, esse € um fator fundamental para o processo
osteogénico que culminara com o reparo 0sseo. Justamente para favorecer esse
processo bioldgico inicial, a associagédo das células endoteliais (CEs) com as ADSCs
foi adotada como um método de tratamento do defeito nesse estudo. O transplante
de CEs, apesar de ainda ndo estar bem elucidado, pode influenciar a vascularizagao
em duas diferentes vias. A primeira indica para a significativa contribuicdo da
neoformacdo dos vasos intraésseos através da diferenciagdo das células

endoteliais’ e fatores de diferenciagdo, desenvolvendo assim a vascularizagdo?’. A
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segunda via pode ser indicada pela liberagdo de moléculas quimiotaticas que atraem
as células endoteliais progenitoras residentes. Essas células sdo mobilizadas a partir
da medula éssea por fatores de crescimento como VEGF e citocinas®'.

Esse estudo realizou quatro diferentes tipos de tratamentos nos defeitos
0sseos. No grupo | as ADSCs aderidas ao arcabougo foram inseridas no defeito e o
segundo tratamento celular incluiu a associagdo das ADSCs com as CEs, a fim de
observar se a engenharia tecidual, nesse modelo, poderia apresentar uma influéncia
benéfica sobre o reparo 6sseo. Para a avaliagéo utilizou-se a histomorfometria. Essa
técnica apresenta algumas limitagdes como a necessidade de obtengcdo de uma
amostra tecidual e n&do pode ser utilizada in vivo quando um modelo animal é
utilizado. Esses fatores ndo retiram da histomorfometria a sua eficacia e € um
método amplamente utilizado, em estudos experimentais, em defeitos &ésseos

criados em animais e tratados com células tronco."8917:2526

Os dois tratamentos celulares (grupo | (a — TCP + ADSCs) e ll (a — TCP +
ADSC + CEs)) foram capazes de representar um aumento da area Ossea
neoformada quando comparados com os outros grupos que nao receberam a terapia
com as células tronco e ou com as células endoteliais. Esses resultados levam a
afirmar que a engenharia tecidual é capaz de otimizar o reparo 6sseo conforme
apontam outros estudos previamente publicados'®'3*3%¢  Os achados desse estudo
podem ser creditados a capacidade das ADSCs serem excelentes fontes de células
para engenharia 6ssea tecidual pois apresentam caracteristicas de auto-replicagao e
de diferenciagao osteogénica'’.

A adicdo das células endoteliais influenciaram positivamente no aumento da
expressdo de VEGF reforgando os resultados previamente publicados*®. E esse
achado pode ser creditado a secrecdo de citocinas como o VEGF realizada pelas
CEs?. No que diz respeito ao percentual da area reparada, observa-se que, mesmo
nao sendo estatisticamente significante, o grupo que utilizou a associagdo das
ADSCs e das CEs foi capaz de produzir a melhor média percentual de reparo nos
periodos de 07 e 21 dias. Reforgando os resultados apresentados, em uma revisao
sistematica com meta analise, os autores concluiram que, apesar da
heterogeneidade dos estudos envolvidos ser alta, pode-se concluir o que o reparo
dsseo é otimizado com a combinacdo de CTMs e CEs®,
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Esses achados confirmam que a associacéo do alfa-fosfato tricalcico e células
tronco originadas do tecido adiposo s&o capazes de estimular a neoformagao éssea
favorecendo assim, o reparo de defeitos 6sseos e que o arcabouco utilizado
promoveu efetivamente a adesao celular. Mesmo que os resultados da adicdo das
células endoteliais, nesse modelo, ndo tenham sido observados de maneira direta
no aumento da area reparada, pode-se afirmar que a vascularizagcao do defeito foi
beneficiada. A terapia celular utilizando as CTMs vem demonstrando ser segura,
efetiva e excelentes resultados em diferentes areas tem sido alcangados. Entretanto
alguns desafios precisam ser ainda superados para que essa alternativa terapéutica

possa ser introduzida clinicamente.



62

5 Conclusao

Embora futuras investigagbes sejam necessarias para consolidar a
engenharia tecidual como uma alternativa viavel para o tratamento dos defeitos
0sseos, os resultados desse estudo demonstraram o potencial terapéutico das
ADSCs e das ECs, nesse modelo experimental, para reparar o defeito 6sseo criado,
aumentando a area 6ssea neoformada. O biomaterial utilizado por esse estudo, o
alfa-fosfato tricalcico apresenta-se como uma alternativa, biologicamente aceita, de
arcabougo para o emprego da engenharia tecidual.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

As reconstrugdes de defeitos 6sseos representam um desafio na odontologia
contemporanea devido aos complexos eventos biolégicos envolvidos no processo de
reparo. O enxerto de origem autégena segue sendo o padrdo ouro para a
reconstrugdo oOssea. Contudo, os enxertos Osseos aldégeno, o heterégeno e os
biomateriais podem ser uma opg¢ao. As diversas opg¢des de reconstrucdo com
enxertos 0sseos também agregam desvantagens, como por exemplo a necessidade

de um segundo sitio doador e a reagao de imunogenicidade.

O estudo experimental laboratorial apresentado pode concluir que nesse
modelo estudado a engenharia tecidual foi favoravel no que diz respeito ao aumento
da area reparada nos defeitos ésseos realizados. Estatisticamente ndo se pode
inferir que a adigdo das células endoteliais tiveram a capacidade de acelerar o
reparo, mas o grupo que recebeu esse tratamento apresentou uma maior detec¢ao
imunohistoquimica da proteina de sinalizagdo vascular VEGF. E como a
neovascularizacdo ¢ um ponto critico no sucesso dos enxertos a adigdo dessas
células ao sitio receptor parece ser um estimulo a angiogénese e consequentemente

a osteogénese.

Atualmente a reconstrugdo dos defeitos Osseos utilizando os substitutos
0sseos apresentam um limitado sucesso e a escolha do biomaterial adequado é
fundamental para que a engenharia tecidual desempenhe o seu papel. Dessa forma
o desenvolvimento de arcabougos que apresentem a melhor biocompatibilidade
possivel, controle de bioresorbabilidade, bioatividade, que criem uma adequada
ligacdo com o sitio receptor e ainda possam promover um alto indice de adesao
celular vem sendo pesquisado. Novas estratégias vem sendo pesquisadas como a
combinagdo de compadsitos e o desenvolvimento de nanomaterais visando melhorar
as propriedades mecanicas, a interacao celular e a aplicabilidade dos biomateriais
na engenharia tecidual.

Nesse contexto, a engenharia tecidual tem se apresentado como uma nova
terapia para o reparo ésseo utilizando a associagdo de enxerto com capacidade
osteocondutora e células tronco autégenas. Recentemente os estudos tém
demonstrado técnicas e métodos inovadores para a engenharia 6ssea tecidual e

com resultados extremamente promissores. No entanto, o tempo laboratorial
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consumido, o custo elevado e a falta de estudos clinicos que possam desenvolver
protocolos clinicos reprodutiveis e com resultados confiaveis sao barreiras que

precisam ser ultrapassadas.
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