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RESUMO

A engenharia de tecidos € uma area interdisciplinar que apresenta trés componentes
essenciais: células, arcabouco e fatores indutores. Na polpa dentaria séo
encontradas as células-tronco, bastante estudadas na area médica. A dentina € um
tecido conjuntivo mineralizado que vem despertando grande interesse para
utilizacdo como arcabouco, pois apresenta boa disponibilidade, biocompatibilidade e
presenca de fatores indutores. Contudo, € necessario o estudo do seu preparo e de
como este afeta suas caracteristicas, para sua utilizacdo clinica, visando a
regeneracdo tecidual Ossea. Desta forma, este estudo avaliou a obtencédo e
caracterizacdo de células-tronco da polpa de dentes deciduos humanos esfoliados
(SHED) para utilizacdo da dentina humana como arcabouco. As SHED foram
obtidas pelo cultivo de explante, com e sem a utilizacdo da enzima tripsina, sendo
caracterizadas pela adesdo, morfologia, diferenciagdo em diferentes linhagens
celulares e por citometria de fluxo. Os arcabougos de dentina foram obtidos de
dentes molares humanos. Apés o preparo, as dentinas foram separadas em quatro
grupos experimentais: controle (sem tratamento), tratamento 1 (EDTA), tratamento 2
(EDTA e acido citrico) e tratamento 3 (HCI). Para caracterizacdo dos arcaboucos
foram realizadas avaliacdes da perda de massa, estrutura, composicao quimica,
resisténcia mecanica e citotoxicidade. Em seguida, as SHED foram inoculadas sobre
as dentinas para analise da interacdo células-arcabouco. O procedimento enzimatico
auxiliou na liberacdo das SHED, as quais apresentaram as caracteristicas das
células-tronco mesenquimais. Os tratamentos na dentina contribuiram para a
desobstrucdo dos tubulos dentinarios, remocdo parcialmente dos minerais e
exposicao da parte organica da matriz. O tratamento 3 foi o que ocasionou maior
perda da porcdo mineral, maior perda de massa, menor resisténcia a compressao e
diminuicdo na densidade celular. Na avaliacdo morfolégica das células em contato
com os arcaboucos, foi visualizado que as SHED se desenvolveram normalmente no
grupo controle e nas amostras submetidas aos tratamentos 1 e 2. Deste modo, as
dentinas dos tratamentos 1 e 2 apresentam caracteristicas propicias para o cultivo e
diferenciacdo das SHED. Portanto, este tecido possui amplo potencial para ser
empregado como arcabouco no tratamento de pequenas perdas 0sseas.

Palavras-chave: Células-tronco. Dente deciduo. Dentina. Diferenciacdo celular.

Engenharia de tecidos.



ABSTRACT

Tissue engineering is an interdisciplinary field that presents three essential
components: cells, scaffold and inducing factors. In the dental pulp are found the
stem cells, which have been extensively studied in the medical field. Dentin is a
mineralized connective tissue that has aroused great interest for use as a scaffold, as
it has good availability, biocompatibility and presente inducing factors. However, it is
necessary to study its preparation and how it affects its characteristics, for its clinical
use, aiming at bone tissue regeneration. Thus, this study evaluated the obtaining and
characterization of stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED) for the
use of human dentin as a scaffold. SHED were obtained by explant culture, with and
without the use of the enzyme trypsin, being characterized by adhesion, morphology,
differentiation in different cell lines and by flow cytometry. The dentine scaffolds were
obtained from human molar teeth. After preparation, the dentin was separated into
four experimental groups: control (without treatment), treatment 1 (EDTA), treatment
2 (EDTA and citric acid) and treatment 3 (HCI). To characterize the scaffolds, mass
loss, structure, chemical composition, mechanical resistance and cytotoxicity were
evaluated. Afterwards, the cells were inoculated on the dentin for analysis of the cell-
scaffold interaction. The enzymatic procedure helped to release SHED, which
showed the characteristics of mesenchymal stem cells. Dentin treatments contributed
to unblocking the dentinal tubules, partial removal of minerals and exposure of the
organic part of the matrix. Treatment 3 was the one that caused the greatest loss of
the mineral portion, greater loss of mass, less resistance to compression and
decrease in cell density. In the morphological evaluation of the cells in contact with
the scaffolds, it was observed that the SHED developed normally in the control group
and in the samples submitted to treatments 1 and 2. Thus, the dentins from
treatments 1 and 2 present characteristics that are suitable for cultivation and
differentiation of SHED. Therefore, this tissue has ample potential to be used as a
scaffold in the treatment of small bone losses.

Keyword: Cell Differentiation. Dentin. Deciduous Teeth. Stem Cells. Tissue

Engineering.
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Magnificacao original: 1000x (a), 1000x (b), 2000x (c) € 4000X (d).......ceveeeeereeeennns 100
Figura 49 - Células sobre a dentina apos o tratamento 3, com 21 dias de cultura.
Observacdo por microscopia eletrdnica de varredura. Magnificacdo original: 1.
Magnificacao original: 1000x (a), 1000x (b), 2000x (c) € 4000X (d).......eeeeeeeeereeeennns 101



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Numeros de onda evidenciados nos espectros obtidos para as amostras

de dentina através da analise de ATR/FTIR e suas interpretacdes e referéncias.....76



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

+ - Desvio padrao

°C - Grau Celsius

% - Por cento

ATR - Reflex&o total atenuada

ML - Microlitro

Mm — Micrometro

a-MEM - alfa meio essencial minimo

ANOVA - Andlise de variancia

BMP - Proteinas morfogenéticas 0sseas

BSP - Sialoproteina 6ssea

CAAE - Certificado de apresentacao para apreciagao ética
CNEN - Comissao Nacional de Energia Nuclear

cm? - Centimetro quadrado

CO; - Di6xido de carbono

DAPI - 4',6-diamidino-2-fenilindol

DMSO - Dimetilsulfoxido

DMP1- Proteina da matriz dentinaria 1

DPSC - Células-tronco da polpa dentaria

DSP - Sialoproteina dentinéria

DSPP - Sialofosfoproteina dentinaria

EDTA - Acido etilenodiamino tetra-acético

EGF - Fator de crescimento epidérmico

et al. - E outros

etc. - E assim por diante

FGF - Fator de crescimento fibroblastico

FTIR - Espectroscopia de absorc¢do no infravermelho por transformada de Fourier
g - Grama

IGF-1 - Fator de crescimento semelhante a insulina-1
IPEN - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares
Kg - Quilograma

kGy - QuiloGray



mg - Miligrama

mL — Mililitro

nm - Nandmetro

MEPE - Fosfoglicoproteina extracelular da matriz

MEYV - Microscopia eletronica de varredura

MTT - Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazélio
PAS - Acido periédico-Schiff

PDGF - Fator de crescimento derivado de plaquetas

pH - Potencial hidrogenionico

RNA - Acido ribonucleico

rpm - Rota¢des por minuto

SFB - Soro fetal bovino

SHED - Células-tronco obtidas da polpa de dentes deciduos humanos esfoliados
SIBLING - Pequenas glicoproteinas N-ligada ligantes da integrina
TGF-B - Fator de crescimento transformador beta

VEGF - Fator de crescimento do endotélio vascular

X —Vezes



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt nnanas 21
P @ 1= N L N AV 1 24
W2 RO oY1= A LYo o 1= - | P 24
2.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS. .uuiiiiiii ittt 24
3 REVISAO DA LITERATURA ...ttt 25
3.1 Engenharia de tECIHOS ..uuuuuuiiii e e e 25
3.1.1 Células-tronco e cultura Celular...........coooeeeeiieii i 25
3.1.2 FAtOreS INAULOIES ...coeeeeeeeeeeeee e 29
.13 AICADOUGO ... 32
G I =T o | 41 - P 35
3.2.1 DentiGB0 NUMANA ... 35
3.2.2 FOrmaGao da deNTINA ......ciiiieeeeiiieee e e e e e e e e 37
3.2.3 Composicao e classificacdo da dentina.........ccccceeveeeeiiiiiiiiiiiiiie e, 38
3.2.4 Aplicacado da dentina na engenharia de teCidOS.........ccevvvviiiiieeeeeeeeeiinnnnnnn. 40
Y 1@ 15 1@ I L 44
4.1 Delineamento exXperimental........ccccovviiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 44
4.2 Obtencao e andlises das polpas dentarias ...........ccccoeevvvviiiiiiei e, 45
4.3 Caracterizacdo das CElUIaS-trONCO .......ccoiiiiiiiiiiiiiiieieee e 47
4.3.1 Adesdo e morfologia CelUIAr...........ccoiieiiiiiiiccc e 47
4.3.2 Analise de antigenos de superficie por citometria de fluxo .......cccccevvvvvvveeeeneen.. 47
4.3.3 DIferenciaCao CEIUIAN..........cooiiiiieiii e 48
4.3.4 ANAIISE CANOLIPICA ...vvvviiii e 49
4.4 Congelamento das CelUulas-troNCO..........oovviiiiiiiii i 49
4.5 Descongelamento das Celulas-troNCO ...........ueciiiiiiiiiiiiiiice e 50
4.6 Preparo do arcabougo de dentina .........ccovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
4.7 Caracterizacdo do arcabouco de dentina........cccooooeviiiiiiiiiiii e 52
4.7.1 Avaliag8o da perda de MasSSaA ........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee e 52
4.7.2 ANAIISE A ESIULUIA ....ceeeieiiieiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 53
4.7.3 Avaliagéo por espectroscopia de absorg¢ao no infravermelho por transformada

(0 L= o1 U 1= U PRT 53

4.7.4 Avaliag8o da resiStencia @ COMPIrESSA0 ......ccevvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e eeeeeeeeees 53



4.7.5 Avaliag8o da CItOtOXICIAUE .........ceevviiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 54

4.8 Andlise da interacao entre as células-tronco e adentina..........ccccccceeeeeennn. 55
4.9 ANAlISE StAiISTICA ...iviiiiiiiiiiiiii e 56
S RESULTADOS ... 57
5.1 Obtencéo e analise das polpas dentarias .........cccccceerriiiiiiiiiiiiiee e 57
5.2 Caracterizacao das CElUIaS-trONCO ......ccceeeeiiiiiiiiiiiee e 61
5.2.1 Adeséo e morfologia Celular ... 61
5.2.2 Andlise de antigenos de superficie por citometria de fluxo .............ccceevvvvnnnnnnn. 68
5.2.3 Diferenciagao CelUIAr............ooo o 70
5.2.4 ANAIISE CANOTIPICA ..uuvveeiiiieeee ittt e e e aeeeeeeens 72
5.3 Preparo do arcabouGo de dentina ........cooeeeeeeeieee e 73
5.4 Caracterizacao do arcabouco de dentina..........cccceeeeeeeeiiiieiiiiiie e, 77
5.4.1 Avaliag8o da perda d€ MASSA ........cceveeiieeeeeeeeee e 77
5.4.2 ANAIISE da ESIIUIUTA ..coooeeeeeeeeeeeeee e 78
5.4.3 Avaliagdo por espectroscopia de absor¢éo no infravermelho por transformada

B FOUIIBT e 82
5.4.4 Avaliacao da resisténcia & COMPIrESSA0 ........ccevvrrruiiiieeeeeeeeeeiiiiae e e e e e e e eeeeara 85
5.4.5 Avaliagdo da CItOtOXICIAAdE .........ccoeeeeeeeeeeeee e 86
5.5 Andlise da interacédo entre as células-tronco e adentina..................ccooee.. 89
B DISCUSSAD ....oouiiieieieiet ettt ettt ettt e s ne e 102
7 CONCLUSAOD ..ottt 118

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o oottt 119



21

1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos € uma area interdisciplinar que utiliza os conceitos da
engenharia e ciéncias da vida para restaurar, manter ou melhorar as funcdes dos
tecidos ou 6rgédos do organismo. Para alcancar esses objetivos sdo desenvolvidos,
em laboratorio, substitutos biolégicos, tais como os arcaboucos (BARBANTI et al.,
2005; HOWARD et al., 2008; O'BRIEN, 2011; DZOBO et al., 2018).

Duas estratégias principais podem ser utilizadas empregando os arcaboucos
na recuperagao de partes do corpo danificadas. Em primeiro lugar, os arcaboucos
podem ser usados para fornecer suporte estrutural para as células cultivadas in vitro,
que irdo produzir matriz extracelular, formando o tecido para o implante. A segunda
maneira envolve o uso do arcabouco como uma fonte de fatores de crescimento.
Neste caso, apds a implantacdo do arcabouco, os fatores de crescimento recrutam,
através de sinaliza¢bes, células do préprio corpo do paciente para formar o tecido
sobre o arcabouco. As duas técnicas podem ser combinadas para potencializar a
restauracéo tecidual (HOWARD et al., 2008).

As escolhas dos tipos de arcaboucos e células devem ser criteriosamente
analisadas, tendo em vista o propésito da utilizacdo. Diversas caracteristicas do
arcabouco, como estrutura, composicéo e propriedades mecéanicas sédo capazes de
interagir e influenciar o comportamento celular. A natureza do arcabouco tem a
capacidade de modificar a resposta das células, influenciando, por exemplo, a
proliferacéo, diferenciacéo e sintese de matriz (BOYAN et al., 1996; HOWARD et al.,
2008; VAGASKA et al., 2010).

A dentina € um tecido que compde a maior parte do dente e vem despertando
grande interesse na engenharia de tecidos, devido as suas caracteristicas. Por
apresentar uma estrutura tridimensional constituida por cristais de hidroxiapatita
carbonatada, proteinas colagenas e fatores indutores, como os fatores de
crescimento, a dentina vem sendo considerada para utilizacdo como arcabouco
(TRAN et al., 2015; TABATABAEI et al., 2016a; UM, 2018; SARI et al., 2019).

A dentina € um material de origem natural e pode ser obtida de dentes que
geralmente sdo descartados em clinicas odontolégicas. ApOs implantacdo no
organismo, exibem baixa capacidade de suscitar uma resposta imunoldgica (TRAN
et al., 2015; TABATABAEI et al., 2016a).
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A escolha da origem das células é de extrema importancia para as técnicas
de engenharia de tecidos, tendo sempre em vista a aplicagdo final e o tipo de
arcabouco utilizado. As células devem ter a capacidade de preencher o arcabouco e
produzir uma matriz semelhante a do tecido ao qual se pretende a restauracao.
Atualmente, existem diversas linhagens celulares disponiveis para combinagdo com
diferentes arcaboucos (HOWARD et al., 2008; KAUR, G. & DUFOUR, 2012;
COURTENAY et al., 2018).

A utilizacdo de células-tronco obtidas da polpa de dentes deciduos humanos
esfoliados (stem cells from human exfoliated deciduous teeth — SHED) é
especialmente interessante na engenharia de tecidos. Essas células apresentam
capacidade de diferenciacdo em diversos tipos celulares, apos estimulo com um
meio indutor. As SHED podem ser armazenadas em bancos de células
(criopreservadas) e serem utilizadas posteriormente de forma aut6loga (pelo préprio
paciente) ou de forma alégena (geralmente por um parente proximo do doador das
células) (SOARES et al., 2007; KERKIS & CAPLAN, 2012. CONDE et al., 2016).

De forma semelhante a dentina, as SHED séo obtidas de um tecido que
normalmente é desprezado apods a esfoliacdo (extracdo ou perda) dos dentes
deciduos. Assim, seu uso minimiza as preocupacdes éticas que outros tipos de
células-tronco apresentam, como as ceélulas-tronco embrionarias (KERKIS &
CAPLAN, 2012). Na terapia regenerativa, a utilizacdo das SHED é promissora para
o reparo de diversos tecidos, em especial para o tecido 6sseo, em virtude de sua
elevada capacidade de diferenciacdo osteogénica. Defeitos O6sseos, como em
mandibulas, foram reparados com sucesso utilizando as SHED (WANG et al., 2012;
SUKARAWAN & OSATHANON, 2017). Para inducéo da diferenciacao osteogénica e
utilizacdo nas técnicas de engenharia de tecidos, as SHED requerem um meio
indutor e um arcabouco apropriado (SOARES et al., 2007).

A vista disso, a dentina pode ser contemplada para utilizacdo como
arcabouco para as SHED, visando a engenharia de tecidos 6sseos. A dentina, por
conter hidroxiapatita, colageno tipo | e vérios fatores de crescimento, possui
propriedades osteoindutora e osteocondutora (KATTIMANI et al, 2016;
TABATABAEI et al., 2016a; UM., 2018; SARI et al., 2019).

A dentina isolada vem sendo pesquisada para utilizagdo como enxerto em

defeitos 6sseos, mostrando boa biocompatibilidade com o tecido e reabsorcdo na
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area lesada. Também ha estudos do uso da dentina como arcabouco para a propria
restauracdo dentaria (TRAN et al.,, 2015; TABATABAEI et al., 2016a; UM et al.,
2017). No entanto, este estudo pretende avaliar a utilizacdo da dentina humana
como arcabouco para as SHED, visando o reparo de lesdes em 0sso alveolar. Desta
forma, sera verificado se a dentina proporciona uma estrutura que permita a adesao
e a proliferacdo celular, em um periodo que possibilite a diferenciacdo osteogénica
das SHED.

Vale ressaltar que a dentina apresenta boas vantagens em relacéo ao tecido
0sseo como arcaboucgo, pois apresenta maior disponibilidade (frequentemente é
descartada nos procedimentos de exodontia), podendo também ser obtida em
Biobancos de dentes e também de dentes deciduos, esfoliados naturalmente. Este
tecido apresenta grande potencial de uso no reparo de pequenos defeitos 0sseos,
comumente encontrados em pacientes com edentulismo, condicdo que acomete
mais de 70% dos idosos em 2020 (CARDOSO et al., 2016; UM et al., 2017). Desta
maneira, pesquisar formas de se empregar este tecido como arcabouco € de grande
relevancia para a odontologia.

A forma de preparo da dentina exerce um papel fundamental na melhoria de
suas caracteristicas, promovendo a disponibilidade dos fatores indutores presentes
neste tecido e, com isso, potencializando seu papel como arcabouco (TRAN et al.,
2015; TABATABAEI et al., 2016a; SUKARAWAN & OSATHANON, 2017). Portanto,
encontrar um protocolo de preparacdo da dentina acessivel e eficiente € um passo
importante para sua utilizacéo clinica. Os trabalhos encontrados na literatura utilizam
a dentina desmineralizada como enxerto, mas é necessario o estudo de como 0s
tratamentos desmineralizantes afetam suas caracteristicas, por meio de avaliacdes
da composicdo quimica, resisténcia mecanica, citotoxicidade e biocompatibilidade
com as SHED.

Para o emprego das SHED, visando a aplicacdo clinica, se faz necessario
também validar os métodos de obtencdo, compreendendo sua eficiéncia para a
aquisicao destas células-tronco. E além de verificar o potencial de diferenciagdo das
SHED ¢ preciso ainda avaliar se durante o periodo de cultura, ndo ha a presenca de
contaminacdo e se a estabilidade cromossomo das células € mantida, reduzindo
assim, os riscos de complicacdes para o paciente apds o implante no organismo.

Estes aspectos motivaram a realizacdo do presente estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este estudo objetiva obter e caracterizar as células-tronco, obtidas da polpa
de dente deciduos humanos, assim como encontrar o melhor preparo da dentina,
para proporcionar uma estrutura que permita a adesao e a proliferacao celular, em
um periodo que possibilite a diferenciagdo osteogénica das células, visando o reparo

de lesbes em o0sso alveolar.

2.2 Objetivos especificos

Como objetivos especificos, tem-se:

e Obter e caracterizar as SHED;

¢ Analisar se as culturas de células obtidas estao livres de contaminacao;

e Avaliar a estabilidade cromossomica das SHED;

e Realizar o preparo e tratamento dos arcaboucos de dentina;

e Analisar a perda de massa, estrutura, composicdo quimica, resisténcia
mecanica e citotoxicidade dos arcaboucos, apds a realizacdo dos tratamentos
desmineralizantes;

¢ Avaliar a morfologia e proliferacdo das SHED aderidas aos arcaboucos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Engenharia de tecidos

O termo engenharia de tecidos foi oficialmente utilizado em um Workshop da
National Science Foundation no ano de 1988. Este campo tem como objetivo utilizar
0s conhecimentos e as técnicas das areas de engenharia de materiais, biolégica e
meédica para o entendimento das condi¢cdes normais e patolégicas dos tecidos que
formam os organismos dos mamiferos, buscando o desenvolvimento de substitutos
biol6gicos que restaurem, melhorem e mantenham as fungdes destes tecidos
(BARBANTI et al., 2005; O'BRIEN, 2011; COURTENAY et al., 2018). Na engenharia
de tecidos, trés componentes sdo considerados essenciais, sendo eles: as células-
tronco, que irdo formar o tecido; o arcabouco, que atuara como um molde para a
formacao tecidual, fornecendo suporte para adesdo, crescimento, migracao e
diferenciacdo das células; e os fatores indutores, como os fatores de crescimento,
que auxiliardo no processo de restauracdo (CHAN et al., 2008; ZHANG et al., 2009;
O’BRIEN, 2011; COURTENAY et al., 2018).

Uma das estratégias utilizadas na engenharia de tecidos, visando a
restauracdo tecidual, é o cultivo celular utilizando arcaboucos (também conhecidos
como scaffolds, matrizes tridimensionais, etc.). Nesta técnica, inicialmente é
efetuada a coleta de uma amostra do tecido do préprio paciente que, em seguida, é
dissociado em células. Essas células isoladas sédo cultivadas por um determinado
periodo e inoculadas sobre os arcaboucos biol6gicos ou sintéticos que apresentam,
pelo menos em parte, as caracteristicas da matriz extracelular do tecido alvo da
restauracdo. Posteriormente, o arcabouco com as células é implantado no local da
lesdo no organismo do paciente (BARBANTI et al., 2005; OREFICE et al., 2006;
CHAN et al., 2008; FRESHNEY, 2010).

3.1.1 Células-tronco e cultura celular

O corpo humano é composto por quatro tipos principais de tecidos: epitelial,

conjuntivo, muscular e nervoso. Cada tecido é, por sua vez, formado por células e
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matriz extracelular que estdo em constante interacdo (ALBERTS et al., 2010;
FARLEY et al., 2012).

As células sao responsaveis por produzir, complexar e exportar as diferentes
moléculas que irdo formar os complexos macromoleculares da matriz extracelular. E
por sua vez, a matriz modula a estrutura, fisiologia e a biomecénica dos tecidos
(CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2007; ALBERTS et al., 2010).

Cada tipo de tecido € composto por células caracteristicas que sintetizam 0s
diferentes componentes da matriz. De modo geral, os elementos que compdem a
matriz podem ser divididos em trés grupos: fibrilares, correspondendo aos colagenos
fibrilares e as fibras elasticas; néo fibrilares, representados pelos proteoglicanos e
pelo grupo das glicoproteinas estruturais ndo-colagénicas; e as microfibras, que sao
formadas pelo colageno tipo VI e pelas microfibrilas associadas a elastina
(CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2007).

Nos tecidos intactos, as células se desenvolvem em um ambiente
tridimensional, apresentando ligagcbes com a matriz extracelular e com as outras
células. No entanto, para o estudo do desenvolvimento celular, em determinadas
condigbes, muitas vezes é necessario dissocia-las dos tecidos e manté-las sob
condi¢gbes controladas, em um ambiente que propicie a adesdo e a proliferacao.
Este método é denominado cultura celular e permite obter informacdes relevantes
sobre o comportamento das células, sem a necessidade da utilizacdo de animais
nos experimentos (ALBERTS et al,, 2010; MOLINARO et al., 2009).

Para o cultivo celular, primeiramente, € necessério isolar as células dos
tecidos, por migracdo espontanea, utilizando a técnica de cultivo de explante
(fragmentos teciduais) ou por métodos de desagregacdo mecanica ou enzimatica
gue geram uma suspensdo de células ja dissociadas. As recentes células isoladas
irdo aderir aos frascos de cultura, formando a primeira monocamada celular. Essas
células sdo denominadas primarias e possuem o fenoétipo e gendtipo do tecido de
origem (OREFICE et al., 2006; MOLINARO et al., 2009; FRESHNEY, 2010; BASSO
& BRACARENSE, 2013).

Apoés serem realizadas subculturas (passagens), as células ainda possuem a
maioria das caracteristicas do tecido de origem; porém, apresentam maior taxa de
proliferacdo, sendo agora denominadas linhagens celulares continuas (ADAMS,

1990; MOLINARO et al., 2009). As linhagens podem permanecer em cultura por um
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longo tempo e serem armazenadas em nitrogénio liquido, por periodos indefinidos,
mantendo a viabilidade apos serem descongeladas (MOLINARO et al., 2009;
ALBERTS et al., 2010).

Como, em grande parte, as propriedades das células em cultura séo
mantidas, elas sdo de extrema importdncia para a pesquisa, pois € possivel
acompanhar seu desenvolvimento de uma maneira mais acessivel do que nos
tecidos intactos. Dentre as células estudadas atualmente, uma das mais
promissoras do ponto de vista médico sdo as células-tronco (MOLINARO et al.,
2009; ALBERTS et al., 2010).

As células-tronco apresentam um amplo potencial de utilizagdo na
restauracdo de tecidos e na terapia de doencas. Aplicacdes dessas células foram
estudadas e demonstraram resultados positivos em diversas areas, como no
tratamento de lesGes da medula, cartilagem, musculos, 0ssos, retina, tecido dentario
e na terapia de doencas hepaticas, pulmonares, diabetes, cancer, anemia e virais
(MAHLA, 2016).

Células-tronco sdo definidas como células indiferenciadas com um potencial
de auto-renovacao, por divisdo celular e de diferenciagdo em diferentes tipos
celulares. Sob certas condicdes fisiologicas ou experimentais, as células-tronco
podem ser induzidas a se tornarem células com fung¢des especificas (células
diferenciadas). A diferenciacdo destas células pode ser reconhecida por alteracbes
na morfologia e pela deteccdo de proteinas especificas de superficie celular
(SOARES et al., 2007; LA NOCE et al., 2014; VERMA et al., 2014; LOS et al., 2018).

Existem duas categorias de células-tronco, quanto a sua origem: as células-
tronco embriondrias e as células-tronco adultas. As células-tronco embrionarias sédo
derivadas do zigoto ou do interior da massa celular interna do blastocisto, estagio do
embrido com cerca de 5 dias apos sua formacédo. As células provenientes do zigoto
sdo classificadas como totipotentes, pois podem se diferenciar em qualquer
linhagem derivada dos trés folhetos embrionarios (endoderma, mesoderma e
ectoderma) e nos anexos embrionarios (sendo para os mamiferos: alantoide, &mnio,
corio, vesicula vitelina, placenta e corddao umbilical). As células-tronco do blastocisto
sdo denominadas pluripotentes, apresentando a capacidade de se diferenciar em
células dos trés folhetos embrionarios (ROBEY, 2000; SOUZA et al., 2010; VERMA
et al., 2014).
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A maior vantagem do uso de células-tronco embrionarias € a sua capacidade
de proliferacdo e de diferenciagdo em diversos tipos celulares. Porém, a utilizacéo
destas células possui desvantagens, como a questdo ética relacionada ao uso de
embrides (ROBEY, 2000; SOARES et al., 2007).

As células-tronco adultas residem em tecidos diferenciados do organismo e
seu principal papel € manter e reparar o tecido no qual sdo encontradas. A
vantagem na utilizacdo das células-tronco adultas reside no fato de que essas
células podem ser extraidas dos préprios pacientes (autdlogas) e ndo envolvem as
questdes éticas relacionadas ao uso de embrides. Entretanto, essas células séo
multipotentes, apresentando uma menor capacidade de diferenciagdo e de
proliferacdo em comparacdo com as células-tronco embrionérias (SOARES et al.,
2007; RATNER et al., 2012; LA NOCE et al., 2014).

As células-tronco adultas incluem, dentre outras, as células-tronco
hematopoiéticas, neurais e mesenquimais. As células-tronco hematopoiéticas
exibem a capacidade de se diferenciar em todos os tipos de células sanguineas e
sdo encontradas principalmente na medula éssea. As células-tronco neurais déo
origem aos neurdnios e as células da glia. Essas células residem tipicamente na
zona subventricular e no hipocampo. As células-tronco mesenquimais exibem a
capacidade de diferenciacdo em linhagens celulares mesodérmicas como, por
exemplo, condrogénica, osteogénica e adipogénica. As células-tronco mesenquimais
apresentam adesdo ao substrato e sua morfologia assemelha-se a fibroblastos.
Ainda, possuem a capacidade de secretar diversos fatores tréficos que podem afetar
outras células de maneira paracrina. Essas células estdo presentes na medula
0ssea, musculo esquelético, retina, figado, pele, coracdo, intestino e polpa dentaria
(RATNER et al., 2012; VERMA et al., 2014; LEE et al., 2016).

A polpa dentéria € um tecido conjuntivo localizado no interior dos dentes. E
considerada uma interessante fonte de células-tronco mesenquimais devido a
guantidade consideravel de células encontradas. As células-tronco da polpa dentéaria
apresentam elevada capacidade proliferativa e de diferenciacdo em diversos tipos
celulares, apds estimulo por um fator indutor (SOARES et al., 2007; SOUZA et al.,
2010; LA NOCE et al., 2014; VERMA et al., 2014; POTDAR & JETHMALANI, 2015;
BAKOPOULOU & ABOUT, 2016). Estudos indicam que essas células possuem

habilidade de se diferenciar em: osteoblastos, odontoblastos, adipécitos, condrécitos
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e células da linhagem neural (KAWASHIMA, 2012; WANG et al., 2012; JIAO et al.,
2014; SUKARAWAN & OSATHANON, 2017).

As células-tronco podem ser obtidas da polpa de dentes humanos deciduos
esfoliados (SHED) ou de dentes permanentes. A utilizacdo das SHED representa
uma grande alternativa para restauragéo tecidual, pois sédo obtidas a partir de tecido
que € normalmente descartado e facilmente acessivel em pacientes jovens
(CORDEIRO et al., 2008; LA NOCE et al., 2014). As SHED também apresentam
vantagens em relacdo as células-tronco obtidas da polpa de dentes humanos
permanentes, exibindo uma maior taxa de proliferacdo e de diferenciacdo e um
maior potencial para formacao 6ssea e dentinaria (WANG et al., 2012).

As SHED séao dependentes de ancoramento, ou seja, quando se encontram
nos tecidos, estdo aderidas a matriz extracelular (CHAN et al., 2008). Na realizacéo
da cultura destas células, a adesdo a um substrato é de extrema importancia para
sua sobrevivéncia e crescimento (HAYMAN et al., 1985).

Nas culturas das SHED também é imprescindivel a manutencdo de um
ambiente controlado. Fatores como concentracdo de gas carb6nico, temperatura e
quantidade de nutrientes devem ser rigorosamente mantidos. O meio de cultura é o
responsavel por fornecer os nutrientes essenciais para o desenvolvimento celular e
manter os niveis de pH e osmolaridade dentro dos limites aceitdveis para as células
(DAVIS, 2002; GSTRAUNTHALER, 2003; BRUNNER et al., 2010).

Entretanto, a suplementacdo dos meios, com soro de origem animal, é
amplamente realizada, pois provém substancias, como os fatores de adeséo e
crescimento, que auxiliam a adesao, o espalhamento e o metabolismo das células,
além de induzirem um aumento da proliferacdo celular (GSTRAUNTHALER, 2003;
BRUNNER et al., 2010).

3.1.2 Fatores indutores

Varios fatores de inducdo ou moléculas bioativas, como os fatores de
crescimento, s8o necessarios para a morfogénese e restauracao tecidual. Os fatores
de crescimento sdo peptideos com ampla diversidade de fungdes, agindo
principalmente como estimuladores de proliferacdo, diferenciagdo e sintese de
matriz extracelular (MARX, 2004; SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2012).
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As acdes desencadeadas nas células pelos fatores de crescimento séo
decorrentes das ligacbes destes com os receptores de superficie celular, que
induzem a ativacdo de proteinas sinalizadoras, levando ao controle da expressao
génica (MARX, 2004). No entanto, a acdo desses elementos ndo € sempre
homogénea, pois a concentragdo e o tipo de célula alvo podem influenciar na
resposta celular (GRAZIANI et al., 2006; DRENGK et al., 2009).

A superfamilia dos fatores de crescimento transformador beta (transforming
growth factor beta - TGF-) constitui mediadores que estimulam a proliferagédo em
células-tronco mesenquimais, fibroblasticas, osteoblasticas e musculares lisas e
inibem a proliferacdo de macrofagos e linfocitos (MARX et al., 1998; EPPLEY et al.,
2004). O TGF-B ainda regula a producdo de matriz extracelular e o efeito mitogénico
de outros fatores de crescimento (HWANG et al., 1992; EPPLEY et al., 2004).

As proteinas morfogenéticas 6sseas (bone morphogenetic proteins - BMPSs)
séo fatores de crescimento essenciais no processo de reparacdo dentaria e dssea.
As BMPs fazem parte da superfamilia dos TGF-f (SOARES et al.,, 2007). Em
especial, as BMP-2 apresentam importante papel na formacado e reparacéo 0ssea e
na diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em osteoblastos, aumentando a
atividade da fosfatase alcalina e da osteocalcina (SANTOS et al., 2005; CIRANO et
al., 2007; FONTANA, 2009).

O fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (insulin-like growth factor
1 - IGF-1) tem grande importancia na regulagdo da manutencdo dos 0ssos,
participando do processo de restauracdo 0ssea. Também atua na sinalizacao para
migracdo, proliferacdo e sintese de matriz em células-tronco mesenquimais e
epiteliais. E ainda um importante modulador da apoptose celular (EPPLEY et al.,
2004; MAIA & SOUZA, 20009).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (platelet-derived growth factor —
PDGF) age em diversos tipos celulares, promovendo a proliferacdo e sintese de
matriz. Em combinagcdo com o IGF contribui para a restauracdo 6ssea (EPPLEY et
al., 2004; DUSSE et al., 2008).

O fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor — EGF) apresenta
a capacidade de induzir a proliferacdo em certos tipos celulares, como as células-

tronco mesenquimais, endoteliais, fibroblasticas e queratindcitas. Estimula a
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quimiotaxia endotelial e angiogénese; e também regula a producdo de matriz
extracelular (EPPLEY et al., 2004; MAIA & SOUZA, 2009).

A familia dos fatores de crescimento de fibroblasto (fibroblast growth factors —
FGF) é formada por polipeptidios envolvidos na sintese de matriz, proliferacéo,
diferenciagdo e sobrevivéncia de diversos tipos celulares, como os osteoblastos e
condroécitos. O FGF também influéncia a angiogénese (GAISSMAIER et al., 2008;
WANG, 1996).

O fator de crescimento endotelial vascular (vascular endothelial growth fator -
VEGF) é conhecido por estimular a proliferacdo das células endoteliais, aumentando
a angiogénese e permeabilidade vascular (MAIA & SOUZA, 2009).

Além dos fatores de crescimento, existem outras moléculas que influenciam
na restauracao tecidual. A familia das pequenas glicoproteinas N-ligada ligantes da
integrina (small integrin binding N-linked glycoproteins - SIBLING) séo fatores
altamente expressos em tecidos mineralizados como o tecido ésseo e dentario.
Essas proteinas sdo responsaveis por iniciar e modular os processos de
diferenciacdo e mineralizacdo celular via interacdo matriz-célula. Desempenham
também multiplas e distintas fungdes no desenvolvimento, remodelacdo e reparo
0sseo (MALAVAL et al., 2008; BOUET et al., 2015; LI et al., 2017).

Entre os membros da SIBLING estdo a sialofosfoproteina dentinéria (dentin
sialophosphoprotein - DSPP), proteina da matriz dentinaria 1 (dentin matrix protein 1
- DMP1), sialoproteina 6ssea (bone sialoprotein - BSP), osteopontina (osteopontin -
OPN) e fosfoglicoproteina extracelular da matriz (matrix extracellular
phosphoglycoprotein - MEPE) (MALAVAL et al., 2008; BOUET et al., 2015; LI et al.,
2017).

Os fatores de inducéo, in vivo, desenvolvem suas atividades em sinergia uns
com o0s outros, podendo tanto agir para amplificar um estimulo como de modo
antagonista. Sendo assim, € necessario, ndo apenas um fator para a correta
formacao ou reparacao tecidual, mas sim de uma combinacéo destes (FORTIER et
al., 2011).
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3.1.3 Arcabouco

O arcabouco possui um papel fundamental na aplicagcdo das técnicas de
engenharia de tecidos, sendo o responsavel por fornecer o suporte estrutural para
as células enquanto essas produzem sua propria matriz extracelular, necessaria
para a formacdo dos novos tecidos. O arcabougco também é responsavel por
controlar e dirigir o comportamento e as interacfes celulares através de sinais
quimicos e de sua morfologia (ZHANG et al., 2009; CUNHA et al., 2011; O'BRIEN,
2011).

Para a escolha do arcabouco a ser utilizado na engenharia de tecidos,
algumas caracteristicas gerais devem ser consideradas. Primeiramente, o arcabouco
deve apresentar uma estrutura tridimensional biocompativel, que permita a adeséo e
crescimento celular e, quando implantado no organismo, ndo deve suscitar uma
resposta inflamatoéria que possa levar a sua rejeigdao (O’'BRIEN, 2011).

A adesdo é a primeira fase da interacdo células-arcabouco e € vital para as
células que dependem de ancoramento. Apos a adesdo ao arcabouco, as células
podem se espalhar, migrar, proliferar, diferenciar e sintetizar matriz extracelular
(O’BRIEN, 2011). As caracteristicas da superficie dos arcaboug¢os como topografia,
quimica e energia superficial desempenham um papel essencial na adesao
(ANSELME, 2000).

No inicio da adesdo celular, ocorre a fase de fixacdo, por meio das ligacdes
fisico-quimicas entre as células e o arcabouco, envolvendo as for¢as ibnicas e de
van der Walls. Em seguida, inicia-se a interacado entre as proteinas presentes no
arcabouco, na membrana celular e no citoesqueleto. Nesta etapa, é necessaria a
presenca de determinadas proteinas na superficie do arcabouco, como a
fibronectina, a vitronectina e o fibrinogénio. Essas proteinas irdo se ligar as proteinas
da membrana celular, tais como as integrinas, que também sao responsaveis pela
ligagcdo com as proteinas do citoesqueleto. Essa interagdo induzird a transducao de
sinais que desencadeara a regulacdo da expressdo génica, promovendo diversos
eventos nas células, como o espalhamento e a proliferagdo (ANSELME, 2000).

O arcabouco deve mimetizar, pelo menos em parte, a matriz extracelular do
tecido ao qual se pretende a restauragcdo. A reproducdo das propriedades

mecanicas, como resisténcia a compressao e tracdo, do sitio anatdmico no qual o
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arcabouco sera inserido, € importante para 0 sucesso da restauracdo. Quando as
forcas do local do implante sdo exercidas sobre os arcaboucos, as células podem
perceber a rigidez do material (mecanossensibilidade), o que pode afetar seu
comportamento, gerando modificacbes em sua adesdo e morfologia. A
mecanossensibilidade também pode influenciar a diferenciagcdo das células-tronco
(BARBANTI et al., 2005; CHAN et al., 2008; ZHANG et al., 2009).

Os substitutos biolégicos implantados no organismo, para recuperar funcées
de tecidos e oOrgdos danificados, podem ser classificados em dois grupos, em
relacdo ao tempo de permanéncia no organismo. Os implantes permanentes, como
valvulas cardiacas, lentes intraoculares e proteses articulares, visam a substituicdo
dos tecidos danificados por tempo indeterminado. Esses dispositivos conservam
suas caracteristicas por longos periodos (BARBANTI et al.,, 2005; SANTOS JR &
WADA, 2007).

Os implantes temporarios, como os arcaboucos, tém por objetivo permitir que
as células produzam suas proprias matrizes e os substituam ao longo do tempo,
auxiliando, desta forma, na recomposicao tecidual. Para isto, os arcaboucos devem
exibir uma taxa de degradacdo compativel com a restauracédo do tecido (BARBANTI
et al., 2005; SANTOS JR & WADA, 2007; CHAN et al., 2008; O’'BRIEN, 2011).

A estrutura do arcabouc¢o € uma caracteristica imprescindivel de ser avaliada.
Em geral, é desejavel que o arcabouco apresente poros interconectados que
possibilitem a penetracdo das células por todo o construto. Além disso, a estrutura
interconectada deve permitir o transporte eficiente de nutrientes e oxigénio para
todas as células presentes no arcabouco, bem como a eliminacdo de metabdlitos.
No entanto, apesar de ser favoravel a presenca de poros, o arcabouco ainda deve
apresentar uma superficie com area suficiente para permitir a adesao das células,
com a formacéo dos pontos de adesdes focais (CHAN et al., 2008; CUNHA et al.,
2011; O’'BRIEN, 2011). Além disso, o arcabougo deve exibir um custo e técnicas de
producdo clinicamente e comercialmente viaveis (O'BRIEN, 2011). O arcabouco
também pode servir como um veiculo de entrega ou reservatério de diversos fatores
indutores, como os fatores de crescimento, que participam da restauracao tecidual
(CHAN et al., 2008).

Segundo a origem dos materiais que formam os arcaboucgos, eles podem ser

divididos em trés classes: naturais, sintéticos ou semissintéticos. Os materiais
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naturais sédo obtidos de fontes naturais e apresentam propriedades que se
assemelham as dos tecidos do organismo. Também, podem possuir sinais em sua
superficie que propiciem a adeséo celular. No entanto, devido a sua origem, 0s
materiais naturais podem exibir uma maior variacio em sSeus componentes e
quantidades, e sdo menos favoraveis a modificacdes de suas caracteristicas durante
0s processos de producdo. Exemplos de materiais naturais amplamente utilizados
na engenharia de tecidos sdo o coldgeno, a gelatina e a quitosana (CUNHA et al.,
2011).

Os materiais naturais ainda podem ser classificados de acordo com a origem
da fonte natural. Os materiais autdlogos sdo oriundos do proprio paciente. Os
alégenos sdo provenientes da mesma espécie do receptor, € 0S materiais
xendgenos sdo de origem de uma espécie diferente daquela do paciente que
recebera o implante (O’'BRIEN, 2011).

Os materiais sintéticos sao produzidos de modo artificial pela sintese de
componentes selecionados. Com isso, estes materiais podem ser projetados para
possuir caracteristicas especificas e serem confeccionados em grande escala, com
pouca variacdo entre os lotes. Os materiais sintéticos podem apresentar um menor
custo de fabricacdo e s&o mais facilmente modificados em comparagcdo com oS
naturais. Porém, apesar de suas vantagens, esses materiais podem possuir poucos
sinais de reconhecimento para as células, resultando em baixa adesao celular em
sua superficie. Os polimeros a-hidroxi acidos e os hidrogéis sdo exemplos de
materiais sintéticos utilizados como arcaboucos (CUNHA et al., 2011).

Os materiais semissintéticos sdo uma combinacdo dos materiais sintéticos
com os de origem natural, podendo possuir as caracteristicas favoraveis de ambos
os tipos. De forma similar aos materiais sintéticos, esses hibridos possuem uma
ampla e selecionada variedade de caracteristicas mecéanicas, producdo em larga
escala, com alta reprodutibilidade e boa capacidade de processamento. Além disso,
podem apresentar os sinais favoraveis para as interagdes com as células, como os
materiais naturais. Um exemplo de desenvolvimento de material semissintético é o
acoplamento de laminina em nanofibras de poli (L-acido lactico) (PLLA) (CUNHA et
al., 2011).
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Sendo assim, ao idealizar um arcabouco para a engenharia de tecidos, €
importante considerar suas caracteristicas, pois estas irdo influenciar diretamente o

desenvolvimento das células.

3.2 Dentina

3.2.1 Denticdo humana

A denticdo humana é composta por dois conjuntos de dentes: os deciduos e
os permanentes. Os dentes deciduos (popularmente chamados de dentes de leite)
comecam a aparecer por volta do 6° més apds o nascimento, chegando a um total
de 20 dentes. Esta primeira denticdo geralmente é perdida e substituida na faixa
etaria de 6 a 12 anos. Os dentes permanentes, que normalmente erupcionam aos 6
anos de idade, podem permanecer durante toda a vida dos individuos. A denticdo
permanente completa é composta por 32 dentes, sendo eles: oito incisivos, quatro
caninos, oito pré-molares e doze molares (OKESON, 2013; TORTORA &
DERRICKSON, 2017).

Os dentes estdo localizados nos alvéolos (cavidades) dentais dos ossos da
mandibula (arcada inferior) e maxila (arcada superior). Cada dente pode ser dividido,
anatomicamente, em duas regifes principais: a coroa, parte visivel acima do tecido
gengival; e a raiz, porcao que fica inserida no 0sso alveolar e ligada a este por meio
dos ligamentos periodontais (Figura 1). Na porgéo interna, os dentes sao formados
predominantemente por um tecido conjuntivo mineralizado denominado dentina. A
dentina da coroa é recoberta pelo esmalte, tecido altamente mineralizado, e, na
regido da raiz, pelo cemento (OKESON, 2013; TORTORA & DERRICKSON, 2017).
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Figura 1 - Figura esquematica de um corte sagital de um dente molar humano.
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Fonte: Prépria.

Na parte central dos dentes esta localizada a camara pulpar e os canais
radiculares, espacos que contém a polpa dentaria (Figura 1). A polpa € um tecido
conjuntivo ndo mineralizado, que apresenta nervos e vasos sanguineos e linfaticos.
A camara pulpar na regido da coroa tem continuidade na raiz (canais radiculares),
terminando em uma abertura no apice do dente, o forame apical da raiz, que permite
a passagem dos vasos e nervos (OKESON, 2013; TORTORA & DERRICKSON,
2017).

A polpa apresenta diferentes tipos celulares, sendo os fibroblastos o maior
grupo em quantidade de células. Na regido periférica da polpa sdo encontrados os
odontoblastos, responsaveis pela sintese da dentina. Na polpa, como mencionado
anteriormente (tépico 2.1.1), ainda sdo encontradas células-tronco mesenguimais
(as SHED). Essas células podem se diferenciar nos fibroblastos e odontoblastos,
para repor tais populacfes apdés uma lesdo. Na matriz extracelular da polpa o
principal componente fibroso € o colageno tipo I, mas também esta presente o
colageno tipo lll. A matriz ainda apresenta fibronectina e um alto conteddo de
proteoglicanos (LINDE, 1985; BATH-BALOGH & FEHRENBACH, 2012).

Com o aumento da idade dos individuos, os dentes sofrem alteracbes em sua
estrutura. A camara pulpar diminui de tamanho por causa da deposi¢cao de dentina.
Na polpa ocorre um decréscimo no nimero de células, em particular das SHED, e
um aumento da quantidade de fibras colagenas (BATH-BALOGH & FEHRENBACH,
2012).
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3.2.2 Formacéo da dentina

A formacéo dos dentes (odontogénese) € um processo complexo e altamente
coordenado, que envolve eventos celulares e moleculares, iniciando-se no final da
quinta semana de vida intrauterina. O desenvolvimento correto dos dentes depende
de interacbes entre o epitélio oral (derivado do ectoderma) e o ectomesénquima
(derivado de células da crista neural), podendo ser dividido em cinco fases: botéo,
capuz, campanula, coroa e raiz (KOUSKOURA et al., 2011; MAFRA et al., 2012).

Durante a fase do botdo, as células do epitélio proliferam e invaginam em
direcdo ao ectomesénquima, criando projecbes em forma de botdes.
Simultaneamente, as células ectomesenquimais se condensam ao redor do botédo
(KOUSKOURA et al., 2011; MAFRA et al., 2012).

Na fase capuz, a proliferagdo celular tem continuagéo, resultando na
formacdo de uma estrutura em forma de capuz. Nesta etapa € possivel a
observacdo dos germes dentérios, constituidos por uma porcdo do epitélio que
sofreu invaginacdo (denominada 6rgdo do esmalte) e uma porcdo do
ectomesénquima (chamada papila dentéria). O 6rgdo do esmalte dar4 origem ao
esmalte, e as células da papila dentaria formardo a dentina e polpa. Envolvendo o
germe dentario, € formada uma nova camada de ceélulas ectomesenquimais, o
foliculo dentario, que posteriormente ird originar os componentes do periodonto,
como a gengiva, 0s ligamentos periodontais, o0 cemento e 0 0sso alveolar.
Finalizando esta fase, ocorre a separacao entre o epitélio oral e o germe dentario,
gue passa ser completamente envolvido pelo foliculo dentario (MAFRA et al., 2012).

Ao longo da fase campanula ocorre a determinacdo do formato dos dentes.
Nesta etapa, as células do 6rgdo do esmalte diferenciam-se em pré-ameloblastos,
induzindo a diferenciacdo das células da papila dentaria em odontoblastos. Os
odontoblastos, por sua vez, iniciam a deposi¢cao da pré-dentina, composta por fibras
coldgenas ndo mineralizadas, que provocam a diferenciacdo dos pré-ameloblastos
em ameloblastos, células responsaveis pela formacdo do esmalte. Na etapa da
coroa, 0s processos de dentinogénese (secrecdo de matriz da dentina) e
amelogénese (secrecdo de matriz do esmalte) transcorrem na porgcdo da coroa do
dente em formacao (MAFRA et al., 2012).
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Na dentinogénese, os odontoblastos secretam a matriz organica que, em
seguida, é mineralizada, formando um tecido tubular, com os denominados tubulos
dentinarios (MAFRA et al., 2012). A mineralizag&o ocorre em duas etapas: priméria e
secundaria. Na fase inicial, os cristais de hidroxiapatita (fosfato de céalcio) formam-se
como glébulos (calcosferitos) nas fibras colagenas em determinadas areas da
dentina. Ainda nesta fase os globulos sofrem expanséo e fusdo (BATH-BALOGH &
FEHRENBACH, 2012).

Na mineralizacdo secundaria, novas areas de formacéo de glébulos ocorrem
na dentina. Essas novas areas de formacdo de cristais estdo arranjadas em
camadas. Os globulos continuam a se expandir e sofrem fusdo de forma incompleta.
Em algumas regibes da dentina ocorre a fusdo completa dos cristais, sendo
denominada dentina globular. Nas areas de mineralizacdo primaria e sem fusdo
completa dos globulos, a dentina é classificada como dentina interglobular (BATH-
BALOGH & FEHRENBACH, 2012).

Os odontoblastos ndo ficam aprisionados na matriz que secretam; apos a
mineralizacdo, eles ficam localizados na periferia da polpa e apenas as longas
expansfes dos seus citoplasmas permanecem no interior dos tubulos da dentina
adjacente a polpa. A secre¢do da dentina, pelos odontoblastos, perdura durante a
vida toda do dente (BATH-BALOGH & FEHRENBACH, 2012).

Com o término da deposicdo do esmalte e da dentina na coroa, inicia-se a
fase de formacédo da raiz, com a proliferacdo e diferenciacao das células, sintese da
dentina radicular e cemento. Desta forma é determinando o formato do dente e
ocorre o crescimento da raiz. A formacdo da raiz € essencial para o processo de
erupcao dentaria (MAFRA et al., 2012).

3.2.3 Composicdao e classificacdo da dentina

A dentina € um tecido conjuntivo avascular, apresentando os tdbulos
dentinarios que se estendem das juncfes esmalte-dentina na coroa e cemento-
dentina na raiz até o encontro com a polpa. O didmetro dos tubulos € maior nas
proximidades da polpa e diminui em direcdo ao esmalte/cemento. O interior dos
tubulos é preenchido pelo fluido dentinario (liquido tissular) (BATH-BALOGH &
FEHRENBACH, 2012).
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Nos tdbulos dentindrios, mais proximos da polpa, estdo presentes as
expansodes do citoplasma dos odontoblastos, que se encontram na polpa. Em alguns
tubulos, ainda podem ser encontrados um axénio aferente. O corpo deste neurdnio,
igualmente aos odontoblastos, estd localizado na polpa (BATH-BALOGH &
FEHRENBACH, 2012).

A dentina é constituida por matéria organica, matéria inorganica ou
mineralizada, e agua. A matéria organica abrange 20% do peso e 30% do volume, a
matéria inorganica compreende 70% do peso e 45% do volume e o restante é
composto por agua. No entanto, a distribuicio dos componentes da matriz ndo é a
mesma por toda a regido da dentina (TJADERHANE et al., 2011; BATH-BALOGH &
FEHRENBACH, 2012; TABATABAEI et al., 2016a).

A matriz organica da dentina é composta predominantemente por colageno,
sendo o tipo | 0 mais abundante. Proteinas ndo colagenas também estdo presentes
como, por exemplo, TGF, BMPs, IGF, PDGF, EGF, FGF, VEGF, DSP, DMP-1, BSP,
OPN, sialoproteina dentinaria (dentin sialoprotein - DSP), osteocalcina e proteina
Gla. Na porcdo organica ainda sdo encontrados proteoglicanos, glicoproteinas e
lipidios (ROBERTS-CLARK & SMITH, 2000; TRAN et al., 2015; TABATABAEI et al.,
2016a).

A matéria inorganica é formada, em sua maior parte, por fosfato de célcio na
forma de cristais de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2). A hidroxiapatita pura ndo e
encontrada nos sistemas biologicos, na dentina os cristais de hidroxiapatita contém
carbonato e outros ions, como citrato, soédio, magnésio, flior e cloreto, sendo,
portanto, uma apatita deficiente em calcio, denominada apatita carbonatada (ARANA
& BRADASCHIA, 2012; BATH-BALOGH & FEHRENBACH, 2012).

A dentina apresenta diferentes classificagcdes de acordo com: a regido frente
aos tubulos dentinarios, sua origem e sua localizacdo. A dentina que constitui a
parede dos tubulos € denominada dentina peritubular e a localizada entre eles é a
dentina intertubular. A dentina peritubular exibe niveis de mineralizacdo maior do
gue a dentina intertubular (BATH-BALOGH & FEHRENBACH, 2012).

Em relacdo ao momento no qual é formada, a dentina pode ser classificada
como: primaria, secundaria e terciaria. A dentina primaria € aquela sintetizada antes
que se complete a formacdo do forame apical da raiz, enquanto a dentina

secundéria € depositada apds a formagédo do forame e continua durante toda a vida
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do dente. A dentina priméria é formada mais rapidamente e € mais mineralizada que
a secundaria. A dentina terciaria ou reacional é o tecido dentinario formado
rapidamente apos uma lesdo, como as causadas por caries ou procedimentos
odontolégicos (BATH-BALOGH & FEHRENBACH, 2012).

A dentina ainda pode ser classificada de acordo sua posi¢ao entre a polpa e a
camada de esmalte e cemento. Na regido que circunda a polpa, a dentina é
designada dentina circumpulpar, apresentando uma mineralizagdo menor do que a
dentina mais externa, nomeada dentina do manto. A dentina circumpulpar é
produzida e mineralizada apds a dentina do manto e ocupa uma porcentagem maior
do tecido (BATH-BALOGH & FEHRENBACH, 2012).

3.2.4 Aplicagdo da dentina na engenharia de tecidos

Materiais de origem natural despertam grande interesse na engenharia de
tecidos, pois frequentemente exibem boa biocompatibilidade, baixa capacidade de
gerar uma resposta imunolégica e composicdo e propriedades mecanicas
semelhantes a dos tecidos do organismo (TABATABAEI et al., 2016a).

A dentina é um material com grande potencial para ser utlizada na
restauracdo de tecidos. Obtida a partir de dentes extraidos ou esfoliados e que
normalmente sdo descartados, a dentina pode ser utilizada como um arcabouco
e/ou fonte de fatores indutores (TABATABAEI et al., 2016a).

Para sua utilizagdo na engenharia de tecidos, a dentina costuma passar por
alguns tratamentos para melhoria de suas propriedades. No trabalho de revisédo de
Tabatabaei et al. (2016a), os autores dividem as metodologias de preparo da
dentina, encontradas na literatura, em trés categorias. No método de extracdo das
proteinas ndo colagenosas, sao utilizados acidos, hidréxido de calcio e diferentes
tipos de agregados de trioxido mineral. Na eliminagédo da matriz organica, a dentina
€ submetida a fervura. Entretanto, na maioria dos estudos, a preservacdo das
proteinas da matriz é de grande interesse para haver interacdo com as células e
manutencao das propriedades mecanicas. No método de desmineralizacéo, ocorre a
remocao dos minerais da dentina. Esta é a técnica mais utilizada para o preparo da
dentina, sendo utilizados como principais agentes desmineralizantes o acido

etilenodiamino tetra-acético (ethylenediamine tetraacetic acid — EDTA), o acido
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fosforico, o acido cloridrico e o acido citrico. As dentinas sem modificagbes também
sao utilizadas, geralmente, como grupo controle (TABATABAEI et al. 2016a).

A desmineralizacdo da dentina permite a maior exposicdo dos tubulos
dentinarios, o afrouxamento das fibras de colageno e a modificacdo da
permeabilidade, o que favorece a liberacédo dos fatores indutores (GUO et al., 2009;
LI et al., 2011; YANG et al.,, 2012). A dentina desmineralizada € um material
biorreabsorvivel que apresenta uma reducédo da antigenicidade, comparada com a
dentina sem tratamento. A matriz de colageno, presente neste biomaterial, fornece
uma estrutura com grande potencial para adesao, proliferacdo e migragédo celular
(TRAN et al., 2015; TABATABAEI et al., 2016a).

A dentina desmineralizada vem sendo estudada para sua utilizacdo na
engenharia de tecidos. E particularmente importante que o arcabouco apresente
propriedades semelhantes as do tecido a ser reparado (TABATABAEI et al., 2016a;
UM, et al., 2017; UM, 2018; SARI et al., 2019). Nos ultimos anos, pesquisas estao
avaliando a utilizacdo da dentina, como arcabouco, para a propria restauracéo
dentéria, contribuindo na estimulagédo da dentinogénese (GUO et al., 2009; TRAN et
al., 2015; BAKOPOULOU et al., 2016; SUKARAWAN & OSATHANON, 2017).

Devido as similaridades de composicdo quimica com 0s 0ssos, ambos
apresentando, 18% de colageno, 2% de proteinas, 70% de por¢do inorganica
(hidroxiapatita) e 10% de fluidos, estudos estdo considerando a dentina uma
alternativa como enxerto para defeitos 6sseos (GOMES et al, 2006;
MOHARAMZADEH et al.,, 2008; YAGILHASHI et al., 2009; KIM & CHOI, 2011;
TABATABAEI et al., 2016a; MINETT et al., 2019). Para ser utilizado como enxerto
0sseo, 0 material deve ser osteoindutor, ou seja, precisa induzir a diferenciacédo das
células-tronco mesenquimais em osteoblastos, para formacdo de um tecido 6sseo
e/ou ser osteocondutor, possibilitando o crescimento de células osteogénicas em
sua superficie. A dentina desmineralizada, por ser composta de hidroxiapatita,
colageno tipo | e vérios fatores de crescimento, possui propriedades osteoindutoras
e osteocondutoras (SOARES et al., 2007; UM et al., 2018; SARI et al., 2019).

Gomes et al. (2006) verificaram o processo de reparacdo 6ssea em alvéolos
dentarios, ap0s exodontia dos terceiros molares em humanos, com a implantacéo de
matriz dentinaria desmineralizada autéloga. Os autores concluiram que a dentina foi

biocompativel com o tecido 6sseo, sendo reabsorvida durante o processo de
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remodelacdo 6ssea. Foi também observado que o processo de reparacdo 0ssea foi
discretamente mais rapido do que nos grupos sem implantacéo da dentina.

No estudo de Moharamzadeh et al. (2008), os autores analisaram a dentina
alogénica como um material bioativo para o reparo de defeitos no fémur de ratos.
Como resultados, os autores constataram que dentina estimulou a formacao 6ssea e
foi completamente reabsorvida no processo de remodelacéo in vivo.

O trabalho de Yagilhashi et al. (2009) avaliou a utilizagdo da matriz de dentina
desmineralizada para inducdo da restauracao osteocondral. No estudo, a dentina foi
implantada em defeitos criados na articulagcdo dos joelhos de coelhos. Foi verificado
que a dentina contribuiu na diminuicdo do tempo de formacdo 6Ossea, quando
comparada com defeitos sem tratamento. Na pesquisa, ainda foi observado que o
reparo da cartilagem na regido da lesdo foi superior com a presenca da dentina
implantada.

Kim e Choi (2011) realizaram o transplante de um terceiro molar para a area
do primeiro molar, utilizando uma combinacdo de matriz dentina e 6ssea em p6 no
preenchimento do espaco entre o alvéolo e a raiz do dente implantado. Os autores
concluiram que o material autélogo foi considerado apropriado na inducdo e
reparacao 0ssea no procedimento de autotransplante de dentes.

No estudo piloto de Xiao et al. (2019), os autores compararam a utilizacdo da
dentina e do osso (tratamento tradicional), para utilizacdo como enxertos em defeitos
0sseos alveolares, visando a restauracdo do volume e da qualidade Ossea, em
regides em que os dentes foram perdidos, para a realizacdo posterior de um
implante. As dentinas autdlogas foram obtidas de molares comprometidos dos
pacientes. Os resultados demonstraram que nao houve diferenca estatisticamente
significante entre os dois grupos em relacdo ao ganho 6sseo. Portanto, a dentina
restaurou o volume désseo com sucesso e ndo apresenta as desvantagens da
utilizacdo dos enxertos 0sseos autdlogos, como a morbidade no local doador do
enxerto.

Portanto, nos testes realizados, a dentina demonstrou que pode ser utilizada
como material de enxerto 6sseo, substituindo o0 0Sso ou acrescentada a este como
material de enxerto. Em especial, vale ressaltar que a composicao da dentina é

muito semelhante a do osso alveolar, ambos sdo derivados de células da crista
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neural e sdo compostos do mesmo colageno tipo | (SHIDFAR et al., 2018; MINETT
et al, 2019).

Contudo, apesar dos estudos presentes na literatura, ainda € necessaria a
andlise de algumas questfes para o uso da dentina como arcabouco. E preciso
caracterizar como os tratamentos de desmineralizagcdo afetam as propriedades da
dentina e sua biocompatibilidade. Além disso, embora as pesquisas tém utilizado a
dentina para restauracdo de defeitos 0sseos, é preciso avaliar criteriosamente o
desenvolvimento, in vitro, das células sobre este material.

Portanto, encontrar uma preparacdo da dentina eficiente, um protocolo
acessivel e realizar sua caracterizacdo sao fundamentais para sua utilizacdo segura

como um arcabouc¢o na engenharia de tecidos.


https://www.sinonimos.com.br/alem-de-que/
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4 METODOLOGIA

4.1 Delineamento experimental

Foi conduzido um estudo in vitro randomizado dividido em trés fases
experimentais (Figura 2) distintas buscando-se, na primeira, determinar o protocolo
de obtencéo e caracterizacdo das SHED; na segunda, o protocolo de preparagao de
arcabouco de dentina e, na terceira, verificar a interacdo das SHED com os
arcaboucos. Na primeira fase experimental, as SHED foram obtidas de polpas de
dentes humanos recém-extraidos pelo cultivo de explante, com e sem a utilizacdo da
enzima tripsina. Em seguida, as células foram caracterizadas por meio de analises
morfologicas, de diferenciacdo e por citometria de fluxo. As SHED também foram
avaliadas quanto a presenca de contaminacdo e estabilidade cromossémica. Na
segunda fase experimental, arcaboucos de dentina foram obtidos de dentes molares
humanos permanentes higidos. As amostras de dentina foram aleatoriamente
distribuidas em quatro grupos para a realizacdo dos tratamentos desmineralizantes:
controle (sem tratamento), tratamento 1 (EDTA), tratamento 2 (EDTA e acido citrico)
e tratamento 3 (HCI). Em seguida, os arcaboucos foram esterilizados por radiacao
gama. Para caracterizacdo das dentinas, foram realizadas avaliacdes da perda de
massa, estrutura, composi¢cao quimica, resisténcia mecanica e citotoxicidade. Na
terceira fase experimental, as SHED foram inoculadas sobre as amostras dos
diferentes grupos experimentais de dentina, para verificagdo da interacdo células-
arcabouco, por meio de microscopia eletrdnica de varredura (MEV). As anélises
estatisticas foram realizadas individualmente para cada variavel resposta,
considerando os blocos de dentina como unidades experimentais e os tratamentos
da dentina como fator de variacdo, ao nivel de significancia de 5%. Foi empregado o
teste estatistico mais apropriado, de acordo com a homogeneidade e normalidade

de variancias que os dados apresentaram.
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Figura 2 - Esquema das etapas da tese.
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4.2 Obtencao e andlises das polpas dentarias

O projeto foi submetido ao sistema Plataforma Brasil, para a liberacao de sua
realizacdo pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do ABC, com
certificado de apresentacdo para apreciacdo ética sob numero (CAAE)
80572417.0.0000.5594.

Para obtencao das SHED, foram utilizados dentes deciduos humanos higidos
recém-extraidos na clinica de Odontologia infantil da Universidade Metodista de Séo
Paulo. Os dentes foram extraidos de paciente com idade entre 8 a 13 anos, por
razdes que nao as desta pesquisa e doados pelos pacientes e responsaveis.

Os dentes recém-obtidos foram armazenados individualmente em tubos
conicos para centrifugacdo contendo solugcdo balanceada de Hanks (Vitrocell) e
transportados até a Universidade Federal do ABC. Posteriormente, os dentes foram
lavados com solucdo de Hanks e, em seguida, foi realizada a remoc¢ao dos tecidos

periodontais, sob condi¢bes estéreis. O processamento dos dentes, para obtengéo
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das polpas, ocorreu dentro de 12 horas ap0s a realizacao das coletas (TRAN et al.,
2015) .

Nos dentes com raizes reabsorvidas, o tecido pulpar foi retirado da camara
pulpar com o auxilio de pincas e cureta (Golgran). Nos dentes com raizes,
primeiramente foram realizados cortes em torno da juncdo cemento-esmalte (raiz-
coroa) para exposicao da camara pulpar, utilizando um micromotor em baixa rotacao
(Beltec, LB-100) com discos de corte esterilizados por radiacdo gama, com uma
dose de 25 kGy, no irradiador multipropésito de cobalto-60 do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares da Comissdo Nacional de Energia Nuclear, sediado em
Sao Paulo (IPEN-CNEN/SP). Ap6s o corte, a retirada da polpa foi efetuada com
cureta e pincas.

As polpas obtidas foram processadas de duas maneiras diferentes para
andlise da obtencdo das SHED: sem tratamento ou tratadas com tripsina. As
amostras de polpa sem tratamento, ap0s serem retiradas da camara pulpar, foram
colocadas diretamente em placa de cultura de seis pocgos, contendo alfa meio
essencial minimo (a-MEM, Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino
(SFB, Cultilab) e 100 pg/mL de penicilina/estreptomicina (LGC). As demais amostras
de polpa foram, primeiramente, imersas em solu¢do contendo 0,25% tripsina/0,02%
EDTA (Cultilab) por 10 a 20 minutos e, em seguida, foram transferidas para pogos
da placa de cultura, contendo meio.

As polpas foram mantidas em estufa (Sanyo Scientific, COM-17AC) a 37 °C
com 5% de CO,, em atmosfera de ar umidificado. Foram realizadas observacdes
das polpas por microscopia de luz com contraste de fase, ao microscoépio invertido
(Zeiss, Axiovert Al), para verificacdo da liberacdo das células na placa (SPATH et
al., 2010).

O meio de cultura foi trocado a cada 3-4 dias, até as células atingirem 80% de
confluéncia. Neste periodo, as células foram tripsinizadas por meio de uma solucao
contendo 0,25% tripsina/0,02% EDTA e transferidas para frascos de culturas. As
polpas foram transferidas para novos poc¢os da placa, para continuagéo da liberacéo
de células, sendo mantidas por 35 dias.

Posteriormente, os tecidos pulpares foram preparados e analisados por MEV.
Para a observacdo ao microscopio eletrénico de varredura (FElI Quanta 250), as

polpas foram fixadas em 2,5% de glutaraldeido (Sigma-Aldrich), desidratadas em
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série alcodlica (Dinamica), submetidas a secagem em ponto critico (Leica, EM
CPD300) e metalizadas com uma camada de ouro de 20 nm por sputtering (Leica,
ACE200).

4.3 Caracterizacdo das células-tronco

4.3.1 Adeséao e morfologia celular

As SHED foram avaliadas para confirmag¢do da natureza de células-tronco.
Primeiramente, as células cultivadas foram observadas por microscopia de luz com
contraste de fase, ao microscopio invertido, para verificagdo de sua adesédo e
morfologia (DOMINICI et al., 2006).

As células também foram examinadas por microscopia de fluorescéncia e
MEV. Nas andlises, as células foram inoculadas em laminulas de vidro e mantidas
em cultura por 2 horas e 3 dias. Para observacdo ao microscopio de fluorescéncia
(Nikon Eclipse 80i), as células foram fixadas com glutaraldeido 2,5% (Sigma-Aldrich)
durante 15 minutos, e coradas com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). Para analise
ao microscopio eletrbnico de varredura, as células foram preparadas de maneira

semelhante ao preparo das polpas (topico 4.2).

4.3.2 Analise de antigenos de superficie por citometria de fluxo

Aliquotas das SHED foram avaliadas por citometria de fluxo (BD,
FACSCalibur), em colaboragdo com a empresa Criogénesis, para analise da
expressao de antigenos especificos de superficie.

Primeiramente, as células aderidas foram tripsinizadas com uma solucédo de
0,25% tripsina/0,02% EDTA. Em seguida, as células foram centrifugadas a 1600 rpm
durante 5 minutos. Apés este periodo, o sobrenadante foi retirado e 1,0x10° células
foram ressuspendidas com 100 pL de tampéo fosfato-salino (Hyclone, GE
Healthcare Life Sciences).

Seguidamente, os marcadores de células hematopoiéticas CD34-PE e CD45-
FITC e os marcadores de células-tronco mesenquimais CD73-PerCP, CD90-PerCP

e CD105-PerCP (BD Biosciences) foram adicionados as células, por 30 minutos. Os
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perfis de expressédo foram examinados usando o programa BD CellQuest Pro e
50.000 eventos foram coletados para analise (DE VITA et al., 2013).

4.3.3 Diferenciacao celular

Para confirmacdo da plasticidade das células obtidas da polpa foi realizado o
teste de diferenciacdo celular em mudltiplas linhagens. Neste ensaio, foram utilizados
meios de cultura para inducéo da diferenciacdo em linhagens osteogénica (StemPro
osteogenesis differentiation kit, Thermo Fisher), adipogénica (StemPro adipogenesis
differentiation kit, Thermo Fisher) e condrogénica (StemPro chondrogenesis
differentiation kit, Thermo Fisher).

Os procedimentos para realizacao das culturas celulares foram realizados de
acordo com as instrugdes do fabricante dos meios de diferenciagéo (Thermo Fisher),
utilizando, para isso, placas de 24 poc¢os. Nas culturas, visando a diferenciacéo
osteogénica e adipogénica, as células foram inoculadas com uma densidade de
9,65x10° células/poco e 1,93x10* células/poco, respectivamente, utilizando meio de
cultura a-MEM. Apoés 24 horas, os meios de cultura foram removidos e substituidos
pelos meios de diferenciacdo osteogénica e adipogénica, respectivamente. A
diferenciacdo condrogénica foi realizada por cultura de micromassa, inoculando
gotas de 5 L de meio a-MEM contendo 8,0x10* células, aos pocos da placa. Apés 2
horas, foi adicionado meio para diferenciacdo condrogénica. Foram realizadas
culturas controle, seguindo os mesmos parametros das culturas de diferenciacao,
porém utilizando o meio a-MEM. As culturas foram mantidas por 21 dias, sendo
realizadas trocas dos meios a cada 3-4 dias. Os experimentos foram desenvolvidos
em triplicada.

Decorrido o periodo do teste, as células foram lavadas com 0,1 M de tampéo
fosfato (Synth) e fixadas com 4% de paraformaldeido (Dinamica), durante 30
minutos. Nas culturas para diferenciacdo osteogénica, as células foram coradas
utilizando 2% de vermelho de alizarina (Alphatec), por 10 minutos. As células
destinadas a diferenciacao adipogénica foram desidratadas em 60% de isopropanol
(Synth) durante 5 minutos e coradas com 0,5% de solucdo de Oil Red O (Sigma-
Aldrich), por 20 minutos. Para diferenciagdo condrogénica, foi utilizada a coloracéo

acido periédico-Schiff (PAS) e toluidina (Synth). Nesta técnica, as culturas foram
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incubadas com 0,5% de acido peridédico (Becto), por 15 minutos, coradas com
reativo de Schiff (Becto), durante 30 minutos e contra coloradas com hematoxilina de
Harris (Becto) durante 2 minutos (DEUS et al.,, 2012). Ap6s as coloragdes, as
culturas foram observadas por microscopia de luz com contraste de fase, ao

microscoépio invertido (Zeiss, Axiovert Al).

4.3.4 Andlise cariotipica

A avaliacdo da estabilidade cromoss6mica das células mantidas em cultura
(passagem 4 e 5) foi realizada pela analise cariotipica. As células foram cultivadas
em garrafas para cultura celular de 25 cm2. ApOs a observacdo ao microscopio
invertido com contraste de fase (Zeiss, Axiovert A1) de um grande numero de
divisbes celulares, foi adicionada a garrafa solucdo de 0,10 ug/mL de colchicina
(Sigma-Aldrich), em meio de cultura. Seguidamente, a garrafa foi incubada por 6
horas em estufa a 37 °C e 5% de CO..

Posteriormente, as células foram tripsinizadas com uma solucdo de 0,25%
tripsina/0,02% EDTA e centrifugadas a 1000 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante
foi desprezado e foi adicionada solucao de 0,075M de cloreto de potassio, por 12
min. Em seguida, foi acrescentada solucdo fixadora de metanol-acido acético
(Synth), na proporcao 3:1, e foi realizada a centrifugacéo, descarte do sobrenadante
e adicdo de solucéo fixadora, por 30 min. Transcorrido esse periodo, a solucéo foi
mantida em geladeira a 4 °C por pelo menos 1 hora. Posteriormente, a solugdo foi
centrifugada, o sobrenadante foi desprezado e foi adicionada nova solucéo fixadora.

Em laminas lavadas e mantidas em geladeira a 4 °C por 2 horas, foi gotejada
a suspensdo de células. As laminas foram deixadas para secar e, em seguida,
coradas com 5% de Giemsa por 5 minutos. A observacdo e contagem dos
cromossomos foram efetuadas por microscopia de luz (Axio Imager 2, Zeiss). Foram
realizadas as contagens de 30 caridtipos celulares (MASSON & LOMBELLO, 2016).

4.4 Congelamento das células-tronco

Aliquotas das SHED (primeira a terceira passagem) foram congeladas para

serem posteriormente utilizadas nos experimentos. Primeiramente, as células foram
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tripsinizadas com uma solugéo de 0,25% tripsina/0,02% EDTA e centrifugadas a
1000 rpm por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet de
células foi ressuspenso com meio de cultura completo, contendo 5% a 10% de
dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich). A suspensao das SHED foi transferida para
tubos criogénicos, os quais foram colocados em freezer a -80 °C por 24 horas. Apds

o periodo, os tubos foram armazenados em nitrogénio liquido.

4.5 Descongelamento das células-tronco

Para utilizacdo nos experimentos, primeiramente as SHED foram
descongeladas. Os tubos criogénicos, contendo as células congeladas, foram
retirados do nitrogénio liquido e rapidamente colocados em banho-maria a 37 °C.
Apéds o descongelamento, o conteddo dos tubos foi aspirado e centrifugado a 1000
rom por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet de células foi
ressuspenso com meio de cultura completo. A solucao de células foi transferida para
um frasco de cultura e mantida em estufa a 37 °C e 5% de CO,. O meio de cultura

foi trocado a cada 3 dias.

4.6 Preparo do arcaboucgo de dentina

Os dentes permanentes molares, utilizados para a obtencdo dos arcaboucos
de dentina, foram cedidos pelo Biobanco de Dentes da Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo. Os dentes foram fixados nos suportes (placas de
acrilico), com cera para escultura de prétese fixa pegajosa (Kota), para a realizagcéo
dos cortes. A regido da coroa dos dentes foi cortada transversalmente (Figura 3a)
com uma espessura de aproximadamente 2 mm, empregando-se o micromotor. Em
seguida, as fatias dos dentes foram novamente fixadas nos suportes e cortadas para
remocao da camada externa de esmalte (Figura 3b). Os blocos de dentina obtidos
foram cortados ao meio (Figura 3c) e lixados com lixa D’Agua 320 (3M), para

retirada das marcas de corte e do resto da camada de esmalte.
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Figura 3 - Esquemas com os cortes realizados nos dentes para a obtencéo das fracfes de
dentina (A, B e C). As linhas tracejadas indicam as regides dos cortes.

a b Cc
— Dentina — Dentina
Corea == === ] T,
(Estnalte) L [ ( A E‘ ﬁ
| \\__-‘_:-::;f .
(ceiaejito){ > Esmalte

Fonte: Prépria.

As fracbes de dentina obtidas foram aleatoriamente distribuidas em quatros
grupos: controle, tratamento 1, tratamento 2 e tratamento 3. As amostras do grupo
controle ndo passaram por nenhum tratamento para desmineralizacdo apds serem
cortadas e lixadas.

No grupo tratamento 1, as amostras foram submetidas a lavagem com &agua
destilada durante 5 horas, utilizando a cuba ultrassénica (Cristéfoli). Neste
procedimento, foram efetuadas cinco lavagens de 20 minutos com sonicacao e 40
minutos sem sonicacdo. A agua destilada foi trocada a cada hora. Apés a limpeza
ultrassonica, as amostras de dentina foram imersas em solucdo de 17% (pH 8,9),
10% (pH 9,0) e 5% (pH 9,1) de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Exodo
Cientifica), durante 5 minutos, sendo realizadas lavagens com agua destilada
durante 10 minutos, na cuba ultrassénica, entre as mudanc¢as das concentracdes de
EDTA (Ll et al., 2011).

As amostras do grupo tratamento 2 foram imersas em solugdo de 17% de
EDTA (pH 8,9), durante 10 minutos e, em seguida, ficaram 1 minuto em solucao de
19% de acido citrico (pH 2,2) (CAAL) (TRAN et al., 2015).

No grupo tratamento 3, as amostras foram deixadas submersas em solucao
de &cido cloridrico (Synth) 0,6 N (pH 1,3), por 7 dias (YAGIHASHI et al., 2009;
TOGARI et al., 201).

Apos os tratamentos, as amostras dos quatros grupos foram lavadas com
agua destilada durante 5 minutos utilizando a cuba ultrassdnica e, em seguida,
mantidas por 48 horas em &gua destilada para remocdo dos agentes

desmineralizantes.
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Para finalizagdo do preparo dos arcabougos, as amostras foram esterilizadas
por radiacdo gama, com uma dose de 25 kGy (TRAN et al., 2015), no irradiador
multipropésito de cobalto-60 do IPEN-CNEN/SP.

A avaliacdo do efeito da radiacdo sobre os arcaboucos foi realizada pela
técnica de espectroscopia de absor¢cdo no infravermelho por transformada de
Fourier (FTIR) no modo de reflexdo total atenuada (attenuated total reflectance -
ATR), utilizando o espectrometro FTIR (Frontier, PerkinElmer). Foram realizadas
medicdes em oito amostras de dentina (grupo controle) antes e apos o procedimento
de esterilizagdo. No momento da aquisicdo dos dados, foram feitas 60 varreduras de
cada amostra, na resolucdo de 4 cm™. A faixa dos espectros coletados foi entre 700
a 4000 cm™,

Apos a obtencédo dos dados, foi realizada uma analise qualitativa descritiva
dos espectros obtidos de cada grupo dos arcaboucos. Para andlise semi-quantitativa
foi, primeiramente, efetuado o célculo das areas sob as bandas de absorcdo por
meio do software MATLAB, sendo a normalizacdo feita pela banda de absorcéo
correspondente ao modo de vibracdo v; do fosfato (ZEZELL et al., 2015). A
avaliacao foi desenvolvida por meio da identificacdo de mudancas relativas entre as
areas de diferentes bandas de absorcdo dos espectros: entre 800 cm™ e 887 cm™
para v, carbonato, entre 887 cm™ e 1181 cm™ para v; do fosfato; entre 1181 cm™ e
1296 cm™ para amida IlI; entre 1300 cm™ e 1510 cm™ para vs carbonato; entre 1510
cm™ e 1580 cm™ para amida Il, entre 1593 cm™ e 1720 cm™ para amida | e, entre
2902 cm™ e 3690 cm™ para OH-".

4.7 Caracterizacdo do arcabouco de dentina

4.7.1 Avaliacado da perda de massa

Para avaliacdo da perda de massa, cinco amostras de cada grupo foram
secas e pesadas, utilizando balanca analitica (Marte Shimadzu, AY 220), antes da
realizacdo dos procedimentos de preparo (topico 4.6).

Apos os tratamentos, as amostras foram deixadas secar por 1 hora e pesadas
novamente. A quantificagdo da porcentagem de perda de massa foi realizada

através da equacéo 1.
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Perda de massa (%) = 100% (1)

Onde a massa inicial (Mi) corresponde a primeira pesagem e a massa final
(Mf) equivale a pesagem apds os tratamentos.

4.7.2 Andlise da estrutura

A analise da estrutura dos arcabougos de dentina foi realizada por MEV. Para
0 ensaio, amostras de dentina de cada grupo foram metalizadas com uma camada
de ouro de 20 nm por sputtering e observadas utilizando o microscépio eletrdnico de

varredura.

4.7.3 Avaliagédo por espectroscopia de absorgao no infravermelho por transformada
de Fourier

A avaliacdo da desmineralizagcdo dos quatro grupos experimentais foi
realizada pela técnica de FTIR, seguindo os mesmos parametros da avaliacdo do
efeito da esterilizacdo por radiacdo gama (tépico 4.6). Os experimentos foram

desenvolvidos com 19 amostras de cada grupo experimental.
4.7.4 Avaliagéo da resisténcia & compressao

Para avaliacdo da resisténcia mecéanica dos arcaboucos, foram realizados
ensaios de compressao. Os testes foram efetuados em uma maquina universal para
ensaios mecanicos (EMIC, linha DL), com um par de pratos paralelos horizontais
(Figura 4) e uma célula de carga de 500 kg. A velocidade foi ajustada em 0,1
mm/minuto e os experimentos foram realizados em duplicata (NYMAN et al., 2008;
CHUN et al., 2014). O comprimento inicial médio das amostras foi de 1,5 mm e a

area inicial foi de 13,8 mm>.
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Figura 4 - Imagem ilustrativa do ensaio de compressao das amostras de dentina (F: forca da
carga aplicada).

F
—+= Prato

Comprimento inicial €<——— | ! > Dentina

——= Prato

Fonte: Propria

As tensdes de compressao (o0 em MPa) e as deformacgdes (¢) das amostras

de dentina foram calculadas usando, respectivamente, as equacdes (2) e (3).

(2)

> |

Onde o representa a tensao, F a carga instantanea aplicada em uma direcao
perpendicular a secéo transversal da amostra e A a area inicial da secéo transversal

da amostra.

_ (ci-chH _ Ac
€= ci  ci (3)

Onde ¢ representa a deformacéo, Ci o comprimento inicial, Cf o comprimento
instantaneo e AC a variagcdo de comprimento em um dado instante, em referéncia ao

comprimento inicial.
4.7.5 Avaliacao da citotoxicidade

A citotoxicidade das amostras foi avaliada por espectrofotometria do sal de
tetrazélio, brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazdlio] (MTT). O MTT é
um teste colorimétrico utilizado para medir a atividade mitocondrial em células
viaveis, através da reducdo do sal MTT, pelas enzimas mitocondriais, para cristais
de formazan (MOSMANN, 1983). Desta forma, o ensaio de MTT avalia indiretamente

a viabilidade celular pela atividade enzimatica mitocondrial das células viaveis.
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No ensaio, os extratos da dentina foram preparados deixando amostras de
cada grupo experimental incubando em meio de cultura a-MEM (0,2 g/mL), a 37 °C
durante 24 horas. As células foram inoculadas com uma densidade de 1,0x10*
células/poco em uma placa de cultura de 96 pocos. Em seguida, a placa foi
incubada em estufa por 24 horas. Decorrido o periodo, o meio de cultura foi
removido e substituido por 100 pL dos extratos previamente preparados. Como
controle positivo (citotdxico), foi utilizado meio de cultura com 0,25% de fenol e como
controle negativo, nédo citotoxico, foi utilizado o meio de cultura regular.

ApGs 24 horas, a morfologia geral das células foi avaliada por microscopia de
luz com contraste de fase, ao microscopio invertido (Zeiss, Axiovert Al).
Seguidamente, os meios de cultura (extratos) foram removidos e foi adicionada uma
solucéo contendo 100 pL de brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il}-2,5-difeniltetrazoélio]
(MTT, Sigma-Aldrich) (0,5 mg/mL). A placa foi incubada por trés horas em estufa.
Decorrido esse periodo, o MTT foi retirado e 50 pL de dimetilsulfoxido (Synth) foram
adicionados. O controle branco foi realizado de forma semelhante, mas sem a
adicdo de células aos pocos. Em seguida, foi efetuada a leitura da absorbéancia a
570 nm. Os experimentos foram realizados em quintuplicada (MOSMANN, 1983;
ISO 10993-5, 2009).

A porcentagem da viabilidade celular das culturas sob a influéncia dos
extratos foi calculada considerando a média da absorbancia do controle negativo

como 100% de células viaveis, conforme descrito na equacao 4.

. o Ae570
Viabilidade celular (%) = 100ACer1570 @

Onde Ae570 representa o valor da absorbancia para cada extrato, medido a
570 nm e Acn570 reproduz o valor da média de absorbancia para o controle
negativo, medido a 570 nm.

4.8 Analise da interacdo entre as células-tronco e a dentina
A analise da interacédo das células com o arcabouco foi efetuada através de

imagens obtidas por MEV. Para os ensaios biologicos, as células foram inoculadas

sobre as amostras de dentina com uma densidade de 1,0x10* células/arcabouco. As
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culturas foram mantidas a 37°C com 5% de CO, durante 2 horas, 3 e 21 dias. A
manutencao das células foi realizada com meio de cultura a-MEM, contendo 10% de
SFB e 100 pg/mL de penicilina/estreptomicina (LOMBELLO et al., 2000).

Apés os periodos de incubacdo, as culturas foram preparadas de modo

semelhante a andlise das polpas (topico 4.2).

4.9 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi executada utilizando os programas GraphPad Prism 7
e Microsoft Excel. Os ensaios estatisticos foram realizados com um nivel de
significancia de 5%. Para determinacdo do teste a ser utilizado, foram verificados a
normalidade dos dados, pelo teste Shapiro-Wilk, e a igualdade entre as variancias,
pelo teste Levene. Dados com distribuicdo normal e igualdade de variancias foram
avaliados utilizando o teste t de Student (dois grupos) ou a analise de variancias
(ANOVA, para mais de trés grupos), seguida do pés-teste de Tukey, caso contrario,

os dados foram analisados pelo teste Kruskal-Wallis e o pos-teste Dunn.
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5 RESULTADOS
5.1 Obtencéao e analise das polpas dentérias

Apls a obtencdo dos dentes humanos deciduos, foi verificado se estes
estavam integros e se era necessario a realizacdo de cortes para exposicao da

camara pulpar (Figura 5).

Figura 5 - Corte dos dentes.

‘ Corte na jungéao

cemento-esmalte

Camara pulpar

1cm

Fonte: Propria.

Com a remocdo das polpas, foi verificado que estas tinham uma estrutura

gelatinosa, com consisténcia viscosa e uma coloracédo esbranquicada (Figura 6).
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Figura 6 - Tecido pulpar recém-extraido. A seta indica a polpa dentaria.

Fonte: Propria.

Foram realizadas andlises visuais dos tecidos pulpares, tratados ou ndo com
tripsina, e foi observado que as polpas se mantiveram integras durante os 35 dias de
cultura (Figura 7), para extracao das SHED.

Figura 7 - Placa de cultura de seis pogos com as polpas dentarias. As setas indicam as
polpas.

Fonte: Propria.



59

As polpas também foram analisadas por MEV. No teste foram observadas as
amostras das polpas recém-extraidas do dente (Figura 8) e as amostras que
permaneceram 35 dias em cultura (Figuras 9, 10 e 11).

A inspecao da polpa recém-extraida e sem tratamento enzimatico revelou um
tecido com uma densa matriz extracelular de numerosas fibras (Figura 8). Na maior
parte da area da polpa, as fibras ndo exibiam uma orientacdo particular e ndo foi

possivel a distingdo de células no tecido pulpar.

Figura 8 - Polpa dentéria recém-extraida de dente deciduo, observada por microscopia
eletronica de varredura. Magnificagdo original: 1500x (a); 2000x (b); 2000x c) e 3000x (d).

B e B O

HV mag WD det - 100 pm 1 HV  mag det - 1]
15.00 kV 1 500 x 10.8 mm ETD UFABC - CEM/SBC 15.00 kV 2 000 x 10.9 mm ETD UFABC - CEM/SBC

Fonte: Proépria.
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A polpa que permaneceu em cultura e que n&o foi previamente tratada com

tripsina apresentou uma matriz mais compacta. No entanto, foi possivel a

observacéao de células na superficie do tecido (Figura 9).

Figura 9 — Polpa dentéria ap6s 35 dias de cultura, sem processamento enzimatico prévio,
observada por microscopia eletronica de varredura. As células na superficie do tecido estao
evidenciadas por setas brancas. Magnificacdo original: 1000x (a); 1000x (b); 2000x (c) e

y ! “ ]
HV 'mag WD det

15.00 kV 1 000 x 12.2 mm ETD

HV  mag WD det
15.00 kV 2 000 x/12.4 mm ETD

&
Nl 3 .
-y '?v; i A SR ¢ X ~

100 pm . HV  mag WD det
UFABC - CEM/SBC 15.00 kV 1000 x 12.4 mm ETD

50 pm
UFABC - CEM/SBC

Fonte: Propria.

Al ©
100 pm
UFABC - CEM/SBC

Com a observagdo da polpa tratada com tripsina e mantida em cultura, foi

averiguada uma grande quantidade de células entrelacada na superficie do tecido

(Figura 10).
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Figura 10 — Polpa dentaria apés 35 dias de cultura, tratada com tripsina, observada por
microscopia eletrbnica de varredura. As células na superficie do tecido estdo evidenciadas
pDor setasvbrancas Ma nlflca ao or||naI1000x a); 1500x a ; 2000x (c) e 3000x (d).

HV  mag WD | det - 50 pm
15.00 kV 1 500 x 10.4 mm ETD UFABC - CEM/SBC
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Fonte: Propria.

HV K mag ] WD | det - Hr
15.00 kV 3 000 x 10.3 mm ETD UFABC - CEM/SBC

5.2 Caracterizacdo das células-tronco

5.2.1 Adeséo e morfologia celular

Foi observado que, apds 2 semanas de cultura, 0os pocos contendo as polpas
tratadas com tripsina ja apresentavam agrupamentos de células (Figura 11a). Nos
pocos com a polpa sem digestdo enzimatica, os agrupamentos de células foram
observados apés 4 semanas (Figura 11b). Nos testes subsequentes realizados

foram utilizadas as células obtidas das polpas tratadas com tripsina.
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Figura 11 - Células liberadas das polpas tratadas com tripsina (a). Células liberadas da
polpa sem digestdo enzimatica (b). Observacao por microscopia de luz com contraste de
fase. Magnificacdo original 100x (a e b).

Fonte: Propria.

As células liberadas das polpas inicialmente apresentavam morfologia
arredondada (Figura 12a). Foi observado que essas células se espalharam pela
placa de cultura exibindo uma morfologia mais alongada e eram encontradas em
pequenos agrupamentos (Figura 12b). Com o passar dos dias em cultura, a
densidade de células aumentou nos aglomerados (Figura 12c e d).
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Figura 12 - Células liberadas pela polpa dentaria na passagem 0. Observagdo por
microscopia de luz com contraste de fase. Magnificacdo original 200x (a, b, ¢ e d).

Fonte: Pr()pria.

As células mantiveram sua adesdo aos frascos de cultura mesmo apés o0s
subcultivos (Figura 13). Essas células possuiam morfologia tipica das células-tronco
mesenquimais, exibindo uma forma alongada. Ao atingirem alta confluéncia, foi
observado que as células se sobrepunham e a cultura adquiria o padrédo de

crescimento de multiplas camadas (Figura 13 f e i).
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Figura 13 - Células observadas por microscopia de luz com contraste de fase. Células
passagem 0 (a, b e c). Células passagem 1 (d, e e f). Células passagem 2 (g, h e i).
Magnificagdo original 100x (a, d, g e h), 200x (b, c, e, f e i).

Fonte: Prépria.

Com a analise por microscopia de fluorescéncia, apos as células serem
coradas com DAPI, foi possivel observar com destaque os nucleos redondos ou

ovais e a organizagdo em multicamadas (Figura 14).
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Figura 14 - Células observadas por microscopia de fluorescéncia, apds 3 dias de cultura.
Magnificag&o original 100x (a), 200x (b), 400x (c e d). Células coradas com 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI).

Fonte: Prépria.

Com a observacdo por MEV foi possivel verificar o processo de adesao
celular (ap6s duas horas de cultura), no qual as células em suspensédo (morfologia
arredondada) comegcavam a interagir com a superficie do substrato (laminulas de

vidro) e adquiriam uma morfologia achatada (Figura 15).
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Figura 15 — Células observadas por microscopia eletrénica de varredura, ap6s 2 horas da
inoculagéo (a, b, c, d, e e f). Magnificagéo original: 5000x (a), 4500x (b), 4000x (c), 3000x
(d), 3000x (e), 2000x (f).

te: Prépri.

As células também foram observadas por MEV ap6s 3 dias de cultura, para
examinar o crescimento celular. As células apresentavam-se achatadas e alongadas
sobre o substrato (Figura 16a e b), sendo possivel verificar o crescimento em
multicamadas (Figura 16c¢). Foi possivel ainda averiguar células em divisao (Figura
16 d).
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Figura 16 — Células observadas por microscopia eletrénica de varredura, apés 3 dias da
inoculagéo (a, b, c e d). As setas indicam o crescimento em multicamadas (c) e divisdo
celular (d). Mnifica o original: 500x a,b 1000x (c, d).

"HV  mag WD | det —
15.00 kV| 500 x 12.6 mm ETD

“Fonte: Propria. 7

Na regido de contato das células com a laminula de vidro, foram visualizadas
estruturas protrusivas com formas de finas extensdes, os filopddios (Figura 17a) e,
em formato de folhas, os lamelipddios (Figura 17b). Na Figura 17c é possivel
verificar com detalhes uma regido de contato entre duas células e o crescimento
sobreposto das células. O nucleo oval, contendo mdultiplos nucléolos, também foi

observado com énfase (Figura 17d).
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Figura 17 — Células observadas por microscopia eletrébnica de varredura, apés 3 dias da
inoculagéo (a, b, c e d). As setas indicam as estruturas protrusivas das células (a e b), uma
regido de contato entre células (c) e o nacleo (d). Magnificagao original: 5000x (a e d), 3000x
b e c).

WD  det
00 x 11.1 mm ETD

Fonte: Propria.

5.2.2 Andlise de antigenos de superficie por citometria de fluxo

As expressbes dos marcadores CD34, CD45, CD73, CD90 e CD105 estao
representadas nos graficos da Figura 18.



Figura 18 - Citometria de fluxo das células da polpa obtidas do tratamento com tripsina.
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A amostra apresentou baixa expressao dos marcadores CD34 (Figura 18a) e
CD45 (Figura 18b), sendo menos de 2% da populacéo avaliada. A expressdo dos
marcadores CD73 (Figura 18c), CD90 (Figura 18d), CD105 (Figura 18e) foi mais de
90% da populacéo.

5.2.3 Diferenciacao celular

A comprovacdo da capacidade de diferenciacdo em multiplas linhagens foi
observada apos 21 dias, com a realizacéo das coloracdes especificas para cada tipo
de linhagem. A diferenciacao osteogénica foi demonstrada pela deposicéo de célcio

na cultura, utilizando o corante vermelho de alizarina (Figura 19).

Figura 19 - Diferenciagdo osteogénica. Controle, células cultivadas com meio a-MEM (a).
Células cultivadas com meio indutor da diferenciagédo osteogénica (b, ¢ e d). Observacgéo por
microscopia de luz, com contraste de fase. Células coradas vermelho de alizarina.
Magnificag&o original 200x (a, b, c e d).
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Fonte: Propria.
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Na Figura 19a € possivel observar que o grupo controle ndo exibiu coloracdo
avermelhada, portanto ndo ocorreu deposi¢do de calcio pelas células. Contudo, nas
culturas sob influéncia do meio para diferenciacéo foi verificado o acumulo de calcio
sobre a camada de células, como evidenciado pela coloracédo vermelha (Figura 19b,
c, ed).

A utilizacdo do Oil Red O nas culturas para diferenciacdo adipogénica

colaborou para a observacao dos lipidios intracelulares (Figura 20).

Figura 20 - Diferenciagdo adipogénica. Controle, células cultivadas com meio a-MEM (a).
Células cultivadas com meio indutor da diferenciacdo adipogénica (b, ¢ e d). As setas
evidenciam os lipidios intracelulares (b, ¢ e d). Observacdo por microscopia de luz, com
contraste de fase Celulas coradas com Oil red O. Magnificacao original 200x (a, b, ¢ e d).

= T s w2 AT A T E AR,

Fonte: Proprla

O grupo controle da diferenciacdo adipogénica (Figura 20a) ndo apresentou
marcacao para lipidios intracelulares. Na Figura 20b, c, e d é possivel verificar o
acumulo lipidico no interior das células que foram induzidas a diferenciacédo
adipogénica.
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A diferenciacdo condrogénica foi demonstrada pela alteragdo no padréo de
crescimento das células e através da coloragdo com PAS (Figura 21a e b)

Figura 21 - Diferenciagao condrogénica. Controle, células cultivadas com meio a-MEM (a e

c¢). Células cultivadas com meio indutor da diferenciacdo condrogénica (b e d). Observacao

por microscopia de luz, com contraste de fase (a, b, ¢ e d). Células coradas com &cido

periddico-Schiff (a e b) e toluidina (c e d). Magnificacéo original 200x (a, b, c e d).
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Fonte: Prépria.

Nas Figuras 2la e 21c observa-se que o grupo controle ndo apresentou
mudanca no padrao de crescimento das células, que se espalharam por todo poco
da placa, com formacgédo de mdultiplas camadas. Nas culturas com a presenca do
meio para diferenciacdo condrogénica (Figuras 21b e 21d), foi observada que a

cultura de células apresentava-se como um agregado tridimensional.

5.2.4 Andlise cariotipica

Os cariotipos celulares das células em cultura foram analisados em termos da

estabilidade numérica. Os 30 caridtipos contados apresentaram um conjunto de 46
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cromossomos. Na figura 22 estdo apresentados quatro cariotipos utilizados para a

contagem cromossémica das células em cultura.

Figura 22 - Cari6tipos representativos das células em cultura (a, b, c e d).
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Fonte: Prépria.

5.3 Preparo do arcabouco de dentina

Apés a fixacdo nos suportes (Figura 23a) e corte dos dentes molares
permanentes, nas regides delimitadas com lapis (Figura 23b), foram obtidas as fatias
dentarias, nas quais era possivel observar as camadas de esmalte e dentina (Figura

23c). A camada de esmalte se encontrava na regido externa dos dentes e exibia
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uma coloragdo branca; jA a camada de dentina, localizada internamente,
apresentava uma coloracdo mais amarelada. Com a delimitagdo das areas (Figura

23d), a camada de esmalte foi removida (Figura 23e).

Figura 23 - Etapas do preparo do arcabouco de dentina.

Fonte: Prépria.

A técnica de FTIR foi realizada para determinar os grupos funcionais da
superficie das amostras de dentina e para avaliar o efeito da esterilizacao (radiacdo
gama) sobre sua composicdo quimica. Os espectros com as bandas de absorcao
obtidas das amostras antes e depois da esterilizacdo estéo indicados no grafico da

Figura 24.
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Figura 24 - Grafico dos espectros médios de ATR/FTIR, na regido compreendida entre
4000-700 cm™, das amostras de dentinas antes e depois da esterilizacdo, com a
identificacdo do niumero de onda dos principais grupos funcionais (n=8).
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Fonte: Prépria.
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Na Tabela 1 estdo apresentadas as bandas de absor¢cdo observadas nos

arcaboucos de dentina e os valores referéncia encontrados na literatura, associados

aos diferentes modos de vibracdo das ligacGes dos principais grupos quimicos que

compdem a dentina.
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Tabela 1 - Numeros de onda evidenciados nos espectros obtidos para as amostras de
dentina através da analise de ATR/FTIR e suas interpretacdes e referéncias.

NUumero de onda
referéncia (cm™)

Interpretacéao

NUmero de onda

obtido das
amostras de
dentina (cm™)

Referéncias

BACHMANN et al.,

. 2003
3700-2700 ES“raméeg”JZ OH da 2300 KIM et al., 2010
TABATABAEI et al.,
2016b
BACHMANN et al.,
Estiramento C=0 da 2003
1630 amida | 1630 BOTTA et al., 2012
LIU et al., 2014
Estiramento C—N e BACH'\%‘SSN etal,
1551 flexdo N—H da amida Il 1540 KIM et al., 2010
Estiramento
1409 assimétrico vz do 1400 BENETTI et al., 2015
carbonato (CO4%)
Estiramento C-N e BOTTA et al., 2012
1240 flexdo N-H da amida Il 1230 BENETTI et al., 2015
Estiramento BACHMANN et al.,
1130-1000 assimétrico v; do 2003
fosfato (PO,>) 1000 KIM et al., 2010
Deformacéo
920-820 assimétrica v, do 870 LIU et al., 2014

carbonato (CO5%)

Fonte: Prépria.

A partir da andlise dos espectros da Figura 24 e Tabela 1 é possivel verificar

que as bandas encontradas nas amostras sdo caracteristicas dos grupos quimicos

da dentina encontradas na literatura. Apds a esterilizagcdo ndo houve aparecimento

ou eliminacdo de nenhuma das bandas tipicas da dentina.

Na analise semi-quantitativa foram calculadas as éareas das bandas dos

grupos quimicos, sendo feita a normalizacdo pela banda do vs fosfato, conforme

gréafico da Figura 25.
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Figura 25 - Grafico dos valores de razao das &areas das bandas de amida |, amida Il, amida
[ll, vz carbonato, v, carbonato e OH’, normalizados pela area da bada do fosfato, obtidos
antes e depois da esterilizacdo das amostras de dentina (n=8). Letras iguais representam
valores estatisticamente semelhantes dentro do mesmo componente quimico, segundo o
teste t de Student pareado. As barras evidenciam o desvio-padréo.
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Fonte: Prépria.

Segundo a analise estatistica, utilizando o teste t de Student pareado, foi
verificado que ndo houve alteracdo significativa, antes e apds o procedimento de
esterilizacéo, entre as razdes de fosfato para amida | (p-valor 0,824), amida Il (p-
valor 0,2087), amida Il (p-valor 0,1887), vs carbonato (p-valor 0,2867) v, carbonato
(p-valor 0,5347) e OH" (p-valor 0,3365). Portanto, a esterilizacdo dos arcaboucos por
radiacdo gama ndo interfere na composicao deles.

5.4 Caracterizacao do arcabouco de dentina

5.4.1 Avaliacdo da perda de massa

Na Figura 26 estdo apresentadas as médias das porcentagens de perda de

massa das amostras de dentina, antes e apds o0s tratamentos para

desmineralizagéo.
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Figura 26 — Gréfico das médias das porcentagens de perda de massa das amostras de
dentina (n=5). Letras iguais representam valores estatisticamente semelhantes em
comparacdo com o controle, segundo o teste Dunn. As barras evidenciam desvio-padrao.
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Fonte: Prépria.

Com a realizacdo do teste Kruskal-Wallis e o pés-teste Dunn, foi possivel
verificar que apenas o tratamento 3 (40% de perda de massa) apresentou uma
perda de massa estatisticamente diferente do controle (p-valor 0,0009). Os grupos
tratamentos 1 (1% de perda de massa) e 2 (1% de perda de massa) ndo exibiram

diferenca significativa em relagcdo ao grupo controle (p-valor 0,4668 e 0,6532,

respectivamente).
5.4.2 Andlise da estrutura

A andlise por MEV das amostras de dentina permitiu observar que o grupo
controle exibiu os tubulos dentinarios parcialmente obstruidos e residuos (debris) na
superficie das amostras (Figura 27), assim como riscos decorrentes do processo de
corte das mesmas. E possivel verificar as dentinas peritubular e intertubular (Figura
27c¢).
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Figura 27 — Dentina sem tratamento (controle), observada por microscopia eletrdnica de
varredura. Os asteriscos pretos destacam as areas de dentina peritubular e os brancos a
dentina intertubular (c). As setas brancas evidenciam residuos depositados na superficie da
dentina e as pretas os tlubulos parcialmente obstruidos (d). Magnificacdo original: 1000x (a),
3000x (b), 5000x (c) e 10000x (d).
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Fonte: Propria.

Nos tratamentos 1 (Figura 28), 2 (Figura 29) e 3 (Figura 30), foi averiguado
que os tubulos estavam totalmente abertos e a superficie das amostras nao
apresentava deposicao de debris.
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Figura 28 — Dentina apoés tratamento 1, observada por microscopia eletronica de varredura.
Os asteriscos pretos destacam as areas de dentina peritubular e os brancos a dentina
intertubular (c). As setas pretas evidenciam os tubulos abertos (d). Magnificagéo original:
1000x (&), 3000x (b), 5000x (c) e 10000x (d).

HV | WD  det
15.00 kV. 0.3 mm ETD

10 pm
UFABC - CEM/SBC

Fonte: Propria.
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Figura 29 — Dentina apoés tratamento 2, observada por microscopia eletronica de varredura.
Os asteriscos pretos destacam as areas de dentina peritubular e os brancos a dentina
intertubular (c). As setas pretas evidenciam os tubulos abertos (d). Magnificagéo original:
1000x (a), 3000x (b), 5000x (c) e 10000x (d).

,/'

WD det
1.4 mm ETD

Fonte: Propria.
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Figura 30 — Dentina tratamento 3, observada por microscopia eletrénica de varredura. Os
asteriscos pretos destacam as areas de dentina peritubular e os brancos a dentina
intertubular (c). As setas pretas evidenciam os tubulos abertos (d). Magnificagéo original:
1000x (a), 3000x (b

Y mag WD det - 100 'pm HV mag ‘_E’) det 50 pm
15.00 kV|1 000 x 10.7 mm ETD UFABC - CEM/SBC 15.00 kV'3 000 x 10.7 mm ETD UFABC - CEM/SBC

-
W

HV mag WD det 30 pm HV mag WD | det 10 ym
15.00 kV|5 000 x/10.7 mm ETD UFABC - CEM/SBC 15.00 kV 10 000 x 10.7 mm ETD UFABC - CEM/SBC

Fonte: Propria.

5.4.3 Avaliagdo por espectroscopia de absor¢édo no infravermelho por transformada

de Fourier

Os espectros médios com as bandas de absor¢cdo dos quatro grupos
experimentais da dentina estdo mostrados no grafico da Figura 31.
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Figura 31 - Grafico dos espectros médios de ATR/FTIR, na regido compreendida entre
4000-700 cm™, das amostras de dentina testadas, com a identificacdo do nimero de onda
dos principais grupos funcionais (n=19).
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Fonte: Prépria.

Os espectros da Figura 30 demonstram que 0S quatro grupos experimentais
apresentam as bandas de absorcdo caracteristicas dos principais grupos quimicos
da dentina, conforme descrito na Tabela 1. E possivel notar que os tratamentos
causaram modificagbes na dentina, com reducdo da intensidade da banda
correspondente ao modo de vibragao v; do fosfato, além de reducdo da intensidade
da banda correspondente & deformac&o antissimétrica v, do carbonato (870 cm™), o
gue sugere que houve perda de mineral das amostras. Houve aumento aparente das
intensidades das bandas correspondentes a matriz organica da dentina (amidas I, Il
e lll) e também de OH" para os tratamentos 2 e 3, 0 que sugere maior exposi¢ao de
colageno e, consequentemente, da matriz organica da dentina em funcdo da perda
de mineral, assim como o aumento do teor de agua das amostras. Nao houve o

surgimento ou aparecimento de bandas de vibracdo; contudo, o tratamento 3
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promoveu alteracdo das intensidades das bandas de fosfato de forma mais
significativa e, adicionalmente, o deslocamento da banda de v; fosfato (de 1000
para 1100 cm™), o que indica ndo apenas remocdo mas modificacdo dos
grupamentos vizinhos (ligados) como também alteracdo do modo de vibragédo do
fosfato remanescente (alteracdo de vibracdo de estiramento antissimétrico para
vibracdo de estiramento simétrico). A analise semi-quantitativa € expressa pelas
razbes entre as areas das bandas de absor¢cdo dos espectros das dentinas, que

estdo apresentadas na Figura 32.

Figura 32 - Gréfico dos valores de razdo das areas das bandas de amida I, amida Il, amida
lll, vz carbonato, v, carbonato e OH’, normalizados pela area da banda do fosfato, obtidos
das amostras de dentina testadas (n=19). Letras iguais representam valores
estatisticamente semelhantes dentro do mesmo componente quimico, segundo o teste

Dunn.
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Fonte: Prépria.

Para andlise das propor¢cbes dos componentes quimicos das dentinas foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis e o pos-teste Dunn. Como demonstrado na Figura
32, as razdes de amida Iffosfato, amida Il/fosfato, amida lll/fosfato, v3
carbonato/fosfato e OH'/fosfato ndo apresentam diferencas estatisticas entre o
controle e o tratamento 1 (p>0,05), mas nos tratamentos 2 e 3 esta proporcdo é

significativamente maior em relacdo ao controle (p<0,0001). A razdo de v;
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carbonato/fosfato é significantemente maior no tratamento 3 em relagdo ao controle
(p<0,0001), mas ndo apresenta diferenca estatistica entre os grupos tratamentos 1 e
2 ao controle (p>0,9999).

5.4.4 Avaliacéo da resisténcia a compressao

Os dados do ensaio de compressao das amostras de dentina foram utilizados
para gerar as curvas meédias da tensdo por deformacdo para cada tratamento
(Figura 33).

Figura 33 - Gréfico da tensdo pela deformagéo das amostras de dentina (n=2), pelo ensaio
de compressdo. Letras iguais representam valores estatisticamente semelhantes para os
valores de limite de resisténcia a compressao, segundo o teste de Tukey.
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Fonte: Prépria.

No ensaio, a carga foi aplicada sobre as amostras de dentina dos quatro
grupos até o ponto de fratura, sendo indicada a tensdo maxima suportada por cada
grupo no grafico da Figura 33. Para analise estatistica, foi realizado o teste ANOVA
e 0 poOs-teste Tukey, supondo a normalidade da distribuicdo e a igualdade das

variancias de acordo com os testes de Levene e Shapiro-Wilk.
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As dentinas do grupo tratamento 1 e 2 n&do diferenciaram estatisticamente do
controle (p-valor 0,2954 e 0,1143, respectivamente) quanto aos valores de tenséo
maxima (apresentados no grafico da Figura 33). Ainda, ao observar o
comportamento das curvas apresentadas pelos grupos controle e tratamento 1, é
possivel sugerir que os valores de tensdo de ruptura e deformacgdo total foram
praticamente iguais nestes dois grupos experimentais. Entretanto, as amostras de
dentinas do grupo tratamento 3 exibiram valores de tensdo maxima
significativamente menores que o controle (p-valor 0,0286). Foram observados
resultados semelhantes para os valores de deformacdo no momento da fratura, os
tratamentos 1 e 2 foram estatisticamente similares ao controle (p-valor 0,4381 e
0,4523, respectivamente) e o tratamento 3 foi significativamente maior (p-valor
0,0093).

5.4.5 Avaliacdo da citotoxicidade

A avaliacédo da citotoxicidade foi realizada pelo teste do extrato, no qual as
dentinas testadas foram colocadas em meio de cultura (a-MEM), que apresenta,
como indicador de pH, o vermelho de fenol. As dentinas imersas no meio de cultura

permaneceram na estufa a 37 °C, durante 24 horas (Figura 34).

Figura 34 — Amostras de dentina imersas em meio de cultura e mantidas na estufa a 37 °C,
durante 24 horas.

Dentina Dentina Dentina Dentina
controle Tratamento 1 Tratamento 2 Tratamento 3

"

Fonte: Propria.
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Na figura 34 é possivel observar que o meio de cultura contendo as amostras
do tratamento 3 apresentou uma coloragdo amarelada, enquanto os meios de
cultura com as demais dentinas testadas tinham uma coloracdo vermelha-clara.

Na andlise morfoldgica do teste de citotoxicidade, foram observadas que as
células do controle negativo (ndo citotoxico) apresentavam morfologia tipica, nao
havendo sinais de degeneracdo celular. No controle positivo (citotoxico), as células
nao exibiam sua morfologia alongada caracteristica, estando retraidas e tornando-se
arredondadas, como um padrao tipico de citotoxicidade (Figura 35).

Figura 35 - Teste de citotoxicidade. Controle negativo (placa de cultura, a e b) e controle
positivo (fenol 0,25%, c e d). Observacéo por microscopia de luz, com contraste de fase.
Magnificacdo original 100x (a e c) e 200x (b e d).

——

7

Fonte: Prépia.

As células cultivadas na presenca dos extratos das dentinas sem tratamento
(controle) e apos os tratamentos 1 e 2 estavam aderidas a placa, exibindo
morfologia alongada, com padrdo de crescimento similar ao controle negativo
(Figuras 36a, b, c, d e f). No entanto, as culturas mantidas com o extrato da dentina

apos tratamento 3 apresentaram uma diminui¢do da confluéncia.
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Figura 36 - Teste de citotoxicidade. Cultura com extrato das dentinas sem tratamento (a e
b), tratamento 1 (c e d), tratamento 2 (e e f) e tratamento 3 (g e h). Observacdo por
microscopia de luz, com contraste de fase. Magnificag&o original 100x (a, c, e e g) e 200x (b,

d, feh).

Fonte: Propria.
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O resultado da quantificacdo do teste de citotoxicidade, pelo ensaio do MTT,

segue descrito na Figura 37.

Figura 37 - Gréfico das médias de viabilidade celular do controle negativo, controle positivo
(fenol 0,25%) e das culturas com os extratos das dentinas testadas (n=5). A linha pontilhada
vermelha demarca o valor de viabilidade de 70% do controle negativo. Letras iguais
representam valores estatisticamente semelhantes em comparagdo com o0s controles
negativo e positivo, segundo o teste de Tukey.
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Fonte: Propria.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste ANOVA e o p0Os-teste de
Tukey, supondo a normalidade da distribuicdo e a igualdade das variancias. O
controle positivo (fenol) e o extrato da dentina ap6s o tratamento 3 apresentaram
valores de viabilidade inferiores a 50% do controle negativo (placa de cultura). Os
extratos das dentinas dos grupos controle e apos tratamento 1 e 2 exibiram valores

de viabilidade superiores a 90% em relacéo ao controle negativo.

5.5 Andlise da interacdo entre as células-tronco e a dentina

Para verificacdo da interacéo das células com os arcaboucos de dentina, as

culturas foram analisadas por MEV (Figuras 38 a 49).
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As células inoculadas na dentina controle, com um periodo de duas horas,
mostravam-se distribuidas por todo o arcabouco (Figura 38a e b). Algumas células
ainda apresentavam morfologia arredondada, porém a maioria ja iniciava o processo
de espalhamento, sendo possivel a observacéo dos filopddios e lamelipddios (Figura
38c e d).

Figura 38 - Células sobre a dentina sem tratamento (controle), com duas horas de cultura.
Observacédo por microscopia eletrénica de varredura. As setas pretas evidenciam as células
em adesdo (a e b). As setas brancas destacam os filopodios e lamelipddios (c e d).
Magnificacao original: 1000x (a), 1000x (b), 2500x (c) e 4000x (d

# u’l g
. 1 ¥ .

oF

“Fonte: Propria.

Com trés dias de cultura, foi observada uma grande quantidade de células,
formando uma monocamada confluente em grande parte do arcabouco controle

(Figura 39a e b). As células exibiam morfologia alongada e longos processos
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citoplasmaticos (Figura 39c e d). Foi possivel observar que a superficie celular exibia
irregularidades (Figura 39c e d), como pequenas vesiculas e foram verificadas
também células em divisao (Figura 39a).

Figura 39 - Células sobre a dentina sem tratamento (controle), com 3 dias de cultura.
Observagdo por microscopia eletronica de varredura. Os asteriscos pretos evidenciam a
monocamada de células (a e b). As setas pretas indicam as células (a e c). As setas
brancas destacam os filopddios e lamelipddios (d). Magnificagcdo original: 1000x (a), 1000x
(b), 2000x (c) e 4000x (d).
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Fonte: Propria.

As culturas mantidas por 21 dias apresentavam crescimento em multicamada,
sendo dificil a observacdo dos limites células, assim como dos tubulos dentinarios
(Figura 40a).
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Figura 40 - Células sobre a dentina sem tratamento (controle), com 21 dias de cultura.
Observagdo por microscopia eletrénica de varredura. Magnificagdo original: 1000x (a),
1000x (b), 2000x (c) e 4000x (d).

As culturas de células inoculadas sobre a dentina tratamento 1 (Figuras 41,

42 e 43) e tratamento 2 (Figuras 44, 45 3 46) apresentaram um padrdo de
crescimento e de morfologia similares com os da cultura controle, para os periodos
analisados.
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Figura 41 - Células sobre a dentina apés o tratamento 1, com duas horas de cultura.
Observacédo por microscopia eletrbnica de varredura. As setas pretas evidenciam as células
em adesdo (a, b e c¢). As setas brancas destacam os filopddios e lamelipddios (d).
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Figura 42 - Células sobre a dentina apés o tratamento 1, com 3 dias de cultura. Observacao
por microscopia eletrbnica de varredura. Os asteriscos pretos evidenciam a monocamada de
células (a e b). As setas pretas indicam as células e as setas brancas destacam o0s
filopodios e lamelipddios (c e d). Magnificacdo original: 1000x (a), 1000x (b), 2000x (c) e
4000x (d).
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Figura 43 - Células sobre a dentina apos o tratamento 1, com 21 dias de cultura.
Observagdo por microscopia eletrbnica de varredura. Magnificagdo original: 1000x (a),
1000x (b), 2000x (c) e 4000x (d).

Fonte: Propria.
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Figura 44 - Células sobre a dentina apés o tratamento 2, com duas horas de cultura.
Observagédo por microscopia eletrénica de varredura. As setas pretas evidenciam as células
em adesdo (a, b e c¢). As setas brancas destacam os filopddios e lamelipodios (d).
Magnificagc&o original: 1000x (a), 1000x (b), 2000x (c) e 4000x (d).
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Figura 45 - Células sobre a dentina apés o tratamento 2, com 3 dias de cultura. Observacao
por microscopia eletrbnica de varredura. Os asteriscos pretos evidenciam a monocamada de
células (a e b). As setas pretas indicam as células e as setas brancas destacam o0s
filopodios e lamelipddios (c e d). Magnificacdo original: 1000x (a), 1000x (b), 2000x (c) e
4000x (d).

HV mag
15.00 kV 2 000 x
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Figura 46 - Células sobre a dentina apés o tratamento 2, com 3 dias de cultura. Observacéo
por microscopia eletrénica de varredura. Magnificagdo original: 1000x (a), 1000x (b), 2000x
c) e 4000x (d).

HV WD g o del
15.00 KV|13.2 mm|4 000 x ETD

Fonte: Propria.

As células inoculadas na dentina apés o tratamento 3, em um periodo de
duas horas de cultura, exibiam um padrdo de comportamento semelhante aos
demais tratamentos, sendo possivel a observacdo do inicio do processo de

espalhamento (Figura 47).
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Figura 47 - Células sobre a dentina ap6s o tratamento 3, com duas horas de cultura.
Observagédo por microscopia eletrénica de varredura. As setas pretas evidenciam as células
em adesdo (a, b e c¢). As setas brancas destacam os filopddios e lamelipodios (d).
Magnificacdo original: 1000x (a), 1000x (b c) e 4000x (d).

12\" még WD | det - 100 pm
15.00kV 1000 x 12.8 mm ETD UFABC - CEM/SBC

HV  mag WD det pm
15.00 kV 1 000 x 12.8 mm ETD UFABC - CEM/SBC

“)ht\/ mag : ot pm
15.00 kV 2 000 x ETD UFABC - CEM/SBC

Fonte: Prépria.

No entanto, ap6s 3 dias de cultura, foi verificado, na dentina apds o
tratamento 3, uma menor densidade de células, quando comparada aos outros
grupos experimentais, e nado foi observada a presenca de células em divisao (Figura
8).
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Figura 48 - Células sobre a dentina apés o tratamento 3, com 3 dias de cultura. Observacao
por microscopia eletrénica de varredura. As setas pretas indicam as células (a, b e c). As
setas brancas destacam os filopddios e lamelipodios (d). Magnificag&o original: 1000x (a),

1000x (b), 2000x () e 4000x (d).

H/

HV  mag WD | det
15.00 kV/1 000 x/11.7 mm|ETD

\! \: ) 1 ANE >
HV  mag WD det
15.00 kV 4 000 x11.7 mm|ETD

Fonte: Prépria.

—TiT] pm
UFABC - CEM/SBC

e

30 pm
UFABC - CEM/SBC

Porém, com 21 dias de cultura, foi observado, também na dentina com o

tratamento 3, a formacdo de uma monocamada de células por toda a superficie do

arcabouco (Figura 4).
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Figura 49 - Células sobre a dentina apos o tratamento 3, com 21 dias de cultura.
Observagédo por microscopia eletrénica de varredura. Magnificagéo original: 1. Magnificagdo
original: 1000x (a), 1000x (b), 2000x (c) e 4000x d .

R7% S g 5
-~ s P ot o

Fonte: Propria.
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6 DISCUSSAO

Na engenharia de tecidos trés elementos sao considerados essenciais: as
células, os arcaboucos e os fatores indutores. Estes trés componentes individuais e
suas interacfes irdo definir o sucesso da restauracao tecidual desejada (CHAN et
al., 2008; ZHANG et al., 2009).

A utilizacdo das células-tronco € de grande interesse na engenharia de
tecidos. As células-tronco podem ser isoladas de varios tecidos como, por exemplo,
da polpa dentaria (VERMA et al., 2014). A obtencao das polpas, no presente estudo,
variou de acordo com o estagio de reabsorcao das raizes dos dentes. Foi verificado
gue, em dentes com um grau mais avancado de reabsorcédo radicular, a quantidade
de tecido pulpar era pequena ou inexistente, constituindo desta forma, uma limitacao
para obtencdo das SHED. Além disso, nos dentes com a camara pulpar aberta e,
consequentemente, com o tecido pulpar exposto, ocorreu uma maior taxa de
contaminacdo, por bactérias e fungos, das culturas. Sendo tal, contaminacéo
proveniente da propria cavidade oral dos voluntérios.

Para o isolamento das SHED, dois procedimentos, que podem ser
realizados de forma independente ou associados, sao descritos na literatura, sendo
eles: a técnica de cultivo de explante, na qual as células migram espontaneamente
da polpa dentaria para a superficie plastica dos frascos de cultura; e a digestdo
enzimatica do tecido pulpar, em que se obtém uma suspensdo de células
dissociadas, ap0s tratamento do tecido com enzimas especificas. Os métodos de
obtencéo e as condi¢des de cultura utilizadas podem induzir a selecao de diferentes
células in vitro (KARAMZADEH et al., 2012; BASSO & BRACARENSE, 2013; LA
NOCE et al., 2014).

A dissociagcdo enzimatica é referida como sendo a técnica que seleciona
células com uma maior taxa de proliferacdo e de marcagcdo para células-tronco
(KARAMZADEH et al., 2012). No entanto, a dissociacdo enzimatica pode provocar
mais danos celulares que o cultivo de explante, devido a utilizacdo de proteases,
gue podem afetar a viabilidade e o fendtipo das células (MCDUFFEE, 2012).

No procedimento com digestdo enzimatica das polpas dentarias sao
utilizadas com maior frequéncia as enzimas dispase e colagenase. No entanto, no

estudo de Spath et al. (2010), os autores realizaram com sucesso 0 isolamento das
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SHED empregando a enzima tripsina por 5 minutos nos tecidos pulpares. A tripsina
apresenta a vantagem de ter um custo de aquisicdo menor do que as enzimas mais
comumente empregadas.

Todavia, a tripsina € uma protease inespecifica, que cliva as proteinas nas
ligagbes peptidicas entre o grupo carboxila da arginina ou lisina e o grupo amino do
aminoacido adjacente (SIMPSON, 2006). Desta maneira, a tripsina ndo apresenta
seletividade para as proteinas extracelulares, podendo néo ser tdo eficaz quanto
outras proteases especificas, como a colagenase.

O presente estudo verificou que o tratamento enziméatico realizado auxiliou
na liberacdo das células pela polpa, tendo em vista que o tempo de isolamento das
células nas amostras tratadas com tripsina foi menor do que nas amostras sem a
acdo da enzima. Estes resultados estdo de acordo com a pesquisa de McDuffee
(2012) que igualmente relatou que a dissociagédo enzimética contribui na diminui¢éo
do tempo de obtencdo de células progenitoras osteogénicas do tecido periosteal.
Sendo assim, a tripsina teve acdo na clivagem das proteinas extracelulares,
rompendo a ligacao das células com a matriz (ALBERTS et al., 2010).

A acdo da tripsina também foi evidenciada na observacdo das polpas por
MEV (Figuras 8, 9 e 10). Nas amostras sem o0 tratamento enzimatico, foi visualizada
apenas a densa matriz extracelular do tecido pulpar, enquanto que, nas amostras
tratadas com a enzima, as células estavam no exterior do tecido. Este fato pode ser
devido a quebra das proteinas da matriz extracelular da superficie do tecido,
expondo as células. No entanto, o periodo de cultura também contribui para a
exteriorizacdo das células, visto que a amostra sem tratamento com tripsina, mas
gue permaneceu em cultura por 35 dias, também exibiu células na superficie do
tecido, porém em uma menor quantidade (Figura 11).

As células obtidas das polpas devem apresentar trés critérios minimos para
serem classificadas como células-tronco mesenquimais, conforme descrito na
literatura. Primeiramente, as células devem possuir aderéncia ao plastico, quando
mantidas em condi¢cbes normais de cultura. As células também devem exibir
antigenos de superficie especificos, CD73, CD90 e CD105, e ndo possuir ou
apresentar baixa expressédo dos antigenos CD34, CD45, CD14 ou CD11b, CD79a
ou CD19 e HLA classe Il, guando avaliadas por citometria de fluxo. Por ultimo, deve

ser realizada a confirmagdo da plasticidade celular, ou seja, as células devem
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apresentar a capacidade de se diferenciar em linhagens distintas como, por
exemplo, em osteoblastos, adipécitos e condroblastos (DOMINICI et al., 2006;
JESUS et al., 2011).

Foi verificado que as células recém-isoladas das polpas ja apresentavam
adesdo a superficie plastica dos frascos de cultura e essa caracteristica se manteve
apos as realizacbes das subculturas (Figuras 12 e 13). As células obtidas
apresentavam morfologia fusiforme, tipica das células-tronco mesenquimais (JIAO et
al., 2014). Os nucleos exibiam multiplos nucléolos, indicando a sintese de &cido
ribonucleico ribossémico (ribonucleic acid — rRNA, ASHRI et al., 2015).

Com a caracterizacdo da adesdo e morfologia das células também foi
possivel verificar se as culturas apresentavam contaminacdo. A contaminacgao
constitui um dos principais problemas nas culturas celulares e, quando as células
sdo destinadas a aplicacdo clinica, esse problema gera ainda mais peocupacdes.
Contaminagdes por bactérias e fungos sdo geralmente mais faceis de detectar,
usando metodologias mais simples, como a microscopia de luz convencional, mas a
identificacdo de infeccdo por micoplasma pode ser mais dificultosa. Um dos metédos
utilizados para a deteccdo de micoplasma € através da coloragcdo do DNA com um
fluorocromo especifico, como o DAPI. No presente estudo, com o0 uso da
microscopia de luz (Figuras 12 e 13), ndo foi verificado indicios de contaminagfes
bacterianas e fungicas. Nas culturas coradas com DAPI ndo foi verificada a
presenca de objetos extranucleares fluorescentes (Figura 14). Desta forma, foi
indicado que as culturas celulares estavam livres de contaminagdes (NIKFARJAM &
FARZANEH, 2012).

A avaliacdo por citometria de fluxo (Figura 18) indicou que a amostra de
células obtidas apresentou um padréo de expressao compativel com células-tronco
mesenquimais, exibindo alta expressdo do marcador para células-tronco
mesenquimal CD73, CD90 e CD105 e expressdo muito baixa para os marcadores
de células hematopoiéticas CD34 e CD45 (ESLAMINEJAD et al., 2010; JANG et al.,
2016).

A caracterizagdo por diferenciacdo em diferentes linhagens celulares
demonstrou a plasticidade das células cultivadas. Apos 21 dias de cultura, as células
foram coradas utilizando reagentes especificos capazes de evidenciar a

diferenciacdo celular (DEUS et al.,, 2012). Durante o processo de diferenciacao
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osteogénica, as células sintetizam a matriz inorganica, com a deposicao de calcio no
meio extracelular. O acumulo de célcio pdde ser observado, nos testes realizados
(Figura 19), pela intensa coloracdo vermelha das culturas coradas com vermelho de
alizarina (BIRMINGHAM et al., 2012; SUNG, et al., 2015; JANG et al., 2016).

Com a inducéo da diferenciacédo adipogénica, as células iniciam a sintese de
triglicerideos, que se acumulam em goticulas lipidicas em seu citoplasma. O Oil Red
O é um reagente que cora os lipidios, portanto, foi utilizado nas culturas destinadas
a diferenciacéo adipogénica, colaborando para a visualizagao das goticulas lipidicas
no interior de algumas células, como observado na Figura 20 (DEUS et al., 2012;
RIZZATTI et al., 2013; JANG et al., 2016).

Para diferenciacéo condrogénica, além do meio indutor utilizado, o sistema de
cultura in vitro também influencia no sucesso da diferenciacdo. A cultura de
micromassa possibilita que as interagdes célula-célula ocorram de forma semelhante
as que acontecem durante a formacao da cartilagem. Desta forma, esse sistema de
cultura contribui para induzir a diferenciacdo condrogénica. Nos testes realizados foi
observado que as células cultivadas com o meio para diferenciagcdo permaneceram
em cultura de micromassa pelos 21 dias do experimento, o que néo foi observado
nos grupos controles (Figura 21). O arranjo em micromossa colabora para que as
células produzam uma matriz extracelular que contenha proteoglicanos, tipicos da
linhagem condrocita, que podem ser corados com azul de toluidina (KOYAMA et al.,
2012; ZULIANI et al., 2018).

Os resultados dos ensaios da diferenciacéo in vitro indicam que as células
obtidas apresentaram a capacidade de diferenciacdo nas trés linhagens:
osteogénica, adipogénica e condrogénica. No entanto foi verificado, igualmente a
achados na literatura (MONTERUBBIANESI et al., 2019), que as SHED exibem um
maior potencial para diferenciagdo osteogénica do que para a diferenciacao
adipogénica, desta forma, esta populacdo de células € mais indicada para utilizacéo
visando fins regenerativos dos tecidos 6sseos.

Portanto, os resultados das caracterizagbes celulares indicam que os
procedimentos utilizados para extracdo das ceélulas das polpas dentarias foram
eficazes para obter uma populagcdo de SHED (DOMINICI et al., 2006; JESUS et al.,
2011).
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Na cultura de células-tronco determinados fatores podem influenciar na
proliferacdo, morfologia e diferenciagédo celular. O envelhecimento das células, tanto
in vivo quanto in vitro, € capaz de alterar tais propriedades celulares. Conforme
relatado na literatura, quanto maior a idade do doador ha um declinio na capacidade
de proliferagcdo e diferenciacdo das células em cultura. Esse decaimento da
multipoténcia também é observado no envelhecimento das células in vitro, ou seja,
guanto maior o numero de subcultura (aumento no niumero de passagens) menor a
capacidade de diferenciacdo das células em determinadas linhagens (ULLAH et al.,
2015; YANG et al., 2018).

O envelhecimento celular esta relacionado com a diminuicdo da atividade da
enzina telomerase. A telomerase é uma DNA polimerase especifica que realiza a
adicdo de DNA telomérico nos cromossomos. Os telomeros sdo sequéncias
repetitivas de DNA existentes nas extremidades cromossomicas. Essas sequéncias
sdo responséaveis por diversas funcdes essenciais para a sobrevivéncia celular,
como a manutencdo da integridade cromossémica e a replicagdo completa dos
cromossomos. Sem a atividade da enzima telomerase ocorre o encurtamento
progressivo dos telomeros, a cada divisdo celular, causando a perda da informagé&o
genética, que conduz a morte celular. Grande parte das células somaticas do
organismo ndo sintetiza a enzima telomerase. Ja nas células germinativas,
progenitoras e tumorais, as telomerases se encontram ativas (PARSONS 2003;
PERINI et al., 2008; FERRER et al., 2017; BRAZVAN et al., 2018).

A verificacdo da estabilidade cromossdmica das células mantidas em cultura
foi realizada pela andlise cariotipica. Na resolucdo da diretoria colegiada — RDC n°
214, é regulamento que, para o controle de qualidade das células em cultura, deve
ser realizada a analise citogenética (BRASIL, 2018). Para realizacdo deste teste, a
mitose das células é interrompida na fase da metafase com a utilizagdo de um
inibidor do fuso mitético (colchicina). Desta forma é possivel realizar a contagem
cromossbmica apo0s a realizacdo da coloracdo. O numero de cromossomos
encontrados em uma célula é especifico da espécie; nos seres humanos, as células
somaticas normais contém 46 cromossomos (VEERABHADRAPPA et al., 2016). No
teste foi verificado que as células avaliadas apresentaram o conjunto normal de

cromossomos da espécie humana (Figura 22).
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A dentina foi escolhida para ser utilizada como arcabougo devido as suas
propriedades atraentes para a cultura de células e implantagdo no organismo. A
dentina € um material natural, sendo normalmente descartada apos a extracao dos
dentes nas clinicas odontologicas. Estudos indicam que este biomaterial por
apresentar uma estrutura constituida por hidroxiapatita, coldgeno e fatores de
crescimento € favordvel para interacdo com as células, auxiliando no
desenvolvimento e diferenciacéo celular. Atualmente, a dentina vem sendo proposta
para utilizacdo na restauracdo de diversos tecidos, como o0s dentarios e 0sseos
(TRAN et al., 2015; TABATABAEI et al., 2016a, UM, 2018; SARI et al., 2019).

Para esterilizagdo das amostras de dentina foi escolhido o método de
radiacdo gama. No trabalho de White et al. (1994), os autores realizaram a
comparacao entre quatro métodos para esterilizacdo da dentina: radiacdo gama,
oxido de etileno, calor seco e autoclavagem. O estudo supramencionado concluiu
que, dos métodos avaliados, apenas a radiacdo gama ndo provocou alteracao
composicional, avaliada por espectroscopia FTIR, das amostras de dentina. O uso
do 6xido de etileno mostrou uma reducao do fosfato, indicando perda de minerais na
superficie dentinaria. Neste mesmo estudo de White et al. (1994), os dados de
espectroscopia FTIR da dentina ap0s a esterilizacdo por calor seco evidenciaram
que esse procedimento provocou perda de dgua nas amostras, enquanto que o
processo de autoclavagem causou uma diminuicdo dos componentes amida e
fosfato nas dentinas testadas. Semelhante ao trabalho de Tran et al. (2015), a dose
de radiacdo utilizada no presente estudo foi de 25 kGy, que se mostrou eficiente
para esterilizacdo, sendo ja recomendada para enxertos 6sseos (MERCAN et al.,
2018). Para avaliacao dos efeitos desta dosagem sobre a dentina, neste presente
estudo, foram realizadas avaliacbes também por espectroscopia FTIR, que
demonstraram que as amostras nao apresentaram alteracdo composicional
significativa ap0s o processo de esterilizacdo por radiacdo gama (Figura 25). Esse
resultado é importante, pois demonstra a eficacia do método em esterilizar a dentina
(White et al., 1994) sem provocar modificagcbes em sua composi¢cdo quimica, nao
interferindo, desta forma, nas etapas posteriores de analise.

O preparo da dentina requer o emprego de brocas e lixas para realizacdo dos
cortes nos dentes e remocgao das camadas de esmalte e/ou cemento. O uso de tais

equipamentos de corte ou abrasivos acaba por gerar um material que se deposita na
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superficie da dentina, denominado magma dentinario (também conhecido como
smear layer, lama dentinaria, barro dentinario ou camada residual) (ARAUJO et al.,
1998). O magma dentinario € composto principalmente por elementos organicos
(colageno e outras proteinas presentes) e inorganicos (hidroxiapatita) dos tecidos
dentérios, assim como residuos diversos dependendo do lubrificante ou outros
produtos quimicos usados durante o corte, além de saliva, sangue e microrganismos
caso estejam presentes. Esses componentes aderem fracamente a superficie da
dentina, formando uma camada que varia em quantidade, dependendo dos tipos de
equipamentos utilizados para corte. Esta camada geralmente apresenta de 1 a 5 ym
de espessura e pode penetrar até 40 ym para o interior dos tubulos dentinarios.
Sendo assim, 0 magma pode ser verificado com a utilizacgdo do microscopio
eletrbnico de varredura. A remocao dessa camada de magma pode ser realizada
através da utilizacdo de substancias &cidas, ultrassom ou irradiacdo com laser de
alta poténcia (ARAUJO et al., 1998).

Para utilizacdo como arcabouco, a desmineralizacdo da dentina também é
proposta como uma das etapas de seu preparo. Este tratamento contribui para a
liberacdo dos fatores indutores presentes na estrutura da dentina, ja que
normalmente, os cristais de hidroxiapatita bloqueiam a liberacdo destes fatores (KIM
et al., 2013). A desmineralizacdo ainda auxilia na remocéo da camada de magma (LI
et al., 2011; TRAN et al., 2015; TABATABAEI et al., 2016a). Os protocolos utilizados,
no presente estudo, para o preparo da dentina foram escolhidos com base nos
procedimentos encontrados na literatura que utilizam a dentina como enxerto em
defeitos 6sseos e como arcabouco para a propria restauracao dentaria (HUANG et
al., 2006; YAGIHASHI et al., 2009; LI et al., 2011; MURATA et al., 2012; TRAN et al.,
2015; BAKOPOULOU et al., 2016; TABATABAEI et al., 2016a; UM et al., 2017). Os
tratamentos empregados devem produzir uma desmineralizagcdo otimizada, pois 0
excesso pode destruir a estrutura da dentina, danificando proteinas e outros
elementos da matriz dentinéria. Entretanto, a desmineralizagcdo insuficiente pode
gerar um arcabougo com propriedades menos indutoras para diferenciagdo das
células (TABATABAEI et al., 2016b).

O tratamento 1, com o uso combinado do EDTA e limpeza ultrassonica, tem
se mostrado eficaz no preparo da dentina. O EDTA é considerado um dos agentes

mais efetivos na desmineralizacdo e remocéo da camada de magma. O EDTA atua
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como um quelante de calcio da hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2). Os oxigénios,
presente na estrutura do EDTA (C10H16N20s), realizam ligagcbes com os ions célcio,
incorporando estes a sua estrutura (REIS, 2006). A desmineralizacdo com a
variacdo decrescente da concentracdo de EDTA, adotada neste estudo, foi
considerada importante para manter as proteinas funcionais (LI et al., 2011; TRAN et
al., 2015; BAKOPOULOU et al., 2016).

O tratamento 2, que utiliza EDTA e acido citrico (C¢HgO7), tem sido sugerido,
pois ambos os reagentes sdo eficazes como substancias quelantes do calcio
presente na hidroxiapatita (HUANG et al., 2006; TRAN et al., 2015).

No tratamento 3 foi utilizado acido cloridrico (HCI), pois esse reagente tem a
capacidade de produzir uma desmineralizacdo mais completa da dentina. Neste
tratamento, os ions hidrogénio (H") da solucédo aquosa de &cido cloridrico reagem
com o0s ions hidroxido (OH’) da hidroxiapatita, provocando sua dissolucdo
(YAGIHASHI et al., 2009; TOGARI et al., 2011; MURATA et al., 2012).

Os resultados decorrentes da avaliacdo da perda de massa revelaram que
apenas o tratamento 3 gerou uma perda estatisticamente significativa quando
comparada ao grupo controle (Figura 26). Este resultado est4d de acordo com
achados na literatura (REIS, 2006; YAGIHASHI et al., 2009; MURATA et al., 2012)
gue indicam que o tratamento com HCI| promove uma maior desmineralizacdo da
dentina. No entanto, a acdo das substancias utilizadas nos procedimentos, para
desmineralizacdo, pode variar de acordo com o tempo de aplicacdo, pH e
concentracdo (REIS, 2006; YAGIHASHI et al., 2009; MURATA et al., 2012).

Para observacdo da estrutura das dentinas foi empregado o microscopio
eletrbnico de varredura. Através da interacdo do feixe de elétrons do equipamento
com as amostras de dentina, foi possivel verificar que todos os procedimentos
realizados pra desmineralizagdo provocaram uma maior exposicdo dos tubulos
dentinarios, em comparacdo com amostras controle (Figuras 27, 28, 29 e 30). As
amostras de dentina do grupo controle apresentaram uma pequena obstrucdo dos
tubulos, ndo sendo observada a formagdo de uma camada de magma em sua
superficie. Este fato é provavelmente devido a realizacdo da lavagem, utilizando a
cuba ultrassbnica, que foi eficiente para remocédo de grande parte dos residuos

gerados pelo procedimento de lixamento (REIS, 2006).
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Com a comparacdo das imagens das dentinas desmineralizadas € possivel
observar que ocorreu uma alteragéo na superficie das amostras apos o tratamento 3
(Figura 30). Esse resultado vai de encontro, com a analise da perda de massa, na
qual esse tratamento apresentou uma perda de quase 45%. Como mencionado
anteriormente, a desmineralizagdo contribui para a liberacdo de fatores indutores
(GUO et al., 2009; LI et al., 2011; YANG et al., 2012; TABATABAEI et al., 2016b), no
entanto, ndo é desejavel que os tratamentos produzam uma deformacdo nas
dentinas. Sendo assim, o tratamento com HCI, no periodo de sete dias (tratamento
3), pode ter excedido o ideal para a producéo dos arcabouc¢os. Periodos menores de
tempo podem ser testados para avaliacdo deste tratamento nas dentinas.

A analise por FTIR foi realizada a fim de verificar se os procedimentos de
desmineralizacdo provocaram alteracdes quimicas nas superficies das amostras de
dentina. A técnica de FTIR é uma espectroscopia vibracional indicada para a
caracterizacdo de tecidos biol6gicos, como os dentérios, pois seu espectro fornece
informacdes sobre os componentes organicos e inorganicos da matriz extracelular.
Com a utilizacdo desta técnica o conteudo relativo destes componentes pode ser
estimado (andlise semi-quantitativa) a partir do célculo das razdes entre as areas
das bandas do espectro (BACHMANN et al., 2003; ZEZELL et al., 2015).

A porcdo organica da matriz dentinaria € constituida predominantemente de
colageno. No espectro FTIR esta parte da matriz é evidenciada pela presenca dos
picos correspondentes as amidas | (estramento de C=O em 1645 cm™), II
(combinac&o fora de fase da flexdo de N-H e do estiramento de C-N em 1553 cm™) e
Il (associacdo do estiramento de C-N e deformacéo de N-H em 1240 cm™), além de
outros picos (modos de vibracdo em 1340, 1283 e 1202 cm™). A matriz inorganica é
composta em sua maior parte de cristais de hidroxiapatita carbonatada e seus
componentes absorvidos no infravermelho sdo o carbonato e o fosfato (BACHMANN
et al., 2003; ZEZELL et al., 2015).

Com os resultados, foi observado que tanto o grupo controle como o0s
tratamentos exibiram os picos de absorcdo caracteristicos da dentina descritas na
literatura (BACHMANN et al., 2003; BOTTA et al., 2012; LIU et al., 2014). Como os
picos dos grupos quimicos referentes a matéria inorganica ainda estavam presentes
nos espectros de todas as amostras de dentina, foi evidenciado que os métodos de

desmineralizagdo ndo removeram completamente os minerais das amostras (Figura
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30). No entanto, a desmineralizacdo completa ndo é desejada, uma vez que pode
prejudicar a estrutura da dentina e afetar os fatores indutores (TABATABAEI et al.,
2016b).

Os tratamentos contribuiram para remocdo de parte dos minerais das
amostras, como foi possivel observar pelo aumento da razdo entre 0s grupos
amidas em relacao ao fosfato, havendo uma progressao da desmineralizagéo entre
os tratamentos 1, 2 e 3 (Figura 32). O tratamento 3 mostrou a maior capacidade
para remocao dos minerais, estando de acordo com a avaliacdo da perda de massa,
além de ter causado alteracdo no modo de vibracdo do fosfato remanescente. A
retirada dos componentes da matriz inorganica exp0s a parte organica da matriz,
sendo evidenciada pela presenca dos grupos amidas com um aumento
inversamente proporcional a perda dos componentes inorganicos.

A dentina desmineralizada, com destaque para as amostras submetidas aos
tratamentos 2 e 3, possuiram um teor de agua maior que O grupo controle,
evidenciado pelo aumento da intensidade relativa da banda de OH" (Figura 32). Este
aumento é devido, em maior parte, pela perda de minerais em torno das fibrilas de
coldgeno, mas também pela ampliacdo dos tubulos dentinarios, devido a perda de
dentina peritubular (KIM et al., 2010). Portanto, os tratamentos para
desmineralizacdo contribuiram para a retencdo de uma quantidade maior de agua
na estrutura tridimensional das amostras de dentina. Para serem usados para fins
biomédicos, os arcaboucos devem apresentar a capacidade de absorver fluidos,
pois, apos implantagdo no organismo, deve ocorrer uma distribuicdo adequada de
metabdlitos e nutrientes por todo o arcabouco (RODRIGUEZ-VAZQUEZ et al.,
2015). Essa modificacdo na permeabilidade, também favorece a liberacdo de fatores
de crescimento da estrutura da dentina (GUO et al., 2009; LI et al., 2011; YANG et
al., 2012).

Na caracterizacdo dos biomateriais € necessario também conhecer sua
resisténcia mecanica, para que essa seja compativel com o local no qual se
pretende a implantacdo. Um dos ensaios mecéanicos normalmente utilizados para
materiais ceramicos € o conduzido sob compressdo. Neste ensaio, uma forca
compressiva é aplicada na amostra, provocando sua contracdo ao longo da direcéao
da tensdo. O teste mecanico de compressdo € indicado para avaliacdo da

resisténcia mecanica das dentinas, pois este ensaio determina a carga maxima que
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a dentina pode suportar e como os tratamentos influenciam neste valor (CALLISTER
& RETHWISCH, 2012; CATELLO et al., 2017).

De acordo com a analise estatistica realizada, os grupos dos tratamentos 1 e
2 apresentaram limites de resisténcia a compressao (valores de tensdo no ponto
méaximo da curva de tensdo-deformacdo) similares ao controle, enquanto o
tratamento 3 exibiu valor significativamente menor (Figura 33). O grupo tratamento 3
sofreu uma deformacéo estatisticamente maior antes da ruptura em comparagcao aos
demais grupos. A julgar por esses valores de tensdo e deformacédo, as amostras
submetidas ao tratamento 3 podem ser consideradas mais dlcteis, ou seja, menos
frageis que as dos demais grupos (CALLISTER & RETHWISCH, 2012; CHUN et al.,
2014; ZHANG et al., 2014).

As propriedades mecanicas da dentina sdo determinadas pela sua estrutura e
composi¢do. Uma maior quantidade de matéria inorganica possibilita que a dentina
apresente um maior limite de resisténcia a compresséo, como observado nos grupos
controle e tratamentos 1 e 2. Pela analise do comportamento das curvas
apresentadas, € possivel inferir que 0s grupos experimentais controle e tratamento 1
apresentam tensdo de ruptura e deformacao total bastante similares entre si. No
entanto, essas amostras sao mais frageis pela auséncia de regime plastico do
material. Como demonstrado pelo ensaio de resisténcia a compressédo e FTIR, as
amostras submetidas ao tratamento 3, que sofreu maior desmineralizacao
(diminuicdo da porcéo inorganica), apresentaram um limite de resisténcia menor,
mas apresentaram uma maior deformacdo a baixas tensdes, revelando um
comportamento compativel com um polimero elastico, o0 que sugere uma maior
contribuicdo da fase organica da dentina. De fato, pelo comportamento da curva
média apresentada, é possivel sugerir que ndo apenas o conteddo mineral foi
alterado com o tratamento, mas também a estrutura do colageno.

O teste mecanico contribui para indicar o grau no qual as amostras de dentina
irdo se deformar antes da fratura (CALLISTER & RETHWISCH, 2012; CHUN et al.,
2014; ZHANG et al., 2014). Vale a pena ressaltar que aspectos como quantidade e
orientacdo dos tubulos dentinarios interferem no comportamento fisico do material,
uma vez que a fase organica contribui para a tenacidade da dentina pois absorve
mais energia, enquanto que a fase inorganica contribui para a rigidez do material. No

presente estudo, foram preparadas amostras de iguais dimensdes provenientes do
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terco médio da coroa de dentes molares humanos, cuja orientacao dos tubulos se da
de forma quase perpendicular a forca aplicada; portanto, a contribuicdo da
orientacdo dos tubulos no teste foi minimizada a partir do momento que todas as
amostras foram preparadas de forma igual, a partir da mesma regido dos dentes
molares. Diferencas na quantidade de tubulos, assim como na composi¢cdo e
diametro, podem ocorrer, pois as amostras foram preparadas de dentes de
individuos diferentes e submetidas a tratamentos diferentes. Embora apresentem
comportamento similar, a ligeira maior resisténcia a tensdo que o tratamento 1
apresenta, em relacdo ao grupo controle, pode ser explicada em funcdo do
afrouxamento das fibras coladgenas e exposicéo da fase inorganica da dentina, o que
leva a perda da fase mecanica desta fase. O comportamento mecéanico observado
das amostras submetidas aos tratamentos 1, 2 e 3 é esperado, pois condiz com a
perda de mineral estatisticamente significativa detectada pela analise de FTIR
(tratamentos 2 e 3), enquanto que o tratamento 1, embora tenha apresentado sinais
de desmineralizacdo, a mesma nédo foi estatisticamente significativa para nenhum
dos componentes analisados (Figura 32).

Além das avaliagBes fisico-quimicas de um biomaterial, a andlise da
biocompatibilidade € indispensavel para a caracterizacdo de um dispositivo
biomédico, como o arcabouc¢o. Os primeiros ensaios indicados de biocompatibilidade
séo os de citotoxicidade in vitro (ROGERO et al., 2003; 1ISO 10993-5, 2009). Existem
trés categorias de testes de citotoxicidade: teste de extrato, teste de contato direto e
teste de contato indireto, que consistem basicamente em colocar os arcaboucos
direta ou indiretamente em contato com as células e avaliar alteracbes nos
diferentes parametros celulares, como morfologia, padrdo de crescimento e
metabolismo (ROGERO et al., 2003; ISO 10993-5, 2009).

No presente estudo foi realizado o teste de extrato que, segundo a literatura,
€ apropriado para detectar a toxicidade de substancias soltveis do arcabouco e se
mostra compativel com os resultados obtidos in vivo (LI et al., 2015). Por néo haver
um contato direto dos materiais com a camada celular, este teste previne possivel
danos mecanicos as ceélulas decorrentes da movimentacdo das amostras nos pogos
das placas de cultura (MASSON & LOMBELLO, 2016).

O teste do extrato também possibilita a observacéo da alteracdo do pH do

meio de cultura apds contato com os arcaboucos. Essa andlise € possivel em
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decorréncia do meio apresentar um indicador de pH (vermelho de fenol), que
permite a determinagcdo aproximada do pH. O vermelho de fenol € amplamente
utilizado nos meios de cultura como indicador por ndo apresentar toxicidade para as
células (REBELLO, 2014).

O pH 6timo para a proliferacdo celular pode variar de acordo com o tipo de
célula. Entretanto, a maioria das linhagens apresenta o valor ideal de 7,4. As células
em cultura podem apresentar uma diminuicdo da proliferacdo se o pH oscilar de 7
para 6,5 e perder a viabilidade entre 6,5 e 6. Portanto, os meios de cultura com
vermelho de fenol devem apresentar, idealmente, uma coloracéo vermelha-clara (pH
de 7,4). Alteragbes no pH irdo provocar mudancas na coloragdo do meio, por
exemplo, a coloracdo vermelha-escura indica um pH de 7,6, roxa de 7,8 e amarela
de 6,0 a 6,5. (PERES & CURI, 2005; REBELLO, 2014).

Desta forma, é possivel constatar, pela observagdo da coloracdo dos meios
de cultura em contato com as amostras testadas (Figura 34), que os arcaboucos do
tratamento 3 provocaram uma diminuicdo do pH (cor amarela). As amostras do
grupo controle e dos outros tratamentos ndo provocaram mudancas no pH,
mantendo o meio com uma colorac¢ao vermelha-clara.

A andlise qualitativa (morfolégica) da citotoxicidade mostrou que as células
em contato com os extratos das dentinas sem tratamento (controle) e submetidas
aos tratamentos 1 e 2 apresentaram um padrdo de crescimento similar ao controle
negativo (ndo citotéxico), ndo sendo observados sinais de degeneracdo celular
(Figuras 35 e 36). Sendo assim, conforme classificagdo morfol6gica descrita pela
ISO 10993-5 (2009), para testes de citotoxicidade de extratos, esses materiais nao
induziram efeitos téxicos as células. Este resultado era esperado para o grupo das
dentinas controle, pois se trata de um material proprio do corpo humano, ou seja, de
origem natural (CUNHA et al., 2011). No entanto, os tratamentos desmineralizantes
realizados poderiam induzir modificacbes na morfologia ou no padrdao de
crescimento das células. No tratamento 3 foi verificada uma diminuicdo do
crescimento celular. No controle positivo, as células exibiam morfologia
arredondada, e foi verificada também uma diminuicdo do crescimento celular,
corroborando a natureza citotoxica do fenol.

A quantificacdo da viabilidade celular do teste de citotoxicidade foi avaliada

de forma indireta, através da medicdo da atividade mitocondrial das células pelo
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ensaio do MTT (Figura 37). Neste teste, 0s niveis de cristais de formazan formados,
devido a reducdo do sal tetrazolio pelas desidrogenases mitocondriais das células
viaveis, apresentam uma correlacado positiva com o namero de células viaveis na
cultura (MOSMANN, 1983; EDUARDO et al., 2008).

Com os resultados, foi verificado que apenas o tratamento 3 apresentou um
potencial citotoxico para as células, pois este tratamento reduziu mais de 70% a
viabilidade celular, quando comparado com o controle negativo (ISO 10993-5, 2009).
O teste quantitativo esta de acordo com a analise qualitativa da citotoxicidade e com
a observacdo da coloragdo dos meios de cultura em contato com as amostras,
corroborando os resultados dos efeitos dos extratos nas culturas celulares. Desta
forma, foi verificado que o procedimento de lavagem realizado foi suficiente para
remocao dos agentes desmineralizantes dos tratamentos 1 e 2; no entanto, para o
tratamento 3 se faz necessario um tempo maior de lavagem para eliminacdo dos
fatores citotoxicos.

A analise da interacdo das células com os arcaboucos por MEV permitiu
examinar os padrbes de comportamento celular para cada tipo de preparo da
dentina (Figuras 38 a 49). Os quatro grupos testados de dentina mostraram
capacidade de proporcionar a adeséo celular, visto que, no periodo de 2 horas apés
a inoculacéo, as células ja estavam se espalhando pelos arcaboucos. No terceiro dia
de cultura, as células presentes nas dentinas controle e submetidas aos tratamentos
1 e 2 formaram uma camada em grande parte da superficie dos arcaboucos.
Todavia, as dentinas submetidas ao tratamento 3 apresentaram uma baixa
densidade de células, corroborando o potencial citotéxico deste tratamento.

No entanto, apdés os 21 dias de cultura, todos os arcaboucos de dentina
apresentaram uma alta densidade de células em suas superficies, que se
organizavam em multicamadas. Esse padréao foi observado inclusive no tratamento
3, que inicialmente apresentou uma menor quantidade de células, o que pode ser
atribuido as trocas de meio realizadas durante o periodo de cultura, que
contribuiram para eliminagdo dos fatores citotoxicos. Estes resultados confirmam a
necessidade da realizacdo de um maior tempo de lavagem para os arcaboucos
deste tratamento.

As células nas dentinas apresentavam filopédios e lamelipddios que se

projetavam sobre suas superficies; no entanto, essas proje¢cdes ndo entraram nos
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tubulos dentinarios, como acontece com as expansdes citoplasmaticas dos
odontoblastos, que migram para dentro dos tubulos (NEUNZEHN et al., 2017) Os
filopddios e lamelipddios da membrana plasmatica sdo ricos em actina e seu
alongamento propele a borda das células para frente promovendo a migracdo ou
extensdo celular. Essas estruturas também estdo envolvidas no processo de adeséo
(MATTILA et al., 2008).

Na superficie celular ainda foram averiguadas muitas irregularidades, como
as vesiculas extracelulares, evidenciando a manutencéo da atividade metabdlica das
células nas culturas (ESPOSITO et al., 2007). As vesiculas extracelulares sao
estruturas de dupla membrana que contribuem para a comunicagao intercelular,
através da transferéncia de proteinas, lipidios e acidos nucléicos. Esses fatores
paracrinos liberados pelas células-tronco desempenham um importante papel na
transferéncia de sinais regenerativos das células para os tecidos lesionados
(GRANGE et al., 2014; GARIKIPATI et al., 2018; RAPOSO & STOORVOGEL 2018).

Com base nas andlises realizadas, foi evidenciado que a dentina forneceu
suporte favoravel para a adesdo e proliferacdo das células SHED. No entanto, o
tratamento 3 apresentou um potencial citotdxico que, em caso de implante no
organismo, poderia gerar um processo inflamatério que levaria a destruicdo do
enxerto. A dentina do grupo controle demonstrou ser adequada para dar suporte ao
cresimento celular; todavia, como descrito na literatura, o0s tratamentos
desmineralizantes possibilitam que os fatores de crescimento presentes em sua
estrutura fiqguem disponiveis para acdo sobre as células, contribuindo para as
propriedades osteoindutora e osteocondutora da dentina. Desta forma, as dentinas
submetidas aos tratamentos 1 e 2 mostraram melhores caracteristicas para serem
utiizados na engenharia de tecidos. Essas dentinas demonstraram
biocompatibilidade e foram capazes de sustentar o crescimento das células-tronco
em um periodo que possibilite sua diferenciacdo. Com destaque para o tratamento
2, que exibiu uma desmineralizagcdo que n&o provocou deformacao na estrutura da
dentina e na resistencia a tensdo, mas foi capaz de aumentar a permeabildade da
dentina, que segundo a literatura (GUO et al., 2009; LI et al., 2011; YANG et al.,
2012) contribui para a liberagéo dos fatores indutores.

Desta forma, a dentina de dentes permanentes se mostrou favoravel para

utilizacdo como arcaboucos, visando a engenhara de tecidos 6sseos. Em virtude de
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suas dimensdes e composi¢cdo seu uso se faz mais adequado para defeitos no 0sso
alveolar. Outro aspecto que pode ser ressaltado € que a dentina de dentes deciduos
também pode ser avaliada para o uso como arcabouco. Os dentes deciduos séo
esfoliados naturalmente; portanto tém maior disponibilidade. Esses dentes poderiam,
inclusive, ser armazenados para um futuro uso autélogo, minimizando os riscos de
rejeicao.

Portanto, como analisado neste estudo, encontrar a técnica de preparacdo para
transformar os dentes em arcaboucos de dentina adequados, representa uma etapa
fundamental para a utilizacéo clinica deste material, visando a regeneracao tecidual.
Para isso, se faz necessario avaliar com critério todas as etapas de seu preparo, tais
como: a remoc¢ao de agentes bioldgicos contaminantes, a fim de evitar infeccbes; a
realizacdo de um processo adequado de desmineralizacdo, para disponibilizar os
fatores indutores e expor 0s componentes organicos, com o objetivo de estimular as
células—tronco, mas que também preserve a parte inorganica, pra manter a estrutura
e resisténcia do material; e a eliminacdo de substancias citotoxicas, que podem
provocar reagdes inflamatdrias, levando a rejeicdo do arcabouco apds implante no
organismo.

Este estudo se constitui em avaliacées in vitro; para a utilizacdo in vivo,
visando a engenharia de tecidos 6sseos, mais pesquisas se fazem necessarias para
compreencdo de como estes materiais influenciam o desenvolvimento e
diferenciacdo das células em ambiente fisiologico (UM et al., 2018; KIM et al., 2019;
SARI et al., 2019).
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7 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos, pode-se concluir que:

1 - Foi possivel obter células-tronco mesenquimais da polpa dentaria pela
combinacdo dos métodos de cultivo de explante e dissociagdo enzimatica. Portanto,
a tripsina se mostrou eficiente para o isolamento das SHED, apés as polpas serem
tratadas;

2 - As SHED obtidas apresentaram elevada capacidade de diferenciacéo
osteogénica, nao exibiram contaminacbes e a estabilidade cromossémica foi
mantida no periodo de cultura;

3 - A obtencao dos arcaboucos de dentina foi possivel com a utilizacédo de
uma metodologia acessivel,

4 - A radiagcdo gama, na dose de 25 kGy, foi eficiente para esterilizacdo das
amostras e ndo causou mudancas na composicdo quimica dos arcaboucgos de
dentina;

5 - A analise da composicdo quimica por FTIR das amostras de dentina
mostrou que o tratamento 3 foi 0 que apresentou maior perda da porgdo mineral,
seguido dos tratamentos 2, 1 e controle. A diminuicdo da matriz inorganica resultou
na maior exposicdo da porcdo organica nos grupos tratados. A avaliacdo da perda
de massa corroborou o resultado do teste de FTIR, mostrando que o tratamento 3 foi
0 mais agressivo na desmineralizagéo das amostras;

6 - O teste de resisténcia mecanica, por compressdo, indicou que a
desmineralizagcdo das amostras do tratamento 3 provocou uma diminuicdo da
resisténcia a compressao, tornando o material mais ductil,

7 - O tratamento 3 foi citotoxico para a cultura de SHED. Portanto, para sua
utilizacdo se faz necessario a realizacdo de mais procedimentos de lavagens. Os
demais tratamentos foram aptos para utilizagdo em culturas células;

8 - As SHED apresentaram adesédo e espalhamento sobre a superficie das
dentinas apds todos os tratamentos propostos, demonstrando que a dentina
apresenta boas caracteristicas para interacdo com as ceélulas. As dentinas as
desmineralizadas pelos tratamentos 1 e 2 exibiram caracteristicas mais propicias

para serem utilizadas na regeneragao de lesdes em 0sso alveolar..
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