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RESUMO

Embora o enxerto 6sseo autdlogo seja considerado o padrdo-ouro nas cirurgias
de reconstrucbes Osseas, seu uUsOo apresenta restricbes como a baixa
disponibilidade e a necessidade de um segundo sitio cirargico para coleta do
material. Os dentes sdo biomateriais com propriedades fisicas e quimicas muito
semelhantes as do 0sso, sendo que a disponibilidade de dentes bovinos € maior
do que a de dentes humanos. Este trabalho teve como objetivo investigar a
resposta osteogénica in vitro de células-tronco de dentes deciduos esfoliados
humanos (SHED) em associacdo a particulas de dentes bovinos. Para isso, as
SHED foram cultivadas por 1, 7, 14 e 21 dias e divididas nos seguintes grupos:
Grupo 1: Dente bovino triturado + meio de cultura convencional (MEMa) + SHED;
Grupo 2: MEMa + SHED; Grupo 3: Dente bovino triturado + meio de cultura
osteogénico (MO) + SHED; Grupo 4. MO + SHED. A anadlise quantitativa e
qualitativa da deposicdo de ions célcio na matriz mineralizada das SHED foi
conduzida empregando o ensaio colorimétrico com vermelho de alizarina. A
deteccdo da proteina TGFb1 foi realizada por meio do ensaio imunoenzimatico
Elisa. Os valores obtidos em triplicata foram submetidos a analise estatistica,
sendo adotado o nivel de significAncia de 5% (p<0,05). Os resultados encontrados
nos ensaios de vermelho de alizarina e Elisa seguiram exatamente o mesmo
padrdo, com maiores valores de absorbancia aos 14 dias para o grupo G4 (SHED
+ meio osteogénico) e aos 21 dias para o grupo G3 (SHED + meio osteogénico +
particulas de dente bovino). As SHED, portanto, demonstraram capacidade de
deposicao de ions célcio na formacédo de matriz mineralizada e de expressao de
TGFB1 tanto quando cultivadas exclusivamente em meio osteogénico (G3) quanto
em meio osteogénico concomitante & presenca de particulas de dente bovino
(G4), sendo que nesse ultimo os resultados foram mais expressivos.

Palavras-chave: Dente; Regeneracdo Ossea; Engenharia Tecidual; Células-

tronco.



ABSTRACT

Although autologous bone graft is considered the gold standard in bone
reconstruction surgeries, its use has restrictions such as low availability and the
need for a second surgical site to collect the material. Teeth are biomaterials with
physical and chemical properties very similar to bone, and the availability of bovine
teeth is greater than that of human teeth. This work aimed to investigate the in vitro
osteogenic response of stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED)
in association with particles from bovine teeth. For this purpose, SHED were
cultivated for 1, 7, 14 and 21 days and divided into the following groups: Group 1:
particulate bovine tooth + conventional culture medium (MEMa) + SHED; Group
2: MEMa + SHED; Group 3: particulate bovine tooth + osteogenic culture medium
(OM) + SHED; Group 4: MO + SHED. Quantitative and qualitative analysis of
calcium ion deposition in the mineralized matrix of SHED was carried out using the
alizarin red colorimetric assay. The detection of the TGFb1 protein was performed
using the Elisa immunoenzymatic assay. The values obtained in triplicate were
submitted to statistical analysis, adopting a significance level of 5% (p<0.05). The
results found in the alizarin red and Elisa assays followed exactly the same pattern,
with higher absorbance values at 14 days for the G4 group (SHED + osteogenic
medium) and at 21 days for the G3 group (SHED + osteogenic medium + particles
of bovine tooth). Therefore, SHED demonstrated the capacity of deposition of
calcium ions in the formation of mineralized matrix and expression of TGFB1 both
when cultivated exclusively in osteogenic medium (G3) and in osteogenic medium
concomitant with the presence of bovine tooth particles (G4), with more expressive
results in the G4.

Keywords: Tooth; Bone Regeneration; Tissue Engineering; Stem Cell.
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1 INTRODUCAO

Um dos desafios da Odontologia € proporcionar condi¢des ideais para que
ocorra uma eficiente regeneracdo Ossea dos maxilares acometidos por
traumatismos, neoplasias, patologias e até mesmo deformidades 6sseas
congénitas (KOUHESTANI et al., 2018). O enxerto autégeno € considerado o
padrdo ouro, uma vez que é o Unico que possui a0 mesmo tempo as trés
propriedades necessarias para a heoformacdo Ossea (osteogénese,
osteoinducao e osteoconducao) (EBRAHIMI et al., 2017; KOUHESTANI et al.,
2018). Entretanto, essa forma de terapia apresenta algumas limitagdes, como
guantidade limitada de material a ser enxertado e trauma secundario decorrente
da necessidade de um sitio cirargico doador. Outra possibilidade de terapia é a
utilizacdo de enxerto de banco de ossos (aloenxerto), a qual tem sido
guestionada devido as altas taxas de reabsorcéo antes da neoformacéo 6ssea
e a possibilidade de rejeicdo e de transmissdo de doencas (BOULER et al.,
2017).

Visando suprir as deficiéncias encontradas no uso dessas terapias,
diversos biomateriais tém sido desenvolvidos e estudados. Um substituto 6sseo
considerado ideal precisa atender requisitos como ser de facil manuseio, de
baixo custo, bioabsorvivel e biocompativel, possuir semelhanca estrutural com o
0ss0, bem como ter uma matriz osteocondutora e fatores osteoindutores, que
estimulem a diferenciacdo de células 6sseas para o completo reparo a parti de
sua capacidade osteogénica. Contudo, ainda ndo se tem um material com todas
essas caracteristicas (JORDANA; VISAGE; WEISS, 2017).

Diante da semelhanca da histogénese com 0 0sso0, 0 dente se torna um
biomaterial a ser cogitado. A dentina tem 20% de matéria organica em sua
composic¢do, sendo 90% constituidas por colageno do tipo | e 10% por fatores
de crescimento. Dentre estes fatores de crescimento, estdo as proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs), que fazem parte dos fatores de crescimento
transformador beta (TGF-B), possuindo propriedades de indugdo e neoformacao
ossea (KIM et al., 2013; MURATA et al., 2011).
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A presenca de biomarcadores fosfoproteina acida da matriz de dentina 1
(DMP1), fosfoglicoproteina extracelular da matriz (MEPE) e sialofosfoproteina
dentinaria (DSPP), fosfatase alcalina (ALP), colageno tipo 1 (COL1),
osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN) e Runx2 garantem aos dentes
caracteristicas osteogénicas, osteoindutoras e osteocondutoras, como 0 0SSO
autdogeno. Os dentes contém componentes organicos que estimulam a
mineralizacdo da matriz extracelular e desencadeiam a osteogénese. Além
disso, apresentam propriedade osteoindutoras devido a diversos fatores de
crescimento encontrados na dentina e cemento (ARABADZHIEV; MAURER;
STEVAO, 2020; CHING et al., 2017; KUNIMATSU et al., 2018).

Apesar de ser um substrato relevante nas pesquisas, o dente humano
possui algumas limitagbes, como a dificuldade de obtencdo de dentes livres de
carie e em quantidade suficiente. Como opcao, os dentes bovinos apresentam
maior disponibilidade e facilidade de obtencdo, além de terem superficies
maiores e nao serem acometidos por lesbes de cérie, fornecendo maior
guantidade de material (YASSEN; PLATT; HARA, 2011).

Com o intuito de aperfeicoar o uso dos biomateriais nos procedimentos
de enxertia, pesquisadores tém voltado sua atencao para a engenharia tecidual.
Com a integracdo de células-tronco, biomaterial e sinais morfogenéticos
bioindutivos, buscam estimular a adesao, proliferacéo e diferenciacéo celular e
ainda promover a produgdo de moléculas especificas do tecido-alvo. Sabe-se
gue as células-tronco sdo requisitos essenciais para a pratica da medicina
regenerativa e sua aplicacdo representa um instrumento de grande potencial
para a terapia clinica. Estudos recentes buscaram avaliar a resposta de
diferentes linhagens de células-tronco frente a substitutos 0sseos (LOBO et al.,
2015; MOTAMEDIAN; KHOJASTE; KHOJASTEH, 2016).

Contudo, ndo ha estudos que avaliam o potencial osteogénico das
células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED) associadas a
dentes bovinos particulados. Desta forma, o presente estudo mostra-se
pertinente a medida que busca investigar alternativas viaveis em engenharia de

tecido 6sseo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CORRELACAO ENTRE A NEOFORMACAO OSSEA E OS DEFEITOS
OSSEOS

Por vezes o cirurgido-dentista precisa intervir em situagdes para prover
ao paciente volume ésseo e melhorar a integracdo e/ou neoformacgédo Ossea.
Uma constante intercorréncia sdo os defeitos O0sseos por exemplo. Estes
possuem necessidade de reparacdo por questdbes como tempo natural de
cicatrizacdo lento e consequente deficiéncia na modelacdo Ossea, e sao
recorrentes na Odontologia por apresentarem causas diversas, como extracao
dentaria, doenca periodontal, traumas, patologias e outros (SCULEAN;
STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019).

A extracdo dentaria, por exemplo, que € comum na rotina do cirurgiao-
dentista, gera um defeito 6sseo e pode necessitar de reparos. Estudos mostram
gue a cicatrizacdo da cortical 6ssea em 6 meses é de aproximadamente 60%,
alcancando 80% de cicatrizacdo apés 12 meses, sendo que apds 15 meses de
extracdo, alguns alvéolos ainda ndo alcancaram uma cicatrizacdo completa
(AHN; SHIN, 2008; FERRAROTTI et al., 2018).

Dentre as opc¢Oes de tratamentos voltados para a neoformacéo, tem-se a
enxertia 6ssea autégena, opcdo muito utilizada pela implantodontia e cirurgia
bucomaxilofacial, a qual utiliza blocos de osso removidos da sinfise mandibular
e do ramo da mandibula. Estas areas conseguem fornecer uma quantidade de
0osso satisfatéria para atender a maior parte dos casos (SCULEAN;
STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019). Entretanto, quanto a cicatrizagao pos-
operatoéria das areas doadoras, WEIBULL et al. (2009) mostraram em seu estudo
gue estas areas, em 46 pacientes que tiveram remocédo de blocos de 1,7 mm2,
tiveram uma mineralizagdo maior que 75% em 4-6 meses. Contudo, 93% dos
locais apresentaram defeitos 0sseos, as quais tinham uma clara concavidade

por obesrvacao direta em 62% dos casos.

Outra intercorréncia recorrente ao cirurgido dentista que necessita de

reparo 0sseo sao as lesbes cisticas, que apesar do seu alto potencial
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regenerativo em maxila, na mandibula se mostra menos eficientes diante da
provisao de espago, em especial para cistos maiores que 2 cm e/ou quando afeta
cortivais vestibulares e linguais, e a capacidade de de estabilidade da ferida
(SCULEAN; STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019). Estudos de Hren e

Miljavec (2008) mostram a remocdo de 33 cistos mandibulares que, quando
possuiam de 2 a 3 cm de didmetro, tiveram uma remodelagdo de 97% em 1 ano
de acompanhamento. Contudo, quando estas lesdes possuiam diametro de 3 a

5 cm, a remodelacao foi de 84% no mesmo periodo pds-operatorio.

Um tratamento adequado e eficiente para correcao de defeitos 6sseos se
torna pré-requisito na busca de estratégias regenerativas intra-orais (SCULEAN;
STAVROPOULOS; BOSSHARDT, 2019). Busca-se encontrar um substituto
0sse0 que apresente caracteristicas consideradas ideais como as citadas
anteriormente (JORDANA,; VISAGE; WEISS, 2017).

2.2 TECIDOS DENTARIOS COMO POSSIVEOS BIOMATERIAIS PARA
ENXERTIA

O tratamento considerado padréo ouro para a correcdo de defeitos 6sseos
€ 0 enxerto 0sseo autdgeno, mas a quantidade disponivel de osso, trauma local,
aumento do tempo cirargico e reabsorcdo poOs enxertia demonstram a
necessidade de um biomaterial mais adequado. Desta forma, com base no
potencial de osteoconducdo e osteoinducdo mediada pelos fatores de
crescimento presentes em um dente, além da histogénese semelhante ao 0sso,
0 dente se torna um biomaterial a ser cogitado (EBRAHIMI et al., 2017;
KOUHESTANI et al., 2018).

O dente passa por intensa atividade de diferenciacdo que, por vezes, €
semelhante ao desenvolvimento 6sseo e, se estimulado, podera gerar os
mesmos beneficios. O 6rgédo dental € composto por tecidos duros (esmalte,
dentina e cemento) e tecido mole (polpa) e envolto em um estrato fibrocelular
que forma o ligamento periodontal. Estes tecidos vém da diferenciacéo celular
dos ameloblastos, em epitélio interno do esmalte e em odontoblastos, da

diferenciacdo da polpa por células-tronco mesenquimais, enquanto as células do
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foliculo dental diferenciam-se em cementoblastos, cementdcitos, fibroblastos,
osteoblastos e ostedcitos (MORSCZECK; REICHERT, 2018). Os tecidos
dentarios sdo ricos em matéria organica, além de possuirem diversos
biomarcadores. Estes biomarcadores, tais como OCN, DMP1, DSPP, COL1,
desencadeiam a osteogénese, enfatizados pela OPN, estimulam a
mineralizacdo da matriz extracelular. Os dentes ainda possuem boa
caracteristica osteocondutora pela presenca da proteina morfogenética 6ssea
(BMP) e pelos fatores de crescimento encontrados em dentina e cemento.
Destacam-se o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF), o fator de crescimento de fibroblastos
(FGF) e o fator de crescimento transformador beta (TGF-B) (ARABADZHIEV;
MAURER; STEVAO, 2020).

Arabadzhiev, Maures e Stevao (2020) utilizaram dente humano
particulado para auxiliar no reparo 6sseo de cavidades cisticas nas regides dos
dentes 22 e 23, 12 e 13. Inicialmente, os dentes 18 e 28 foram removidos e,
com ajuda de martelo cirdrgico e triturador de osso, foram quebrados e
particulados. No mesmo momento cirlrgico, os dentes particulados foram
inseridos na cavidade onde estavam os cistos, sendo que os dentes envolvidos
nas lesdes cisticas (12, 13, 22 e 23) foram previamente tratados
endodonticamente e, durante o processo cirlrgico, sofreram apicectomia. Os
autores observaram clinica e radiograficamente sucesso na regeneragao 0ssea,

com cicatrizacdo adequada e sem defeito 6sseo no periodo de 6 meses.

Apesar de ser um substrato relevante nas pesquisas, o dente humano
possui algumas limitacdes, como a dificuldade de obtencdo e, em especial,
dentes sadios que fornegam uma adequada quantidade de material, uma vez
gue as extracOes diversas vezes estdo associadas com extensas lesdes de
caries. A dificuldade de se conseguir dentes que estejam em condi¢cbes de
coleta, proservacao e tempo de vida adequados e dentro das condi¢cOes ideais
de uso como biomaterial séo fatores que podem implicar numa variagcao de
resultados ndo desejada. Como opg¢do, os dentes bovinos e suinos apresentam
uma maior disponibilidade e facilidade de obtencédo. Eles sdo dentes de
superficies maiores e ndo sao acometidos por lesdes cariosas, fornecendo maior
guantidade de material (YASSEN; PLATT; HARA, 2011).
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O dente bovino possui uma semelhanca estrutural com o dente humanao.
De acordo com a revisdo sistematica de Yassen, Platt e Hara (2011), analises
bioguimicas ndo demonstraram diferencas na composi¢do quimica e em suas
reacdes, como a desmineralizacdo e remineralizacdo, captacdo de flior ou
resposta a indices de pH. Contudo, diferencas nos componentes estruturais séo
apontados, como a diferenca do peso molecular entre dentes humanos e
bovinos, onde as particulas de dente bovino sdo mais pesadas e apresentam
maior quantidade de tibulos dentinarios, apesar de ndo demonstrarem diferenca

em didmetro, demonstrando ser um dente mais inervado e mais nutrido.

2.3 ENGENHARIA TECIDUAL

Células-tronco séo espécies celulares com capacidade clonogénica e de
autorrenovacao e sua descoberta permitiu um importante progresso na medicina
regenerativa pela sua capacidade de diferenciacdo celular ampla. As células-
tronco classificam-se em trés diferentes tipos, conforme sua capacidade de
diferenciacao: totipotentes (capazes de se diferenciar em todos os tecidos que
formam o corpo humano, incluindo a placenta e anexos embrionarios),
pluripotentes (ou embrionarias, capazes de transformar-se em qualquer tipo
celular de um individuo adulto) e multipotentes (adultas ou poés-natais, sao
menos versateis que as embrionarias e, em geral, diferenciam-se em células do
tecido que as originou) (SAEZ et al., 2019; WAGERS; WEISSMAN, 2004).

As células-tronco embrionarias tém o maior potencial de diferenciagéo.
Contudo, as questdes éticas associadas a pesquisas com estas células fazem
com que as células-tronco pds-natais sejam as mais viaveis. Essas células, que
tém duas caracteristicas importantes de autorrenovagédo e grande capacidade
de diferenciacao, ja foram identificadas em diversos tecidos do corpo humano,
tais como medula éssea, tecido adiposo, tecido neural e até o tecido dental
(SAEZ et al., 2019).

Apesar da grande atividade mitética das células-tronco do epitélio do
esmalte durante sua formacao, apés a erupcao dentaria estas nao ficardo mais
disponiveis (MORSCZECK; REICHERT, 2018). Ja a polpa dentéaria possui
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células-tronco derivadas da crista neural. As células-tronco da polpa de dentes
permanentes, também conhecidas como DPSCs (Dental Pulp Stem Cells),
possuem caracteristicas multipotentes de diferenciacdo e grande capacidade de
se diferenciarem em odontoblastos, tornando-se uma valiosa alternativa para o
futuro da odontologia regenerativa. Contudo, o potencial regenerador dos tecidos
dentais depende da capacidade de autorrenovacéo e de diferenciacdo destas
células-tronco, cuja viabilidade diminui ao longo da vida durante o processo de
envelhecimento. Além disso, a camara pulpar se torna diminuida pela deposicao
de material mineralizado e consequentemente ha diminuicdo do suprimento
sanguineo, celular e nervoso (GOSAU et al.,, 2013; MEGUID et al., 2018;
MORSCZECK; REICHERT, 2017).

Existem também as células-tronco oriundas de dentes deciduos
esfoliados, também conhecidas como SHED (Stem Cells from Human Exfoliated
Deciduous Teeth). As SHED possuem uma maior capacidade proliferativa e de
diferenciacao, possibilitando a formacdo de odontoblastos funcionais, além de
terem capacidade de se transformar em adipdcitos e células neurais. Quando
transplantadas in vitro, estimulam a osteogénese pela diferenciagdo em
osteoblastos (GOSAU et al., 2013; SOARES et al., 2007).

Cultivar células tronco da polpa de dentes deciduos humanos esfoliados
junto a dentes bovinos demonstrara o potencial de indugcéo osteogénico deste
possivel biomaterial. Esta diferenciacdo odontogénica e osteogénica das
células-tronco originarias dos dentes, tanto deciduos quanto permanentes, tem
sido avaliada pela presenca de biomarcadores, que sdo variaveis bioquimicas,
inflamatorias e genéticas que se relacionam com a atividade ou remissdo de um
determinado processo pelo organismo (CHING et al.,, 2017; SCHRIEFER;
CARVALHO, 2008).

2.4 BIOMARCADORES

A capacidade odontogénica das células-tronco de dentes, em especial as
SHED, estéa relacionada aos biomarcadores fosfoproteina acida da matriz de
dentina 1 (DMP1), fosfoglicoproteina extracelular da matriz (MEPE) e



28

sialofosfoproteina dentinaria (DSPP), enquanto a capacidade osteogénica tem
maior relacdo com os biomarcadores fosfatase alcalina (ALP), coldgeno tipo 1
(COI1), osteocalcina (OCN), osteopontina (OPN) e Runx2 (CHING et al., 2017;
KUNIMATSU et al., 2018).

Quanto aos biomarcadores osteogénicos, ALP €& uma proteina com
expressao na mineralizacdo da matriz extracelular e tem significativa importancia
na formacdo 6ssea como marcador onipresente de diferentes linhagens
osteogénicas, expressas com intensa ativagao junto com a expressao de RNAm,
0 que resulta em progressiva diferenciacdo osteoblastica. Além disso, ALP é
também uma ectoenzima que aparece como biomarcador para renovacao
Ossea, pela degradacdo de pirofosfato inorganico e sucessiva liberacdo de

fosfato na fase de citodiferenciagao para mineralizagao (CHING et al., 2017).

O Col1, por sua vez, € um elemento que esté presente no processo 0Sseo
pelo seu papel na adesao celular e proliferacdo e diferenciacdo do fendtipo
osteoblastico pela conexao com outras proteinas da matriz extracelular do osso.
A OCN é um biomarcador encontrado em 0ssos e dentina e sua producado é
restrita a células com capacidade de mineralizagdo, como osteoblastos,
odontoblastos e ostedcitos. Ela estd presente no processo de maturacao
osteogénica, regulando a formacédo de nddulos minerais e a mineralizacdo do
tecido duro. O OPN, por fim, € uma glicoproteina adesiva encontrada
amplamente no organismo pelas suas diversas funcdes. Ela induz eventos como
divisdo celular, adeséao celular, quimiotaxia e citodiferenciagdo (CHING et al.,
2017).

Ja a Runx2 é o fator de transcricdo mais avancado e regulador essencial
para a transcricdo de osteoblastos (KAWANE et al. 2018). Também tem sua
associagdo com o desenvolvimento adequado das funcdes do sistema
estomatognatico. Estudos relacionam a falha na transcricdo de Runx2
intimamente associada com mal desenvolvimento dentario como sua associa¢céo
a dentes supranumerarios ou com displasia cleidocraniana (MA et al. 2018; XIN
et al. 2020; JARVINEN et al. 2018).

A Runx2 é o fator de transcricdo intimamente ligado com a ativacdo do

fator de crescimento TGFB1. Este fator de crescimento aparece relacionado a
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diferenciacdo de células-tronco mesenquimais em células 6sseas. Doses de
TGFB1 aparecem correlacionadas também com o aumento da matriz
mineralizada durante a diferenciacdo 0ssea (ELSAVADI et al. 2018). O TGFp1
aparece ainda presente da histogénese dentaria, responsavel pela
mineralizacdo de e maturacao do esmalte através da modulacdo do Runx2 (LIU
et al. 2019).

A engenharia tecidual estd em evidéncia e € uma promissora alternativa
para a regeneracdo 0ssea. Baseada nos estudos com células-tronco para
regeneracao de tecidos e 6rgaos, a regeneracdo de tecidos dentais, de suporte
dental ou mesmo a possibilidade de se produzir um novo érgéo inteiro in vitro,
constituem uma alternativa para o tratamento endoddntico e periodontal,

inclusive com a regeneracao de defeitos ésseos (MEGUID et al., 2018).

Assim sendo, o intuito deste trabalho foi propor a utilizagdo de particulas
de dentes bovinos triturados, utilizados como biomaterial estimulador de SHED,
uma vez que as qualidades osteoindutoras e osteocondutoras de dentes j& foram
relatadas na literatura, mas sua eficacia como estimulo para a formacéo e

reparacao 0ssea a partir de células-tronco ainda precisa ser comprovada.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho € avaliar o potencial osteogénico de SHED
guando cultivadas em diferentes meios de cultura (convencional e osteogénico)

na presenca de particulas de dentes bovinos.

3.2 OJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos foram:

a) Determinar quantitativa e qualitativamente a deposicao de ions calcio
na formacéo de matriz mineralizada pelas SHED, por meio do ensaio
colorimétrico com vermelho de alizarina;

b) Analisar a expressao de TGFB1 por SHED, por meio da técnica de
ELISA.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO CELULAR

Células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED),
fornecidas pela Prof?2 Dr2 Thais Marchini Oliveira Valarelli (Faculdade de
Odontologia de Bauru, Universidade de S&o Paulo, SP, Brasil), CAAE:
88330218.6.0000.5417 (2018), imediatamente apos aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) da instituicdo, mantidas em meio de cultura Meio
Essencial Minimo Modificado Alfa (MEMa - Gibco, Invitrogen, Grand Island, NY,
EUA), suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB) (Fetal Bovine Serum,
Certified, Heat-Inactivated, Gibco, Invitrogen) e solucdo de penicilina e
estreptomicina 1% (Penicillin-Streptomycin, Gibco, Invitrogen). As células foram
mantidas em incubadora a 37°C e 5% de COz2, sendo 0 meio trocado a cada dois
dias. Para todos os experimentos, as SHED foram utilizadas entre a 82 e 102

passagem.

4.2 PREPARO DO DENTE BOVINO PARTICULADO E DETERMINACAO DOS
GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas particulas de dentes bovinos triturados, obtidos pela
doacdo de matadouros no municipio de Alfenas - MG. Os dentes tiveram
guaisquer remanescentes de tecido mole removidos com lamina de bisturi n® 15
e apos isso, foi feita sua trituracdo com triturador de dentina. As por¢des de
dentes triturados foram peneiradas em agitador eletromagnético para peneiras
(Tamis) (Bertel Industrias Metallrgicas toda Ltda. Caieiras-SP, Brasil) na medida
de vibracdo correspondente a 5 durante 15 minutos com peneiras (Tamis)
redondas para andlises granulométricas (Bertel IndUstrias Metallrgicas Itda.

Caieiras-SP, Brasil) na granulacdo de 1,7 mm.

Para esterilizacdo das particulas dentais foi utilizado o protocolo de acido

peracético, uma composicao de acido acético e peroxido de hidrogénio utilizado
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comumente para esterilizacdo quimica nas areas médicas e odontolégicos por
caracterizar um subproduto biocompativel (RAIMUNDO et al. 2015), com
neutralizacdo do 4cido em PBS, uma solucéo tampé&o salina que é composta por
cloreto de sodio, sédio fosfato e fosfato de potassio, que equilibra a acidez e
concentracdo do sal em torno das células (MARTIN et al., 2006). As particulas
dentais foram esterilizadas, entdo, primeiramente em &cido peracético 0,2% e
colocadas sob o agitador durante 25 minutos em velocidade alta. Apds, foram
lavados em PBS abundantemente, novamente foram lavados em acido
peracético 0,2% também de forma abundante e foram imersos em PBS, sob
agitagcao, por 5 minutos. Depois destas etapas, foram transferidos para imerséao
em concentracdo decrescente de alcool (100%, 90%, 80% e 70%) sob
agitacaovpor 20 minutos. As porc¢des foram mantidas em PBS por 24 horas e,

entdo, colocadas em cultivo com as células-tronco nos diferentes grupos.

Os grupos foram determinados de acordo com a presenca ou auséncia
das particulas de dentes triturados e os diferentes meios de cultura, MEMa ou
meio osteogénico (Osteogenic Differentiation Medium, Lonza Group Ltda.,

Basel, SWZ), conforme se segue:

e Grupo 1: Dente bovino triturado + meio de cultura convencional (MEMa)
+ SHED;
e Grupo 2: Meio de cultura convencional (MEMa) + SHED;
e Grupo 3: Dente bovino triturado + meio de cultura osteogénico + SHED;
e Grupo 4: Meio de cultura osteogénico + SHED;
Para o ensaio vermelho de alizarina, dois grupos foram criados para garantir
a auséncia de falso-positivo por dissociacdo de material dentinario quando
imerso e cultivado nos periodos selecionados:
e Grupo x: Dente bovino triturado + meio de cultura convencional (MEMa);
e Grupo y: Dente bovino triturado + meio de cultura osteogénico;
Para facilitar a identificagéo, os grupos foram legendados no decorrer do

trabalho com abrewatura e ilustragdo como exposto a seguir:
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Onde:
e Dente bovino: &%),
e Meio de cultura convencionaﬁ
¢ Meio de cultura osteogénico:é

e SHED: (@

0
o
2/

=

4.3 PLAQUEAMENTO DE SHED COM PARTICULAS DE DENTE TRITURADO

Foram utilizadas 8 placas de 24 pocos para plaqueamento. Através de
duas contagens em microscoépio invertido de 10 pL da suspenséao celular com o
corante Azul de Trypan, garantiu-se que em 500 uL de meio de cultura MEMa
tivesse 2,5 x 104 SHED para serem levados aos pocos necessarios. As células
foram incubadas a 37°C e 5% de CO:2 durante a noite para se aderirem ao fundo
dos pocos. No dia seguinte, apds conferir no microscopio a adeséao celular ao
fundo do poco da placa, o meio foi trocado de acordo com 0S grupos
experimentais. Assim, os grupos G1, G2 e Gx receberam meio convencional
enquanto os grupos G3, G4 e Gy receberam meio osteogénico. Neste mesmo
dia, particulas de dente triturado no volume de 2,5 mgmm3 foram colocadas em
insertos individuais e estes posicionados em cada poco, ficando assim as
particulas banhadas pelo meio de cultura, mas sem tocar nas células localizadas
no fundo do poco. Para garantir que o0s insertos estariam sendo banhados em
meio e as particulas dentais seriam cobertas por meio de cultura, foi colocado
sempre 400 puL de meio no poco e 100 pL diretamente no inserto. As células
foram cultivadas durante 1, 7, 14 e 21 dias, sendo os meios trocados a cada dois
dias. Os grupos foram plagueados em triplicata. O Processo de plaqueamento e

cultivo de células com particulas de dente bovino esta exemplificado na figura 1.



34

Figura 1 — Plaqueamento de células-tronco e cultivo com particulas de dente

bovino.

Fonte: Autora

4.4 CAPACIDADE DE MINERALIZACAO DAS SHED PELO ENSAIO
VERMELHO DE ALIZARINA

A avaliacdo qualitativa e quantitativa da deposi¢éo de calcio na formacgéo
de matriz mineralizada foi detectada pelo ensaio colorimétrico com vermelho de
alizarina. Neste ensaio, os poc¢os foram lavados com PBS e as células fixadas
com paraformaldeido 4% por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida,
as células foram lavadas com &gua destilada duas vezes, incubadas com
solucao de alizarina 1% (peso/volume) (pH 4,1 a 4,5) em 4gua destilada por 20
minutos em temperatura ambiente e novamente lavadas trés vezes com agua
destilada. As células coradas foram entao avaliadas com microscopio invertido

e fotografadas.
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Para a andlise quantitativa, foram adicionados 280 uL de &cido acético a
10% por pogo sob agitagdo por 30 minutos. Cem pL do conteudo dos pogos
foram transferidos para uma placa de 96 pocos, e a absorbancia foi medida em
espectrofotometro com comprimento de onda de 405 nm. O processo pode ser

visualizado na Figura 2.

Figura 2 — Procedimento de coloracdo com vermelho de alizarina

Fonta: Autora

4.5) Expressdo de TGFB1 pelo ensaio ELISA

Para quantificar o TGFB1, foi utilizado um kit de ELISA (Quantikine; R&D
Systems, Minneapolis, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante. Uma

exemplificacdo pode ser vista na Figura 3.

Uma curva padréo foi criada com o TGFB1 diluido em série fornecido no
kit A densidade Optica foi determinada imediatamente usando um
espectrofotometro de 450 nm e mais uma leitura de 570 nm para determinacéo
de grafico de ELISA. Os dados foram linearizados plotando o log das
concentragbes de TGFB1 versus o log da densidade o6ptica (450-570nm). As
concentragbes de TGFB1 foram determinadas por regressédo linear. Cada

amostra foi analisada em triplicata.
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Figura 3 — Plagueamento do Teste Elisa

Fonte: Autora

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Apoés a coleta dos dados, os resultados foram analisados através do
programa “R Statistical Software”. Os valores obtidos em triplicata foram
analisados pelo método ANOVA a 2 critérios, seguido pelo teste de Tukey. Foi

adotado nivel de significancia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 CAPACIDADE DE MINERALIZACAO DAS SHED PELO ENSAIO
VERMELHO DE ALIZARINA

Em cada um dos periodos experimentais, as médias dos valores de
absorbancia de dos grupos foram comparadas. Observou-se que, nos dias 1 e
7, ndo houve diferenca estatistica entre as médias dos valores de absorbancia
dos grupos G1, G2, G3 e G4. No dia 14, a média dos valores de absorbancia de
G4 foi estatisticamente maior do aquelas de G1, G2 e G3, ndo havendo
diferencgas entre estas. No dia 21, a média dos valores de absorbancia de G3 foi
estatisticamente superior aquelas de G4, G2 e G1. Além disso, a média dos
valores de absorbancia de G4 foi estatisticamente superior aquela de G1 e G2.
Nesse periodo, ndo foi observada diferenga estatistica entre as médias dos
valores de absorbancia de G1 e G2.

Na analise de cada grupo ao longo do tempo, observou-se que tanto para
G1 como para G2 nado houve diferenga estatistica na média dos valores de
absorbancia entre os dias 1, 7, 14 e 21. Para G3, a média dos valores de
absorbancia do dia 21 foi estatisticamente superior aquelas observadas nos dias
1, 7 e 14 dias, sem diferencas estatisticas entre estas. Por fim, para o G4, a
média dos valores de absorbancia dos dias 14 e 21 foram estatisticamente
superiores aquelas observadas para os dias 1 e 7, ndo havendo diferencas entre

as médias dos dias 1 e 7 e nem entre as médias dos dias 14 e 21.
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Gréfico 1 — Valores de absorbancia referentes a capacidade de mineralizagéo
das SHED quando cultivadas em meio convencional ou
osteogénico, na presenca de dentes bovinos particulados ou na

auséncia de dentes, ao longo do tempo

Vermelho de alizarina - Grupos x tempo
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Fonte: Autora.

A andlise qualitativa da deposicdo de célcio na formacdo de matriz
mineralizada das SHED mostrou que no dia 1, G1, G2 e G4 n&o apresentaram
focos de mineralizagcdo aparentes, enquanto observou-se uma coloragdo mais

avermelhada em pequenas areas de G3 (Figura 4).
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Figura 4 — Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para
direita, em associacdo com dente bovino e auséncia de dentes, em

meio convencional ou osteogénico, apds 1 dia de cultivo, posterior

a coloracdo com vermelho de alizarina (aumento 10x)

Fonte: Autora.

No dia 7, observou-se o inicio dos focos de mineralizagdo em G1 e G3,

mas ndo em G2 e G4 (Figura 5).
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Figura 5 — Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para
direita, em associacdo com dente bovino e auséncia de dentes, em
meio convencional ou osteogénico, apos 7 dias de cultivo, posterior

a coloracdo com vermelho de alizarina (aumento 10x)

Fonte: Autora.

Aos 14 dias, focos de mineralizacdo foram observados em ordem

crescente em G1, G3 e G4, mas ndo em G2 (Figura 6).
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Figura 6 — Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para
direita, em associacdo com dente bovino e auséncia de dentes, em

meio convencional ou osteogénico, apos 14 dias de -cultivo,

Fonte: Autora.

Aos 21 dias, foram observados focos de mineralizacdo em ordem
crescente em G1, G4 e G3, mas ndao em G2, sendo que em G3 houve uma
intensa producéo de mineral (Figura 7).



42

Figura 7 — Fotomicrografia das SHED, respectivamente, da esquerda para
direita, em associacdo com dente bovino e auséncia de dentes, em
meio convencional ou osteogénico, apos 21 dias de -cultivo,
posterior a coloracdo com vermelho de alizarina (aumento 10x) (

Fonte: Autora.

5.2 EXPRESSAO DE TGFB1 PELO ENSAIO ELISA

O grafico 2 demonstra uma curva padrao com o TGFB1 diluido em série

fornecido no Kkit.
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Grafico 2 — Curva padrao com o TGFB1 diluido em série fornecido no Kkit.

Curva-padrao ELISA para Tgfp1
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Fonte: Autora.
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A tabela 1 apresenta as concentracfes estimadas de TGFb1l em cada

grupo, calculadas por regresséo linear (y = ax + b), onde x € a concentracao
estimada de TGFbl, y é a densidade 6tica, a = 0,0476 e b = 0,0086. A curva

padrdo apresentou 6tima linearidade e reprodutibilidade, com R? = 0,99649,

indicando 6tima correlacdo entre as variaveis analisadas.

Tabela 1 — Concentracdo estimada de TGFbl (pg/mL) expresso por SHED

cultivadas em meio convencional ou osteogénico, na presenca de

dentes bovinos particulados ou na auséncia de dentes, nos

periodos de 1, 7, 14 e 21 dias, sendo “CM = concentragédo minima

ou zero”.
D1 D7 D14 D21
Gl CM CM CM 0,197479
G2 0,043417 CM CM 0,155462
G3 0,155462 0,288515 0,204482 2,221288
G4 CM CM 1,184874 1,016807

Fonte: Autora
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Nos dias 1 e 7, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
valores médios de absorbancia (expressao de TGFB1) dos grupos G1, G2, G3 e
G4. No dia 14, a expressao de TGF1 foi significativamente maior em G4 do que
em G3, G2 e G1, sem diferenca significativa entre estes. Aos 21 dias, a
expressado de TGFB1 foi significativamente maior em G3 do que em G4, G1 e
G2. Além disso, a expressao de TGFB1 foi significativamente maior em G4 do
gque em G1 e G2. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre a
expressao de TGFB1 em G1 e G2 (Gréafico 3).

Em relacdo aos grupos, ndo foi constatada diferenca estatisticamente
significativa entre os valores de absorbancia ao longo do tempo (1, 7, 14 e 21
dias) em Gl e G2. Para G3, a média dos valores de absorbancia foi
significativamente maior aos 21 dias do que a 1, 7 e 14 dias, sem diferenca
significativa entre estas. Por fim, para G4, a média dos valores de absorbancia
foi significativamente maior nos dias 14 e 21 do que nos dias 1 e 7. Nao houve
diferenca significativa entre os valores meédios de absorbancia aos 14 e 21 dias,

assim como ao 1° e 7° dias (Gréfico 3).

Gréfico 3 — Expressao de TGFB1 por SHED cultivadas em meio convencional ou
osteogénico, na presenca de dentes bovinos particulados ou na

auséncia de dentes, ao longo do tempo.
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Fonte: Autora.
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6 DISCUSSAO

A ocorréncia de defeitos 0sseos pés-extracao cirargica € uma realidade
desafiadora na Odontologia e reflete em dificuldades para areas como
Implantodontia, Ortodontia ou quaisquer que sejam as necessidades
reabilitadoras. Com o desenvolvimento da engenharia de tecidos, tem surgido a
possibilidade da utilizacdo dessa ferramenta como alternativa para o
aprimoramento das terapias de enxertia 6ssea. O uso de células-tronco de
origem dentéria, como as SHED, as quais sao capazes de se diferenciarem em
osteoblastos, surgem como uma possibilidade de acrescer a propriedade
osteogénica a biomateriais comprovadamente osteoindutores e osteocondutores
como os dentes. (ZHAI et al., 2019).

A proposta do uso de dentes como um biomaterial para a enxertia
autégena tem sido relevante, ainda mais quando se analisam as composicoes
estruturais semelhantes entre dente e 0sso, uma vez que ambos Sao
constituidos, em peso, por 30% de colageno, 60% de hidroxiapatita e 10% de
fluido corporal, além de apresentarem capacidade osteoindutora,
osteocondutora e remodeladora (CALVO-GUIRADO et al., 2018; KIM; KIM; LIM,
2001; KIM; KIM; YUN, 2014; ZHAI et al., 2019;).

Os resultados desta pesquisa sugerem a capacidade de
diferenciacdo das SHED em células produtoras de tecido mineralizado quando
corretamente estimuladas, demonstrando que o uso de SHED associado a
particulas de dente bovino e meio osteogénico pode ser uma terapia promissora
para a enxertia. Os dentes particulados, isoladamente ou associados ao meio
osteogénico, demonstraram ser indutores do potencial osteogénico das SHED
principalmente a partir do 14° dia. Esses dados corroboram aqueles encontrados
por Viale-Bouroncle e colaboradores, em 2012, quando testaram a mineralizac&o
de células-tronco pos-natais oriundas de tecidos dentais, inclusive SHED,
cultivadas por 7 dias em meio convencional e osteogénico, fixadas e analisadas
em 24h e 72h. Estes autores demonstraram que as células-tronco pés-natais
tém maior predisposicdo para se diferenciar em células especificas, sendo as

SHED altamente propensas a diferenciarem-se em células osteoblasticas,
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principalmente apds um periodo mais longo de cultivo e em meio osteogénico,

onde a producao mineral foi bem mais evidenciada pelo vermelho de alizarina.

Por meio da anélise quantitativa do ensaio vermelho de alizarina e melhor
evidenciado na andlise qualitativa das fotomicrografias, observou-se no
presente estudo aumento da mineralizagdo nos grupos contendo particulas de
dente bovino e meio osteogénico ao longo do periodo, principalmente a partir de
14 dias. Nao foi observada a producédo de mineral pelas SHED cultivadas em
meio de cultura MEMa sem qualquer estimulo ao longo de todo o periodo. Xu et
al. (2018) também encontraram resultados semelhantes, com aumento de
mineralizacdo intensificada a partir de 14 dias, em um estudo in vivo em que
foram realizadas enxertias em seios maxilares de coelhos com o0sso bovino
liofilizado (Bio-oss) e dente humano particulado. No grupo com Bio-Oss, nao foi
demonstrada regeneracdo O6ssea significativa maior em 8 semanas em
comparacdo com 2 semanas. Ja para o grupo em que foi utilizado o dente
humano particulado, a regeneracdo 6Ossea foi significantemente maior em 8

semanas do gque em 2 semanas.

Em relagdo a expressao de TGFB1, as SHED, quando em contato com
particulas de dentes e/ou cultivadas em meio osteogénico, concomitante ou néo,
tiveram um aumento progressivo de sua expressado a partir de 7 dias, com pico
da concentracdo de TGFB1 aos 21 dias para o grupo contendo SHED
estimuladas por dente bovino e meio osteogénico e aos 14 dias, em menor
proporgdo, para o grupo contendo SHED estimuladas apenas por meio
osteogénico, sem diferenga estaticamente significante para a concentracdo de
TGFB1 encontrada aos 21 dias. Para as células cultivadas apenas em meio
MEMa, a expressdo de TGFB1 foi praticamente inexpressiva em todos os
periodos. Takata e colaboradores, em 1998, ja haviam demonstrado a influéncia
causada por subprodutos de dentina oriunda de dentes bovinos a partir do
cultivo, em meio MEMa, de células osteoprogenitoras de camundongos em
dentina durante 7 dias. Neste periodo, foi demonstrado que as células apenas
em contato com o0s subprodutos dentinarios suprimiram sua proliferacdo e
alteraram sua morfologia de células cuboidais para fibroblasticas fusiformes,
além de alterar os marcadores presentes, diminuindo a expressdo de RNAmM

para osteocalcina e sialoproteina éssea e aumentando a de RNAm para
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osteopontina, além de também demonstrar aumento na presenca de TGF-B.
Com estes resultados, 0s pesquisadores sugeriram que as proteinas presentes
na dentina bovina tém grande influéncia na regeneragéo, desenvolvimento e

remodelacdo O0ssea e de tecidos mineralizados.

Os resultados encontrados nos ensaios colorimétrico vermelho de
alizarina e imunoenzimatico Elisa seguiram exatamente o mesmo padrdo, com
maiores valores de absorbancia aos 14 dias para o grupo G4 (SHED + meio
osteogénico) e aos 21 dias para o grupo G3 (SHED + meio osteogénico +
particulas de dente bovino), sugerindo uma correlacdo entre a expressao de
TGFB1 e a produgao de tecido mineralizado. RINCO (2021) cultivou SHED em
diferentes proporgcées de hidroxiapatita e beta tricalcio fosfato (HA/B-TCP),
também em meio osteogénico e em MEMa, pelo periodo de 1, 7, 14 e 21 dias.
As andlises qualitativa e quantitativa do ensaio vermelho de alizarina
demonstraram que, aos 14 dias, as SHED tém uma intensa atividade no grupo
em que foram cultivadas sem o biomaterial, mas em meio osteogénico. Esta
atividade foi superior a de quaisquer dos outros grupos no mesmo periodo e nos
dias anteriores (RINCO et al. 2021).

Os fatores de crescimento oriundos da regulacdo de Runx2 séo
importantes na proliferagdo e maturacdo de células Osseas. Os fatores de
crescimento da familia B, como TGFB1 e a BMP-2 tem uma importante
associacdo com o gene Runx2 e os estudos de Lee et al., 2000, demonstram
gue a acao coordenada de sinalizadores de transcricdo para ativacdo de
transcritores do tipo beta por Runx2 e BMP leva a inducao da expressao genética
especifica do osteoblasto em células progenitoras, que neste caso foram células

precursoras mesenquimais pluripotentes (C2C12) (LEE et al. 2000).

Peters, Wang e Serra (2017) demonstram a importancia de fatores de
crescimento como TGFBr2, com transcricao regulada por Runx2, para células
Osseas. Apos impedirem a transcrigdo de TGFBr2 em células progenitoras
0sseas in vitro, levaram estas células para lojas cirargicas em calvaria de ratos
jovens. Além das alteracdes fenotipicas e deficientes da maturacdo do tecido
0sseo, 0s pesquisadores relatam os resultados de RT-PCR quantitativo uma
significativa reducao para Antigeno Nuclear Celular Proliferante (PCNA) e Bglap

(marcador de osteoblastos maduros — osteocalcina), o que é sugestivo da
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reducdo dos osteoblastos maduros para deegcdo em TGFBr2 . Estes resultados
sdo importantes para associa¢ao do fator de crescimento da familia 3, no caso
o TGFBr2, na proliferagdo e maturagdo de osteoblastos imaturos (PETERS;
WANG; SERRA, 2017).

Apesar de nado ter sido observada diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos G3 e G4 aos 21 dias, tanto na analise quantitativa
do ensaio vermelho de alizarina como no ensaio ELISA, a presenca de um
arcabouco como a dentina bovina tem um significado clinico relevante, uma vez
gue sera fundamental para garantir a distribuicdo e manutencéo das células com
potencial osteogénico por todo o defeito 6sseo para um reparo completo e

homogéneo.
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7 CONCLUSAO

As SHED demonstraram capacidade de deposi¢cdo de ions calcio na
formagdo de matriz mineralizada e de expressao de TGFB1 tanto quando
cultivadas exclusivamente em meio osteogénico (G3) quanto em meio
osteogénico concomitante & presenca de particulas de dente bovino (G4), sendo

que nesse ultimo os resultados foram mais expressivos.
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