1. Introducéao

A reconstrucdo do complexo maxilo-facial e a reabilitacdo da
funcdo mastigatéria apds trauma, processos patoldgicos ou
deformidades congénitas continua um desafio na clinica odontoldgica
(Kretlow et al.,, 2009). O “padrao ouro” atual para enxerto 6sseo € o0
transplante de osso autdgeno fresco. Entretanto, a grande desvantagem
desses enxertos € a quantidade limitada de tecidos, o que torna a
reparacdo de grandes defeitos 0sseos problematica. Uma alternativa as
tradicionais fontes de enxerto € a engenharia de tecido 6sseo, uma nova
abordagem promissora para o reparo 6sseo (Healy e Guldberg, 2007).

O paciente edéntulo apresenta uma mutilacdo semelhante a amputacéo
de qualquer outro 6rgdo do corpo e deve, portanto, receber uma reabilitacédo
oral. A populacao brasileira com faixa etaria entre 35 e 44 anos apresenta em
meédia, 13,2 dentes perdidos, enquanto a populacdo entre 65 e 74 anos
apresenta cerca de 25,8 dentes perdidos (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). A
utilizacdo de implantes tem se tornado uma alternativa de sucesso para
reabilitar as areas edéntulas. Métodos de reconstrucdo Ossea Ssao pré-
requisitos essenciais para a reabilitacdo funcional do sistema estomatognatico,
especialmente na correcdo de perdas traumaticas ou mudancas atréficas do
processo alveolar da maxila ou mandibula (Wiltfang et al., 2004). Atualmente,
muita atencao tem sido dada a reconstrucédo de 0ssos humanos, uma vez que,
0 uso de enxertos 0sseos em praticas clinicas apresenta varios inconvenientes.
As terapias atuais consistem na retirada de parte do 0sso do paciente ou de um

doador para inseri-lo na regido danificada (Meijer et al., 2007). Os transplantes
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podem ser feitos de forma autdloga, homdloga ou heterdloga (Cancedda et al.,
2007). A engenharia de tecidos 6sseos pode, potencialmente, prover solucdes
alternativas para tais problemas, como a utilizagdo de matrizes porosas
tridimensionais (3D) projetadas para permitir a migracdo e a proliferacao
celular, vascularizacdo e difusdo de nutrientes (Puppi et al., 2010). Sob o
aspecto da engenharia de materiais, 0 primeiro passo para a reconstrucao de
um tecido é a selecdo do biomaterial da matriz, o qual pode ser polimérico,
metalico ou ceramico (Lorcan et al., 2006).

Os polimeros naturais vém sendo amplamente utilizados na construcéo
de matrizes porosas aplicadas a engenharia de tecidos, incluindo a de ossos e
outros tecidos mineralizados (Hutmacher, 2000). Dentre os polimeros naturais,
destacam-se a quitosana e a gelatina, por apresentarem excelentes
propriedades biolégicas complementares. Estudos anteriores de quitosana-
gelatina enfocaram principalmente a preparacdo e a caracterizacdo de
diferentes blendas do biomaterial. No presente trabalho, desenvolveu-se uma
matriz 3D porosa, natural e de baixo custo, constituida de quitosana e gelatina,
que foi semeada com células-tronco mesenquimais de medula Ossea e
transplantada para alvéolos dentarios de ratos. Portanto, esse estudo tem
como finalidade apresentar a combinagdo desses dois biomateriais com
caracteristicas complementares, unidos ao potencial de diferenciagcdo das
células-tronco mesenquimais de medula 0ssea com o objetivo de aplicacdo na

reconstrucao do tecido 4sseo.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Engenharia de tecidos

A formacdo dos diversos tecidos e 6rgaos que compdem O corpo
humano, durante a embriogénese ou no processo de regeneracao e reparo de
lesBes, ocorre por meio de um conjunto de eventos complexos nos quais
células se agrupam em unidades funcionais gerando uma matriz extracelular e
promovendo a formacdo ou crescimento de um tecido especializado.
Reproduzir estes eventos fora do corpo humano com métodos que controlem e
estimulem o crescimento de tecidos ex vivo é um desafio para a medicina
regenerativa, tendo recentemente originado uma nova area tecnoldgica
denominada de Engenharia de Tecidos (Langer e Vacanti, 1993). A engenharia
de tecidos visa reparar e/ou regenerar tecidos danificados com a adicdo de
biomateriais (suportes, matrizes tridimensionais, arcabougos, scaffolds,
estruturas) combinados com células e fatores estimulantes apropriados (Rose e
Oreffo, 2002). Portanto, trata-se de um campo interdisciplinar e emergente,
envolvendo biologia celular e ciéncia dos materiais para o desenvolvimento de
substitutos biolégicos para restaurar, manter ou melhorar a funcédo dos tecidos
lesados ou acometidos por patologias, ao invés de apenas repara-los (Langer e
Vacanti, 1993; Xiao et al., 2003; Shin et al., 2004, Hutmacher e Garcia, 2005).
A engenharia de tecidos tem sido considerada uma alternativa potencial ao

transplate de 6rgéos e tecidos (Caia et al., 2005).

O principio basico da engenharia de tecidos no campo da pesquisa

voltada para a engenharia 0ssea é a formagdo de um novo 0Sso in vitro e in
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vivo através da combinacdo de células osteopotentes cultivadas em materiais
osteocondutivos para gerar um construto (Zhu et al.,, 2006; Hutmacher e
Garcia, 2005). As células utilizadas na engenharia de tecidos podem ser
células especializadas ou células-tronco. No entanto, existem dificuldades na
obtencdo, no cultivo e na expansdo de algumas células especializadas. As
células-tronco sdo uma fonte atraente de células para a engenharia tecidual,
uma vez que possuem capacidade de auto-renovacdo e podem ser
estimuladas a se diferenciar em diversos tipos celulares através de moléculas

bioativas (Arosarena, 2005).

Dessa forma, o campo da engenharia de tecidos é impulsionado pela
necessidade de se fornecer equivalentes funcionais dos tecidos nativos que
possam ser utilizados para implantagcdo. Com o envelhecimento da populacéo,
0 aumento da expectativa de vida e a busca por qualidade de vida, essa
necessidade € crescente, sendo imprescindivel projetar combinacdes
apropriadas de matrizes tridimensionais, células e metodologias de cultivo

visando atingir o objetivo final da engenharia de tecido 6sseo, o

desenvolvimento de substitutos ésseos (Burdick e Vunjak-Novakovic, 2009).

2.2. Biomateriais

Biomaterias sao definidos como substancias ou conjunto de substancias,
idealizados para implante ou incorporacéo por qualquer periodo de tempo, com
a finalidade de substituir um tecido vivo que perdeu a sua fungcédo, podendo
servir como matriz de suporte, veiculo ou estimulador para o crescimento de

novo tecido (Williams, 1987). Os biomateriais podem ser classificados em

19



relacdo a varios aspectos, tais como: origem, organizacéo estrutural, topografia
da superficie, técnicas de fabricacdo (Lawrence e Madihally, 2008). Quanto ao
tipo do material constituinte, os biomateriais sdo divididos em: polimeros,
metais, ceramicas e compositos (Cheung, 2007). A utilizacdo dos biomateriais
para o reparo de tecidos vivos tem aumentado consideravelmente nas ultimas
trés décadas, devido ao desenvolvimento de novos materiais e a melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos na sua interagdo com 0s
organismos vivos (Huebsch e Mooney, 2009).

Os materiais poliméricos tém recebido destaque devido a sua vasta
aplicabilidade no corpo humano (Blunk, 2003). Um dos fatores que tem atraido
a atencdo para a utilizacdo de polimeros € a possibilidade de alterar
grupamentos quimicos pertencentes a arquitetura macromolecular das cadeias,
0 que pode auxiliar na fabricagdo de materiais que induzam interacdes
especificas entre o biomaterial e o tecido hospedeiro (Oréfice, 2006).

Porém, sdo muitas as variaveis relacionadas ao design da matriz
tridimensional que podem influenciar fortemente a resposta bioldgica, incluindo
a composicao Unica ou multifasica, a composi¢do quimica da superficie, a taxa
de degradacéo e os produtos de degradacao e as propriedades mecanicas da
matriz, tais como modulo de elasticidade (Healy e Guldberg, 2007; Puppi et al,
2010). Os parametros arquitetdnicos, tais como porosidade, tamanho dos poros
e interconectividade, sdo extremamente relevantes. Quanto a porosidade,
matrizes altamente porosas sao desejaveis (Rose e Oreffo, 2002). As
estruturas porosas 3D sdo usadas como modelos para a semeadura celular
temporaria, migracao, proliferacdo e diferenciacdo antes da regeneracdo do

tecido biologicamente funcional ou da matriz extracelular natural (Hutmacher,
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2000; Lutolf e Hubbel, 2005). Dessa forma, esses microambientes 3D sé&o
empregados para sustentar e guiar o crescimento celular dentro da matriz,
durante a colonizacao por células. Essas matrizes oferecem uma configuracédo
similar as condicbes in vivo e tém sido desenvolvidas e utilizadas em varias
estratégias de regeneracao tecidual ou ainda, como modelos para avaliacdo
dos mecanismos de alteracdes patologicas (Lawrence e Madihally, 2008).

A escolha do biomaterial é fundamental para o sucesso da engenharia
de tecido na reparacdo Ossea. No desenvolvimento de matrizes 3D, as
propriedades mecanicas, estruturais e bioldégicas devem ser cuidadosamente
observadas (Mano et al.,, 2008). Ha uma tendéncia de transicdo dos
biomateriais ndo-porosos, biologicamente inertes a materiais mais porosos,
osteocondutores (Rose e Oreffo, 2002). Osteoconducdo é definida como a
capacidade de um biomaterial, natural ou sintético, de promover a migracdo de
células osteoprogenitoras ao longo de sua superficie (Jarcho, 1981).

A biodegradacao é outro fator importante na escolha do biomaterial. A
biodegradacéo se refere a susceptibilidade de um polimero ser degradado por
hidrolise ou digestdo enzimética (Ge et al., 2008). Os produtos da degradacéo
ndo devem provocar inflamacéo ou citotoxicidade e devem ser removidos através
de vias metabdlicas.

Tendo em vista que a biocompatibilidade € uma propriedade importante
para o uso humano de biomateriais, fica evidente a necessidade de se fazer
estudos “in vitro” e “in vivo” do comportamento celular na interface com esses
materiais. Modelos animais sdo essenciais para prover informagcdes sobre as
respostas biologicas de um implante, porém, os resultados sdo complexos e

podem ser de dificil interpretacdo em nivel celular (Cancedda et al., 2007). Os
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ensaios “in vitro” sdo mais rapidos, de menor custo, ndo envolvem problemas
éticos e simulam o desempenho do material no organismo. Os testes “in vivo”
utilizam procedimentos de implantacdo, fornecem resultados mais realisticos
do comportamento do material e permitem o estudo da resposta inflamatéria,
aguda e crbnica e a relacdo destas no periodo tardio, com sucesso ou
insucesso do biomaterial (Cancedda et al., 2007). Biomateriais biocompativeis
ndo deverdo apresentar efeito toxico ou prejudicial sobre sistemas biol6gicos
(Keong e Halim, 2009).

Atualmente, biomateriais naturais e biomiméticos tém se destacado
como matrizes para regeneracédo tecidual por apresentarem resposta biolégica
superior quando comparados com biomateriais sintéticos (Thein-Han e Misra,
2009). Dentro desse contexto, uma opcéo para o desenvolvimento de scaffolds
€ 0 emprego de componentes da matriz extracelular derivados de fontes
animais (Lawrence e Madihally, 2008). Tém sido desenvolvidos biomateriais
que sirvam como suporte fisico e atuem como um substrato adesivo para
células durante cultura “in vitro” para subseqiente implantacdo. Esses

biomateriais, tais como a quitosana e a gelatina, viabilizam a regeneracao do

tecido hospedeiro em termos de morfologia e funcéo (Grenha et al., 2010).

2.2.1. Quitosana e gelatina como matéria-prima de matrizes
tridimensionais para engenharia de tecidos

A quitosana é um polissacarideo natural, derivado da desacetilacdo
parcial da quitina, encontrada na carapaca de crustaceos marinhos e
exoesqueletos de artropodes (Coutinho et al., 2008; Thein-Han et al., 2009;

s

Sun et al.,, 2009). A quitosana é composta de glicosaminas e N-acetil
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glicosaminas; a proporcéo entre as duas confere o grau de acetilagdo dessa

substancia (Fig. 1) (Di Martino et al., 2005).

... CH,OH NHR
'\.O 0] HO O-"
HO O
NHR CH,OH

Figura 1: Estrutura quimica da quitosana. Glicosamina (R=H) é a
unidade de repeticdo predominante. A unidade de repeticdo
acetilada, N-acetilglicosamina (R=COCH;) est4d distribuida

aleatoreamente. Adaptado de Coutinho (2008).

Seu peso molecular pode oscilar de 300 a mais 1000 kD, de acordo
com o grau de desacetilagdo que varia de 30% a 95%. Em sua forma cristalina,
ndo é soluvel em solugbes aquosas com pH acima de 7, entretanto solucdes
acidas (pH<6) facilitam a solubilidade da molécula (Di Martino et al., 2005).

Devido a sua alta biocompatibilidade, aceitdvel biodegradabilidade,
similaridade quimica com a estrutura da matriz extracelular (MEC), atividade
antimicrobiana e capacidade para produzir matrizes porosas, a quitosana tem
sido amplamente estudada como um biomaterial para aplicagdo em engenharia
de tecidos (Khor e Lim, 2003; Huang et al., 2005; Wang et al., 2003; Ma et al.,
2003; 24. Xia et al., 2004). Suh e Mattew, 2000, além de reportarem a
biocompatibilidade e a biodegradacdo da quitosana na presenca de lisozima,

mostraram que os seus produtos de degradacdo ndo séo toxicos e podem ser
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incorporados na MEC para a reconstru¢cao normal dos tecidos (Suh e Mattew,
2000). Essas propriedades, conjuntamente com a habilidade em promover
crescimento e diferenciacdo de células dsseas, estimulam o uso da quitosana
como um material de suporte para a regeneracdo O0ssea (Spin-Neto et al.,
2008).

A fim de melhorar as propriedades mecénicas e biolégicas da quitosana,
a mistura desse material com colageno ou gelatina tem sido proposta (Huang et
al., 2005; Risbud et al., 2001; Sun et al., 2009). A associacdo de quitosana e
colageno no processamento de scaffolds é um método efetivo de se modificar a
taxa de biodegradacdo e melhorar as propriedades mecanicas desse polimero
(Sun et al., 2009). Essa integracéo é favorecida pelo emprego do glutaraldeido,
como agente ligante. O glutaraldeido € uma espécie de ligante bifuncional que
pode fazer uma ligacdo entre dois grupos amino de duas cadeias polipeptidicas
adjacentes. Nesse contexto, a quitosana pode funcionar como uma ponte para
aumentar a eficiéncia da reticulacdo do glutaraldeido, pois apresenta um
grande numero de grupos amino em sua cadeia molecular (Ma et al., 2003).

Estudos anteriores demonstraram que a gelatina exibe caracteristicas
importantes para a engenharia de tecidos, tais como biocompatibilidade,
biodegradabilidade, baixa antigenicidade e alta resisténcia a tensdo (Huang et
al., 2005; Rocha et al., 2002). A gelatina é uma proteina soltvel derivada do
colageno parcialmente hidrolizado (Thein Han et al., 2009). O colageno tipo |,
presente em gelatina de origem animal, desempenha um papel central na
cascata temporal dos eventos que conduzem a formac&o de 0sso novo a partir
de células progenitoras (Yang et al., 2004). As proteinas de adesdo, como o

colageno e seus receptores, constituem um sistema de reconhecimento versatil
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que fornece sinais de ancoragem, tragcdo para a migracdo e polarizagéo,
posicéo e diferenciacéo celular (Huang et al., 2005; Wang et al., 2003; Lawrence
e Madihally, 2008). O coldgeno apresenta sequéncias de aminoécidos arginina-
glicina-aspartato (RGD - sequéncia). A sequéncia RGD é encontrada em varias
proteinas da matriz extracelular e est4 envolvida na adeséao celular. (Le Trong,
2003). A adesao celular é uma questdo fundamental em engenharia 0ssea,
pois representa um pré-requisito para a secrecdo da matriz por osteoblastos,
células dependentes de ancoragem (Valerio et al., 2004; Silva et al., 2008).
Recentemente, foi relatado que a mistura de gelatina com quitosana
proporciona uma armacgéo estrutural melhor para a proliferagdo e viabilidade
celular em relacdo a quitosana pura (Thein-Han et al., 2009; Sun et al., 2009).

Matrizes de blenda de gelatina e quitosana agiram como um biomaterial
de estrutura estavel para a colonizacdo e diferenciacdo celular de células-
tronco mesenquimais em células da linhagem osteogéncia in vitro (Machado et
al., 2007). A resposta tecidual de implantes a base de quitosana também ja foi
estudada (Muzzarelli et al., 1994, Yin et al., 2003). Muzzarelli et al.,, 1994,
avaliou lesdes de 7 mm em condilo femural de ovelhas tratadas com quitosana
e observou neoformacdo de um tecido com estrutura trabecular, na area
periférica e, nddulo de mineralizacdo associado a um componente fibroso, no
centro, 40 dias apos a cirurgia.

A cultura tridimensional (3D) em scaffolds de quitosana-gelatina é
bastante diferente dos sistemas de cultura bidimensional (2D) padréo e, dessa
forma, o estudo da atividade biologica e do crescimento celular nessas
matrizes é importante. Células em um organismo vivo sao cercadas por outras

células e matriz extracelular (MEC). Para imitar fisiologicamente esse
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ambiente, a cultura de células em um espaco 3D é mais relevante, em
comparacao as culturas em monocamada ou bi-dimensionais (2D) (Wang et al.,

2004 ).

2.3. Células-tronco

Células-tronco séo células indiferenciadas que possuem a capacidade
de auto-renovacdao e diferenciacdo em varios tipos celulares (Gepstein, 2002).

As células-tronco séo tipicamente classificadas de acordo com o seu
sitio de localizacdo. As embrionarias sdo encontradas na massa celular interna
dos blastocitos e as células-tronco adultas podem ser encontradas no tecido
fetal, em recém-nascidos e no organismo adulto. Ha uma distingdo classica
entre as células-tronco, no que se refere a sua plasticidade e, portanto, estas
células foram divididas em grupos. Dessa forma, as células que tém a maior
capacidade de produzir tipos especializados sdo as células-tronco
embrionarias, classificadas como pluripotentes, por darem origem a células dos
trés folhetos embrionérios: ectoderma, mesoderma e endoderma, sendo
capazes de gerar todos os tipos celulares. As células-tronco embrionarias
produzem os fatores de transcricdo Oct-4, Nanog e Sox2 responsaveis pela
manutencdo do estado de pluripoténcia (Gokhale e Andrews, 2009). Porém,
estas células exibem um potencial de formacdo de teratomas quando
introduzidas em camundongos imunodeficientes, sendo limitado o seu emprego
em humanos (Nussbaum et al., 2007). Além disso, sua obtencao e utilizacao
geram questionamentos éticos, politicos e religiosos (Fischbach e Fischbach,

7

2004). No Brasil, a utilizacdo de células-tronco embrionérias € permitida de
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acordo com a Lei de Biosseguranca (Lei 11.105), de 24 de margco de 2005
(Pereira, 2008).

Uma alternativa as células-tronco embrionarias séo as células-tronco
adultas. Estas células indiferenciadas sdo capazes de gerar apenas alguns
tipos celulares especializados e por isso séo classificadas como multipotentes.
Esta restricdo ao seu potencial de diferenciacao reflete a dindmica natural de
renovacgao celular em um dado tecido, assim como sua capacidade de reparo
apos uma lesdo ou doenca (Weissman, 2000). Porém, sob condi¢cdes
especiais, estas células podem se transdiferenciar, ou seja, uma célula-tronco
de um tecido pode gerar um tipo celular especializado de outro tecido ou de
outro folheto germinativo (Ringe et al., 2002). A transdiferenciacdo envolve uma
reprogramacao genética, onde ocorre o desligamento de conjuntos de genes e
a ativacdo de outros (Slack e Tosh, 2001). Este fendbmeno ainda ndo € bem
conhecido. As células-tronco adultas podem ser isoladas de tecidos fetais,
placenta, corddo umbilical e de varias fontes do individuo adulto, tais como
sangue, pancreas, coOrnea e retina, cérebro, sistema musculo-esquelético,
polpa dental, figado, pele e medula éssea (Fauza, 2004; Da Silva Meirelles,
Chagastelles et al., 2006; De Coppi et al., 2007). A medula déssea contém,
além das células-tronco hematopoiéticas e das células-tronco endoteliais, uma
populacao rara de células-tronco capaz de dar suporte a hematopoiese e de se
diferenciar em diversas linhagens celulares, como condrocitos, osteocitos e
adipdcitos. Estas células foram originalmente identificadas a partir de células
mononucleares da medula 6ssea de camundongos em 1970, por Alexander

Friedenstein e colaboradores, que as denominaram células formadoras de
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colbnias fibroblasticas. Mais recentemente estas células tém sido denominadas
células-tronco mesenquimais (CTM).

Células-tronco mesenquimais tém despertado grande interesse para
pesquisadores e clinicos por apresentarem grande aplicabilidade na
engenharia de tecidos (Rosenbaum, 2008). Células-tronco mesenquimais,
juntamente com células-tronco hematopoiéticas sdo as céluals-tronco adultas
mais bem estudadas e caracterizadas (Hipp e Atala, 2008). Devido ao fato de
serem células indiferenciadas e apresentarem a capacidade Unica de dar
origem a tipos celulares especializados, representam uma ferramenta
promissora para o tratamento de um amplo espectro de lesdes e doengas que
sdo tratadas de forma pouco satisfatérias pelos métodos tradicionais (Wobus e
Boheler, 2005). As células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (CTMMO)
constituem uma importante fonte de células-tronco adultas pluripotentes
(Rosenbaum et al., 2008). Além disso, essas contribuem fisiologicamente para
a regeneracdo de tecidos de origem mesenquimal, tais como: 0sseo,
cartilaginoso, muscular e adiposo (Haynesworth, 1992).

Essas células apresentam facilidades de obtencéo e utilizacdo. O doador
das células pode ser o proprio individuo, o que elimina complicacdes
relacionadas a rejeicdo tecidual. A capacidade das CTM se diferenciarem em
osteoblastos ja foi extensivamente demonstrada através de varios estudos
(Cancedda et al., 2007) e por isso elas tém sido usadas clinicamente para
tratar defeitos 6sseos. CTMMO podem ser estimuladas com a utilizacdo de
moléculas de sinalizacdo no meio de cultura. A ativacdo osteogénica exige a
presencga de B-glicerol-fosfato, acido ascorbico-2-fosfato, dexametasona e soro

fetal bovino. Quando cultivadas em monocamada com estes suplementos, as
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células adquirem uma morfologia osteoblastica e matriz extracelular
mineralizada rica em célcio € depositada (Barry e Murphy, 2004).

O principio fundamental da terapia com células-tronco é que células
indiferenciadas, seguindo no hospedeiro uma via de migracdo até o sitio da
injuria, diferenciar-se-ao em células com um fenétipo apropriado, sob influéncia
de sinalizacdo local. Dessa forma, essas células entdo diferenciadas

contribuiriam para o reparo do tecido lesado (Barry e Murphy, 2004).

2.4. Biologia do processo de cicatrizagdo alveolar

A cicatrizacdo do alvéolo dentério pés-extracdo pode servir como um
modelo para descrever os eventos teciduais que levam a formacao do tecido
0sseo no defeito do processo alveolar. Logo apés a exodontia, a cavidade é
preenchida pelo coagulo sangiineo formado através do rompimento de vasos
sanguineos do ligamento periodontal (LP) e do forame apical. H4 migracéo de
células inflamatérias para o interior do coagulo, quando o processo de
reestruturacdo do defeito € iniciado. Novos fibroblastos, produzidos por
diferenciacdo de células mesenquimais e mitoses de fibroblastos pré-
existentes, sintetizam uma delicada matriz de coldgeno que, juntamente com
os capilares neoformados, caracterizam o tecido de granulacéo (Yugoshi et al.,
2002). O coagulo é progressivamente reabsorvido, quando € invadido por
fibroblastos derivados do LP, que proliferam ativamente e migram em direcéo a
ele, formando um tecido conjuntivo imaturo. Posteriormente, diferenciam-se em
osteoblastos responsaveis por produzir novo tecido Osseo durante a

cicatrizagdo alveolar (Teofilo et al., 2001). As fibras colagenas, inicialmente
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depositadas, formam uma trama preliminar na qual ocorre a deposi¢céo de 0sso
neoformado. Osteoclastos atuam na remodelacdo Ossea das margens do
alvéolo e dos septos interradiculares remanescentes, presentes apos a
extracdo de dentes multirradiculares (Lindhe, 2005). Por fim, os eventos de
cicatrizacé@o alveolar culminam no preenchimento do alvéolo com tecido 0sseo
trabecular. Em ratos, o reparo alveolar estd completo trés semanas apos a
exodontia, com o alvéolo sendo preenchido por trabéculas Osseas bem
organizadas e revestidas por osteoblastos (Tedfilo et al., 2001).

A cicatrizacdo tecidual pode ocorrer através de dois processos distintos:
por reparo, quando h&a a formacao de uma cicatriz fibrosa, ou por regeneracéo,
quando h& formacao de um tecido com caracteristicas semelhantes ao original.
A regeneracdo Ossea a partir de enxerto envolve processos de osteogénese,
osteoconducdo e osteoindugcdo. A osteogénese é realizada pelas células
existentes no material de enxerto (osteoblastos ou células precursoras de
osteoblastos). A osteoinducdo € o processo de estimulacdo da osteogénese
que segue as seguintes etapas: quimiotaxia de células mesenquimais,
proliferacdo de células Osseas progenitoras e diferenciacdo de cartilagem e
0sso. O processo de osteoconducdo refere-se a capacidade do material
enxertado funcionar como uma matriz para deposi¢céo de novo 0sso a partir do
osso pré-existente (Lindhe, 2005). Da-se pela invasao de capilares e células
progenitoras da area receptora para dentro do enxerto seguido da reabsorcao
progressiva do material e sua substituicdo por osso (Lindhe, 2005).

O tecido 6sseo pode ser formado por meio de dois processos distintos
de ossificacdo. Um deles seria a diferenciacdo de células precursoras

mesenquimais, diretamente em osteoblastos, como observado no

30



desenvolvimento dos o0ssos faciais, que representa o0 processo de ossificacdo
intramembranosa. Um segundo processo seria 0 de ossificagdo sobre um
modelo de cartilagem intermediario, presente no desenvolvimento de 0Ssos
longos, que caracteriza o processo de ossificacdo endocondral (Kanyama et
al., 2003). No alvéolo dentario, observa-se apenas ossificacdo
intramembranosa (Kanyama et al., 2003), sem formacdo de cartilagem ou
presenca de condrocitos (Shyng et al., 1999).

O osso alveolar é formado através de ossificacdo intramembranosa e
consiste em uma matriz calcificada com ostedcitos aprisionados em lacunas.
Os ostedcitos se intercomunicam através de prolongamentos que se irradiam
em canaliculos. A matriz 6ssea que é depositada pelos osteoblastos néo é
mineralizada e é denominada ostedide. Quando ocorre deposicdo de novas
camadas de ostedide, o tecido mais antigo localizado mais afastado da
superficie, mineraliza-se (Lindhe, 2005).

O processo de cicatrizagdo alveolar fornece um modelo adequado para
o estudo da formacdo 6ssea em ratos e pode ser considerado um sensivel
indicador de lesdo 6ssea experimental sob diferentes condi¢cdes experimentais

(Hsieh et al., 1994).

2.5. Defeitos 6sseos alveolares

Defeitos de rebordo alveolar resultante da extracdo do dente, trauma ou
doenca periodontal geralmente exigem correcdo cirdrgica prévia para a
reconstrucdo protética. Se os implantes ou proteses fixas convencionais estao

previstas, sem uma andlise cuidadosa e planejamento do tratamento
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adequado, defeitos de tecido duro e/ou mole podem levar a comprometi
mentos funcional, estrutural ou estético na prétese final.

Defeitos 6sseos de diferentes tamanhos ndo podem ser tratados da
mesma forma e a compreenséo do tipo e da extenséo do defeito faz com que o
profissional planeje o tratamento adequadamente. Baseado em varios estudos,
a literatura especializada propde algumas classificagbes para os defeitos
0sseos. Wang e Al-Shammari, 2002, introduziram uma nova classificacdo
bastante préatica, baseada no tipo e tamanho do defeito 6sseo. Sendo assim,
eles dividiram os defeitos O6sseos em: horizontal, vertical e horizontal
combinado com vertical. Cada uma dessas categorias foi subdividida em
pequena (menor ou igual a 3 mm), média (entre 4 e 6 mm) e extensa (maior ou
igual a 7 mm) (Wang e Al-Shammari, 2002).

Porém, a classificacdo de Tinti e Benfenati, 2002, um sistema de
classificacdo terapeuticamente orientado, veio suprir a necessidade de se
protocolar a indicacdo de enxertia 0ssea, nos diversos tipos de defeitos. Com
base na preservacdo e protecdo do coagulo sanguineo e no momento de
insercao do implante, esses autores classificaram os defeitos em 5 categorias,
gue avaliam: (i) paredes alveolares apos exodontia, fenestracédo, deiscéncia,
defeito horizontal do rebordo e defeito vertical do rebordo. Essas categorias
sao subdivididas em classes | ou Il, sendo que defeitos horizontais e verticais
do rebordo, tipo classe Il, necessitam de enxerto 6sseo. No defeito horizontal
do rebordo tipo classe IlI, os implantes ficam fora do envelope 0sseo e no
defeito vertical do rebordo tipo classe Il, ha insuficiéncia de mais de 3 mm de

altura 6ssea. Além desses defeitos, a complexidade da reconstrucéo 0ssea da
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mandibula e da maxila representa um dos maiores desafios em cirurgia

bucomaxilo-facial e implantodontia (Francischone et al., 2006).
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3. Objetivos

3.1. Objetivo geral

Sintetizar e caracterizar uma matriz tridimensional de quitosana e

gelatina, para o cultivo de CTMMO in vitro, e posteriormente, avaliar o

comportamento desse construto (matriz tridimensional de quitosana e gelatina

associada as CTMMO) in vivo em modelo de alvéolo dentario de ratos.

3.2. Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

1) Desenvolver e caracterizar uma matriz porosa de quitosana e gelatina, para

cultura tridimensional de CTMMO in vitro;

2) Isolar, expandir e caracterizar as CTMMO a serem transplantadas;

3) Desenvolver um construto, constituido por CTMMO semeadas na matriz

tridimensional de quitosana e gelatina, para transplante em alvéolos dentarios;

4) Avaliar o comportamento da matriz tridimensional de quitosana e gelatina

como material de preenchimento 6sseo em alvéolos dentarios;

5) Avaliar o comportamento do transplante de CTMMO, carreadas na matriz

tridimensional de quitosana e gelatina, em alvéolos dentarios;
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6) Avaliar a contribuicdo de CTMMO, carreadas na matriz tridimensional de

quitosana e gelatina, na formacéo de tecido 6sseo em alvéolos dentarios;

7) Avaliar, por meio de andlise imunohistoquimica, a migracao e integracéo de

CTMMO aos tecidos do hospedeiro;
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4. Materiais e métodos

Este trabalho de pesquisa compreende dois estudos principais. O
primeiro corresponde a preparacdo, caracterizacdo e avaliacdo, in vitro e in
vivo, da biocompatibilidade e degradacdo de uma matriz tridimensional, porosa
a base de quitosana e gelatina. No segundo realiza-se o transplante de um
construto para alvéolos dentérios de ratos e quantifica-se o preenchimento
0sseo desses alvéolos, através de andlise morfométrica por tomografia
computadorizada. Esse construto foi obtido apds trés dias de cultivo de eGFP-
CTMMO na matriz tridimensional desenvolvida e previamente utilizada nos
experimentos in vitro e visou o carreamento das CTMMO até a regido lesada

no modelo de defeito 6sseo em alvéolos dentarios de ratos.

4.1. Animais doadores, receptores e grupos experimentais

Ao todo foram utilizados 36 ratos Lewis pesando entre 230-250 g (8
semanas) nos experimentos in vitro e in vivo. Visando um resultado sem falso
positivo, optou-se pelo uso de células-tronco mesenquimais marcadas
endogenamente com eGFP (Enhanced green fluorescent protein). Estas
células foram extraidas de ratos transgénicos isogénicos da linhagem Lewis
gue expressam eGFP em todos os seus tecidos. Estes ratos foram adquiridos
no Rat Resource and Research Center (RRRC) da Universidade de Missouri
nos Estados Unidos e suas alteracdes genéticas sao caracterizadas pela
presenca do vetor lentivirus, contendo o gene eGFP sob controle do promotor

da ubiquitina C. Estes ratos foram genotipados para a identificacdo de

36



homozigotos e heterozigotos. Para isso, foi padronizado o ensaio para
diferenciacao dos ratos transgénicos eGFP dos ratos selvagens (WT) (Fig. 2)
Quatro animais doares, transgénicos para a expressao da proteina verde
fluorescente-eGFP (LEW-Tg EGFP F455/Rrrc), foram empregados para se
obter células-tronco mesenquimais de medula 6ssea, endogenamente

marcadas (eGFP-CTMMO).
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1 Branco

2 Padrao 100pb
438pb —
3 Lewis eGFP

129pb —, 4 Lewis WT

Figura 2: Genotipagem dos ratos Lewis transgénicos eGFP. Imagem obtida através de um
ensaio de PCR para identificar ratos homozigotos e heterozigotos eGFP, a canaleta contendo
DNA de ratos Lewis eGFP mostra a presenca de duas bandas distintas, sendo a banda com
438 pb relativa ao alelo selvagem (WT) e a banda de 129 pb diz respeito ao alelo transgénico
eGFP; indicando que este rato é eGFP heterozigoto. A canaleta contendo DNA de ratos
Lewis selvagens apresenta somente uma banda de 438 pb, indicando que este rato é

selvagem homozigoto.
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Trinta e dois ratos machos selvagens inbred da linhagem LEWIS/H
foram usados como recipientes para o implante do biomaterial sintetizado ou
para o transplante do construto obtido. Durante o periodo experimental, os
animais foram mantidos em biotério apropriado, acondicionados em gaiolas
plasticas contendo um numero maximo de 04 animais, sob temperatura
ambiente e controle de luz automatica (07h-19h). Os animais receberam ragéo
para animais de laboratério e agua ad libitum. Os experimentos foram
realizados de acordo com as orientagfes para experimentacdo animal, tendo
sido aprovado pelo Comité de Etica Animal (CETEA/UFMG) sob o protocolo de
namero 9/2007 (ANEXO 01).

Todos 0s receptores tiveram 0s primeiros molares superiores extraidos,
de ambos os lados, e receberam um dos seguintes tratamentos descritos
abaixo no alvéolo dentério esquerdo. Dessa forma, de acordo com a Tabela 1,
0S seguintes grupos experimentais e subgrupos foram constituidos:

I. Implantac&o do biomaterial de quitosana e gelatina (CH-G)
ii. Implantacédo do construto, constituido pelo mesmo biomaterial de quitosana e
gelatina cultivado por 3 dias com eGFP-CTMMO (CH-G/CTMMO).

O alvéolo dentario direito de cada animal foi utilizado como controle para
a analise dos resultados.

Tabela 1: Distribuicdo dos animais em grupos experimentais, para analise
histologica e morfométrica.

Grupo Periodo n Tratamento
Experimental Alvéolo direito | Alvéolo esquerdo
(controle) (experimental)
5 dias 6 coagulo matriz de quitosana
CH-G 21 dias 5 e gelatina
35 dias 5
5 dias 6 coagulo matriz de quitosana
CH-G/ 21 dias S e gelatina com
CTMMO 35dias 5 CTMMO (construto)
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4.2. Obtencao das matrizes 3D de quitosana e gelatina

4.2.1. Sintese das matrizes 3D de quitosana e gelatina

As matrizes foram produzidas a partir de polimeros naturais, quitosana
com grau de desacetilagdo de 85% (Sigma) e gelatina de pele suina (Vetec).
Solugbes de quitosana a 0,7% (p/v) e gelatina a 0,7% (p/v) foram preparadas
em solucdo 0,1 M de acido acético (Vetec), separadamente, e agitadas até se
tornarem homogéneas. Apés descansarem por 24 h em temperatura ambiente,
essas duas solugdes distintas foram misturadas na propor¢gao de 3:1
(quitosana/gelatina) para se obter uma blenda. Nesse momento foi adicionado
a essa mistura o agente ligante, o glutaraldeido a 25% (Sigma), numa
concentragéo de 0,1%. A solucéo final foi mantida em agitagdo por 1h. Foram
dispensados 1 mL dessa solucdo em cada poc¢o das placas de cultura celular
de 24 pocgos, usadas como moldes cilindricos para a obtencdo de discos
padronizados da esponja de quitosana e gelatina.

Apods secagem overnight, as placas foram incubadas a 37°C durante 24
h e, em seguida, foram congeladas a -20°C por mais 24h. As matrizes foram,
entdo, liofilizadas, com o intuito de se remover todo o solvente. As matrizes
foram ressuspendidas em glutaraldeido a 25% (Sigma), numa concentracéo de
0,1% e as placas foram agitadas por mais 30 min. Todo 0 processo
(aquecimento, congelamento e liofilizacdo) foi repetido. Finalmente, foi
adicionado 1mL/poco de alcool absoluto (Merck) e as amostras descansaram

até a secarem completamente (Fig. 3).
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Dessa forma, matrizes de quitosana e gelatina, ligadas com
glutaraldeido, foram obtidas através da técnica de congelamento/liofilizagéo.
Neste processo, a solugdo contendo o polimero é rapidamente resfriada para
congelar o solvente. Em seguida, a pressao do sistema é reduzida para permitir
a sublimacdo (transformacdo solido-gas) do solvente. O espaco, antes
preenchido pelo solvente congelado constitui a porosidade do material.
Porosidades acima de 90% sao obtidas por este método, com poros de

diametro menor que 200 um e interconectados (Oréfice et al., 2006).

Discos de 8 mm de diametro e 2, 5 mm de espessura, com uma textura
esponjosa foram cortados em 4 partes iguais, resultando em fatias de 4 mm de
raio (Fig. 1A), utilizadas em todos 0s experimentos in vitro e in vivo. As
amostras foram distribuidas em placas de cultura de 24 pocos, seladas e
esterilizadas por irradiacdo gama, a 20 Grays, por 30 minutos, no Centro de
Desenvolvimento de Tecnologia Nuclear/Centro de Energia Nuclear

(CDTN/CENEN).
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Figura 3: (A) Matrizes tridimensionais de quitosana, gelatina e glutaraldeido,
em placa de 24 pocos, prontas para secagem. (B) e (C) Imagens ampliadas do

biomaterial em fase de secagem nos pocos da placa de cultura.

4.2.2. Caracterizacdo das matrizes 3D de quitosana e gelatina

Neste estudo utilizou-se a microscopia de luz (ML), a microscopia
confocal (MC), a microscopia eletronica de varredura (MEV) e o método de
Arguimedes, para a avaliacdo morfologica do material sintetizado. A
caracterizagdo quimica foi realizada através da combinagéo da espectroscopia
de energia dispersiva de raios-X (EDS) e da difracéo de raios-X (XRD).

As matrizes, sem células, foram analisadas imediatamente apos a
sintese e apos 1, 3, 8 e 14 dias de imersdo nos meios de cultura MB e MO.
Para o processamento histologico, foram fixadas em formalina neutra
tamponada a 10%, desidratadas através de solugdes crescentes de etanol,
incluidas em paraplast X-TRA (Sigma), cortadas a 6 um e coradas com

hematoxilina e eosina (HE). Os cortes foram avaliados tanto com microscopio
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de luz (Olympus BX-41/Q-Color3 digital color camera) quanto com microscopio
confocal (BioRad MRC 1024). O microscopio confocal foi utilizado para verificar
se a auto-fluorescéncia da quitosana era mantida apés o preparo da blenda.
Um feixe de laser de argénio com um comprimento de onda 488 nm (verde) foi
utilizado para excitar o sinal auto-fluorescente.

Para a MEV, as matrizes sem células foram fixadas em glutaraldeido a
2,5% (0,1 mol/L tampéao fosfato — PBS, pH 7,4) por 48 h e pés-fixadas com
tetroxido de ésmio 1% por 2 h. Apés a desidratacdo, foi realizada a secagem
em ponto critico com CO, liquido (CPD-020 Balzers). As amostras foram
montadas em suportes metalicos e metalizadas com ouro (Sputter coater — SPI
Supplies) por 90 segundos, 13 mA. As imagens foram adquiridas utilizando-se
um microscopio eletrénico de varredura Zeiss DSM 950, 15kV, 750 mA. A
morfologia, a interconectividade, a integridade dos poros e 0s aspectos micro-
estruturais das esponjas foram avaliados.

Foi utilizada uma técnica basica de caracterizacdo de materiais, para a
determinacdo da porosidade, utilizando-se do principio de Arquimedes,
conforme descrito por Sun et al., 2009. Neste método, uma proveta graduada
foi preenchida com etanol, usado como liquido de deslocamento, a temperatura
ambiente, uma vez que as amostras sdo insoluveis neste liquido (Yang et al.,
2002). Para se obter a porosidade, a matriz seca foi utiizada e o volume
deslocado foi calculado como V;. A amostra seca também foi pesada (P,) e,
posteriormente, foi imersa em etanol. O peso da amostra saturada foi chamado
de P,. A porosidade foi calculada a partir da seguinte equacao, onde p é a
densidade do etanol: porosidade = (P, - P1) / p / V1. A porosidade foi medida

para 3 amostras e a média foi calculada e considerada como porosidade final.
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A composi¢do quimica foi avaliada por EDS (Microssonda eletrdnica
marca JEOL, modelo JXA-8900-RL). O microscépio eletrdnico de varredura,
acoplado a um espectrofotometro de dispersdo de energia de raios X, foi
utilizado para identificagdo dos elementos quimicos presentes na matriz. A
composicado de fases dos biomateriais foi analisada por difracdo de raios X
(fonte Cu Ko, modelo RX-SA-HFM3, Rigaku) no CDTN/CNEN. Exatamente os
mesmos protocolos foram usados para as analises morfolégicas por ML, MEV e
EDS de matrizes 3D cultivadas com as CTMMO, nos periodos experimentais de

1, 3, 8 e 14 dias.

4.3. ESTUDO IN VITRO

4.3.1. Meios de cultura

4.3.1.1. Meio de cultura basal

D-MEM (Dulbeco’s Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado com
5mM de bicarbonato de Sédio (Merck), 10% de soro fetal bovino (Gibco), 100
unidades de penicilina G/mL, 100 unidades de estreptomicina/mL e 0,25\g de
anfotericina B /mL (PSA, Gibco). O pH do meio foi ajustado para 7,2 e, em
seguida, o meio foi filtrado com membrana de difluoreto de polivinilideno de
0,22 um (Millipore). Esse meio foi utilizado para expanséo celular e para cultura
2D e 3D dos experimentos in vitro e foi denominado de meio basal completo

(MB).
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4.3.1.2. Meio de cultura osteogénico

Como meio de cultura com estimulo osteogénico, utilizou-se o meio de
cultura basal completo, D-MEM, acrescido de 50 ug/mL de acido ascorbico
(Sigma), 10 mM de [glicerofosfato (Merck) e 0,1 uM de dexametasona
(Sigma), descrito por Jaiswal et al., 1997. O pH do meio foi ajustado para 7,2 e,
em seguida, o meio foi filtrado com membrana de difluoreto de polivinilideno de
0,22 um (Millipore). Esse meio foi introduzido para cultura 2D e 3D dos

experimentos in vitro e foi denominado de meio com estimulo ostegénico (MO).

4.3.2. Isolamento e cultivo das Células-Tronco Mesenquimais de Medula

Ossea

As células-tronco mesenquimais da medula éssea foram obtidas de
ratos Lewis transgénicos para a proteina eGFP. Os animais foram sacrificados
com uma dose letal de gquetamina/xilasina e tiveram suas tibias e fémures
dissecados e removidos. Em capela de fluxo laminar, as epifises dos ossos
coletados foram cortadas expondo a medula éssea, que foi extraida através do
influxo de meio de cultura basal, DMEM (MB), com auxilio de uma seringa de
15 mL. As células foram coletadas em tubo de 50 mL (Falcon) e centrifugadas
a 1400 rpm, por 10 minutos, a 10°C. Apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
desprezado e, com o0 precipitado contendo a fragdo celular, obteve-se uma
suspensao de células em 10 mL de MB. As células foram cultivadas em frascos
para cultura celular T-75 (75 cm®, TPP) contendo MB em estufa a 37°C e 5%
de CO2. Apés 48h as céluals foram lavadas com PBS (solucdo tampéao de

fosfato padréo) para remogéo das células ndo aderidas. O meio de cultura foi
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trocado 3 vezes por semana. As células aderidas, semelhantes a fibroblastos,
foram cultivadas e expandidas até proximas a 100% de confluéncia, quando
foram repicadas 1:3. As culturas foram expandidas até a quarta passagem,
quando as células foram desaderidas por tripsinizacédo e cetrifugadas. O pellet
resultante foi ressuspendido em MB, acrescido de SFB 10% para inativacao da
tripsina e as células em suspensédo foram usadas para caracterizagéo celular ou

foram plaqueadas para a realizacdo dos experimentos in vitro e in vivo.

4.3.3. Caracterizacao fenotipica das CTMMO por imunocitoquimica e

citometria de fluxo

A andlise das moléculas de superficie das CTMMO foi realizada por
citometria de fluxo, para a caracterizacdo da populacao de trabalho.

As CTMMO foram caracterizadas através da andlise da presenca das
seguintes moléculas de superficie celular: CD90, CD54 e CD73. Essas
proteinas sdo expressas por células-tronco mesenquimais, sendo entdo
utilizadas como “marcadores” positivos destas células (Dominici et al., 2006).
Para se excluir a possibilidade de contaminacdo da cultura de células-tronco
mesenquimais com células-tronco hematopoiéticas, também foi analisada a
presenca da molécula de superficie celular CD45, que é considerada um
“‘marcador” positivo destas células hematopoiéticas.

Para a citometria de fluxo, foram utlizadas CTMMO na quarta
passagem. Ap6s o tratamento com tripsina, aproximadamente 1x10° células

foram incubadas por 30 minutos a 4°C com o0s anticorpos primarios supra

citados diluidos 1:50 (BD Pharmingen). As células foram lavadas com PBS e
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incubadas com anticorpo secundario marcado com Alexa 488 (Molecular
Probes) por 30 minutos a 4°C. As células foram novamente lavadas em PBS,
fixadas em formaldeido 2% e analisadas no citbmetro de fluxo (FACSCalibur;
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA). Como controle negativo de
fluorescéncia, também foi adicionado o anticorpo secundéario as células nao
marcadas com o anticorpo primério. Células sem qualquer tipo de marcacédo
foram fixadas e utilizadas para gerar o gréfico de tamanho versus
granulosidade para estabelecer a populacéo a ser analisada.

Um minimo de 15.000 eventos foram adiquiridos, utilizando o programa
CELL Quest (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Os dados obtidos foram
analisados no programa WinMDI 2.8. Primeiramente, a populacao de células a
ser estudada foi delimitada através das regides definidas no grafico de
tamanho versus granulosidade gerado pela andlise de células que nao foram
submetidas a nenhum tipo de marcacao. Posteriormente, utilizou-se um grafico
de histograma para delimitacéo da regiao do controle negativo de fluorescéncia
referente as células que foram incubadas apenas com o anticorpo marcado
com Alexa 488. A partir da definicdo destes parametros, iniciou-se a analise

das células marcadas com os anticorpos primarios e secundarios.

4.3.4. Culturas 2D e 3D

As eGFP-CTMMO, obtidas da cultura primaria e expandidas em DMEM
até a quarta passagem, foram semeadas numa densidade de 5x10*/mL/poco
em placas de cultura celular de 24 pocos (Nunc), em monocamada (cultura 2D)

ou em biomateriais (cultura 3D). As células cultivadas em monocamada, na
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auséncia de biomaterial, foram usadas como controle positivo. Nessa fase, 0s
dois meios de cultura descritos anteriormente foram usados:

(1) Meio basal completo (MB) — DMEM

(2) Meio com estimulo osteogénico (MO) — DMEM suplementado

O teste de conversdo de MTT e a avaliacdo da atividade da fosfatase
alcalina foram realizados em culturas 2D e 3D. As andlises morfolégicas (ML e
MEV) e por EDS foram realizadas apenas nas culturas 3D. As culturas foram
incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO2 e analisadas ao final de 1, 3, 8 e 14
dias. Trés experimentos independentes foram realizados e cada variavel foi
avaliada em triplicata (Fig. 4).

Posteriormente, as eGFP-CTMMO cultivadas em 3D por 3 dias em
DMEM completo foram utilizadas como construtos para transplantes de eGFP-
CTMMO, nos procedimentos in vivo. Esse meio foi selecionado para os
estudos in vivo para nao interferir no enderecamento das eGFP-CTMMO para
diferentes tecidos e para permitir que fatores locais se expressem na

diferenciacé@o destas células em vérias linhagens celulares.
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Figura 4: Desenho experimental. Células cultivadas em placas de 24

pocos, para analise in vitro. Os experimentos foram realizados em

triplicatas para cada tratamento (3D/2D, roxo-MB/vermelho-MO).

4.3.5. Anélises das culturas 2D e 3D

4.3.5.1. Teste de conversao de MTT

O ensaio de MTT {brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difeniltetrazolio]}
€ um método colorimétrico, sensivel, que mensura a viabilidade celular
(Mosmann, 1983). Baseia-se na capacidade da enzima desidrogenase,
presente na mitocéndria de células viaveis, em converter o sal de tetrazdlio
(MTT), soluvel em agua, no cristal de formazan, produto insolivel em agua.
Dessa forma, a conversdo do MTT em formazan € realizada somente por
células viaveis, indicando atividade mitocondrial e consequentemente,

viabilidade celular. Os cristais de formazan sdo solubilizados e a densidade

Otica pode ser determinada pelo espectrofotdmetro.
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Ao final de cada periodo experimental (1, 3, 8 e 14 dias), as células (5x
10% das culturas 2D e 3D, tratadas com MB e MO e cultivadas em placas de
24 pocgos (Nunc), foram analisadas através do teste de conversdo do MTT em
cristais de formazan.

O meio de cultura (MB ou MO) foi retirado e 210 pyL dos respectivos
meios foram adicionados em cada poc¢o, assim como 170 pyL da solucdo de
MTT (Sigma) 5 mg/mL. As placas de 24 pocos foram incubadas por 2 horas,
em estufa a 37°C e 5% de CO,. A formacédo dos cristais de formazan foi
observada ao microscépio de luz e as culturas foram fotografadas. Foram
acrescentados a cada poc¢o 210 uL de SDS-10% HCI, para a solubilizagédo dos
cristais, e as placas permaneceram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO,
por 18 horas. Apés esse periodo, 100 pL/pogo foram transferidos para placas
de 96 pocos e o ensaio foi quantificado através da leitura dos valores de
absorbancia da solucao resultante realizada a 595 nm em um leitor automético
de micro placas (EIx800, Bio-tek instruments, Inc.).

Como controle da interferéncia do biomaterial na medicdo colorimétrica
do MTT, as matrizes foram incubadas em meio de cultura (MB/MO), sem

células, pelos mesmos periodos e condicfes experimentais.

4.3.5.2. Avaliacéo da atividade da fosfatase alcalina

A producéo de fosfatase alcalina foi avaliada por meio do ensaio de NBT-
BCIP (Gibco). Este ensaio € baseado na reacdo cromatogénica iniciada pela
clivagem do grupamento fosfato presente no BCIP {5-bromo-4-chloro-3’-

indolilfosfato p-toluidine salt} pela fosfatase alcalina presente nas células. A
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reacdo produz um proton que reduz o NBT {nitro-blue tetrazolium chloride} a
um precipitado insolavel de cor purpura (Valério et al., 2004).

Ao final de cada periodo experimental (1, 3, 8 e 14 dias), as células (5x
10% das culturas 2D e 3D, tratadas com MB e MO e cultivadas em placas de
24 pocos (Nunc), foram analisadas através do ensaio de BCIP-NBT (Gibco).

ApOs cada periodo, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas

com PBS e incubadas por 2 horas, com 200 uL da solugcdo BCIP-NBT,
preparada de acordo com as instrucfes do fabricante. Apds esse periodo, as
células e a formacdo dos precipitados de cor purpura foram observados em
microscopio de luz e foram adicionados 210 puL de SDS 10% HCI para a
solubilizacdo dos precipitados de cor purpura. As placas foram incubadas em
estufa a 37°C e 5% CO,, novamente, por 18 horas. Apds a solubilizacdo, 100
ML de cada poco foram colocados numa placa de 96 pocos e a densidade
Optica da solucédo foi medida a 595 nm num leitor automatico de micro placas.

Da mesma forma como no ensaio de MTT, como controle da
interferéncia do biomaterial na medicdo colorimétrica do MTT, as matrizes
foram incubadas em meio de cultura (MB/MO), sem células, pelos mesmos

periodos e condi¢cbes experimentais.

4.3.5.3. Analise morfolégica

A analise morfolégica por ML e MEYV foi realizada nas culturas 3D, em
MB e MO, apos 1, 3, 8 e 14 dias. As amostras foram obtidas apds a remocao
das matrizes 3D das placas de 24 pocos e foram processadas como
descrito anteriormente. Através dessa analise observou-se a adesdo e

morfologia celular, secrecdo de matriz extracelular (MEC), além da distribuicdo
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celular nos poros e da preservacdo da malha do biomaterial. A composi¢éo
quimica das amostras foi determinada pelo EDS, apds trés dias de cultura, a
fim de detectar a presenga de calcio na MEC, como um sinal indicativo de

sintese da matriz 6ssea.

4.4. ESTUDO IN VIVO

4. 4. 1. Procedimento cirargico para implante do biomaterial/ transplante

do construto

O modelo de alvéolo dentéario de rato foi empregado como defeito ésseo
experimental. Para a realizagdo das cirurgias, os animais foram anestesiados
através de injecao intramuscular de uma combinacdo de cloridrato de xilasina
2% (0,1mL/100g), utilizado como relaxante muscular, e cloridrato de quetamina
10% (0,1mL/100g), anestésico geral. ApGs serem anestesiados, 0s ratos Lewis
machos usados como recipientes foram submetidos a extracdo dos primeiros
molares superiores (Fig. 5). Utilizando-se um instrumento de Hollemback para
sindesmotomia e uma pinca dente de rato para luxacdo, foram extraidos os
primeiros molares superiores direitos e esquerdos. Apds confirmacdo da
integridade dos dentes removidos e dos alvéolos, os alvéolos tratados foram
completamente preenchidos. Os animais foram divididos em 2 grupos (Fig. 6) e
receberam tratamentos distintos, nos alvéolos dos lados esquerdos
(experimental): (i) dezesseis animais receberam biomateriais sem células,
imediatamente implantados nos alvéolos dentarios e (i) dezesseis animais
receberam construtos constituidos dos biomateriais semeados com 5x10*

CTMMO, por meio de um micro porta-amalgama (ABC instrumentos cirlrgicos).
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As bordas dos alvéolos, de ambos os grupos, foram suturadas com fio de
sutura 6-0 (Biosut). Os animais receberam racao triturada e umedecida, além
de agua ad libitum nas primeiras 48 horas apos a realizacdo das cirurgias e
foram sacrificados apds 5, 21 e 35 dias por decapitacdo. Os cranios foram
dissecados e as pecas removidas foram imediatamente fixadas por imersdo em

formalina neutra tamponada (FNT) 10%, & temperatura ambiente, por 48 horas.

Figura 5: Imagens do preparo para o procedimento cirargico. (A) Animal
anestesiado, posicionado na mesa operatéria, para realizacéo do procedimento
cirirgico. (B) Cavidade oral de rato receptor (Setas, primeiros molares

superiores).
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1° molar extraido

Alvéolo dentério apo6s
exodontia do 1° molar superior

¢ N

GRUPO | GRUPO I
D = Controle E = Experimental
Biomaterial sem células Biomaterial com células

Figura 6: Representacdo esquematica do modelo experimental. Implante do biomaterial em
alvéolos dentérios gerados apds a exodontia dos 1° molares superiores, com e sem

associagao de células.
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4.4.2. Analise morfométrica por meio de tomografia computadorizada

Apo6s a fixacdo, os cranios dos ratos, submetidos ao implante do
biomaterial, foram lavados em agua corrente e mantidos em alcool 70%.
Posteriormente, foram scanneados por meio de tomografia computadorizada
Cone Beam (TCCB), em um tomégrafo i-CAT (Xoran Technologies, Ann Arbor,
Michigan, Imaging Sciences International, Hatfield, PA) para a aquisicao das
imagens da maxila. A posicdo do cone emissor de raios-X foi padronizada de
modo que a distancia entre o emissor e a maxila fosse constante. As TCCB
receberam um cdodigo numérico aleatdrio para permitir que fosse realizado um
estudo cego. As TCCB foram adquiridas com espessura de corte de 0,5 mm;
pitch de 0,5 mm; voltagem de 120 kV e amperagem de 350 mAs. Para a
reconstrucao tridimensional das imagens, o software Dental Slice software
(version 2.1.1) foi utilizado. A Fig. 7A ilustra uma reconstrugdo 3D de um
cranio. O plano transversal foi usado como referéncia nesse estudo, passando
pelos alvéolos dentérios distais dos primeiros molares extraidos, mesialmente
aos segundos molares superiores (Fig. 7B). Para medir a area correspondente
ao o0sso neoformado no interior dos alvéolos dentarios, 3 cortes seriados
representativos dos lados experimental e controle de cada animal foram
capturados, totalizando 15 imagens por grupo. As imagens foram importadas
para o software KS300 (KS 300 image processing, Carl Zeiss, Germany) e uma
escala de cinza calibrada foi ajustada para reconhecer o tom de preto de mais
baixa intensidade e o tom de branco de mais forte intensidade. Assim, areas de
alta intensidade, de tons cinza medio a branco, corresponderam ao tecido

0sseo mais maduro. Para quantificar o nivel de preenchimento 6sseo, as areas
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de baixa intensidade (ABI), dentro da area de estudo (AE - Fig. 7D), foram
descontadas da éarea total do alvéolo (ATA — Fig. 7C). Os pontos de baixa
intensidade (ABI) correspondem a tecido conjuntivo frouxo, como matriz de
fibrina, coagulo sanguineo e processo inflamatério. A porcentagem de 0sso
formado foi obtida através da seguinte formula, para corrigir erros devido a
variacbes de tamanho dos alvéolos dentarios de animais diferentes:

Preenchimento médio do alvéolo% = [ATA-ABI (mm?) /ATA (mm?)] X100.
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2
Média de preenchimento _ ATA-ABl(mzm ) 100
do alvéolo (%) ATA (mm°?)

ATA = Area Total do Alvéolo

AE = Areade EStUdO  seesesessssssssssssssssssssseses

ABI = Area de baixa intensidade dentro da area de
estudo

Figure 7: Analise morfométrica utilizando imagens obtidas por TCCB. (A) Reconstrucao 3D
de cranio de rato. O plano transversal foi usado como referéncia para a obtencdo dos
cortes usados na morfometria. (B) TCCB mostrando a &area de estudo dos alvéolos
experimental (Exp, lado esquerdo) e controle (Co, lado direito). (C) Medicao da &rea total do
alvéolo (ATA, delimitada pela linha preta continua). (D) Area de estudo (AE, delimitada pela
linha preta pontilhada) no alvéolo dentario, onde areas de baixa intensidade (ABI) foram
medidas. Férmula empregada no calculo da porcentagem média de preenchimento dos

alvéolos.
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4.4.3. Analise histolégica e coloracédo por TRAP

Apés a aquisicdo das imagens por TCCB, as maxilas foram
desmineralizadas em solucéo tamponada de EDTA 10% (pH entre 7,2 e 7,4), &
temperatura ambiente, por um periodo de aproximadamente 40 dias. A solucao
foi renovada duas vezes por semana. Apos a desmineralizacdo, as maxilas
foram lavadas overnight em agua corrente e divididas ao longo do plano sagital
mediano para separar os alvéolos esquerdos dos direitos. As pecas foram
processadas seguindo-se as etapas de incluséo:

a) Fase de desidratacdo: imersdo das amostras em séries crescentes de alcool
etilico (70% 1 e Il, 80% | e Il, 90%, 95%, absoluto I, Il e Ill) por um periodo de

30 minutos em cada banho.

b) Fase de diafanizacdo: imersao das amostras em trés banhos de xilol por um

periodo de 20 minutos cada.

c) Fase de infiltracdo: imersao das amostras em trés banhos de paraplast X-Tra
a 58°C, sendo o primeiro de 30 minutos e os demais de 40 minutos cada.

d) Fase de inclusdo: as amostras foram incluidas em paraplast X-Tra
fluidificado contido em moldes pré-definidos/fabricados e posicionadas de
modo que os alvéolos pudessem ser cortados longitudinalmente (cortes
sagitais)

Cortes sagitais de 6 um foram montados em laminas histoldgicas
previamente tratadas com silano 3%. As laminas foram armazenadas para
realizagéo de coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) e imunohistoquimica.
Para a realizacdo da técnica de fosfatase &acida resistente ao tartarato
(Tartrate-resistant acid phosphatase staining - TRAP) foi utilizado o kit de

fosfatase acida leucocito-especifico (TRAP 387A-1KT Sigma, St. Louis, USA).
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Os cortes foram corados com solucdo de TRAP por lhora a 37°C e contra
coradas com hematoxilina de Mayer, de acordo com instru¢des do fabricante.
Células TRAP-positivas mostraram uma coloragdo vermelho-escura ou roxa.
Amostras de 21 dias foram selecionadas para o desenvolvimento da técnica
histoquimica para TRAP com o objetivo de investigar a reabsor¢cdo do

biomaterial por células da linhagem osteocléstica

4.4.4. Analise imunohistoquimica

Para localizar o destino, a distribuicdo e a diferenciacdo das CTMMO
transplantadas nas matrizes 3D, a proteina eGFP foi usada como marcador. As
laminas foram desparafinizadas em xilol, re-hidratadas por meio de uma série
gradual de etanol e lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato (PBS).
Os cortes foram entdo imersos em H;O, 3% (1 hora) para neutralizar a
atividade da peroxidase endégena e incubados com BSA 2% em PBS (1 hora)
para bloquear os sitios de ligacdo inespecificos. Posteriormente, os cortes
foram incubados overnight a 4°C com anticorpos de coelho anti-GFP de rato
(1:100, Abcam, Cambridge, UK). O anticorpo secundario biotinilado anti-coelho
(Universal LSAB™+ Kit/HRP, Rb/Mo/Goat K0690-1Dako, Glostrup, Denmark)
foi aplicado por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos lavagens em PBS,
os cortes foram incubados com conjugado peroxidase streptavidina por 30
minutos a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada com uma solucdo
contendo 350 mM 3,3"- diaminobenzidina (Sigma Chemical Co.) e H,O, 1% em
PBS. As laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Mayer. Todas as

imuno-reacdes foram realizadas numa mesma bateria para evitar diferencas
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entre 0s ensaios. Os controles negativos foram realizados pela omissdo do

anticorpo primario.

4.5. Andlise estatistica

Os dados dos testes de conversdo de MTT e de avaliacdo da atividade
de fosfatase alcalina foram submetidos a analise de variancia. As médias foram
comparadas e os dados foram analisados pelo teste Student-Newman-Keuls
(Instat, version 3.00, 32 Win 95/NT; GraphPad Software, San Diego, Calif.,
USA), sendo considerada diferengas significativa quando p<0,05 (*), p<0.01 (**)
e p<0.001(***). Os resultados apresentados representam a média o desvio
padréo (+DP).

Os resultados das andlises morfométricas realizadas nas imagens
obtidas por TCCB, medidas nos lados controle e experimental da mesma
unidade amostral, foram submetidos ao teste de Wilcoxon. Os dados foram
apresentados na forma de percentual. Os valores de p<0,05 foram

considerados estatisticamente significativos.
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5. Resultados

5.1. Caracterizagédo da matriz 3D de quitosana e gelatina

O aspecto macroscopico final e a arquitetura tridimensional do scaffold
assemelharam-se ao de uma esponja. Assim como trabéculas 6sseas, a matriz
consistiu-se de um arranjo homogéneo de poros (Fig. 8A-C). A figura 8C ilustra
o tamanho padrao de biomaterial utilizado nos experimentos in vitro e in vivo. A
auto-fluorescéncia da quitosana foi mantida no composto, conforme observado
em imagem obtida em microscoépio confocal (Fig. 9A-B). As conexdes entre 0s
poros do biomaterial foram observadas na figura 9B e estdo indicadas pelas
setas. Matrizes tridimensionais porosas adequadas para o cultivo celular foram
obtidas a partir dos polimeros naturais, quitosana e gelatina, ligados
quimicamente pelo glutaraldeido. Essa ligagéo foi efetiva uma vez que conferiu
ao composto uma estabilidade necessaria a manutencdo de sua estrutura,
observada até o ultimo periodo experimental estudado, tanto in vitro (14d) (Fig.
9E e Fig. 18C), quanto in vivo (35d) (Fig. 23B). O biomaterial permaneceu
intacto apos 14 dias de imersdo em meios MB/MO e incubagdo em cultura.
Este achado pdde ser observado nas analises de MEV (Fig. 9E) e de ML (Fig.
18C). A analise de MEV mostrou poros interconectados, de diferentes
tamanhos, variando em torno de 200 um, com paredes relativamente lisas
(Figs. 9C-9E). Estas caracteristicas das paredes foram confirmadas pela

analise confocal (Figs. 9A e B).
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Tamanho do fragmento
padrdo implantado nos
alvéolos
(1/4 do disco)

Figura 8: Caracterizacdo macroscopica da matriz 3D. (A) aspecto macroscopico de um
hemi-disco de quitosana, visdo superior. Note a consisténcia e aspecto semelhante a
uma esponja. (B) Vista lateral da espessura do disco. (C) Fragmento de tamanho

padréo inserido nos alvéolos — ¥4 do disco.
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Figura 9: Caracterizagdo morfolégica da matriz 3D. (A) Imagem de microscopia
confocal mostrando a preservacdo da autofluorescéncia da matriz de quitosana,
associada a gelatina. Note a conformacédo de um poro do biomaterial. (B) Imagem
da interconexdo entre os poros da quitosana-gelatina (setas). (C) Aspecto
microestrutural (MEV) da esponja de gelatina e quitosana. (D) Estrutura do
biomaterial imediatamente apés sua sintese e (E) apés 14 dias de imersdo em
meio de cultura. Note preservacdo da alta porosidade e microestrutura do

biomaterial.
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Para a formacdo de poros, o método usado foi o de congelamento e
liofilizacdo do material. A porosidade aparente da matriz de quitosana-gelatina,
medida pelo método de Arquimedes foi de 95,9 +0,2%. A analise quimica por
EDS mostrou que a superficie foi constituida exclusivamente de carbono e
oxigénio (Fig. 10A), detectada pelos picos especificos e esperados para
polimeros orgéanicos. Picos no espectro correspondem aos elementos
presentes na amostra. O nivel de energia do pico indica qual o elemento. Os
resultados EDS foram confirmados pelos resultados de DRX. O espectro de
difracdo de raios X da amostra mostrou um pico largo (28 = ~ 20 °), que sugere
uma fase amorfa do composto de quitosana-gelatina (Fig. 1G). Na andlise de
DRX, picos representam um composto cristalino, enquanto os picos mal
definidos correspondem a uma estrutura amorfa. A quitosana e a gelatina séo
polimeros naturais, organicos, e, dessa forma, ndo era esperado um pico bem

definido de uma estrutura cristalina organizada.
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Figura 10: (A) Andlise de elementos quimicos da superficie da quitosana-
gelatina, obtida pela analise EDS. (B) Composicdo amorfa da matriz de

quitosana-gelatina, observada por XRD.
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5.2. Caracterizacdo das CTMMO

CTMMO apresentaram morfologia tipica, em forma de fuso, com adesédo
ao plastico e organizacgo em monocamada (Fig. 11A). A
andlise/caracterizacdo fenotipica das BMMSC indicou alta expressdo de
marcadores ndo-hematopoiéticos, CD54 (95%), CD73 (94%) e CD90 (87%).
Além disso, ndo houve expressdo de CD45 em 97% das células (Fig. 11B).
Assim, as células isoladas preencheram os critérios utilizados para definir as

CTMMO.
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Figura 11: (A) Fotomicrografia de microscopia de luz de CTMMO mostrando a aderéncia
ao plastico e a forma fusiforme caracteristica. (B) Analise fenotipica das CTMMO.
Histogramas de intensidade média de fluorescéncia versus numero de eventos
demonstram o padrdo de expressao tipico de antigenos de superficie (CD54, CD73,
CD90 e CD45).



5.3. Andlises in vitro

5.3.1. Ensaio de MTT

As células foram capazes de converter o MTT em cristais de formazan
em ambos os meios utilizados MB/MO, em monocamada e também nas
matrizes 3D de quitosana-gelatina (Figs. 12A, 12B-D). Foi possivel visualizar os
cristais de formazan no interior do material, demonstrando células viaveis
dentro do poro da matriz 3D (Fig. 12C). A medicdo da densidade Optica do
formazan dissolvido indicou maior conversdo do MTT, apds um dia na cultura
3D com meio OS, em comparagdo com as culturas em monocamada tanto no
médio MB, quanto no meio MO (p<0,001). No entanto, apds trés dias de
cultura, o maior nivel de conversdo de MTT foi observado na cultura 3D com
meio MB, com diferencas estatisticamente significativas, em relacédo as culturas
em monocamada, independentemente do meio (p<0,001). No periodo de 3
dias, as culturas apresentaram confluéncia préxima a 100%, a inspec¢éo visual
em microscopio de luz invertida.

O meio MB manteve maior nivel de conversao de MTT nos periodos de
8 e 14 dias, em culturas 2D (p<0,01) e 3D (p<0,001), respectivamente.
As culturas 3D mostraram niveis superiores de conversdo de MTT em relacao
as culturas 2D em ambos os meios avaliados, sugerindo a viabilidade celular

em matrizes porosas de quitosana-gelatina.
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Figura 12: (A) Reducdo do MTT em cristais de formazan
(medido por meio de absorbéancia DP + a 595 nm), por CTMMO
cultivadas (em monocamada e em matrizes 3D), em meio
MB/MO, nos periodos de 1, 3, 8 e 14 dias. (B-D)
Fotomicrografias representativas da reducdo do MTT (B)
Visualizagdo de cristais de formazan em cultura 3D (esquerda)
e em cultura 2D (direita). A figura C mostra cristais de formazan
no interior do poro da matriz 3D e a figura D mostra cristais em
monocamada.
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5.3.2. Atividade de fosfatase alcalina

A atividade de fosfatase alcalina foi detectada em culturas 2D e 3D em
ambos os meios de cultura MB/MO para todos os periodos avaliados. Maiores
niveis de atividade da fosfatase alcalina foram observados nas culturas em
monocamada, mas nenhum meio foi estatisticamente superior (Fig. 13A). As
culturas 3D em meio MO apresentaram niveis mais baixos de fosfatase
alcalina, em relacdo as culturas 2D em meio MB, com diferencas significativas
nos dias 3 (p<0,01), 8 e 14 (p<0,001). As figuras 13B e 13C mostram a
atividade de fosfatase alcalina em culturas 3D e 2D em microscépio de luz

invertida.
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Figura 13: (A) Atividade de fosfatase alcalina através do ensaio
de BCIP-NBT (medido por meio de absorbancia DP + a 595 nm),
em CTMMO cultivadas (em monocamada e em matrizes 3D), em
meio MB/MO, nos periodos de 1, 3, 8 e 14 dias. (B e C)
Fotomicrografias representativas da atividade de fosfatase
alcalina, evidenciada pelo ensaio BCIP-NBT, em culturas 3D e

2D, respectivamente.
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5.3.3. Andlise morfolégica

A manutencédo da arquitetura da matriz 3D e a viabilidade, distribuicao e
morfologia das células semeadas foram avaliadas por ML e MEV e
documentadas em fotomicrografias nos dias 1, 3, 8 e 14. Os aspectos
morfolégicos foram semelhantes no MB e MO. Na ML, a matriz apresentou
uma rede de trabéculas finas coradas pela eosina (Fig. 14A-B 16A-E, 18A-D).
Nas primeiras 24 horas apds a semeadura de células, em ambos os meios, a
maioria das células tinha forma esférica ou eliptica (Figs. 14A, 15A-B). Algumas
células achatadas se espalharam sobre as laminas da matriz e exibiram
extensdes citoplasméticas, como filopddios, sugerindo areas de adesédo focal
entre as membranas celulares e a superficie da matriz de quitosana-gelatina

(Fig. 14B; 15C-D).
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Figura 14: Fotomicrografias de microscopia de luz (ML) representativas de
culturas 3D de CTMMO, em meio MB/MO, apds 1 dia de cultura. HE. A matriz

de quitosana-gelatina encontra-se corada em rosa pela eosina e as CTMMO,

em roxo pela hematoxilina. A figura A mostra células aderidas a quitosana
esféricas (setas) e a figura (B) mostra em detalhe células fibroblastéides
alongadas.
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Figure 15: Fotomicrografias representativas de MEV de culturas 3D de
CTMMO, em meio MB/MO, apés 1 dia de cultura (A-D). CTMMO com
morfologia arredondada, ndo aderida foi observada proxima a lamina do
biomaterial (A); Células com alguns pontos de ades&o e emissdo de discretos
alongamentos filopodiais (seta) (B); Alongamento das células que adquirem
aspecto de fibroblastos (C) devido a interacdo com o biomaterial por meio de
grandes areas de adesdo (D). Prolongamentos citoplasmaticos filopodiais

sdo apontados pelas setas (D).
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Apés 3 dias de cultura, o numero de células aumentou (Figs. 16A, 17D) e elas
se apresentaram mais uniformemente distribuidas por toda a malha de
quitosana-gelatina. Muitas células tinham um aspecto fusiforme, fibroblasto-
like, com nucléolo evidente e granulos citoplasmaticos (Figs. 16C-D). Células
nesta fase foram vistas organizadas em grumos, semelhantes a nodulos

celulares préximos a superficie do biomaterial (Figs. 16E, 17A-C).
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Figura 16: Fotomicrografias de microscopia de Iluz (ML)
representativas de culturas 3D de CTMMO, em meio MB/MO, apés
3 dias de cultura. HE. Note maior nimero de células aderidas e ndo
aderidas em relacdo ao 1° dia (A); muitas células esféricas (B) ou
fibroblastéides (C) aderidas ao scaffold; células com citoplasma
granular, nucléolo evidente e emissdo de filopédios (setas) (D);

células esféricas aderidas, livres e em grumos (E).
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Figura 17: Fotomicrografias representativas de MEV de culturas 3D de
CTMMO, em meio MB/MO, ap6s 3 dias de cultura. Foi observado um
namero maior de células por campo (A); células apresentavam-se
parcialmente aderidas (B); em grupos, interconectadas (C) ou isoladas (D)

sobre as laminas de quitosana.
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Em contrapartida, entre 8-14 dias, o numero de células observadas na
superficie e no interior dos poros da matriz diminuiu (Fig. 18). Depois de oito
dias, a ML e MEV revelaram algumas células, isoladas ou aglomeradas,
aderidas a quitosana (Figs. 18A, 19A). As membranas celulares
espalharam-se ativamente na superficie da matriz (Fig. 19B). Curiosamente,
mesmo apos a imersdo nos varios banhos do processamento histolégico das
amostras, foi possivel observar células viaveis ndo aderidas, porém
enclausuradas no interior dos poros da matriz (Fig. 18B).

No periodo experimental mais longo (14 d), a rede de quitosana estava
preservada (Figs. 9E, 18C), mas haviam poucas células distribuidas de forma
dispersa (Fig. 18D). Estas células, com morfologia alongada e aplainada,
permaneceram aderidas ao biomaterial construindo pontes entre as laminas de
quitosana (Fig. 19C). A analise por MEV mostrou algumas imagens sugestivas
de secrecdo de MEC, que foram mais evidentes aos 8 e 14 dias de cultura
(Figs. 19B-C). De fato, na analise EDS destas areas (ver area de MEC em
fotomicrografia MEV - Fig. 20) detectou-se a presenca de calcio, apés trés dias
de cultura em ambos os meios de cultura MB/MO utilizados (Figs. 20B e D).
Como controle negativo, a andlise de EDS revelou a auséncia de calcio sobre
as superficies do scaffold livres de células ou debris (ver na area de SB em

fotomicrografia MEV - Fig. 20A e 20C).
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Figura 18: Fotomicrografias de microscopia de luz (ML) representativas de culturas
3D de CTMMO, em meio MB/MO, apés 8 e 14 dias de cultura. HE. No 8° dia de
cultura, células esféricas aderidas (setas pretas) e ndo aderidas (setas brancas)
foram observadas (A). Células livres foram mantidas dentro da estrutura do poro (B).
No final de 14 dias, a microestrutura do biomaterial foi preservada (C), mas somente
algumas células esparsas (setas) foram observadas (D).
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Figura 19: Fotomicrografias representativas de MEV de culturas 3D de
CTMMO, em meio MB/MO, apés 8 e 14 dias de cultura. (A) 8 dias:
presenca de células associadas junto as laminas do biomaterial; (B) 8 dias:
Algumas células com morfologia achatada e numerosos filopodios
estabelecem intimo contato com o biomaterial. (C) 14 dias: poucas células
presentes ainda formando pontes que interconectam laminas do
biomaterial. Imagens sugestivas de matriz extracelular sdo indicadas por
setas.
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Figura 20: Andlises de EDS nas culturas 3D de CTMMO, ap06s de trés dias. O célcio ndo
foi encontrado na superficie da matriz (A e C), enquanto picos de calcio foram detectados
(setas), apenas na matriz extracelular, em meios MB/MO (B/D, respectivamente). A
fotomicrografia central € uma imagem representativa das areas analisadas por EDS:

superficie do biomaterial de quitosana-gelatina (SB) e da matriz extracelular (MEC).
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5.4. Anélise in vivo

5.4.1. Andlise histolégica

5.4.1.1. Implante de matrizes porosas de quitosana e gelatina

5 dias

Apés 5 dias de implantacdo de quitosana-gelatina, a analise a
microscopia de luz revelou um processo inflamatoério intenso, com infiltrado
tipico de polimorfonucleares (PMN) (Fig. 21A). Estas células eram
especialmente abundantes na area superficial alveolar em contato com a

cavidade oral (Fig. 21B, C).
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Figura 21: Fotomicrografias representativas da analise histolégica in
vivo — 5 dias ap6s implante do biomaterial. HE. (A) Aspecto panoramico
do alvéolo (sitio receptor, delimitado pela linha tracejada). Presenca de
infiltrado inflamatdrio agudo, especialmente na area cervical em contato
com a cavidade oral. (B) Matriz de quitosana-gelatina preenchida por
células inflamatérias. A direita, nota-se abundante infiltrado
inflamatério, correspondente a area cervical do alvéolo e, a esquerda,
moderada inflamacdo (centro do alvéolo). (C) Detalhe da regido
cervical do alvéolo. Intenso infiltrado inflamatério agudo, rico em

polimorfonucleares (PMN).
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21 dias

No dia 21, o reparo 6sseo e cicatrizagcdo da mucosa oral foram
alcancados (Fig. 22A). O osso recem formado apresentou aspecto imaturo,
com lamelas desorganizadas e muitos espacos medulares (Fig. 22B). Imagens
que sugerem a incorporacdo de quitosana-gelatina na matriz 0Ossea
mineralizada, bem como nos espacos medulares séo apresentadas na Figura
22B (detalhe). Restos de biomaterial foram observados no tecido conjuntivo
frouxo, porém sem nenhum sinal de inflamacdo ou formacdo de cépsula de
tecido fibroso ao redor do implante (Fig. 22A). Os poros do scaffold foram
invadidos por células do tecido conjuntivo nativo, sugerindo uma acgéo
quimiotatica induzida pelo biomaterial (Fig. 22C). Essas células apresentaram

ndcleos claros sugestivos de uma alta atividade de sintese de RNA.
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Figura 22: Fotomicrografias representativas da andlise histoldgica in vivo — 21
dias apo6s implante do biomaterial. HE. (A) Aspecto panoramico do sitio receptor,
mostrando reparacdo 6ssea normal e cicatrizacdo completa da mucosa oral.
Notam-se restos de biomaterial ndo degradadas no tecido conjuntivo (asterisco) e
auséncia de processo inflamatoério. (B) Aspecto imaturo do novo 0sso depositado
pode ser visto. No detalhe, biomaterial incorporado na matriz 6ssea e em espagos
medulares do osso neoformado (setas). (C) Restos da malha do biomaterial,

corados de vermelho, colonizados por células do tecido conjuntivo e reabsortivas.

85



35 dias

Apos 35 dias, a matriz 6ssea estava mais homogénea e organizada. O
tecido epitelial foi completamente fechado/cicatrizado, com uma camada
queratinizada bem definida (Fig. 23A). Restos de biomaterial ndo degradadas
permaneceram no tecido conjuntivo. Confirmando os resultados de 21 dias, as
imagens sugestivas de incorporacdo de laminas de quitosana-gelatina na

matriz 0ssea também foram evidentes ap6s 35 dias de implantagdo (Fig. 23B).
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Figura 23: Fotomicrografias representativas da andlise histoldgica
in vivo — 35 dias apds implante do biomaterial. HE. (A) Aspecto
panoramico do sitio receptor. Nota-se completa cicatrizacdo 6ssea
e epitelial completa. As setas apontam restos de biomaterial semi-
degradado. (B) Detalhe da figura A mostrando restos néo
degradados de matriz de quitosana (asterisco), invadidos por
tecido conjuntivo e também observados em espacos medulares da

matriz 6ssea recém-sintetizada (setas).
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5.4.1.2. Transplante de CTMMO em matrizes porosas de quitosana e

gelatina

5 dias

Aos 5 dias, os alvéolos tratados revelaram um quadro de inflamacgéo
aguda e neoformacao vascular mais proeminente do que os alvéolos controles
(Fig. 24B e A, respectivamente). Porém, essa angiogenese acelerada e a
formacao de tecido de granulacdo foram observadas e bem caracteristicas da
resposta de reparo. A cicatrizacdo epitelial (setas brancas) e a neoformacéo
Ossea (setas pretas) pareciam retardados nos alvéolos tratados (Fig. 24B) em
relacdo aos alvéolos controles contra-laterais (Fig. 24A). A malha de quitosana
apresentou-se invadida por neutréfilos polimorfonucleares (Fig. 24C). Células
multinucleadas em inicio de organizacao (setas — Fig. 24D) indicavam o inicio

do processo de reabsor¢cao do biomaterial (Fig. 24D).
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Figura 24: Fotomicrografias representativas da analise histolégica in vivo — 5 dias
ap6s implante do construto (biomaterial+células). HE. (A) Alvéolo controle (distal)
delimitado com linha pontilhada. Completa cicatrizacdo epitelial (setas brancas) e
areas de deposicdo Odssea inicial (setas pretas). (B) Alvéolo experimental
(implantado). Nota-se a malha de quitosana-gelatina (asterisco) invadida por
neutrofilos polimorfonucleares. (C) Detalhe do infiltrado inflamatério agudo. (D)
Células reabsortivas multinucleadas (setas) perto das laminas do biomaterial,

coradas em vermelho pela eosina.
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21 dias

Aos 21 dias, a cicatrizacdo epitelial e o reparo 6sseo alveolar
apresentaram-se completos em ambos os lados, controle (Fig. 25A) e
experimental (Fig. 25B). Também o nivel de maturacdo éssea foi similar entre
os lados controle e experimental (Fig 25C). O tecido 6sseo neoformado na area
operada apresentou carater imaturo, com muitos espa¢os medulares e
ostedcitos desordenados incluidos na matriz 6ssea recém depositada. A figura
C ilustra o aspecto imaturo da matriz 6ssea encontrada nos alvéolos tratados e
experimentais. Restos do biomaterial permaneceram no tecido conjuntivo
(Asterisco — Fig. 25B) com células gigantes tipo corpo estranho,
multinucleadas, evidentes entre as laminas de quitosana (Fig. 25D e 26A). A
técnica histoquimica para TRAP revelou que essas células nao pertencem a
linhagem osteoclastica (Fig. 26B). A figura 26C mostra o controle positivo da
reacdo, células osteoclasticas TRAP-positivas, obtidas no mesmo corte

histoldgico, no ligamento periodontal do dente vizinho a &rea operada.
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Figura 25: Fotomicrografias representativas da analise histolégica in vivo —
21 dias apo6s implante do construto (biomaterial+células). HE. (A) Alvéolo
controle e (B) experimental. Cicatrizacdo do tecido 6sseo e do epitélio
concluida em ambos os lados. Restos de biomaterial sdo observados no
tecido conjuntivo do grupo experimental (asterisco). (C) Aspecto histoldgico
imaturo de osso neoformado observado em ambos os lados. (D) Células

gigantes multinucleadas nos poros do biomaterial.
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Figura 26: Reacgdo citoquimica TRAP em células gigantes multinucleadas. (A)
Imagem das células nos poros do biomaterial. HE. (B) Células apresentaram reagao
TRAP-negativa (setas). (C) Osteoclastos (TRAP-positivos) na area do ligamento
periodontal do dente vizinho (2° molar), utilizados como controle positivo da
coloragdo de TRAP. Asteriscos (A e B) indicam laminas de quitosana.
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35 dias

Os aspectos histologicos aos 35 dias foram extremamente similares
aqueles descritos para 21 dias, em ambos os alvéolos controle e enxertado. A
cicatrizacdo epitelial mostrou-se completa e os alvéolos mostraram-se
totalmente preenchidos por tecido ésseo. O osso formado nos alvéolos
controle, embora com trabéculas mais espessas € com menos espacos
medulares do que aos 21 dias, ainda apresentava caracteristicas histolégicas
de osso imaturo (Ol — Osso Imaturo), com ostedcitos desorganizados
aprisionados na matriz neoformada (Fig. 27A). Nos alvéolos enxertados (Fig.
27B), foram observados pontos de tecido ésseo ainda imaturo, mas na maioria
das amostras, o aspecto histolégico era mais organizado, com ostedcitos
enfileirados e lamelas de coldgeno paralelas, sugerindo um nivel mais
avancado de maturacdo 6ssea (OM — Osso Maduro) do que no lado controle.
Restos de quitosana permaneceram presentes, homogeneamente espalhados
no tecido conjuntivo (Fig. 27C), com laminas aparentemente mais finas

(Detalhe — Fig. 27D) do que aquelas observadas aos 21 dias.
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Figura 27: Fotomicrografias representativas da analise histolégica in vivo — 35
dias apés implante do construto (biomaterial+células). HE. (A) Lado controle.
Aspecto histolégico do osso cicatrizado, imaturo (Ol). (B) Lado experimental.
Aspecto histolégico do osso cicatrizado, em sua maior parte com aspecto
lamelar, ostedcitos enfileirados tipicos de osso maduro (OM). (C) Visdo
panoramica da mucosa do lado experimental. Biomaterial ainda observado no
tecido conjuntivo, sem sinal de inflamacéo. (D) Detalhe das laminas residuais
do biomaterial (vermelho).
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5.4.2. Anédlise morfométrica

A guantificacdo do osso neoformado nos alvéolos dentarios por meio da
avaliacdo da densidade dos tons de cinza é resumida na tabela 2. A analise
morfométrica expressa as porcentagens meédias das areas de 0SSO

neoformacéo em relacdo as areas totais dos alvéolos.

Desta forma, taxas maiores observadas em relacdo aos periodos
(35d>21d>5d) correspondem a maiores areas de preenchimento 6sseo,
identificadas pela escala de cinza no software KS 300 (Tabela 2, Fig. 28). Os
alvéolos tratados demonstraram maior densidade para todos os periodos
avaliados. A densidade observada em cinco dias no lado implantado é
justificada pela radiopacidade do scaffold, conforme mostrado no detalhe da
Fig. 28A. Uma visdo oclusal da reparacdo 6ssea em cada periodo € ilustrada

nas imagens de reconstrucéo 3D (Fig. 28, a direita).
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Tabela 2

Resultados morfométricos por TCCB: Proporcao de preenchimento por 0Sso
neoformado através da avaliacao pela escala de cinza.

Grupo n Média (%) DP p
5 dias
Experimental 6 28,2 4,9 0,028 *
Controle 6 22,5 4,6
21 dias
Experimental 5 42,8 2,4 0,043*
Controle 5 40,9 2,5
35 dias
Experimental 5 61,1 2,0 0,043*
Controle 5 56,7 2,2

Note: Os valores de p se referem a significancia de probabilidade do teste de
Wilcoxon.

DP = desvio-padrao
* Diferenca significativa
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Figura 28: Andlise morfométrica utilizando imagens obtidas por TCCB.

(A-C) Cortes representativos de TCCB dos alvéolos experimental (esquerdo) e
controle (direito), apés 5 dias (A), 21 (B) e 35 (C) dias da cirurgia. Note a maior
densidade de cinza no lado experimental para todos os periodos avaliados.
Aos 5 dias a densidade é atribuida & radiodensidade do scaffold

(Fig. A - detalhe) implantado. Respectivas reconstrucfes 3D (direita)

ilustram a vista oclusal do reparo 0sseo alveolar. As setas indicam lado

experimental com melhor preenchimento somente apos 21 e 35 dias.
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5.4.3. Andlise imunohistoquimica

5 dias

Previamente a analise imunohistoquimica in vivo a atividade do
anticorpo anti-eGFP de rato foi testada nas CTMMO, apoés 3 dias de cultura em
scaffold, para controle positivo das reacdes imunohistoquimicas (Fig. 29).

No quinto dia ap6s o implante (Fig. 30A), apenas algumas CTMMO
eGFP-positivas foram observadas isoladas entre as camadas do biomaterial.
Este resultado sugere que essas células migraram da matriz 3D, em um
periodo de tempo menor que 5 dias. A imunoexpressao foi mais evidente na
area de neoformacdo Ossea. As células marcadas foram observadas na
superficie das trabéculas do osso recém-formado, bem como dentro de
espacos medulares (Fig. 30B). Ostedécitos eGFP-positivos foram observados no
interior da matriz 6ssea, perfeitamente integrados com os ostedcitos nativos
eGFP-negativos (Fig. 30C). O ligamento periodontal dos dentes adjacentes
apresentou varias células eGFP-positivas (Fig. 30E). As figuras 30D e 30F
representam a imagem dos controles negativos para o tecido 6sseo e

ligamento periodontal, respectivamente.
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Figura 29: Controle positivo para reagdes imunohistoquimicas in vivo: analise da
expressao eGFP nas células-tronco mesenquimais em matriz de quitosana-gelatina
apo6s 3 dias de cultura. (A) e (C) Controles negativos da reagdo onde se omitiu a
incubagé@o com anticorpo 18, (B) e (D) Células eGFP-positivas reveladas em marrom

pela técnica de imunoperoxidase.
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5 Dias

Figura 30: Analise imunohistoquimica apos 5 dias de transplante. As setas brancas indicam
células eGFP-positivas observadas: (A) no scaffold (setas pretas); (B) dentro dos espacos
medulares; (C) incluidas na matriz extracelular do tecido 6sseo (E) no ligamento periodontal.
Note que osteécitos eGFP-positivos (C - setas brancas) estdo perfeitamente integrados com
0s ostedcitos nativos (C - setas pretas). (D) e (F) sdo imagens representativas do controle
negativo no tecido 6sseo e no ligamento periodontal, respectivamente. Barra= 50 um. Ol=

Osso Imaturo. MP= membrana periodontal. CO= Controle negativo.
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21 dias

Apés 21 dias, nenhuma CTMMO eGFP-positiva foi observada no interior
dos poros da matriz 3D. A imunoexpresséo foi observada no tecido conjuntivo
entre os remanescentes do biomaterial e a area de cicatrizacdo alveolar (Fig.
31A). As células marcadas foram especialmente evidenciadas proximas a
matriz do tecido 6sseo e nos espacos medulares, em agregados celulares
sugestivos de ossificacdo intramembranosa (Fig. 31B e C). Células eGFP-
positivas também estavam presentes nas paredes dos vasos sanguineos em
ambos, tecido conjuntivo (Fig. 31E) e canais vasculares do 0sso recém-
formado (Fig. 31F). A Figura 31D é uma imagem representativa de controle

negativo aos 21 dias.
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Figura 31: Analise imunohistoquimica 21 dias ap6s o transplante. As setas brancas
apontam células eGFP-positivas observadas: (A) na regido do tecido conjuntivo entre os
remanescentes do biomaterial (setas pretas) e na area de cicatrizacdo alveolar; (B) e (C)
perto da superficie éssea ou no interior de espagos medulares em nichos sugestivos de
ossificacdo intramembranosa; (E) e (F) nas paredes dos vasos sanguineos do tecido
conjuntivo e nos canais vasculares do osso novo formado, respectivamente. (D) Imagem
representativa do controle negativo. Barra = 50 um. Ol = osso imaturo. TC = tecido

conjuntivo. EM = espac¢o medular. V = vaso. CO= Controle negativo.
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35 dias

Apés 35 dias, a imunoexpressdo foi observada especialmente em
ostedcitos incluidos na matriz de osso imaturo (Fig. 32A) ou histologicamente
organizado como tecido ésseo maduro (Fig. 32B). As células diferenciadas
eGFP-positivas foram perfeitamente integradas com os osteécitos do
hospedeiro (Figs. 32A e B). A expressao de EGFP foi mantida em células de
linhagem osteogénica localizadas na superficie do tecido osso (Fig. 32C).
Adicionalmente, a BMMSCs eGFP-positivas também foram encontradas na
camada espinhosa do tecido epitelial (Fig. 32E), sugerindo sua participagdo no
processo de reparo/regeneracdo e turnover epitelial. As figuras 32D e 32F
representam as imagens de controle negativo dos tecidos 0sseo e epitelial,

respectivamente.
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35 Dias

Figura 32: Andlise imunochistoquimica, apés 35 dias do transplante. As setas
brancas indicam células eGFP-positivas observadas em: (A) algumas areas do 0sso
imaturo; (B) ostedcitos tipicamente diferenciados, nas areas de osso maduro, (C)
osteoblastos na superficie 6ssea; (E) incluidos no tecido epitelial. As setas pretas
indicam ostedcitos diferenciados a partir de células do hospedeiro, eGFP-negativas.

(D) e (F) séo imagens representativas do controle negativo, na superficie éssea (D) e

do tecido epitelial (F), respectivamente. Barra = 50 pm.
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6. DISCUSSAO

Refinamentos nas técnicas de engenharia tecidual ao longo da década
passada possibilitaram a regeneragdo Ossea in vivo, em muitos modelos
animais e a transmissdo destas técnicas para aplicacbes ortopédicas
(Arosarena & Collins, 2005). Enquanto esses avancos sSdo promissores para
uma eventual regeneracdo O0ssea nos maxilares, muito ainda precisa ser
aprendido sobre a biologia de células progenitoras, interacdes célula-célula,
interacOes celulares com a matriz extracelular, e mecanismos que envolvem a
diferenciacdo funcional dos tecidos. O presente estudo mostrou o efeito da
matriz 3D desenvolvida, a base de quitosana e gelatina, sobre a colonizacéo e
a diferenciacéo celular, em uma avaliacao in vitro, em culturas 3D de CTMMO,
e in vivo, utilizando-se o modelo de alvéolo dentario de ratos.

A quitosana € um dos biopolimeros promissores para a engenharia de
tecidos e possivelmente para a aplicacdo na regeneracado 6ssea (Di Martino et
al., 2005; Huang et al., 2005). A gelatina, por sua vez, foi associada a
quitosana para melhorar a adesdo celular na cultura 3D, propriedade
extensivamente reportada na literatura e atribuida ao dominio RGD (Yang et
al., 2001; Huang et al., 2005; Lawrence e Madihally, 2008). Adicionalmente,
scaffolds semelhantes a esponjas foram obtidos através da técnica de
congelamento e liofilizacdo, que € um método empregado na producdo de
matrizes porosas de polimeros (Mao et al., 2003; Oréfice et al., 2006). Nossos
resultados mostraram uma microestrutura altamente porosa e com poros
interconectados, como confirmado pela andlise morfolégica e pelo método de
Arquimedes. A porosidade e a estrutura aberta de poros sao propriedades

desejaveis para biomateriais empregados na engenharia tecidual, pois permite
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0 ingresso de células, a difusdo de nutrientes e desempenham um papel
fundamental na adesédo e proliferacdo celular (Mao et al., 2003; Lawrence e
Madihally, 2008). De fato, CTMMO foram observadas em intimo contato com o
biomaterial, estabelecendo numerosos pontos de adeséo via prolongamentos
filopodiais com a superficie da matriz 3D ja no primeiro dia de cultura. Adeséo
celular similar foi descrita por Malafaya et al., 2005, em scaffolds de quitosana
semeados com células-tronco mesenquimais de tecido adiposo humano.
Entretanto, tais achados ocorreram somente apdés 2 semanas de cultura. A
adesao precoce das CTMMO foi um diferencial importante do nosso estudo,
pois a adesdo é um pré-requisito fundamental para a secre¢cdo de matriz por
osteoblastos, que sdo células dependentes de ancoragem (Mello et al., 2007).
Além disso, os multiplos e bem desenvolvidos sitios de adeséo focal induzem
as células a passar da fase de proliferacdo e iniciar uma diferenciacdo precoce
(Bacakova et al., 2004).

Na andlise morfolégica, por meio de microscopia de luz e microscopia
eletrbnica de varredura, a matriz de quitosana-gelatina mostrou capacidade de
promover a adesdo e o espalhamento das CTMMO. A morfologia esférica ou
fibroblastdide das células foi observada em todos os periodos experimentais.
Ao se comparar a resposta celular nas culturas 3D em meio MB e MO, achados
muito similares foram observados. Conjuntamente com os dados do teste de
MTT, que evidenciou a viabilidade das células pela conversdo do MTT em
todos os periodos de tempo avaliados na cultura 3D, estes resultados indicam
uma baixa citotoxicidade da mistura (quitosana-gelatina) e do agente ligante

(glutaraldeido) empregados. A queda acentuada desses valores entre os dias 1
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e 3 pode ser explicada pela remoc¢éo das células ndo-aderidas com a primeira
troca do meio de cultura.

O aumento na atividade de fosfatase alcalina € um indicativo de
diferenciacdo em células da linhagem osteogéncia, enquanto uma posterior
diminuicdo correlaciona-se com uma avangada mineralizacdo da matriz e um
fendtipo celular mais maduro (Jaiswal et al., 1997). Baseando-se nesses
parametros, em nosso estudo, a atividade da fosfatase alcalina foi quantificada,
assim como a presenca de calcio na MEC, para investigar a diferenciacédo das
CTMMO in vitro em scaffolds de quitosana-gelatina. Para ambos os meios e
em todos os periodos avaliados, os niveis de fofatase alcalina foram menores
em culturas 3D em relacdo as 2D. Esse achado foi interpretado como um
avanco na maturacao das células da linhagem osteogénica quando cultivadas
em quitosana-gelatina (cultura 3D), caminhando para a fase de deposicéo
mineral. De fato, ja ao final de 3 dias, as culturas 3D MB/MO apresentaram um
pico de producao de fosfatase alcalina e, & analise de EDS, foi detectado célcio
na matriz extracelular. Esses resultados sugerem atividade de mineralizagao da
MEC e nos indicam que o construto CTMMO/scaffold de quitosana-gelatina
apresenta caracteristicas estruturais e propriedades biolégicas adequadas para
a engenharia de tecido O6sseo. Achados histolégicos importantes foram
especialmente evidentes apos 3 dias de cultura, como o aumento do namero
de células viaveis no interior dos poros do scaffold, aderidas e ndo aderidas,
observados por ML e MEV. Todos esses resultados apontam o estagio de
desenvolvimento do construto "tecido-like" de trés dias como periodo ideal para

o transplante das CTMMO in vivo.
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Estudos anteriores de quitosana-gelatina enfocaram principalmente a
preparacao e a caracterizacdo de diferentes blendas do biomaterial (Huang et
al., 2005; Yin et al.,, 2003). Em nosso estudo, propusemos um avanco nos
experimentos, com a realizacao dos experimentos in vitro e transplante do
construto para um modelo de defeito dsseo clinicamente importante para a
odontologia. Sendo assim, os construtos obtidos apds 3 dias de cultura foram
utilizados no modelo de alvéolos dentarios de ratos. O modelo experimental de
cicatrizacdo de alvéolo dentario pos extracdo tem sido bastante utilizado em
pesquisas para a avaliagdo de possiveis fatores que possam interferir no
processo de reparo, acelerando-o ou retardando-o (Kanyama et al.,, 2003;
Tedfilo et al., 2001; Mendes et al., 2008). O processo de regeneracdo 0ssea
apos a extracdo dentaria € um modelo experimental interessante para estudar
o reparo do tecido duro, pois inclui a sobreposicéo das fases de inflamacéo,
formacdo de tecido de granulagdo, angiogénese e deposicdo de matriz
extracelular (Kanyama et al., 2003). Nossos resultados histolégicos in vivo,
apos 5 dias de implantacdo do biomaterial, estdo em conformidade com outros
estudos sobre cicatrizacdo de alvéolos, mostrando uma resposta inflamatoria
aguda tipica (Kanyama et al., 2003; Mendes et al., 2008).

Entretanto, aos 21 dias de implante da matriz, a regeneracao ossea foi
alcancada, com a remissédo do processo inflamatério e auséncia de sinais de
encapsulamento do biomaterial. O tecido epitelial totalmente cicatrizado, com
uma camada queratinizada bem estabelecida, o que sugere restabelecimento
do turnover epitelial, um processo geralmente associado a auséncia de
inflamacdo e infeccdo no tecido conjuntivo subjacente. A propriedade

antibacteriana da quitosana pode ter contribuido para este resultado. De
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acordo com Khor e Lim, 2003, a quitosana apresenta uma atividade
antibacteriana intrinseca, inibindo a proliferacdo de bactérias. Esta propriedade
da quitosana se deve a interacdo eletrostatica dos grupos amino, catiénicos,
com anions da parede bacteriana (Di Martino et al., 2005; Khor e Lim, 2003).

Um biomaterial ideal deve ser biodegradavel (Ge et al., 2008). Ao se
alcancar a cicatrizacao alveolar completa, a biodegradacdo do biomaterial é
desejada, a fim de se obter a deposi¢cdo de novo 0sso regenerado (Ge et al.,
2008). A gquitosana-gelatina foi progressivamente reabsorvida, com uma taxa de
degradacéo lenta, e simultaneamente, observou-se a substituicdo por tecido
0sseo compativel com o tempo de observacao, tal como preconizado para um
scaffold ideal por Donzelli et al., 2007. A quitosana € degradada in vivo por
hidrélise catalisada por lisozima e é decomposta em oligossacarideos. A taxa
de degradacdo da quitosana € inversamente proporcional ao grau de
cristalinidade e, portanto, a composi¢cao amorfa da quitosana exibe degradacéo
mais rapida (Liu, 2007). O espectro de XDR do biomaterial desenvolvido
revelou uma caracteristica composicdo da fase amorfa, que explica a
biodegradacao progressiva do biomaterial. Embora grande parte do biomaterial
tenha sido reabsorvido por células gigantes, presentes entre as laminas de
quitosana em todos 0s periodos avaliados, observamos remanescentes da
matriz transplantada no tecido conjuntivo circundante, ainda nos periodos de
21 e 35 dias. Acreditamos que uma quantidade excessiva de biomaterial tenha
sido utilizada para o pequeno volume dos alvéolos, ultrapassando as paredes
das cavidades alveolares.

Aléem disso, imagens sugestivas da incorporacdo do biomaterial na

matriz 6ssea e nos espacos medulares do osso neoformado foram visualizadas
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apos 21 e 35 dias de implantacdo. A reabsor¢do da quitosana-gelatina nao
pbéde ser atribuida as células osteoclasticas. As células gigantes
multinucleadas observadas entre as camadas do construto foram TRAP-
negativas. Assim, o processo de reabsor¢cdo da quitosana-gelatina, parece ser
consequéncia de uma reacéo tipica do corpo estranho, que evolui para uma
interacdo implante-tecido favoravel. Restos do biomaterial permaneceram até
35 dias no tecido conjuntivo, sem formacao de capsula fibrosa, que representa
um achado desfavoravel descrito na literatura para outros biomateriais
(Ashammakhi, 2005; Zhu et al.,, 2006). Sendo assim, seus produtos de
degradacdo ndo sdo téxicos e podem ser incorporados na matriz extracelular
para a reconstrucéo de tecidos (Suh e Matthew, 2000; Frolich et al., 2008).

A literatura tem sugerido que o transplante de células apresenta valor
terapéutico, pois proporciona o reparo tecidual. Por isso, neste estudo avaliou-
se também o efeito dos construtos eGFP-CTMMO/matriz na cicatrizacao dos
alvéolos. Por meio do rastreamento das células eGFP-positivas transplantadas,
foi possivel conhecer o destino e a contribuicdo dessas células para a
regeneracao 6ssea CTMMO foram preferencialmente utilizadas neste estudo,
uma vez que sdo facilmente isoladas de aspirado de medula 6ssea e
expandidas in vitro, permitindo uma transposicdo do nosso modelo para a
aplicagéo clinica. Além disso, essas células apresentam um via padrdo de
diferenciacdo para a linhagem osteogénica (Logeart-Avramoglou et al., 2005;
Donzelli et al., 2007; Zhu et al., 2006). Surpreendentemente, observamos que
as ceélulas trasnplantadas contribuiram também para a cicatrizagédo epitelial e
na neovascularizacao tecidual. De fato, essas areas lesadas pelo ato cirdrgico

certamente produzem mediadores que devem atrair células-tronco
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mesenquimais. Como o construto foi transplantado com 3 dias de cultura,
algumas células presentes no scaffold podem ndo ter sido comprometidas in
vitro com a linhagem osteogénica. Esses resultados indicam que a matriz
desenvolvida, embora tenha similaridade estrutural com a matriz éssea, pode
ser também utilizada como carreador de células tronco para outras finalidades
e ndo apenas reconstrugoes 0sseas.

Quando se trabalha em modelos de transplante, uma grande
preocupacao é a identificacdo e a manutencdo de uma marcacgéo efetiva das
células do organismo doador, para o traceamento do destino dessas células no
organismo hospedeiro, por todo o periodo experimental. Embora a proteina
eGFP seja considerada um marcador de escolha para muitos tipos de
transplante de células, sabe-se que ela pode perder sua fluorescéncia direta
durante o processamento de tecidos (Swenson et al., 2007). Por esta razéo, a
imuno marcacao foi realizada e conseguiu-se um rastreamento efetivo dessas
células até o final do periodo mais longo de andlise. Conforme o esperado, as
células transplantadas migraram e se diferenciaram em osteoblastos e
ostedcitos nas regides de lesdo tecidual, contribuindo para a regeneragao
0ssea. A imuno-histoquimica mostrou células transplantadas, fisiologicamente
integradas com os ostedcitos nativos (eGFP-negativos), na matriz éssea.
Esses resultados revelaram o potencial das matrizes de quitosana-gelatina em
atuar como carreadoras de CTMMO e a capacidade de diferenciacdo dessas
células na linhagem osteogénica. Aléem disso, pela primeira vez mostrou-se a
migracdo de CTMMO transplantadas através de todos os tecidos lesados,
assim como a contribuicdo dessas células para a cicatrizacdo epitelial e

neovascularizacao da area da ferida.
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Curiosamente, 21 dias poés-transplante, a reparagdo Ossea no lado
experimental foi histologicamente semelhante ao lado controle. No entanto,
utilizando-se a TCCB como ferramenta complementar de diagndstico para
analise morfométrica, demonstrou-se uma maior deposicdo de tecido 0sseo
mineralizado nos alvéolos transplantadas aos 21 e 35 dias. A TC j& havia sido
relatada como um método auxiliar para avaliar a capacidade osteogénica em
modelos de implante ectépico (Wu et al., 2008). Os tomografos do tipo cone
beam foram concebidos para o estudo por imagem dos tecidos duros da regido
maxilofacial e sdo capazes de fornecer resolucado sub-milimétrica em imagens
de alta qualidade (Scarfe et al., 2006). Ao contrario dos métodos tradicionais,
sobreposi¢cdes anatbmicas puderam ser eliminadas para visualizacao da area
de estudo sem distorcdo no plano transversal (Farman e Scarfe, 2006;
Ramaswamy et al., 2009). A TCCB permitiu ainda a realizacdo de uma analise
quantitativa e qualitativa da amostra, em formato 2D ou 3D, em condi¢cdes
naturais, sem desmineralizacdo e processamento, com minima distorcdo e
preparacao (Tan et al., 2004). Nossos resultados da analise morfométrica por
TCCB mostraram a importancia das CTMMO, tanto para a formacdo 0ssea,
guanto para a maturacdo deste tecido, uma condicdo extremamente relevante
para o sucesso clinico das reconstrucdes ésseas.

Apesar da quitosana ter sido extensivamente estudada nos ultimos anos,
nao ha nenhuma evidéncia de sua aplicacéo clinica para a reparagcéo 6ssea em
odontologia. No presente estudo, a matriz tridimensional de quitosana-gelatina
permitiu regeneracao tecidual adequada e apresentou uma perfeita integracao
aos tecidos circundantes. A biocompatibilidade evidenciada pelo

comportamento das células in vitro refor¢ca a viabilidade deste biomaterial como
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um potencial carreador para CTMMO na engenharia de tecido 6sseo. Além
desses dados, a maior mineralizagéo nos alvéolos tratados, demonstrada pelos
exames TCCB abrem perspectivas para sua aplicacdo clinica e para futuros

estudos destinados a reconstrucdo 6ssea oral.
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7. CONCLUSAO

A matriz tridimensional de quitosana-gelatina mostrou ser um suporte
adequado para a obtencdo de construtos com CTMMO, além de ser um
potente carreador celular para areas de injuria tecidual.

Os construtos transplantados contribuiram para a regeneracao epitelial,
vascular e O0ssea e aceleraram o processo de maturacdo do tecido ésseo
neoformado, representado uma estratégia viavel para a engenharia de tecido

0sseo em odontologia.
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