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RESUMO

Okuda OS. Avaliacéao in vitro da fotobiomodulacdo das SHEDs semeadas em
um scaffold de osso bovino mineral desproteinizado e colagenado [tese]. S&o
Paulo: Universidade de Sdo Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Versao
Corrigida.

A regeneracdo Ossea € um processo importante para oferecer tratamentos
reconstrutivos mais rapidos e eficientes, no entanto, limita¢cdes técnicas continuam
sendo um desafio, assim como a velocidade de formacéo e maturacdo 6ssea. Portanto,
as pesquisas tém se voltado para técnicas alternativas na regeneracdo 0ssea e
atualmente, a engenharia tecidual tem estudado o uso de células tronco para
tratamento de perdas 0sseas. A eficacia e a taxa de sucesso das diferentes técnicas
e scaffolds foram avaliadas. Porém, h&a pouca informacé&o sobre a eficacia combinada
de carreadores xendgenos, células tronco de dentes deciduos esfoliados humano
(SHEDS) e a terapia de fotobiomodulacédo (PBMT) na regeneracao de defeitos 0sseos.
Baseado em estudos prévios, a proposta deste estudo foi avaliar, in vitro, a acdo da
PBMT, uma técnica com propriedades imunomodulatérias, angiogénicas e com
capacidade de aumentar a adesao, proliferacdo e migracdo celular ao biomaterial
tridimensional de osso bovino mineralizado desproteinizado com colageno suino a
10% (OBMDC), semeado com SHEDSs, para acelerar e aumentar a taxa de formacao
Ossea. Foi utilizado o laser de diodo, com comprimento de onda de 660nm; 40mW de
poténcia; 3J/cm? de densidade de energia e 2 segundos de tempo de aplicacdo ap6s
24h e 72h do plaqueamento. Para avaliar a proliferacdo, as SHEDs foram
descongeladas cultivadas, plagueadas, semeadas no scaffold de OBMDC e divididas
em 8 grupos: 1) Controle 15%; 2) Controle 5%; 3) OBMDC 15%; 4) OBMDC 5%; 5)
Laser 15%; 6) Laser 5%; 7) OBMDC-L 15%; 8) OBMDC-L 5% e a analise de
proliferagéo foi realizada por MTT. Para avaliar diferenciagéo celular, as amostras
foram divididas em quatro grupos: 1) Grupo Controle clonogénico: SHEDs cultivadas
em meio clonogénico; 2) Grupo Controle mineralizante: SHEDs cultivadas em meio
mineralizante; 3) Grupo laser clonogénico: SHEDs cultivadas em meio clonogénico
com aplicacao de laser; 4) Grupo laser mineralizante: SHEDs cultivada em meio

mineralizante com aplicacao de laser. Para o grupo laser, as células foram irradiadas



no periodo de 24h e 72h apo6s o plagueamento e todas as amostras fixadas para
analise da formacao dos depdsitos de calcio, através do ensaio de vermelho de alizarina apds
23 dias de cultivo celular e os dados foram tratados estatisticamente (p<0,05). Para
avaliar a morfologia celular das SHEDs em todos 0s grupos, utilizou-se o microscopio
invertido de fase em 24h e 72h apds o plaqueamento. O grupo OBMDC-L 5% SFB em
72h, demonstrou maior proliferacéo celular que o grupo Controle (p=0.0286). O grupo
laser no meio mineralizante apresentou maior formagcdo de depoésito de matriz
mineralizada em comparacdo ao grupo controle em meio clonogénico, controle em
meio mineralizante e laser em meio clonogénico (p<0,0001). Considerando as
condicBes experimentais deste estudo, concluiu-se que, in vitro, as SHEDs, semeadas
em scaffold OBMDC, proliferaram mais ap0s 2 aplicacdbes de PBMT e houve

diferenciacéo osteogénica das células apds 23 dias em meio mineralizante.

Palavras-chave: Células tronco. Célula-Tronco Mesenquimal. Regeneracdo 0Ossea.
Enxerto Osseo. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Bioestimulag&o a Laser



ABSTRACT

Okuda OS. In vitro evaluation of photobiomodulation of Stem cells from human
exfoliated deciduous teeth seeded in a deproteinized bovine bone mineral with 10%
collagen scaffold [thesis]. S&o Paulo: Universidade de S&o Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2022. Verséo Corrigida.

Bone regeneration is an important process provide faster and more efficient
reconstructive treatments. However, technical limitations remain a challenge, such as
the speed of bone formation and maturation. Therefore, this research has focused on
current alternative techniques in bone regeneration such as tissue engineering stem
cells to treat bone loss. The effectiveness and success rate of different techniques and
scaffolds were evaluated. However, there is little information about the combined
efficacy of xenogeneic carriers, human exfoliated deciduous teeth stem cells (SHEDS)
and photobiomodulation therapy (PBMT) in the regeneration of bone defects. Based
on previous studies, the hypothesis arose of applying PBMT, a technique with
immunomodulatory; angiogenic properties to increase cell adhesion, proliferation and
migration on deproteinized bovine bone mineral with 10% porcine collagen (OBMDC),
seeded with SHEDSs; in order to investigate the acceleration and increase the rate of
bone formation. The purpose of this study is to evaluate, in vitro, PBMT in a three-
dimensional scaffold of OBMDC, seeded with SHEDs. The laser used was the diode,
with a wavelength of 660nm; 40mW of power; 3J/cm? of energy density in 2 seconds
after 24h and 72h of plating. To assess proliferation, SHEDs were thawed, cultured,
plated, seeded on the OBMDC scaffold and divided into 8 groups: 1) Control 15%; 2)
Control 5%; 3) OBMDC 15%; 4) OBMDC 5%; 5) Laser 15%; 6) Laser 5%; 7) OBMDC-
L 15%; 8) OBMDC-L 5%. In the laser group, PBMT was applied at 24h and 72h after
plating and the analysis was performed by MTT. To evaluate cell differentiation, the
samples were divided into four groups: 1) Clonogenic Control Group: SHEDs cultivated
in clonogenic medium; 2) Mineralizing Control Group: SHEDs grown in mineralizing
medium; 3) Clonogenic laser group: SHEDs grown in clonogenic medium with laser
application; 4) Mineralizing laser group: SHEDs cultivated in mineralizing medium with
laser application. For the laser group, the cells were irradiated within 24h and 72h after

plating and all samples were fixed for analysis of calcium deposit formation, using the



alizarin red based assay after 23 days of cell culture. To assess the cell morphology of
SHEDSs, samples from the groups were analyzed under the inverted phase microscope
at 24h and 72h after plating. The laser applied at SHEDs in an OBMDC scaffold with
5% FBS in 72h showed greater cell proliferation compared to the control group
(p=0.0286). The mineral laser group showed greater formation of mineralized matrix
deposits compared to the clonogenic control, mineralized control and clonogenic laser
group (p<0.0001). Considering the experimental conditions of this study, it was
concluded that, in vitro, SHEDs, seeded in an OBMDC scaffold, proliferated more after
2 applications of PBMT and there was osteogenic differentiation of cells after 23 days

in mineralizing medium.

Keywords: Stem cells. Bone regeneration. Tissue Scaffold. Low Level Light Therapy.
Photobiomodulation Therapy
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1 INTRODUCAO

Lesdes 6sseas com perda de tecido podem levar a alteragdes na qualidade de
vida (Caran et al., 2014). Pacientes que necessitam de cirurgia reconstrutiva
geralmente descrevem perda funcional, distdrbios fisicos, emocionais, sociais,
trabalhistas e desafios financeiros associados (Malard et al., 2007). O processo
fisiologico de remodelacdo Ossea € naturalmente coordenado, contudo, podem
ocorrer desequilibrios entre a deposicao e remocgdo 6ssea. Em defeitos teciduais
extensos, o reparo pode ser um desafio, exigindo o uso de enxertos 6sseos, implantes
ou biomateriais.

A regeneracdo O0ssea ha odontologia evoluiu muito nas ultimas décadas,
através do desenvolvimento de novos produtos e avancos nas técnicas cirurgicas.
Entretanto, a reconstrucao de defeitos 6sseos é um grande desafio. Defeitos esses,
que podem ser de origem diversas, tais como malformagdes congénitas, trauma,
infecgbes periapicais, doencas periodontais e peri-implantares e extra¢cdes dentarias.

As fissuras labio palatinas sao defeitos 6sseos que podem ser enxertadas para
estabelecer a continuidade do esqueleto craniofacial, porém, a reabsorcdo 6ssea do
enxerto varia entre 10% a 36% dos casos, tornando necessarias outras intervencoes
cirtrgicas (Bayerlein et al., 2006; Hibi et al., 2006).

A alteracdo da dimensao alveolar ocorre ap0s a extracdo dentaria, como
resultado da perda da parede 6ssea cortical, a qual € uma estrutura relacionada ao
dente. Observa-se que, principalmente, na regido anterior, a parede éssea vestibular
do alvéolo é muito fina (Huynh-Ba et al., 2010), além de ser, em grande parte, de
formacado Ossea cortical. Dessa maneira, a extracdo dentaria ocasiona a reducgéo da
dimensao vertical e horizontal do rebordo alveolar. Independente da técnica, 0 0Sso
cortical vestibular, € sempre reabsorvido apés a extracdo dentaria (Araudjo; Lindhe,
2005) e em média, a reabsorcédo vertical € de 2,2mm (Cardaropoli et al., 2003;
Cardaropoli et al., 2005). O uso de um biomaterial de preenchimento como OBMDC
pode compensar a reabsor¢do 0ssea vestibular do alvéolo (Araujo et al., 2008; Fickl
et al., 2008).

Na cicatrizagcdo 6ssea, a substituicdo do tecido removido ou perdido no

organismo pode ocorrer tanto por regeneragdo como por reparo. Na regeneracéo, a
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estrutura e a funcédo sao restauradas por completo. Por outro lado, o reparo 6sseo,
leva a formacdo de um tecido diferente na morfologia ou funcdo do tecido 0sseo
original.

Considerado o padrao ouro para reparacao, o enxerto 6sseo autdogeno oferece
um substrato osteocondutor, fatores osteoindutores obtidos através da presenca de
fatores de crescimento, vascularizacdo e células com potencial osteogénico. No
entanto, apresenta desvantagens como morbidade do sitio doador (Cordaro et al.,
2008), limitacdo do ganho efetivo de volume 6sseo ao longo do tempo (Salata et al.,
2002), quantidade limitada de osso da area doadora, reabsorcdo 6ssea, complicacdes
no trans-cirdrgico como lesfes vasculares, além do custo clinico elevado. Desse
modo, outros biomateriais foram pesquisados como o0s aloenxertos e 0s xenoenxertos.
A desvantagem do uso de enxertos alogénicos é a resposta imunoldgica, rejeicdo
tecidual, dificultando a integracdo com a area receptora, transmissao de infeccdes e
taxas elevadas de falha ao longo do tempo (Winkler et al., 2018). O xenoenxerto € um
biomaterial obtido de outras espécies, sendo 0 0sso bovino, o mais utilizado. Eles
apresentam desafios biol6égicos como propriedades osteoindutivas reduzidas
relacionadas ao processo de fabricacdo e a falta de células viaveis. Todos esses
biomateriais apresentam limitacdes no tempo de reparo e substituicdo por novo 0Sso.
Dessa maneira, avancos recentes em biotecnologia permitiram o desenvolvimento da
engenharia tecidual.

A engenharia de tecido 6sseo tem como objetivo, o desenvolvimento de
materiais que podem ser usados para regenerar tecido 6sseo in vivo. Estratégias de
regeneracdo 6ssea podem incluir o uso de carreadores, fatores de crescimento,
células ou uma combinacéo dos trés (Szpalski et al., 2011). Assim, 0 uso de células
com potencial osteogénico em combinacdo com carreadores € uma alternativa
promissora aos enxertos 0sseos autdogenos.

As SHEDs tém atraido a atencgéo cientifica como uma fonte de células tronco
alternativa. Essas células apresentam uma série de vantagens para regeneracao
0ssea como uma alta taxa de proliferacéo, potencial de diferenciacdo osteogénica e
propriedades imunomodulatérias. Por originarem de dentes deciduos esfoliados, a
obtencdo das células é facil e de baixo risco de complicacdes. Além disso, a
associacdo das SHEDs com biomateriais mostrou ser efetivos na reconstrucao de
defeitos 0sseos (Seo et al., 2008; Zheng et al., 2009; Tanikawa et al., 2020).

Com o desenvolvimento cientifico, pesquisas tém utilizado a terapia de
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fotobiomodulacdo na engenharia tecidual para acelerar o processo de formacéo e
qualidade 6ssea (Marques et al., 2016), através da proliferacdo celular (Mvula et al.,
2010) do aumento da capacidade de diferenciagdo celular, do processo de
angiogénese e da sintese de fatores de crescimento VEGF (do inglés vascular
endothelial growth factor) e FGF (do inglés fibroblastic growth factor) (Eduardo et al.,
2008; Damante et al., 2009; AlGhamdi et al., 2012; Moreira et al., 2011; Cury et al.,
2013; Arany et al., 2014; Pedroni et al., 2018; Ferreira et al., 2019), prevencao da morte
celular e melhor condicdoambiental de células em estresse oxidativo, o qual pode
ocorrer durante o transplante das células. Desta forma, a PBMT pode favorecer o pré-
condicionamento de células tronco mesenquimais in vitro antes de seu transplante
(Mvula; Abrahamse, 2016), aumentando a proliferagéo celular, sem ocasionar danos
moleculares e conservando suas caracteristicas especificas (Barboza et al., 2014).

Atualmente, as pesquisas tém se voltado para técnicas alternativas na
regeneracao 6ssea com uso de células tronco. A eficacia e a taxa de sucesso de
diferentes técnicas e tipos de materiais foram avaliadas. No entanto, h4 pouca
informacao sobre a eficacia combinada de carreadores xendgenos, SHEDs e a PBMT
na regeneracao de defeitos 6sseos.

Foi realizado um trabalho clinico de fase 1 para tratamento de labio leporino
e fenda palatina em criancas com o uso das SHEDs semeadas em um scaffold de
OBMDC. Esse trabalho, realizado por Tanikawa et al. (2020) mostrou por tomografia
computadorizada (TC), no periodo de 6 e 12 meses, o fechamento de 75,6% do defeito
alveolar, estatisticamente semelhante ao tratamento tradicional com o uso de enxerto
autdgeno de crista iliaca apés 6 meses da cirurgia. Porém, um ponto discutido pelas
autoras, € a alta taxa de ocorréncia de impactacéo do dente canino, na regido proxima
a fenda alveolar, o que pode estar relacionado a um fator predisponente, a reabsorcao
lenta da hidroxiapatita do biomaterial.

Baseado na hipotese de melhorar a regeneracao 0ssea, surgiu a possibilidade
de aplicar a PBMT, uma técnica com propriedades imunomodulatorias, angiogénicas
e capacidade de aumentar a proliferacdo e migracdo celular ao biomaterial de
OBMDC, semeado com SHEDs, aperfeicoando a adesao e a diferenciagéo celular e

assim acelerar e melhorar a qualidade de formacgéo éssea.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1C¢élulas tronco de dentes deciduos esfoliados

As SHED, séo células tronco mesenquimais ectodérmicas, originarias da crista
neural do embrido, que normalmente sdo descartadas (Gronthos et al., 2000; de S&
Silva et al., 2012) e contornam 0s problemas éticos associados ao uso de células
embrionarias, o que torna permitido 0 seu uso e apresentam caracteristicas
semelhantes as células tronco da medula 6ssea (BMMSC) (An et al., 2018). Miura e
colaboradores, foram os primeiros pesquisadores a isolar e descrever essas células
(Miura et al., 2003) e posteriormente, descritas por outros autores (Seo et al., 2008;
Suchanek et al., 2010; Vishwanath et al., 2013). Sua morfologia celular, é muito
semelhante as células tronco da polpa de dentes adultos (DPSC) assim como a
expressdo de marcadores de superficie celular. Apresentam alta capacidade de
proliferacédo, por apresentar alta atividade da telomerase durante a fase de troca dos
dentes deciduos pelos permanentes, o qual os tornam indicados para técnicas de
regeneracao tecidual (Miura et al., 2003; Annibali et al., 2014).

A andlise da morfologia da SHED mostrou que elas consistem em células com
formas achatadas, poligonais ou semelhantes a fibroblastos, que podem gerar
coloénias aderentes clonogénicas e alta taxa de proliferacdo quando cultivadas e
expandidas (Rizk; Rabie, 2013; Young et al., 2013). As SHEDs foram identificadas
como células-tronco multipotentes que foram capazes de se diferenciar em uma
variedade de tipos celulares, incluindo células osteogénicas, condrogénicas e
adipogénicas, bem como células neurais, odontoblastos e células endoteliais (Miura
et al., 2003; Kaneko et al., 2018) e mais imaturas do que as DPSC (Miura et al., 2003).

A polpa de dentes permanentes e deciduos possui células com caracteristica
fenotipica semelhante as células tronco mesenquimal adulta (Gronthos et al., 2000;
Miura et al., 2003; Wang et al., 2012). As DPSCs e as SHEDs diferem no perfil génico,
sendo que as SHEDs exibem maior expressao de genes ligados a proliferagéo celular,
matriz extracelular, citocinas e fatores de crescimento, como fator de crescimento de
FGF e fator de crescimento tumoral B (TGF-B) (Rosa et al., 2016).

As SHEDs demonstraram vantagens por originar de um érgéo néo vital e de

serem células facilmente obtidas através do esfoliamento natural dos dentes deciduos
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sem envolver um método invasivo ou de extracao, isto €, sem ocasionar trauma ou
morbidade ao paciente (Seo et al., 2008). A transicdo dos dentes deciduos para os
dentes permanentes € um processo Unico e dindmico que pode levar cerca de sete
anos nos seres humanos (Parner et al., 2002). Desta forma, os dentes deciduos
esfoliados sdo uma fonte importante de tecido viavel. Outro aspecto importante,
apresentam funcdées imunomoduladoras (Liu et al., 2015). Sdo células com maior
capacidade de proliferacdo em comparacdo as BMMSC, células tronco do cordéo
umbilical (UCMSC), células tronco da gengiva (GMSC), tornando-a um candidato ideal
para tratamento celular relacionada a regeneracao de tecidos (Miura et al., 2003;
Annibali et al., 2014), facilitando a sua proliferacéo in vitro antes da implantacdo no
biomaterial (Miura et al., 2003). E estudos que avaliaram a quantificagcdo da
osteogénese e adipogénese indicaram que as SHEDs tém melhor capacidade de
diferenciacdo em comparacao as DPSCs (Shi et al., 2020).

As SHEDs sdo uma fonte de células-tronco com potencial para armazenamento
em banco de tecidos, que tem interessado para terapia celular alogénica e autéloga. O
uso das proprias células-tronco apresenta baixo risco para o desenvolvimento de
reacdes imunes ou rejeicdo apos transplante e também diminui o risco de transmisséo
de doencas. Assim, dentes deciduos esfoliados podem ser uma fonte viavel de células
para terapia baseada na engenharia tecidual (Taguchi et al., 2019), principalmente no
tratamento de malformacgdes craniofaciais (Seo et al., 2008). Um estudo mostrou que
0 uso das SHEDs criopreservadas ou recém isoladas e implantadas, apresentaram
formacao 6ssea semelhantes, e que a longo prazo, a criopreservacao € indcuo e nao
afetou as caracteristicas bioldgicas das SHEDs, possibilitando o armazenamento em
banco de células-tronco. Behnia et al. (2014) avaliaram o transplante das SHEDs,
criopreservadas ha cinco anos em defeitos 6sseos de mandibula de cées e
observaram a formacdo de novo 0sso sem apresentar reagdo adversa. Durante o
periodo de cultura, ndo foram encontradas alteracbes na viabilidade celular ou sinal
de degeneracédo da cultura celular e capacidade de diferenciacdo, permanecendo
indiferenciado e estavel apds a criopreservagdo, com a manutencéo da estabilidade
citogenética das SHEDs (Suchanek et al., 2010; Behnia et al., 2014) e nenhuma
resposta imune foi observada durante os trés meses de implantacdo celular,
mostrando que o tempo de isolamento ndo teve efeito sobre as propriedades
imunomoduladoras das SHEDs. J4 um outro trabalho, conduzido por Lee et al. (2021)

compararam SHEDSs criopreservadas e armazenadas por um periodo de 1 a 8 meses
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com SHEDs recém coletadas. In vitro, ndo foram observadas diferencas significativas
entre os dois grupos nas analises de proliferacdo, na expressao de marcadores de
células-tronco mesenquimais (MSC), ou na diferenciacao adipogénica e osteogénica.
Apés o transplante in vivo, ambos os grupos produziram tecido duro, mas a quantidade
de tecido duro recém-formado foi ligeiramente menor nas SHEDSs criopreservadas.

Wang et al. (2012) avaliaram in vitro a proliferacédo e a unidade formadora de
colénia das SHEDs, capacidade de mineralizacdo das células com o0sso bovino e
ceramico na regido subcutdnea de camundongos imunocomprometidos por 8
semanas. In vitro, a proliferacéo e a capacidade de diferenciacdo foram maiores que
as DPSCs e in vivo teve uma maior mineralizacao que as DPSCs.

Yamaza et al. (2010) avaliaram a diferenciagédo das SHEDs que mostraram
capacidade de diferenciar em células osteogénicas e adipogénicas. As SHEDs
alteraram os efeitos imunomoduladores que levam a terapia bem-sucedida para
doencas imunoldgicas, sendo capaz de reverter efetivamente os disturbios do Lupus

eritematoso.

2.2 Descricao de estudos das SHED na regeneracao 6ssea

A polpa dentaria tem representado uma fonte promissora para terapia da
engenharia de tecido 6sseo. Muitos experimentos foram realizados, utilizando SHEDs
para regeneracao de defeitos 6sseos em modelo animal (Seo et al., 2008; Zheng et
al., 2009; Alkaisi et al., 2013; Omori et al., 2015; Nakajima et al., 2018; Lee YC et al.,
2019). A partir destes estudos, € possivel pressupor que as SHEDs podem
desempenhar um papel fundamental em cirurgias reconstrutivas maxilofaciais.

Em um estudo conduzido por Seo et al. (2008) as SHEDs foram transplantadas
em camundongos imunocomprometidos e repararam com sucesso defeitos do 0sso
parietal através da formacdo de tecido 0sseo, apOs se diferenciarem em células
semelhantes a osteoblastos.

Um outro estudo, em defeitos criticos na regido de parassinfise da mandibula
de 10 mini porcos foram regenerados apds 6 meses da cirurgia e 2 defeitos menores
bilateralmente foram acompanhados por 2 e 4 semanas, utilizando as SHEDs. Através

da TC foi possivel verificar uma regeneracdo quase total. A regeneracdo 6ssea foi
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significativamente maior no grupo tratado com células tronco de dentes deciduo de
mini porco/ beta tricalcio fostato (-TCP) em comparagdo com o grupo B-TCP. No
grupo controle, foi observada regeneracédo 6ssea limitada na area do defeito, que foi
preenchido predominantemente com tecido conjuntivo (Zheng et al., 2009).

Alkaisi et al. (2013) realizaram um trabalho de distracdo osteogénica na
mandibula de 18 coelhos, transplantando SHEDs no local da cirurgia. Foi observado
radiograficamente e histologicamente, que o osso formado no grupo SHEDs era mais
maduro que no grupo controle e na andlise histomoforldgica, a porcentagem de novo
osso formado foi estatisticamente significante para o grupo SHEDs em comparacéo
ao grupo controle, no periodo de 2 semanas (35,97% e 18.41%), 4 semanas (59.69% e
31.45%) e 6 semanas (52.61% e 65.28%) respectivamente.

Pesquisas de células tronco incorporadas aos scaffolds, com o objetivo de
reparar defeito de tecido duro em fendas palatinas estao sendo realizadas. Lee JM et
al. (2019) pesquisaram pelicula de duas fontes de células osteogénicas, células-
tronco mesenquimal humana (hMSC) e SHEDs para reparo 6sseo de fenda palatina,
resultando em calcificacdo in vitro, o que indicou o potencial osteogénico dessas
células. Além disso, as hMSC e SHEDs expressaram os marcadores osteogénicos
especificos do 0sso, como osterix, osteocalcina e osteopontina, apés a inser¢cdo em
fenda palatinas embrionarias cultivadas ex vivo e cultura em ovo.

Nakajima et al. (2018) compararam 3 tipos de células tronco: SHEDs, DPSC e
BMMSC associados a uma membrana de &cido polilatico coglicélico em defeitos com
4mm de didmetro em calvéria de rato e observaram ap0s 12 semanas a equivaléncia
no potencial de regeneracéo 6ssea das SHEDs com as DPSC e BMMSC, suficiente
para a reparacao do defeito 6sseo. Esse estudo demonstrou que as SHEDs sdo uma
das melhores fontes celulares, com capacidade de mineralizacdo e reconstrucao de
fissura labio palatina.

Tanikawa et al. (2020) associaram o Bio-Oss®Collagen com SHEDs para
fechamento de defeitos alveolares de pacientes com labio leporino e fenda palatina e
compararam com um grupo que usou enxerto de crista iliaca. Ambos 0s grupos
apresentaram a uniao progressiva do 0sso alveolar, porém estudos mostraram que as
SHEDs apresentaram um desempenho favoravel na reconstrucao de grandes defeitos
maxilofaciais, mesmo para reconstrucdo orofacial em futuros ensaios clinicos em
humanos.

Miura et al. (2003) associaram SHEDs a biomateriais de hidroxiapatita beta
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tricalcio fostato (HA/B-TCP) e enxertaram na regido subcutadnea de camundongos
imunossuprimidos. Apds 8 semanas eles observaram a formacéo de ilhas 6sseas no
interior dos poros do biomaterial. Para verificar a origem da neoformacéo 0ssea, eles
utilizaram sondas especificas e observaram que as células humanas estavam

localizadas no tecido conjuntivo que preenchia os poros do biomaterial.

2.3 Arcabouco de Osso Bovino mineral desproteinizado com colageno a 10%

Na engenharia de tecidos, o scaffold atua como um modelo de crescimento
e alternativa a matriz extracelular (ECM), ndo apenas orientando a regeneracdo dos
tecidos, mas também controlando a forma do tecido ou 6rgao. O scaffold determina o
comportamento biolégico e a proliferacdo das células. Sendo assim, o
desenvolvimento e preparagcdo tridimensional (3D) do scaffold com boa
compatibilidade celular, biodegradavel e propriedades de absorcao, alta resisténcia,
boa estabilidade, radiopacidade, porosidade, distribuicdo uniforme dos poros, boa
conectividade, facil manipulacéo e custo aplicavel sdo caracteristicas fundamentais.

Até o0 momento, ndo existe um modelo Unico de biomaterial que possa ser
utiizado em todas as situacdes clinicas. Desta forma, o desenvolvimento de
biomateriais com caracteristicas, osteocondutoras, osteoindutoras e osteogénicas é

fundamental para resultar na regeneracdo 6ssea (Sittinger et al., 2004).

Bio-Oss" Collagen (Geistlich AG, Wollhusen, Switzerland), € um biomaterial
composto por matriz 6ssea bovina mineralizada desproteinizada com adi¢céo de 10%
de colageno suino, em forma de bloco e esterilizada por irradiacdo gama (y). Esse
biomaterial € indicado para preenchimento de alvéolos de extracdo e defeitos
periodontais. E um produto tridimensional com caracteristicas que permitem ser
modelavel e aparado de acordo com a necessidade clinica (Miyamoto et al., 2019).

O colageno possui qualidade pro-angiogénica, o qual acelera o crescimento,
proliferacdo e maturacdo de células endoteliais, o que favorece a regeneracdo
fisiologica (Heinemann et al., 2012). Também apresenta uma flexibilidade e
consisténcia que permite uma diversidade de formas como esponja, membrana e
hidrogel (Patino et al., 2002), permitindo que ele tome a forma do defeito. Outra

importancia do coldgeno, é a melhora no manuseio das particulas do enxerto e atua
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para manter o biomaterial no local desejado. E clinicamente, ndo apresentou efeitos
colaterais imunologicos (Cordaro et al., 2008; Heberer et al., 2008).

De acordo com o fabricante, o Bio-Oss® tem em sua composi¢do menos de 8%
de 4gua, uma porcentagem de Calcio de 38% a 42% e Fosforo de 12,5% a 17,5%,
uma acao capilar que permite uma permeacao rapida e eficiente de 76mm em um
periodo de 22 segundos e a capacidade de absorcao total de 328mg em 22 segundos
de liquido. A capacidade de permeacéo eficiente proporciona uma osseointegracao e
a presenca dos poros, aumenta a area de superficie do material, favorecendo a
osteoconducdo e o crescimento de células 6sseas nos poros. Os componentes
organicos do 0sso bovino sédo removidos, através do tratamento térmico a 300°C. O
Bio-Oss® apresenta micro e macroporos o que contribui para elevada hidrofilia. Os
microporos garantem a elevada acédo capilar e consequentemente, a rapida absorcéo
do liquido e os macroporos interligados permitem a entrada de células sanguineas e
das proteinas nas particulas para uma osseointegracao efetiva.

Em seus estudos, Araujo et al. (2008) dividiram os alvéolos de extracdo em 3
por¢cdes, sendo elas apical, central e coronal. Pela analise dos autores, o terco coronal
foi o que sofreu maior reabsor¢céo, sendo o mais critico. Entretanto, quando o alvéolo
pos extracdo foi preenchido com OBMDC a 10%, observou-se a preservacao do
volume ésseo no terco coronal. Por outro lado, o volume da porgéo coronal diminuiu
em aproximadamente 30% nos casos em que ndo foi utilizado o Bio-Oss® Collagen.
Desta forma, o biomaterial foi capaz de substituir a estrutura 6ssea coronal (Araujo et
al., 2008; Araujo; Lindhe, 2009).

Em um experimento em animais, Araujo et al. (2011), avaliaram o processo
de reparo 0sseo apo0s a instalacao de implantes imediatos somados ao 0sso bovino
mineralizado com adicdo de 10% de colageno suino. Apos 6 meses, as bidpsias foram
coletadas e a analise histolégica realizada. Os pesquisadores concluiram que o Bio-
Oss® Collagen inserido no gap peri-implantar modificou o processo de cicatrizacdo do
tecido duro, favorecendo a regiao de contato osso/implante.

Wong e Rabie (2010) examinaram o novo 0sso produzido por Bio-Oss®
Collagen enxertado em defeitos 6sseo em coelhos e compararam com enxerto de
matriz de colageno (controle positivo) e sem enxerto (controle negativo) para avaliar
se ele aumenta a cicatrizacdo de um defeito 6sseo, aumentando a quantidade de
formacdo de novo osso local. A matriz de colageno (Colageno fibrilar absorvivel

purificado) foi utilizada neste estudo para transportar fatores de crescimento como
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bone matrix -2 (BMP-2) e induzir a formac&o 6ssea em animais e em seres humanos.
De acordo com ofabricante, a matriz de colageno foi derivada do tendéo bovino, na
forma fibrilar (Collagen Matrix, Inc NJ, EUA) para fornecer células e fatores de
crescimento. No total de 18 defeitos 6sseos de 5mm por 10mm no 0sso parietal de 9
coelhos, 6 defeitos foram preenchidos com Bio-Oss® Collagen, 6 defeitos preenchidos
com matriz de colageno e 6 ndo foram preenchidos. Apos 14 dias, realizaram a analise
histologica que resultou em 339% mais formacgéo 6ssea no defeito preenchido com
Bio-Oss® Collagen em comparacgéo ao grupo controle positivo. Por outro lado, o grupo
controle negativo néo teve formacéo éssea.

Thaller et al. (1994) utilizaram Bio-Oss® em forma de particulas versus Bio-
Oss® Collagen em defeitos intra-6sseo de calvaria de coelho. Eles encontraram uma
nova formacdo dssea significativa em ambos 0s grupos em comparagdo ao grupo
controle em 2, 4, 6, 8, 12 e 16 semanas ap0s a cirurgia.

O Bio-Oss® Collagen apresenta uma estrutura esponjosa e sistema de poros
interligados que podem facilitar aderéncia celular e crescimento vascular (Payer et al.,
2010; Bose et al.,, 2012). Em um estudo experimental com mini porcos, que
empregaram TC, analise histologica, histomorfométrica, e imuno-histoquimica, existe
evidéncias que os scaffolds de hidroxiapatita com colageno semeados com SHEDs
sao mais proficientes do que scaffolds ndo semeados com SHEDs para osteogénese
e formacé&o de novo osso (Zheng et al., 2009).

Na avaliacdo com microscopia eletrénica de varredura, foi possivel observar
gue as SHEDs tiveram uma boa interacdo e adesdo ao biomaterial de osso bovino
com colageno (Tanikawa et al., 2020).

Khorsand et al. (2013) investigaram o efeito das células tronco da polpa dental
na regeneracao de modelos de defeitos em cées. As DPSC do animal associado com
Bio-Oss® particulado foi implantado em um dos defeitos, enquanto no lado oposto foi
usado apenas o Bio-Oss® (grupo controle). Apds 8 semanas, o defeito periodontal foi
avaliado histologicamente e histomorfologicamente. Nos 10 animais do grupo teste,
teve a formagdo de cemento, osso e ligamento periodontal. J& no grupo controle,
ocorreu a formacdo de cemento e osso em 9 cédes. Ja a formacdo de ligamento
periodontal ocorreu em 8 animais. Histomorfologicamente, a regeneracao de cemento
e ligamento periodontal no grupo teste foi significativamente maior que no grupo
controle.

Novos métodos reconstrutivos e menos invasivos foram pesquisados para
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otimizar a formacéo 0ssea, osseointegracao de implantes dentéarios e a elevacéao do
assoalho do seio maxilar. Sauerbier et al. (2010) realizaram um estudo de boca
dividida em ovinos e compararam 0 0sso bovino mineral desproteinizado (OBMD)
sozinho e em combinagdo com MSC, buscando acelerar o potencial na técnica de
elevacao do assoalho do seio maxilar em seis ovelhas adultas. OBMD e MSC foram
colocados no lado teste e apenas OBMD no lado controle, contralateral de cada
ovelha. Os animais eram sacrificados ap0s 8 e 16 semanas. As areas de aumento
foram analisadas por TC, histologia e histomorfometria. Os volumes iniciais de ambos
os lados foram semelhantes e ndo mudaram significativamente com o tempo. Uma
conexdo proxima entre as particulas de OBMD e o novo osso foi observada
histologicamente. A formacgéo dssea foi significativamente mais rpida em 49% no
lado teste, o que poderia permitir a instalacdo de implantes precocemente.

Khojasteh et al. (2008) compararam 2 biomateriais, Bio-Oss® e o B-TCP,
associados com plasma rico em plaquetas (PRP) ou com BMMSC em defeitos de
5mm de didmetro no osso parietal de ratos. Apos 6 semanas da cirurgia, foi avaliado
histometricamente que a associacdo do BMMSC foi melhor que do PRP com Bio-Oss®
ou B-TCP. E a formacdo 6ssea foi maior no grupo BMMSC com [B-TCP em
comparagdo ao grupo BMMSC com Bio-Oss®.

Park et al. (2016) avaliaram duas concentragdes de hidroxiapatita com TCP
(60% HA + 40% TCP ou 20% HA + 80% TCP) como carreador para células tronco do
0sso alveolar, obtido durante a osteotomia em comparagdo com um biomaterial de
reabsorcdo lenta como o Bio-Oss®in vitro e in vivo. Todos 0s grupos resultaram alta
proporcao de adesédo celular maior que 90%. A formacédo de ostedcito, osteoclasto e
de novo osso ocorreu em todos os grupos de HA/TCP, enquanto no Bio-Oss® foi
minimo. A imunomarcacdo para fosfatase alcalina, RUNX-2, osteocalcina e
osteopontina foi maior no grupo HA/TCP e uma marcacéo limitada com Bio-Oss®.

Yu et al. (2014) reconstruiram defeito critico de ratos com MSC associados com
Bio-Oss®. No trabalho, foi comparado o efeito osteogénico das células tronco do
ligamento periodontal (PDLSC) com BMMSC combinado com o Bio-Oss® em defeito
critico e subcutaneo de rato imunodeficiente. Apds oito semanas, foi constatado que
BMMSC e PDLSC com Bio-Oss® promoveram osteogénese superior em comparacao
ao grupo controle positivo (Bio-Oss®) e controle negativo (sem biomaterial), enquanto
que o grupo PDLSC+ Bio-Oss® foi superior ao BMMSC + Bio-Oss®.
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2.4 Terapia de fotobiomodulacédo (PBMT)

A PBMT é baseada na exposicdo de tecidos biolégicos em baixas densidades
de poténcia, da ordem de miliwatts/cm? (mW/cm?) a formas nao ionizantes de fontes
de luz, incluindo lasers, LED (do inglés Light Emitting Diode) e luzes de banda larga,
tanto no espectro visivel, quanto no infravermelho, levando a modulacdo das fungdes
celulares. Apresenta efeitos térmicos de baixo nivel que é caracterizada como “n&o-
térmica”, devido ndo emitir calor, som ou vibracdes. Nesse processo, ocorre reacdes
fotoenergéticas que atuam nas células, alterando suas funcdes metabdlicas. Os
efeitos da PBMT estéo relacionados principalmente ao citocromo C oxidase, que, por
absorcao de fotons com reagdes mitocondriais, gera aumento de adenosina trifosfato
(ATP) (Angeletti et al., 2010; Morries et al., 2015). Os efeitos da PBMT nos tecidos
sdo modulacdes dos processos bioldgicos para diferenciacdo e proliferacdo celular
(Pyo et al., 2013). A PBMT ¢ indicada para tratar condic6es de tecidos patoldgicos,
auxiliar na analgesia, controle de processos inflamatérios, reduzindo citocinas
inflamatoérias e também promover a cicatrizacdo (Eduardo et al.,, 2008) e a
regeneracao de tecidos (Anders et al., 2015), reparando lesdes musculares (De Paiva
et al., 2016), queimaduras (Brassolatti et al., 2016), tecido nervoso (Rosso et al., 2017)
e 6sseo (Pomini et al., 2019).

A avaliacdo da PBMT nas células e tecidos foram realizadas e mostraram que
de acordo com o microambiente e os parametros de irradiacdo € capaz de influenciar
0 metabolismo e a fisiologia celular (Pereira et al., 2002; Fujihara et al., 2006; Eduardo
et al., 2008; Damante et al., 2009; Sousa et al., 2009; Moreira et al., 2011; Diniz,2015).
Dessa forma, existe a possibilidade desta terapia ser usada na engenharia tecidual
com o objetivo de melhorar as respostas das células tronco, favorecendo a
regeneracao dos tecidos.

Muitos estudos in vitro e in vivo, em diferentes densidades de energia,
demonstraram resultados da funcdo da PBMT no estimulo de proliferacao celular e
cicatrizacdo de feridas. Foi observado aumento na sintese de DNA (Do inglés
deoxyribonucleic acid), RNA (Do inglés ribonucleic acid) e ATP com producdo de
proteinas constituintes da matriz extracelular (fibronectina e colageno), aumento na

proliferagdo, oxigenagéao, nutricdo e migragao celular, melhor efeito das propriedades
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de regeneracao celular, imunomodulatérias, angiogénicas e neurotroficas (Tadakuma
et al., 1993; Garavello et al., 2004; Eduardo et al., 2008; Damante et al., 2009; Moreira
et al., 2011).

Nos estudos experimentais e clinicos, a PBMT auxilia no processo de
regeneracao tecidual, demonstrando efeitos modulatorios biolégicos na diferenciacéo
celular (Khadra et al., 2004; Zheng et al., 2009; Pyo et al., 2013), na inducéo de sintese
de VEGF, promovendo condi¢cdes de nutricdo para as células, bem como induzir a
sintese ou ativar outros fatores de crescimento latentes (Damante et al., 2009; Arany
et al., 2014). Embora tenham poucos estudos clinicos, a PBMT tem sua aplicacéo
clinica com o objetivo de auxiliar a cicatrizacdo apdés cirurgia de reconstrucao 6ssea
com ou sem o uso de biomateriais (da Silva et al., 2010; Soares et al., 2013; Leja et
al., 2013; Basso et al., 2014; Yildirimturk et al., 2017; de Oliveira et al., 2018), no reparo
de fraturas (Lopes et al., 2010) e do tecido periodontal (Aykol et al., 2011) e na
osseointegracao de implantes (Kim et al., 2009).

Ferreira et al. (2019) analisaram o efeito da PBMT na proliferagdo e no status
de indiferenciagdo das SHEDSs, devido observarem uma controvérsia dos resultados
com uma variedade de protocolos para uso da PBMT. Pelos resultados obtidos, elas
observaram que 5J/cm? é capaz de aumentar a proliferacdo celular em estresse
oxidativo e sem interferir no status de indiferenciacéo das SHEDSs.

Bosco et al. (2016) analisaram histomorfometricamente o efeito da terapia com
laser de baixa poténcia (LLLT) no processo de formacdo Ossea e reabsorcdo das
particulas do enxerto em defeitos critico de 10mm de diametro, criado cirurgicamente
na calvaria de 64 ratos machos, que foram distribuidos em 4 grupos experimentais,
sendo grupo 1: controle, apenas coagulo sanguineo; grupo 2: LLLT (GaAlAs, 660nm)
e coagulo sanguineo; grupo 3: enxerto 6sseo bovino e o0 grupo 4: enxerto 0sseo bovino
+ LLLT. Aos 30 e 60 dias de pdés-operatério, o grupo LLLT (5,82+ 2,05; 7,34+ 1,01)
apresentou porcentagem de area oOssea recém-formada significativamente maior
guando comparado ao grupo controle (1,61+ 0,30; 5,59+ 0,94). O grupo enxerto 6sseo
bovino/LLLT (7,39+ 1,45; 9,44+ 2,36) apresentou porcentagem de area 6ssea recém-
formada significativamente maior do que o grupo enxerto 6sseo bovino (3,85 + 1,56;
8,02 £ 0,63) aos 30 e 60 dias de pds-operatorio respectivamente. Ndo houve diferenca
significativa na porcentagem meédia da presenca de particulas remanescentes do
biomaterial de osso bovino entre 0s grupos enxerto 0sseo bovino e enxerto 0sseo

bovino/LLLT. O laser de baixa poténcia pode melhorar o processo de formagéo 6ssea
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em defeito critico de calvaria de rato preenchido ou ndo com enxerto 6sseo bovino em
calvaria de ratos, mas ndo € capaz de acelerar a reabsorcédo de particulas deste
material no interior do defeito 6sseo.

O uso de células-tronco apresentou algumas dificuldades na regeneracao
tecidual, dentre elas, a diminuicdo da quantidade de células viaveis apos o transplante.
As principais causas estdo relacionadas, a deficiéncia de suprimento sanguineo e
estresse nutricional, levando a morte das células transplantadas prematuramente,
atrasando ou prejudicando o processo regenerativo. Outra limitacdo € a falta de
homing de células exogenamente infundidas, e a incapacidade de conduzi-los ao
tecido danificado (Xinaris et al., 2013).

Diante dessas situacdes, a PBMT, poderia otimizar as condicdes ambientais
para as novas celulas implantadas, como aumentar o suprimento sanguineo, prevenir
a morte celular (Moreira et al., 2011) e prolongar a longevidade celular in vitro (Pedroni
et al., 2018) e in vivo (Park et al., 2016), induzindo a proliferacdo, migracéo celular e
a sintese do fator de crescimento ou sua ativacdo. A PBMT permitiria, 0 aumento
significativo do nudmero primério de células-tronco antes da diferenciacéo,
aumentando assim o numero de células diferenciadas para engenharia de tecidos e o
processo de regeneracdo. Além disso, ja foi demonstrado que a PBMT é capaz de
recrutar células-tronco do préprio hospedeiro para colaborar no processo
regenerativo.

Havlucu et al. (2015) analisaram histopatologicamente e
histomorfometricamente os efeitos da fotobiomodulacdo na cicatrizacdo 6ssea em
defeitos femorais preenchidos com Bio-Oss® em trinta e seis ratos Wistar e dividido
em 4 grupos: grupo defeito 6sseo vazio, sem aplicacdo da PBMT, grupo defeito 6sseo
preenchido com Bio-Oss®, sem aplicacdo de PBMT, grupo defeito 6sseo vazio, com
aplicacdo de PBMT e grupo defeito 6sseo preenchido com Bio-Oss®, com aplicacédo
de PBMT. Um dispositivo LED com comprimento de onda de 618nm; densidade de
poténcia de 20 mW/cm? foi iniciado 24 horas pés-cirurgia e realizada a cada 24 horas
por 7,14 e 21 dias. A PBMT modulou o processo de metabolismo celular, aumentando
o potencial regenerativo dos tecidos biolégicos. Os resultados mostraram que a
aplicacdo da PBMT em defeitos preenchidos com Bio-Oss® apresentaram maior
guantidade de formacdo O6ssea e presenca de trabéculas. Esses defeitos
apresentaram valores estatisticamente mais baixos no grau da inflamacdo e menos

fragmentos do biomaterial presentes, apresentando histopatologicamente e
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histomorfometricamente efeitos positivos na cicatrizacdo 6ssea para os defeitos
preenchidos com Bio-Oss®.

A pesquisa realizada por Garrido et al. (2019) avaliaram diversos
parametros de PBMT com laser de diodo vermelho 660nm sobre a membrana celular
das hDPSC que pode gerar uma grande quantidade de células organizadas em uma
matriz extracelular. O parametro que demonstrou melhor resultado foi a poténcia de
20mW com densidade de energia de 3J/cm? e 0,08J por ponto e 4 segundos de
aplicacéo.

Moreira et al. (2011) realizaram a PBMT com laser de diodo 780nm com area
do feixe de 0.004cm?, poténcia de 40mW, densidade de energia de 3J/cm? por 3
segundos em les@es direta criogénicas na cortical, avaliando a inflamacéo e o reparo
no sistema nervoso central de ratos. Esse parametro resultou em um controle do dano

cerebral e prevencdo da morte de neurénios.
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3 PROPOSICAO

Avaliar, in vitro, os efeitos da PBMT na proliferacao e diferenciacéo de células
tronco de dentes deciduos esfoliados cultivadas em um substituto 6sseo de 0sso

bovino mineral desproteinizado contendo colageno suino a 10% (Bio-Oss® Collagen).
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4 MATERIAL E METODOS

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos (CEP) através do Certificado de Apresentacéo de Apreciacdo Etica (CAAE):
87866518.8.0000.0075, da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo
(Anexo A). Os experimentos in vitro foram realizados no Laboratério de Pesquisa

Bésica da Universidade Ibirapuera (UNIB).

Parte 1: Estudo in vitro

4.1Descongelamento e Cultivo celular

Células da linhagem SHED isoladas da polpa de dentes deciduos esfoliado
humano e criopreservadas no Banco de Células do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da Universidade de Séao Paulo foram gentilmente cedidas pela
Profa. Dra. Maria Stella Moreira. Essas células foram previamente caracterizadas
imunofenotipicamente de acordo com Carvalho et al. (2022). Aliquotas congeladas
dessas células (P4; 10° células por criotubo) foram descongeladas para os
experimentos deste trabalho.

As células foram cultivadas em meio de cultura clonogénico (Mclono) composto
por: DMEM (GIBCO/Life Technologies, Grand Island, NY, EUA) suplementado com
concentracdes finais de 15% de soro fetal bovino (MSC-FBS, Gibco), 100 U/ml de
solucdo de antibidticos (penicilina + estreptomicina; Pen Strep, Gibco), 2 mM de L-
glutamina (Gibco). As células foram entédo incubadas a 37°C numa atmosfera umida,
contendo 95% de ar e 5 % de diéxido de carbono (CO2).

A monitorizagdo do crescimento celular foi realizada diariamente em
microscopio invertido de fase e o meio de cultivo trocado a cada 2 ou 3 dias, de acordo
com o metabolismo celular. Os subcultivos foram feitos quando as células atingiram a
subconfluéncia (aproximadamente 70-80% do fundo da placa ocupado por células).

As células foram destacadas com enzima proteolitica, por exemplo solucédo de tripsina
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a 0,25% (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), transferidas para um tubo de ensaio
e centrifugadas. As células foram ressuspensas e replaqueadas em novos frascos,
criando novas passagens da cultura. As células foram expandidas até no maximo
passagem 6 (P6).

Todos os procedimentos de cultivo celular foram realizados em capela de fluxo
laminar, seguindo os protocolos de esterilidade dos materiais e solugdes (normas de
seguranca NBR/IEC 601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8).

Figura 4.1 — Fotografia do criotubo apés o descongelamento das SHEDs (A); capela de fluxo laminar
(B
A B

Fonte: O autor.

4.2Preparo do scaffold de osso bovino desproteinizado mineralizado com

colageno a 10%

O Biomaterial foi cortado em formato de cubos de 4mm? de diametro e 4mm de
altura dentro do fluxo laminar com uma lamina de bisturi nimero 21 estéril. Em
seguida, os cubos foram pesados em uma balanca de preciséo para que as amostras
tivessem 0 mesmo peso (aproximadamente 7,6 mg).
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Figura 4.2 — Fotografia do biomaterial do osso bovino desproteinizado mineralizado com colageno a

10% (A); biomaterial com a lamina de bisturi nimero 21 sobre a placa de vidro (B); bloco

de biomaterial apos o corte (C); diversos blocos cortados (D)

Fonte: O autor.

4.3Semeadura

Para os experimentos que se seguem foi realizado em quintuplicata, sob capela
de fluxo laminar o0 mesmo padrdo de semeadura da area dos espécimes. Apés a
contagem, as células foram semeadas em placas de cultura de 24 pogos (5x10*células
por poco) sobre os scaffolds. As placas foram mantidas em cultivo em estufa a 37°C

em atmosfera tmida contendo 5% CO2, até o momento das analises.
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Figura 4.3 — Fotografia representativa da estufa

Fonte: O autor.

4 4Ensaio com uso de Calceina cell trace

A conformacgéo celular foi avaliada utilizando Calceina-AM, uma sonda
fluorescente fluorogénica, permeavel as células que indica a saude celular e marca a
membrana plasmatica (BioLegend, San Diego, CA, EUA). As células foram semeadas
sobre o scaffold de OBMDC em placas de 24-po¢cos em quintuplicata. O grupo Il
(Laser), as células foram irradiadas no periodo de 24h e 72h apés o plagueamento e
visualizadas em um microscopio de fluorescéncia AxioVert.Al (Carl Zeiss, Germany)
no periodo de 48h e 96h apdés o plagueamento no Centro de Facilidades para a
Pesquisa (CEFAP) do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB) da Universidade de Séo
Paulo (USP). O sistema estd em microscopio invertido, adaptado para examinar

células no biomaterial.


https://www.google.com/search?rlz=1C1SQJL_pt-BRBR878BR880&sxsrf=ALiCzsa6kykPmIeHvuP81BCgPf-rORBP1w:1657392891634&q=Osteogenesis+Assay+Kit,+EMD+Millipore+Corporation,+Billerica,+MA&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwj8k7zUvez4AhWPCrkGHTZOAfIQkeECKAB6BAgBEDg
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Figura 4.4 — Fotografia microscdépio invertido de fase para monitorar o crescimento celular (A e B);
fotomicrografia das SHEDs em subconfluéncia (C); microscopio de fluorescéncia
AxioVert.Al (D); Calceina-AM (E)

Fonte: O autor.

4.5Ensaio de proliferagdo com MTT

Para avaliar a viabilidade celular, as amostras foram divididas em grupos
experimentais (Quadro 4.1) e foi utilizado o ensaio da reducdo do MTT (do inglés, 3-
4,5-dimethylthiazol-2-yl-2, 5-diphenyl- tetrazolium bromide; Molecular Probes/Life
Technologies) em microplacas de 96-pocos. Para avaliar a acdo da PBMT in vitro, a
guantidade de soro fetal bovino no meio de cultura foi reduzida de 15% para 5%
induzindo ao estresse nutricional. O modelo experimental in vitro mais aceito para
avaliar a acdo da PBMT é o de reducédo da porcentagem de SFB disponivel no meio
de cultura (Almeida-Lopes et al., 2001; Pereira et al., 2002). Apés 48h e 96h do
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plagueamento, 30 pl de MTT e 170 ul DMEM foi adicionado as culturas, as quais foram
incubadas a 37°C por 4h. Em seguida, os cristais de formazan foram dissolvidos
utilizando 100ul de dimetil sulfoxido (DMSO) (Sigma-Aldrich). Ap6s 15min, a
absorbancia foi medida em espectrofotdmetro (Biotek Il Biochrom Ltd., Eugendorf,

Austria) utilizando o filtro de 570nm.

Figura 4.5 — Fotografia representativa do aparelho de espectofotdmetro

Fonte: O autor.
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Quadro 4.1: Descri¢cdo dos grupos experimentais de proliferacéo celular

Grupo Descrigéao

1. Controle 15% meio DMEM com 15% de SFB

2. Controle 5% meio DMEM com 5% de SFB

3. OBMDC 15% meio DMEM condicionado de OBMDC
com 15% de SFB

4. OBMDC 5% meio DMEM condicionado OBMDC com
5% SFB

5. Laser 15% meio DMEM com 15% de SFB com

aplicacao de laser

6. Laser 5% meio DMEM com 5% de SFB e
aplicacao de laser

7. OBMDC-L 15% meio DMEM condicionado de OBMDC
com 15% de SFB e aplicacao de laser

8. OBMDC-L 5% meio DMEM condicionado de OBMDC

com 5% de SFB e aplicacéo de laser

Fonte: O autor.

Figura 4.6 — Fotografia representativa do fundo do tubo Falcon apés a centrifugagéo (A), contendo as
SHEDs placas de cultivo dentro do fluxo laminar (B); semeando as SHEDs dentro do pogo

©)

Fonte: O autor.
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4.6Ensaio de diferenciacéo celular (Vermelho de Alizarina)

O ensaio de Vermelho de Alizarina visa identificar depdsitos de célcio dentro
dos scaffolds, para tanto as células foram ressuspendidas e plagueadas em placa de
24 pocos diretamente no fundo da placa, na densidade de 5x10* células com meio
clonogénico (meio convencional de cultivo). Apds 24h do plagueamento e observado
no microscopio a adesao das células no fundo do poco, foi trocado 0 meio clonogénico
(meio convencional de cultivo) pelo meio indutor de mineralizagédo (DMEM + 15% de
soro fetal bovino + 1% de antibiético + 10mM de glicerofosfato + 50mg de acido
ascorbico) e foram adicionadas o scaffold de OBMDC com 7,6mg em cada poco.

As amostras foram entédo divididas em quatro grupos experimentais (quadro
4.2). A aplicacéo de laser foi realizada no periodo de 24h e 72h apés o plaqueamento.
Os meios foram trocados a cada 2 dias e as amostras fixadas para analise da
formacéo dos depdsitos de calcio em 23 dias. Foi entéo procedido o ensaio de vermelho
de alizarina de acordo com as instrucdes do fabricante (Osteogenesis Assay
Kit, EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, EUA). Em resumo, apos 23 dias as
amostras foram lavadas, fixadas com etanol 70% e incubadas com vermelho de
alizarina por 20 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as culturas foram
lavadas 4x com agua destilada por 5 minutos, seguido de etanol a 70%. Para
quantificar a matriz mineralizada, as culturas coradas foram incubadas com Hidréxido
de aménio. A absorbancia da solucédo foi medida a 405nm e 570nm, utilizando um
espectrofotometro (Biotek Il Biochrom Ltd., Eugendorf, Austria). A andlise qualitativa
foi feita por meio da captura de imagens dos nodulos de calcificacdo dispersos nos
pocos de cultura e fotografados, através de um microscopio invertido de fase.


https://www.google.com/search?rlz=1C1SQJL_pt-BRBR878BR880&sxsrf=ALiCzsa6kykPmIeHvuP81BCgPf-rORBP1w:1657392891634&q=Osteogenesis+Assay+Kit,+EMD+Millipore+Corporation,+Billerica,+MA&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwj8k7zUvez4AhWPCrkGHTZOAfIQkeECKAB6BAgBEDg
https://www.google.com/search?rlz=1C1SQJL_pt-BRBR878BR880&sxsrf=ALiCzsa6kykPmIeHvuP81BCgPf-rORBP1w:1657392891634&q=Osteogenesis+Assay+Kit,+EMD+Millipore+Corporation,+Billerica,+MA&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwj8k7zUvez4AhWPCrkGHTZOAfIQkeECKAB6BAgBEDg

a7

Quadro 4.2- Descri¢do dos grupos de experimento de diferenciacéo celular

Grupo Descrigéao
1) Grupo Controle clonogénico SHEDSs cultivadas em meio clonogénico
2) Grupo Controle mineralizante SHEDs cultivadas em meio

mineralizante

3) Grupo laser clonogénico SHEDs cultivadas em meio clonogénico

com aplicacéo de laser

4) Grupo laser mineralizante SHEDSs cultivada em meio mineralizante

com aplicagéo de laser

Fonte: O autor.

Figura 4.7 — Fotografia da placa de 6 pocos com as amostras incubadas com vermelho de alizarina
(A) e da placa de 24 pogos com as amostras, incubadas com Hidroxido de aménio (B)

Fonte: O autor.

4.7Terapia de fotobiomodulacdo (PBMT)

Para a PBMT foi utilizado um equipamento laser de diodo de fosfato de arsénio
indio-gélio-aluminio (InGaAlIP) (Photon Lase, DMC Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil), em
baixa intensidade e modo de operacéo continuo, pontual e em contato. Os parametros

de irradiacdo se basearam em estudos prévios do nosso grupo de pesquisa que
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apresentaram resultados positivos em estudos in vitro (Moreira et al., 2009; 2011;
Diniz, 2015; Garrido et al., 2019) (Quadro 4.3).

Quadro 4.3 - Descricdo dos parametros de irradiacdo aplicados na PBMT das SHED

Comprimento de onda (nm) 660 nm
Poténcia (mw) 40 mwW
Area do feixe (cm?) 0,028 cm?
Densidade de Poténcia (W/cm2) 1 W/cm2
Tempo (s) 2s
Densidade de energia (J/cm2) 3 J/icmz
Energia por ponto (J) 0,08 J

Fonte: O autor.

Foram realizadas 2 irradiacdes com intervalo de 48 horas, iniciando-se em 24
horas e 72 horas ap6s o plaqueamento. As irradiacdes foram feitas de forma pontual,
em 1 ponto em contato na base da placa.

A poténcia do equipamento foi aferida antes e apds todas as sessdes de
irradiacdo, com auxilio de medidor de poténcia (Laser Check, MM Optics Ltda, Séao
Carlos, SP, Brasil). O valor da emisséo foi programado para o parametro do estudo
atraves desse medidor, e ndo pelo valor no painel de controle do equipamento.

Os grupos que nao receberam PBMT foram submetidos as mesmas condicdes
experimentais daquele irradiado, porém o equipamento de laser foi mantido desligado.

Todos os procedimentos com o laser foram realizados seguindo todas as
normas de seguranca NBR/IEC 601.2.22 e IEC 60825-1/2001-8.
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Figura 4.8 — Fotografia do equipamento laser de diodo de fosfato de arsénio indio-galio-aluminio
(InGaAlIP) (Photon Lase, DMC Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil) (A); Area do feixe (B); Laser
Check, (MM Optics Ltda, S&o Carlos, SP, Brasil) (C); aplicacéo das irradia¢cdes dos grupos
experimentais, 0s pogos intercalados eram mantidos vazios (D e E)

C

Fonte: O autor.

4.8 Analise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados, no minimo, em triplicata. Os dados
foram tabulados e submetidos aos testes de normalidade. Testes estatisticos
posteriores foram aplicados considerando um nivel de confianga de 95% para avaliar
as diferencas entre os grupos. O programa de GraphPad Prism software versdo 7.04
(San Diego, CA, EUA) foi usado para os testes estatisticos.
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5 RESULTADOS

5.1Morfologia das células

As SHEDs ap06s 2 dias de seu descongelamento (P4) apresentaram
morfologia heterogénea, fusiformes e espraiadas. Foi possivel observar a
formacéo de colbnias e sua subconfluéncia foi observada apds 4 dias em

cultura. (Figura 5.1).

Figura 5.1 — Fotomicrografias de fase ilustrando a morfologia das SHEDs. Aumento original de 40x (A)
e 100x (B)

Fonte: O autor.

5.2Conformacéo celular pela Calceina cell trace

Com o ensaio com a Calceina foi possivel visualizar em um microscoépio de
fluorescéncia, a membrana plasmética das células no scaffold de OBMDC no
periodo de 48h e 96h apdés o plagueamento. Em todos 0s grupos e tempo
avaliados, as células apresentavam em formato arredondado e em diversos

planos (Figura 5.2).
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Figura 5.2 — Fotomicrografias de fluorescéncia das SHEDs. Grupo controle 24h (A), grupo laser 24h
(B), grupo controle 72h (C) e grupo laser 72h (D). Aumento original de 200x

50 um

Fonte: O autor.

5.3Proliferacéo celular pelo método indireto de MTT

Através do ensaio de MTT foi possivel avaliar proliferacéo celular nos
grupos experimentais (quadro 4.1) nos dois tempos de aplicagéo do laser de

24h e 72h apés o plagueamento.

O gréfico 5.1 ilustra os resultados de proliferacéo celular em 24h e 72h.
Em 24h, todos os grupos experimentais apresentaram reducédo da proliferacéo
guando o SFB foi reduzido de 15% para 5% (p=0,0004). E o grupo OBMDC-L
15% SFB teve maior proliferacdo celular em comparacao ao grupo Laser 5%
SFB (p= 0.0088).

Em 72h, no grupo OBMDC-L 5% SFB, as células proliferaram mais que
no grupo Controle 15% SFB (p=0.0286) (Grafico 5.1)
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Gréfico 5.1 - Representacdo grafica das médias da absorbancia no ensaio de MTT no
periodo de 24h e 72h
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Fonte: O autor.
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5.3.1 Impacto do Laser na proliferacdo das SHEDs em 24h e 72h

O gréfico 5.2 ilustra os resultados do grupo Laser em relacdo ao grupo

Controle no periodo de 24h e 72h.

Em 72h, quando o meio de cultura apresentava déficit nutricional com
5% SFB, o laser conseguiu aumentar a proliferacao celular em comparagéo ao
grupo Controle 5% SFB (p= 0.0047, Grafico 5.2). Também no mesmo tempo, o
grupo Laser-15% SFB apresentou maior proliferacéo que o grupo Controle 15%
SFB (p=0.0023)

Gréfico 5.2 — Representacgédo grafica das médias da absorbancia no ensaio de MTT do
grupo Controle e Laser no periodo de 24h e 72h
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5.3.2 Impacto do laser sobre as SHEDs cultivadas em meio condicionado
por OBMDC em 24h e 72h

Em 24h, o grupo OBMDC-L 15% SFB apresentou maior proliferacdo
estatisticamente, que o grupo OBMDC-L 5% SFB (p=0.1390) e o grupo OBMDC
5% SFB (p=0.0342, Gréfico 5.3).

Em 72h, o grupo OBMDC 5% SFB apresentou 42% a mais de
proliferacdo que o OBMDC-15%. (p= 0.0082, Grafico 5.3).

Em 72h, no grupo OBMDC-L 5%SFB, as células proliferaram mais que
no grupo OBMDC 15% SFB (p=0.0480, Gréfico 5.3).

Em 72h, o grupo OBMDC-L 15%SFB obteve maior proliferacdo das
SHEDs em comparacao ao grupo OBMDC 15% SFB (p=0.0023, Gréfico 5.3).

Gréfico 5.3 — Representagéo grafica das médias da absorbancia no ensaio de MTT do grupo
OBMDC e OBMDC-L no periodo de 24h e 72h
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5.4Diferenciacdo osteogénica

A avaliacdo da diferenciacdo osteoblastica foi realizada através da
quantificacdo da mineralizacdo da matriz extracelular produzida pelos osteoblastos
diferenciados in vitro por meio da coloracdo por vermelho de alizarina (Figura 5.3 e
5.4).

ApoOs 21 dias em cultura com o scaffold de OBMDC e em meio clonogénico e
meio mineralizante com acido ascérbico e B glicerofosfato, a matriz produzida pelas
células mostraram positividade para a coloracéo vermelho de alizarina (Figura 5.3).

A andlise quantitativa foi realizada através do espectrofotbmetro, o qual
demonstrou uma maior producdo de matriz mineralizada no grupo laser mineralizante
em comparacao ao grupo controle mineralizante e ao grupo laser clonogénico (Figura
5.3).

Figura 5.3 - Fotografias representativas do ensaio de vermelho de alizarina. [Fotografias das placas de
cultura (A,B,C,D). Grupo controle clonogénico (A), grupo controle mineralizante (B), grupo
laser clonogénico (C) e grupo laser mineralizante (D). Fotomicrografias de fase, avaliagcdo
da deposicdo de matriz mineralizada pela coloracdo de vermelho de alizarina. Grupo
controle clonogénico (E), grupo controle mineralizante (F), grupo laser clonogénico (G) e
grupo laser mineralizante (H). Aumento original de 40x. Representagéo grafica das médias
da absorbancia no ensaio de vermelho de alizarina no periodo de 21 dias (). O grupo Laser
mineralizante apresentou significativamente maior deposi¢cdo de matriz mineralizada que o
grupo controle clonogénico, grupo controle mineralizante, grupo laser clonogénico (p
<0,0001) teste multiplo de comparacgéo de Tukey]
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Figura 5.4 - Fotomicrografias de fase ilustrando a deposi¢cdo de matriz mineralizada pela coloracdo de
vermelho de alizarina. Grupo controle clonogénico (A), grupo laser clonogénico (B)
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Grupo Laser
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Fonte: O autor.
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6 DISCUSSAO

Dessa forma, a proposicao deste estudo foi avaliar o efeito da PBMT na
proliferacdo e diferenciagdo das células tronco de dentes deciduos esfoliados e
cultivadas em um substituto 6sseo de 0sso bovino mineral desproteinizado contendo
colageno suino a 10%. O resultado mostrou que em 72h, o grupo OBMDC-L 5% SFB
foi o grupo que apresentou maior proliferacdo celular. Estudos comprovaram que
diferentes tipos de células sob estresse possuem condi¢cdes mais sensiveis para 0s
efeitos biomoduladores da irradiacdo da PBMT e que o déficit nutricional causado pela
diminuicao da concentracdo do SFB no meio de cultura pode ser eficaz para ocasionar
o0 estresse celular (Tagliani et al., 2010; Souza et al., 2018).

A opcao de utilizar as SHEDs para esse experimento foi baseado na questao
de ser células de origem dentaria, que apdés o esfoliamento natural podem ser
armazenadas e utilizadas. Outra caracteristica importante é que séo células com alta
capacidade de proliferacao e diferenciacdo osteogénica (Shi et al., 2020; Miura et al.,
2003; Annibali et al., 2014).

O parametro utilizado para aplicacédo do laser foi de 660nm, 40mW, 3J/cm? e 2
segundos de exposicao, determinado através de estudos anteriores, nos quais 0s
mesmos modelos experimentais foram submetidos a diferentes doses e comprimentos
de onda (Moreira et al., 2011; Diniz et al., 2015; Garrido et al.,, 2019). Esses
parametros resultaram em alta viabilidade celular, diferenciacéo celular, cicatrizagao
de feridas, formacdo de colageno tipo 1 e 3 e fibronectina nas matrizes
extracelulares.Outros estudos realizados pelo grupo de pesquisadores do laboratorio,
com o objetivo de entender o processo de proliferacdo, adesao e diferenciagéo celular,
avaliou a aplicagdo da PBMT em células tronco, demonstrando resultados positivos
desta terapia na regeneracao tecidual (Eduardo et al., 2008; Moreira et al., 2011; Diniz
et al., 2015; Pedroni et al., 2019; Ferreira et al., 2019; Garrido et al.,2019).

Um dos principais problemas do uso de células tronco € a viabilidade dessas
células apos o transplante, por falta de suprimento sanguineo, estresse nutricional,
ocorrendo morte prematura e atrasando ou prejudicando o processo de regeneracao.
In vitro, a fungéo do soro fetal bovino no meio de cultura é estimular o crescimento
celular e, apesar de sua composicdo ndo ser completamente esclarecida, contém
componentes essenciais para a proliferacdo e manutencdo da cultura, como

horménios, vitaminas, proteinas transportadoras, fatores de crescimento e -
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espraiamento celular (van der Valk et al., 2018). Ja € um consenso cientifico que o
efeito da PBMT se apresenta quando da recuperacéo de células e tecidos expostos a
algum estresse. O modelo experimental in vitro mais aceito para avaliar a acao da
PBMT é o de reducédo da porcentagem de SFB disponivel no meio de cultura (Almeida-
Lopes et al., 2001; Pereira et al., 2002). Nossos resultados de proliferagcdo mostraram
que, para as células estudadas, uma reducao de 15% para 5% de SFB na composicao
do meio de cultivo se faz adequada para reduzir estatisticamente a proliferacéo dessas
células, mas ainda permitir a manutencao da cultura in vitro (grupo Controle 15% SFB
em comparacdo ao grupo Controle 5% SFB; OBMDC 5% SFB; Laser 5% e OBMDC-
L 5% SFB no periodo de 24h). Além disso, vimos que de fato, em 72h o tratamento
com laser nos grupos experimentais em meio de cultura com 5% SFB, houve um
aumento da proliferacéo celular mesmo quando comparado ao grupo controle 15%
SFB (p=0,0033, gréfico 5.2).

Células cultivadas em concentracdo de 5% de SFB apresentaram um efeito
continuo e crescimento exponencial, mas a uma taxa significativamente menor do que
as células cultivadas sob suplementagéo de ideal de 15% SFB (grupo Controle 15%
SFB) (p < 0,05). Assim, a concentracdo de 5% foi escolhida para verificar o efeito da
PBMT na clonogenicidade das SHEDs (Ferreira et al., 2019).

Para avaliar o efeito da PBMT sob as células em cultura, foram analisadas a
PBMT em condi¢cOes diversas de cultura para melhor entendimento uma vez que a
melhora na proliferacdo de células-tronco pode ser importante no futuro uso dessas
células para terapia de regeneracéo tecidual. A hipétese que a PBMT poderia acelerar
a proliferacdo celular das SHEDs semeadas em um scaffold de OBMDC foi constatado
através desse estudo. Os resultados observados indicam que o laser aumentou a
proliferacéo celular quando o meio de cultura apresentava 15% e 5% de SFB, isto €,
tanto em condi¢cdes de normalidade como em condicdo de deficiéncia de soro fetal
bovino, o laser conseguiu aumentar a proliferacao celular. O grupo laser 5% teve uma
proliferacédo celular estatisticamente maior que o grupo controle 5% SFB, no periodo
de 72h, corroborando com o estudo de Ferreira et al. 2019, a qual, as SHEDs do grupo
com déficit nutricional (5% de SFB), associado com a PBMT com densidade de
energia de 5J/cm? apresentou crescimento celular semelhante ao grupo controle
positivo com 15% de SFB no periodo de 72h. E em 72h, o grupo OBMDC-L 5% SFB
foi o grupo que apresentou maior proliferacdo celular, o que condiz com a revisao

sistematica realizada por Marques et al. (2016) que a PBMT eleva significativamente
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0 numero primario de células tronco antes da diferenciacdo, proporcionando uma
quantidade maior de células para engenharia de tecidos e para o processo de
regeneracao.

Ao comparar o tempo de 72h com o de 24h, os grupos que foram irradiados
pelo laser (grupo laser e grupo OBDCM-L) obtiveram melhores resultados de
proliferacdo celular que os dos grupos controle 15% e 5% SFB, o que pode ser
explicado pelo efeito cumulativo da aplicagdo do laser nas células. Irradiacbes
multiplas apresentam melhores resultados de viabilidade e proliferacéo celular, pois
as células que receberam a primeira irradiacdo entram em divisdo celular e as células
filhas que foram submetidas a nova irradiacdo, resultando um maior nimero de células
em comparacao as culturas celulares que receberam apenas uma Unica irradiacéo
(Meneguzzo, et al., 2008). Desta forma, duas aplicacbes da PBMT podem resultar em
crescimento celular a curto prazo, quando comparado com uma unica irradiacédo
(Karu, 1989; Meneguzzo, et al., 2008; Fernandes et al., 2018). Porém, o risco de
multiplas aplicacdes da PBMT é o possivel efeito inibitério causado pela alta dose de
energia. O tempo de aplicagdo é um fator a ser considerado, pois o efeito acumulativo
pode inibir a proliferacdo celular ao invés de estimular (Hawkins; Abrahamse, 2006;
Fernandes et al., 2018). E outro ponto planejado foi o intervalo entre as aplicacées de
48h para que a dose acumulada nado ultrapassasse a faixa bioestimulatéria até a
bioinibitéria (Hawkins, Abrahamse, 2006).

As células tronco necessitam de um ambiente especifico para ancoragem, o
qgual pode ser um biomaterial para as células aderirem e ocorrer o seu crescimento
(Vahabi et al.,, 2012). Desta forma, buscamos um scaffold com caracteristica
tridimensional, biocompativel, osteocondutor, bem estabelecido para reconstrucédo
0ssea e aprovado para uso clinico pela Food and Drug Administration (FDA). E
selecionamos 0 0sso bovino desproteinizado mineralizado com 10% de colageno
suino. Esse scaffold melhorou a taxa de proliferacdo celular quando as células
estavam em estresse nutricional, como o resultado de 72h mostrou que o0 grupo
OBMDC 5%SFB obteve uma proliferacéo estatisticamente maior que o grupo OBMDC
15%(p=0.0082), porém em 24h o grupo OBMDC 15% SFB apresentava uma taxa de
proliferagédo estatisticamente maior que o grupo OBMDC 5% SFB (p= 0.0342).

O potencial osteogénico das SHEDs foi avaliado pela formacgéo de nédulos de
mineralizacdo, através da analise de vermelho de alizarina apos 23 dias. Nesse

experimento, o grupo laser mineralizante mostrou diferenca estatisticamente maior na
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formacdo de matriz mineralizada em comparacdo aos grupos controle e laser
clonogénico (figura 5.3), o que também foi observado apos aplicar a PBMT em células
tronco da polpa dental associadas a um fator de crescimento BMP-4 (Diniz et al., 2017)
e BMP-2 (Ferreira, 2011) e um efeito bioestimulador da producédo e organizacéo das
fiboras de colageno (Rosso et al.,, 2019). O potencial osteogénico pode estar
relacionado a fatores genéticos, local e sistémicos e o laser pode atuar como um fator
indutor das células mesenquimais diferenciarem em osteoblastos (AboElsaad et al.,
2009). No estudo de Wang et al. (2012) observaram a diferenciacéo osteogénica apés
14 dias das SHEDs serem cultivadas em meio mineralizante. E essa diferenciacéo
osteoblastica, in vitro, foi maior nas SHEDs do que nas DPSCs. E em um periodo mais
longo de cultura de 7 semanas, Vahabi et al. (2012) realizaram o ensaio de vermelho
de alizarina em placas de cultura com meio de indugcdo osteogénica e também
observaram estruturas nodulares. Esses resultados diferem do trabalho de Miura et
al. (2003), que sugeriram que SHEDs nao se diferenciaram diretamente em
osteoblastos, mas apenas induzia a formagao de novo 0sso.

Este estudo mostrou resultados de proliferagcdo e diferenciacdo in vitro
interessantes que nos traz interesses em realizar o estudo in vivo para avaliarmos

outros efeitos que no animal podemos esclarecer.



63

7 CONCLUSOES

A PBMT aplicada nas SHEDs semeada em um scaffold de osso bovino
desproteinizado mineralizado com 10% de colageno suino, in vitro e com a densidade
de energia de 3J/cm?aumentou a proliferacéo tanto no meio cultura com 15% de SFB
como em déficit nutricional com 5% de SFB em 72h.

A fotobiomodulacdo contribuiu para a inducdo da diferenciacdo osteogénica
das SHEDs associada ao scaffold de osso bovino desproteinizado mineralizado com
10% de colageno suino, através da maior quantidade de matriz mineralizada,

formando nédulos de mineralizacado no tempo avaliado.
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Apresentacgao do Projeto:

A regeneracdo 6ssea é um processo importante e devido suas limitacdes técnicas, continua sendo um
desafio para odontologia. A engenharia tecidual tem estudado as células tronco para tratamento de perdas
bésseas. A proposta deste estudo é avaliar o uso de células tronco da polpa dental humana (hDPMSC)
associado ao Bio-Oss® Collagen na regeneracdo de defeito critico em calvaria de ratos. A pesquisa envolve
o estudo in vitro, o

qual sera analisado a ades&o e proliferacéo das células-tronco da polpa dental cultivadas no scaffold de Bio-
Oss® Collagen e no Bio-Oss® sem colageno. O estudo in vivo com 36 ratos o qual sera realizado defeito
critico da calvaria de rato e serdo tratados de acordo com os seguintes grupos experimentais Grupo [:
hDPMSC associado ao Bio-Oss® Collagen; Grupo II: Bio-Oss® Collagen e Grupo llI: codgulo (controle
negativo). Apds 4 e 8 semanas da cirurgia, a calota craniana sera dissecada, fixada e submetida as analises
por microtomografia computadorizada (MicroCT), histologica (HE) e imunoistoquimica (cell tracking-BrDU).

Os dados seréo tratados estatisticamente (p0,05).

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Avaliar se a adicdo de células tronco de polpa dentaria ao scaffold (Bio-Oss Collagen)
promovera regeneracdo éssea mais rapida, resultando em osso de melhor qualidade, em defeitos criticos na
calvaria de rato. Avaliar a adesao e proliferacéo, e a diferenciacédo das células tronco de polpa no scaffold
(Bio-Oss Collagen).
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Objetivo Secundario: Avaliar a quantidade, qualidade e volume 6sseo obtido apés regeneragdo déssea com a
associacdo de células tronco de polpa cultivadas em scaffold (Bio-Oss Collagen). Avaliar a resposta
inflamatéria, a osteoconducédo e formacéo éssea junto as particulas do scaffold. Rastrear as células tronco
de polpa de modo a verificar e quantificar sua participacdo no processo de regeneracéo 6ssea de defeitos
criticos na calvaria de rato.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Nao havera risco para o paciente, pois as células ja foram cultivadas e estdo armazenadas para
utilizagdo em outros experimentos. As células a serem utilizadas tem aprovagéo do CEP através do CAEE
40392114.3.0000.0075.

Beneficios: Nao existe beneficio diretos aos pacientes que aceitarem doar seus dentes extraidos, no
entanto, existe uma contribuicdo ao conhecimento e a saude humana, na medida que suas células
permitirdo a pesquisa em regeneracéo tecidual baseados em terapias celulares. Este estudo contribuira
para um melhor entendimento da regeneracéo éssea, e no caso de nossa hipétese ser confirmar, permitira
melhorarmos a técnica de regeneracao éssea utilizada na atualidade. Além disso esta pesquisa tem o
compromisso de investigar o uso de um carreador, associado as células tronco na regeneragao éssea em
ratos, o que podera trazer novas perspectivas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa bem planejada e relevante para a area de estudo.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Folhas de Rosto - OK

Projeto - OK

TCLE - Dispensado

Informacdes basicas- OK

Recomendagodes:

Tendo em vista a legislacdo vigente, devem ser encaminhados ao CEP-FOUSP relatérios parciais anuais
referentes ao andamento da pesquisa e relatério final, utilizando-se da opg¢ao "Enviar Notificacdo" (descrita
no Manual "Submeter Notificagdo", disponivel na Central de Suporte - canto superior direito do site
www.saude.gov.br/plataformabrasil).

Qualquer alteragdo no projeto original deve ser apresentada "emenda" a este CEP, de forma objetiva e com

justificativas para nova apreciacéo.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
N&o ha pendéncias.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

81

SU

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 17/04/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1092455.pdf 13:45:01
Projeto Detalhado / |projeto.docx 17/04/2018 |LUIZ ANTONIO Aceito
Brochura 13:43:47 PUGLIESI ALVES
Investigador DE LIMA
Folha de Rosto folha_de_rosto_Luiz_Antonio_Alves_de_| 16/04/2018 |LUIZ ANTONIO Aceito

Lima.pdf 22:21:21 PUGLIESI ALVES
DE LIMA

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 04 de Maio de 2018

Assinado por:
Maria Gabriela Haye Biazevic

(Coordenador)
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