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RESUMO

Limitacdes substanciais presentes no emprego do enxerto 6sseo autélogo apontam
para a necessidade do estabelecimento de alternativas concretas no contexto das
cirurgias reconstrutivas 0sseas. A bioceramica de fosfato de célcio bifasico (BCP),
em suas diversas proporgdes de hidroxiapatita (HA) e B-tricalcio fosfato (B-TCP),
vem sendo lancada como uma possibilidade peremptoéria para esta demanda. Nesse
ambito, o presente estudo teve como propdsito investigar a resposta osteogénica in
vitro de células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED) em
associagao a granulos de BCP com diferentes propor¢cées de HA e B-TCP. Para
isso, as SHED foram cultivadas por 1, 7, 14 e 21 dias em oito agrupamentos
distintos, de acordo com as propor¢des de HA/B-TCP dos granulos de BCP e com os
meios de cultura empregados: MC80-20 (SHED + HA/B-TCP 80/20 em meio
convencional - MC); MC60-40 (SHED + HA/B-TCP 60/40 em MC); MC20-80 (SHED
+ HA/B-TCP 20/80 em MC); MO80-20 (SHED + HA/B-TCP 80/20 em meio
osteogénico - MO); MO60-40 (SHED + HA/B-TCP 60/40 em MO); MO20-80 (SHED +
HA/B-TCP 20/80 em MO); C- (SHED em MC) e C+ (SHED em MO). A viabilidade e
proliferacdo das SHED foram avaliadas por meio do ensaio MTT. A andlise
guantitativa e qualitativa da deposicdo de ions célcio na matriz mineralizada das
SHED foi conduzida empregando o ensaio colorimétrico com vermelho de alizarina.
Ja a expressdo génica para os marcadores de diferenciacdo osteogénica, OCN e
RUNX2, foi avaliada pela RT-PCR em tempo real. A viabilidade e proliferacdo das
SHED néo foram afetadas pela presenca dos granulos, exceto no dia 1, cujos
resultados foram menores em relacdo aos demais periodos. Nenhuma das
propor¢cdes de HA/B-TCP dos granulos exerceu influéncia superior no processo de
deposicdo mineral, em relacdo as demais empregadas. Além disso, 0 meio
osteogénico, por si so, demonstrou induzir mineralizacdo semelhante aquela gerada
em associacdo aos granulos, a partir do 14° dia. JA para os marcadores de
diferenciacdo osteogénica, foi possivel perceber que alguns grupos contendo
granulos expressaram OCN, tardiamente, no 212 dia, sem diferenca estatistica entre
aqueles que o fizeram (p>0,05). Em contrapartida, a expressao para RUNX2 se
iniciou precocemente no 1° dia, em todos os grupos, sem diferenca estatistica entre

eles (p>0,05), seguida de decaimento nos dias 7 e 14 e posterior aumento no 21°



dia, em alguns grupos. Além disso, no 21° dia, o grupo C+ demonstrou maior
expressdo de RUNX2 que os demais grupos. Diante desses dados e considerando
as limitacbes do estudo, concluimos que as BCPs foram capazes de estimular a
diferenciacdo osteogénica nas SHED, sem diferenca entre as trés proporcdes

empregadas.

Palavras-chave: Regeneracdo 0ssea; engenharia tecidual; células-tronco.



ABSTRACT

Substantial limitations present in the use of autologous bone graft point to the need
to establish concrete alternatives in the context of bone reconstructive surgery. The
bioceramic of biphasic calcium phosphate (BCP), in its various proportions of
hydroxyapatite (HA) and B-tricalcium phosphate (B-TCP), has been launched as a
peremptory possibility for this demand. In this context, the present study aimed to
investigate the in vitro osteogenic response of stem cells from human exfoliated
deciduous teeth (SHED) in association with BCP granules with different proportions
of HA and B-TCP. SHED were cultured for 1, 7, 14 and 21 days and divided into eight
groups according to the HA/B-TCP proportions of the BCP granules and the culture
media employed: MC80-20 (SHED + HA/B-TCP 80/20 in conventional medium - CM);
MC60-40 (SHED + HA/B-TCP 60/40 in CM); MC20-80 (SHED + HA/B-TCP 20/80 in
CM); MO80-20 (SHED + HA/B-TCP 80/20 in osteogenic medium - OM); MO60-40
(SHED + HA/B-TCP 60/40 in OM); MO20-80 (SHED + HA/B-TCP 20/80 in OM); C-
(SHED in CM) and C+ (SHED in OM). The viability and proliferation of SHED were
assessed using MTT assay. The quantitative and qualitative analysis of the
deposition of calcium ions in the mineralized matrix of SHED was carried out using
the colorimetric assay with alizarin red.Gene expression for osteogenic differentiation
markers, OCN and RUNX2, was evaluated by real time RT-PCR. The viability and
proliferation of SHED were not affected by the presence of the granules, except on
day 1, whose results were lower than in the other periods. None of the proportions of
HA/B-TCP of the granules had a greater influence on the mineral deposition process,
when compared to the other employed ones. In addition, the osteogenic medium, by
itself, induced mineralization similar to that generated in association with granules
after the 14th day. As for the osteogenic differentiation markers, some groups
containing granules expressed OCN lately, on the 21st day, with no statistical
difference between those who did (p> 0.05). In contrast, the expression for RUNX2
started early on the first day, in all groups, with no statistical difference between them
(p>0.05), followed by a decrease on days 7 and 14 and a subsequent increase on
the 21st day, in some groups. In addition, on the 21st day, the C+ group showed
greater expression of RUNX2 than the other groups. Taken together and considering

the limitations of the study, we concluded that BCPs were able to stimulate



osteogenic differentiation in SHED, with no difference between the three proportions
used.

Keywords: Bone reconstruction; tissue engineering; stem cell.
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1 INTRODUCAO

Em diversas &areas da Odontologia, com destaque para a cirurgia oral e
maxilofacial, € comum a ocorréncia de defeitos ésseos provenientes de acidentes
traumaticos, neoplasias, doencas patologicas, bem como de quadros congénitos.
Proporcionar o reparo de forma eficiente para essas situacdes torna-se cada vez
mais um desafio para o profissional (KOUHESTANI et al., 2018). A busca incessante
por materiais que tragam resultados efetivos de reparo 6sseo com tempos menores
de recuperacdo e com menor morbidade para o paciente vem estimulando cada vez

mais a pesquisa no campo dos biomateriais.

Atualmente, o enxerto autdégeno e o aloenxerto sdo as escolhas preferenciais
no tratamento de reparacdo 6ssea (EBRAHIMI et al.,, 2017; KOUHESTANI et al.,
2018). No entanto, o uso dessas formas de terapia tem algumas limitacdes
substanciais, como trauma secundario com a criacdo de um novo sitio cirrgico no
caso do enxerto autdgeno, quantidade limitada de material a ser enxertado, bem
como possibilidade de rejeicdo para o aloenxerto, além de altas taxas de reabsorcao
antes da neoformacao 6ssea (BOULER et al., 2017). Visando suprir as deficiéncias
encontradas no uso de terapias convencionais de substituicdo 6ssea e como
alternativas viaveis, as ceramicas de fosfato de calcio vém sendo amplamente
utilizadas devido a sua alta similaridade com os componentes minerais da matriz
0ssea, relativa facilidade de processamento e boa ligacao celular (LOBO; ARINZEH,
2010).

As ceramicas de fosfato de calcio bifasico (BCP) sdo definidas como duas
fases individuais de fosfato de célcio, geralmente sendo uma fase mais estavel
(hidroxiapatita) e outra mais solavel (beta-tricalcio fosfato), diferenciando-se
primariamente pela diferenca em suas propor¢cdes (EBRAHIMI et al.,, 2017). A
combinacdo de hidroxiapatita (HA) e beta-tricalcio fosfato (B-TCP) proporciona
funcbes e propriedades marcantes as ceramicas, pois unem suas diferentes
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, conferindo vantagens sobre os demais
biomateriais. O B-TCP apresenta a fase mais soluvel das BCP sendo, portanto,
reabsorvido mais rapidamente que a HA. Contudo, tem como caracteristicas
significativas seu poder osteoindutivo, boa biocompatibilidade e alta porosidade
(LOBO et al., 2015). J& a HA apresenta osteoindutividade semelhante ao B-TCP,
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mas tem capacidade de osteoconducéo superior (LOBO et al., 2015; EBRAHIMI et
al., 2017).

As estruturas das BCP com proporcdes variaveis de HA e B-TCP podem
apresentar diferentes topografias superficiais, tamanhos de poros e porosidades e,
além disso, podem estar em diversas formas, tais como granulos ou particulas,
blocos, cimentos e implantes. Também podem estar na forma de compdsitos com ou
sem polimeros, com a finalidade de atender as demandas clinicas (LOBO et al.,
2015).

Como constituinte relevante das BCP, a HA exerce notavel funcdo a medida
gue se mostra como principal componente do osso natural, e sua formulacao
sintética € muito semelhante a fase mineral dssea, apresentando boa resisténcia a
compressado, porém lenta degradacdo (de 1 a 2% ao ano) (EBRAHIMI et al., 2017,
MOORE et al.,, 1987). Contrariamente a HA, o B-TCP apresenta uma taxa de
degradacdo mais rapida e isso implica diretamente na formacdo de novo 0sso, que
nem sempre é proporcional a esta precoce degradacdo (ELLINGER et al., 1986;
EBRAHIMI et al., 2017).

As BCPs estao cada vez mais sendo estudadas com o intuito de estabelecer
parametros ideais de dissolucdo dos ions calcio e fosfato no processo de
regeneracao 6ssea (DACULSI et al., 1990). Sabe-se que a dissolucdo de superficie
das bioceramicas gera uma supersaturacdo dos ions célcio e fosfato, causando sua
reprecipitacdo e formacdo de uma camada biol6gica de apatita. Desse modo, a
bioceramica pode ligar-se a matriz dssea, influenciando diretamente o seu potencial
de osteoinducao (LOBO; ARINZEH, 2010).

Embora a BCP seja um biomaterial com excelentes propriedades e,
consequentemente uma alternativa viavel para a reconstrucdo 0Ossea, Seu USO
isolado ainda apresenta limitac6es, como as demonstradas por Garrido et al. (2011),
cujo estudo clinico acusou a necessidade de mais de um procedimento cirdrgico e
tempo de cicatrizagdo prolongado quando bioceramicas foram empregadas para a
enxertia de defeitos 6sseos segmentares maiores que 3 cm em 0Ss0s longos
(GARRIDO et al.,, 2011). Dessa forma, buscam-se estratégias terapéuticas
substitutivas com o intuito de superar os desafios em que o emprego das
bioceramicas, de forma isolada, mostra-se limitado. Nesse contexto, a medicina

regenerativa surge como uma aliada. Sabe-se que as células-tronco sao requisitos
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essenciais para a pratica da medicina regenerativa e sua aplicacdo representa um
instrumento de grande potencial para a solucdo de probleméticas encontradas no

cotidiano clinico.

As células-tronco podem ser derivadas de varios 6rgaos e tecidos e esse
estudo preconizou a adocdo das células-tronco da polpa de dentes deciduos
esfoliados humanos (SHED) para investigar o seu potencial osteogénico frente as
BCPs. Nakajima e colaboradores (2018) investigaram a capacidade de regeneracéo
O0ssea de defeitos em calvaria de camundongos quando em contato com SHED e
comparou a resposta dessas células com outras linhagens celulares (células-tronco
da polpa dental humana e células-tronco mesenquimais da medula 6ssea). Foi
concluido nesse estudo que o grau de osteogénese contemplado pelas SHED, em
relacdo as demais linhagens celulares, ndo apresentou diferenca significativa,
demonstrando que elas representam excelentes candidatas como fonte celular para
a reconstrucado 0ssea, em funcdo da sua facil obtencdo com pouca ou nenhuma
invasdo cirdrgica (NAKAJIMA et al., 2018). Pesquisas como a do estudo citado,
apontam para uma boa resposta osteogénica das SHED, e em virtude dessa
possibilidade aliada a escassez de trabalhos associando as BCP com células-tronco,
mais especificamente com SHED, o presente estudo mostra-se pertinente a medida

que busca investigar alternativas viaveis para o processo de reconstrucdo 0ssea.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Todos os anos, milhares de pacientes sdo submetidos a exodontia. A perda
de um dente natural traz como consequéncia a diminui¢do tridimensional (altura x
largura x espessura) do osso alveolar. Tal processo ocorre de forma pronunciada
nos primeiros seis meses pés-extracdo, o que gera um impacto relevante quando se
trata do planejamento protético posterior ou até mesmo em virtude da estética
envolvida (MACEDO et al., 2018). Vale lembrar que as exodontias ndo sédo as unicas
responsaveis pelas perdas 0sseas intraorais. Outros fatores como as resseccoes
O0sseas extensas (neoplasias e traumas), anomalias congénitas e perdas 6sseas
associadas a periodontite também demandam procedimentos de regeneracao
(MOTAMEDIAN et al., 2016; KOUHESTANI et al., 2018; LEE et al., 2019).

Numa tentativa de corrigir a deficiéncia, bem como acelerar o processo de
neoformacdo 0ssea, varios substitutos 6sseos vém sendo estudados ao longo dos
anos e muitas sao as propostas para tornar essa dindmica 6ssea mais efetiva. Sabe-
se que O 0sso autdlogo é o “padréo ouro” de enxertia utilizado em processos
reconstrutivos 0sseos devido a sua osteogenicidade, osteocondutividade e
propriedades osteoindutoras. Nesse caso, tém-se a crista iliaca, as costelas, a
calota craniana e 0 processo coronoide como areas doadoras extraorais mais
comumente utilizadas pelos cirurgides (REICHERT et al.,, 2012; ROOHANI-
ESFAHANI et al., 2016). Contudo, esta modalidade de tratamento apresenta
limitagcbes substanciais que, muitas vezes, inviabilizam a sua escolha, tais como a
disponibilidade de osso na &area doadora, a morbidade do procedimento em si,
principalmente da area doadora, o risco de infec¢éo, a incompatibilidade geométrica
entre 0 0sso obtido e o leito receptor onde se encontra o defeito, bem como a
necessidade de hospitalizacao (fator psicolégico e custos) (DIMITRIOU et al., 2011,
REICHERT et al., 2012). Nesse sentido, ao longo da histéria, foram lancadas
alternativas como substituicdo ao o0sso autégeno e entre elas destacam-se 0s
enxertos homogenos (homadlogo, aloenxerto), xendégenos (heterdgeno) e sintéticos

(aloplasticos), os quais também né&o estéo isentos de limitagdes.

Para que um substituto 6sseo se torne ideal, o profissional envolvido na sua
escolha deve ter o conhecimento das propriedades especificas de cada biomaterial,

bem como da situacéo clinica associada. Os enxertos 6sseos diferem em relacao as
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suas propriedades de ostecondugdo, osteoinducédo, osteogénese e suporte
estrutural (FILLINGHAM; JACOBS, 2016). A osteoconducéo refere-se a capacidade
do material enxertado de propiciar um arcabouco, cujo suporte ird hospedar de
maneira passiva as células necessarias ao processo de neoformacdo Ossea, ndo
sendo capaz de induzir a formagdo Ossea. Todos 0s materiais de enxerto 6sseo
exercem, em algum grau, a funcdo de osteoconducdo (KHAN et al., 2005;
FILLINGHAM; JACOBS, 2016). A osteoinducdo é a propriedade relacionada ao
processo de recrutamento, proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco
mesenquimais em condroblastos e osteoblastos (FILLINGHAM; JACOBS, 2016). Por
fim, a osteogénese refere-se a capacidade de neoformacédo 6ssea a partir de células
osteoprogenitoras presentes no material a ser enxertado. Logo, para um material ser
considerado osteogénico ele deve apresentar células-tronco mesenquimais viaveis,
osteoblastos e ostedcitos, contendo assim, além de todos os elementos celulares,
fatores de crescimento e arcabouco necessarios a constru¢cao de novo osso (KHAN
et al., 2005; FILLINGHAM; JACOBS, 2016).

Com o advento da Implantodontia, surge uma urgéncia em prover alternativas
ao processo de neoformacdo Ossea de forma eficiente. Pesquisas recentes foram
responsaveis por desenvolver biomateriais sintéticos para o tratamento dos diversos
defeitos 0sseos existentes (ROOHANI-ESFAHANI et al., 2016; EBRAHIMI et al.,
2017). Atualmente o estudo no campo das bioceramicas tem progredido muito e
busca-se, cada vez mais, aprimorar as propriedades fisico-quimicas, mecéanicas e
bioldgicas desses biomateriais (ROOHANI-ESFAHANI et al., 2016).

As bioceramicas presentes hoje no mercado podem ser a base de carbonato
de calcio (CaCOs), sulfato de célcio (CaSOa), fosfatos de célcio (CaP) ou vidros
bioativos (GARRIDO et al., 2011), diferindo entre si pelas suas propriedades fisico-
quimicas, bem como pelas suas composicdes (GARCIA-GARETA et al., 2015;
YUNUS BASHA et al., 2015). Sabe-se que a por¢cédo mineral do 0sso € constituida,
basicamente por apatita CaP n&o estequiométrica e polissubstituida e, em virtude
disso, os materiais a base de CaP tornaram-se os preferidos para o processo de
enxertia 0ssea, uma vez que exercem papel fundamental na remodelacdo do 0sso
(BOULER et al., 2017). As ceramicas de fosfato de calcio podem ser divididas em
trés grupos de acordo com a sua composi¢ao: beta tricalcio fosfato (B-TCP,
Cas(PO4)2), hidroxiapatita (HA, Caio(PO4)s(OH)2) e fosfato de calcio bifasico (BCP),
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consistindo, essa ultima, em uma mistura de propor¢des variadas entre B-TCP e HA
(GARRIDO et al., 2011).

A primeira aplicacdo de BCP foi realizada em 1975 por Nery e colaboradores,
0s quais relataram ter usado um fosfato tricalcico, mas que, posteriormente, foi
confirmado, por difragcdo de raios-X, se tratar de uma mistura de 80% B-TCP e 20%
de HA (NERY et al.,, 1975; LEGEROS, 1988). Posteriormente, essa mistura foi
denominada de BCP (NERY et al.,, 1992; GARRIDO et al.,, 2011). As propor¢oes
ideais de B-TCP e HA nas BCP para gerar uma neoformacdo Ossea efetiva vém
sendo cada vez mais estudadas. Daculsi et al. foram o0s pioneiros na investigacéo
das propriedades da BCP, concentrando seus estudos no desenvolvimento e
aplicacoes desses biomateriais (DACULSI et al., 1990; DACULSI et al., 2003).

O interesse nas bioceramicas de BCP e sua aplicagao tao efetiva no campo
da regeneracdo Ossea justificam-se, ndo sO pela sua similaridade com a porcao
mineral do tecido 6sseo, mas também pelas caracteristicas complementares em
relacdo a sua acéo e biodegradacdo. Sabe-se que, embora 0s materiais de enxerto
sejam utilizados para favorecer a formacgéo de novo tecido 6sseo, sua presenca na
loja cirdrgica apos o procedimento pode interferir no curso normal da sequéncia de
reparacdo (DE COSTER et al., 2011; MACEDO et al., 2014). Sendo assim a HA, que
apresenta alta similaridade com a porgédo mineral do osso e melhores propriedades
mecanicas, demonstra uma pobre taxa de biodegradacdo (menos soluvel) e isso
poderia comprometer, em certo grau, 0 processo cicatricial. No entanto, a menor
solubilidade da HA é contornada com a sua combinagao com o B-TCP, uma vez que
esse é mais biodegradavel, sendo reabsorvido mais rapidamente e deixando,
portanto, lacunas viaveis a invasdo de osteoblastos e consequente formacdo 6ssea
(FRIEDMANN et al., 2009; MACEDO et al., 2014; EBRAHIMI et al., 2017). Dessa
forma, por meio da combinag¢do de uma propor¢cédo balanceada entre uma fase mais
estavel (HA) e uma mais soluvel (3-TCP), busca-se aperfeicoar as BCP de modo a
obter um material com uma taxa de dissolugéo controlada e propriedades mecénicas
favoraveis (GARRIDO et al., 2011).

Outra caracteristica interessante das ceramicas de BCP é que algumas foram
classificadas como osteoindutoras, uma vez que podem ser capazes de modificar a
expressdo génica de células osteogénicas sem a adicdo de moléculas bioativas,

como a proteina 0ssea morfogenética (BMP). Alguns estudos recentes elucidaram
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0S possiveis mecanismos moleculares para descrever essa propriedade intrinseca
de osteoinducdo das BCP, atribuindo tal capacidade a composicdo quimica e
caracteristicas fisicas do material, tais como topografia da superficie, tamanho e
forma dos poros (RIPAMONTI, 1996; LEGEROS, 2008; CHENG ;GENEVER, 2010;
YUAN et al., 2010). Essas caracteristicas fisico-quimicas da BCP, dependendo de
como sdo manipuladas, podem se relacionar diretamente com as atividades
biolégicas de interesse. Entre as propriedades mencionadas, destacam-se a

solubilidade, estrutura (macro/microestrutura e interconectividade) e granulometria.

A solubilidade, como descrita anteriormente, esta diretamente relacionada a
razao B-TCP/HA, sendo que quanto maior a proporcdo de -TCP na bioceramica,
maior sera a extensdo de dissolucdo. E importante ter controle sobre a taxa de
biodegradacéo (dissolucédo e reabsorcéo) da BCP, pois a medida que ocorre este
processo, ions Ca e P séo precipitados no local estimulando as células progenitoras
O0sseas a formarem novo 0sso. Neste sentido conhecer a propor¢do ideal entre [3-
TCP e HA na constituicdo das BCP é de suma importancia para determinar, nao
somente a taxa de reabsorcdo das bioceramicas, mas também para ter controle
sobre a proporcdo de ions Ca e P liberados, a fim de modular a atividade
osteoblastica (BOULER et al., 2017).

A estrutura é responsavel pelo contato direto com os fluidos biolégicos e, a
medida que esta interacdo ocorre, o comportamento das células osteoblasticas vai
sendo influenciado. Macroporos (diametro > 100 ym) e microporos (diametro <10
Mm) podem ser criados por tratamento térmico das BCP ou por meio de formadores
de poros (LOBO; ARINZEH, 2010). A microporosidade exerce influéncia na fixagao
de proteinas e inibicao da atividade osteoblastica. Ao passo que a macroporosidade
e a interconectividade fornecem um ambiente para a invasdo celular, propiciando
meios favoraveis para diferenciacdo e crescimento de células progenitoras 6sseas
que culminara na formacao de novo osso (BOULER et al., 2017; RH OWEN et al.,
2018). Além disso, a porosidade do material exerce influéncia significativa no
processo de neovascularizacao e diferentes niveis dessa porosidade sao requeridos
para que o arcaboucgo oferecido possa mimetizar a configuracdo hierarquica de
poros presente no tecido 6sseo natural (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).

Por fim, a granulometria consiste em espacos intergranulares no biomaterial

que favorecem o processo de angiogénese, ddo suporte para a colonizacado de
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osteoblastos e propiciam a reabsorcdo do biomaterial, evidenciando assim, sua
propriedade osteocondutora (GAUTHIER et al., 1999; ANNAZ et al., 2004; BOULER
et al., 2017).

As bioceramicas de fosfato de calcio tém se mostrado muito efetivas nos
processos de enxertia 6ssea, em virtude de suas propriedades osteocondutora e
osteoindutora. Contudo, ainda ndo foi possivel detectar qualquer tipo de atividade
osteogénica nesses biomateriais. Para aperfeicoar a resposta cicatricial, tém-se

utilizado esses biomateriais em pesquisas na area de engenharia de tecidos.

Nas Ultimas décadas, a engenharia de tecidos vem se tornando uma
importante ferramenta no processo de regeneracdo e cicatrizacdo de tecidos e
orgdos. A engenharia tecidual € uma area ampla e especializada da ciéncia e da
bioengenharia que reine em seu escopo 0s principios de biologia celular, biologia
molecular, fisiologia e desenvolvimento de tecidos usando biomateriais, com intuito
de confeccionar, reparar e substituir tecidos e 6rgdos danificados. O sucesso da
engenharia de tecidos esta relacionado, em parte, a presenca de uma matriz
extracelular tridimensional apropriada (arcaboucgo) que contém sinais regulatérios
para instruir as células progenitoras na diferenciacdo adequada do tecido, as quais

serdo implantadas no tecido alvo defeituoso (MILLAN et al., 2018).

Estudos recentes buscaram avaliar a resposta de diferentes linhagens de
células-tronco frente a substitutos 6sseos (LOBO et al., 2015; MOTAMEDIAN et al.,
2016). Entretanto, a resposta do comportamento de BCP em diferentes proporgdes
de HA/B-TCP associadas as células-tronco ainda € pouco esclarecida na literatura.
As células-tronco utilizadas na engenharia tecidual podem ser derivadas de
diferentes tecidos. Estas células sdo definidas como unidades celulares néo
diferenciadas com uma alta capacidade de autorrenovagdo e grande potencial de
diferenciacdo em diversos tipos de células. Dependendo de sua fonte de origem, as
células-tronco podem ser classificadas em embrionarias ou adultas, sendo que,
guando obtida em adultos sdo denominadas células-tronco mesenquimais, devido a
sua capacidade de se diferenciarem em linhagens mesenquimais, como
osteogénica, condrogénica, adipogénica e miogénica (BRUDER et al.,, 1994,
PITTENGER et al., 1999; MILLAN et al., 2018). Contudo, essas mesmas células-
tronco mesenquimais podem também dar origem, in vivo, as células de linhagem

nao mesenquimal como as do tecido nervoso (DEVINE, 2002).
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A fonte mais comum de obtencdo das células-tronco mesenquimais € a
medula o6ssea. No entanto, diversos estudos tém demonstrado sucesso no
isolamento dessas células a partir de diferentes tecidos (ZUK et al., 2002). Aquelas
originadas da medula 6ssea, tecido adiposo, pele e corddo umbilical, foram muito
estudadas em termos de proliferacéo celular e potencial para regeneragéo tecidual.
Além disso, outra fonte importante de células-tronco sdo as derivadas da polpa
dentaria, que tém mostrado grande aplicacdo na medicina regenerativa devido as
suas caracteristicas bioldgicas e maior acessibilidade (WONGSUPA et al., 2017). In
vitro, essas células podem ser expandidas, mantendo viaveis suas propriedades por
até varias passagens (LANGE et al., 2007; MILLAN et al., 2018).

As células-tronco da polpa dental humana foram isoladas pela primeira vez
em 2000 (GRONTHOS et al., 2000). Trés anos mais tarde, as células-tronco da
polpa de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED) foram estudadas (MIURA et
al.,, 2003). As SHED sado uma fonte celular acessivel e promissora para a
regeneracao de tecidos, uma vez que elas tém um alto potencial para proliferacéo e
diferenciacdo osteogénica (LEE et al., 2019). Quando comparadas com as células-
tronco da polpa dentaria de dentes permanentes, as SHED mostram maior taxa de
proliferacdo (NAKAMURA et al., 2009) e maior numero de divisdes celulares, o que
gera maior facilidade de expanséo in vitro, assim como maior formacao de col6nias,
capacidade osteoindutiva in vivo e formacdo de diferentes tecidos do complexo
dentino-pulpar (MIURA et al., 2003; GINANI et al., 2018). Outra caracteristica que
elege as SHED como excelentes candidatas ao processo de regeneracao tecidual é
o fato de seu isolamento se dar de forma simples e conveniente, causando pouco ou
nenhum trauma, uma vez que toda crianca perde dentes deciduos, sendo uma
oportunidade perfeita de recuperar e armazenar células-tronco para aplicacdes
futuras (ARORA et al., 2009; GINANI et al., 2018).

Lobo et al. (2015) investigaram a resposta de células-tronco de diferentes
linhagens a bioceramica de fosfato de calcio bifasico na forma de granulos e blocos.
Os granulos utilizados neste estudo apresentavam diferentes porosidades e o0s
blocos possuiam diametros de 2 mm e 5 mm. Além disso, as formas de BCPs
empregadas continham 65% de HA e 35% de B-TCP. A partir de suas analises, 0s
autores concluiram que o comportamento das células foi influenciado de forma
distinta, de acordo com a sua origem, pela presenca de BCP, sendo que a

composicdo quimica e caracteristicas fisicas exerceram papel fundamental no tipo
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de resposta verificado — granulos menores propiciaram a maior proliferacao celular,
enquanto granulos maiores favoreceram diferenciacdo. Verificaram também que
agueles materiais que apresentavam superficies mais rugosas e com maior numero
de micro e macroporosidades permitiram maior viabilidade celular, proliferagéo e
diferenciacdo, em contraste com os de superficies mais lisas e com menor
porosidade (LOBO et al., 2015). Outro estudo, nesse segmento, foi desenvolvido por
AbdulQader et al. (2015), que investigaram a interacdo das BCP em trés proporc¢oes
diferentes de HA/B-TCP com as células-tronco da polpa de dentes permanentes e
concluiram que o material que continha 20% de HA e 80% de B-TCP interferiu
negativamente na viabilidade celular devido ao pH mais alcalino. Todavia, essa
mesma propor¢cao de HA/B-TCP também foi responsavel pela maior expressao
génica de marcadores osteogénicos, apontando para uma melhor diferenciacao
osteoblastica (ABDULQADER et al., 2015).

Diante do exposto ao longo desse manuscrito e considerando a pouquidade
de estudos na literatura abordando esse tema, torna-se imprescindivel realizar
pesquisas como esta, a fim de determinar proporcdes e caracteristicas adequadas
das BCPs em suas diversas apresentacdes fisicas, com o intuito de promover uma
regeneracao Ossea de forma eficaz e com qualidade de osso compativel com a
necessidade de suporte e funcionalidade organica.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a resposta osteogénica de
células-tronco de dentes deciduos humanos esfoliados (SHED) quando em contato,
por diferentes periodos, com granulos de ceramica de fosfato de calcio bifasico em
diferentes propor¢des de B-TCP e HA e em dois meios de cultura distintos (Meio

Essencial Minimo Modificado Alfa - MEMa e Meio Osteogénico).
Os objetivos especificos deste projeto foram:

a) avaliar a viabilidade e proliferacdo celular das SHED em meio de cultura
convencional MEMa e meio osteogénico contendo os granulos de BCP,
por meio do método MTT,;

b) determinar quantitativamente e qualitativamente a deposicdo de ions
calcio na formacdo de matriz mineralizada nas SHED, em diferentes
proporgcbées de B-TCP e HA, por meio do ensaio colorimétrico com
vermelho de alizarina;

c) analisar a diferenciacdo celular das SHED em osteoblastos nas condi¢cdes
estabelecidas, por meio da técnica de RT-PCR.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CULTIVO CELULAR

Células-tronco de dentes deciduos esfoliados humanos (SHED), fornecidas
pela Prof? Dr2 Thais Marchini Oliveira Valarelli (Faculdade de Odontologia de Bauru,
Universidade de S&o Paulo, SP, Brasil) apos aprovacédo pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da instituicdo (protocolo niumero CAAE: 88330218.6.0000.5417) e
apos a devida caracterizacdo, foram mantidas em meio de cultura MEMa (Gibco,
Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), suplementado com soro fetal bovino 10% (SFB)
(Fetal Bovine Serum, Certified, Heat-Inactivated, Gibco, Invitrogen) e solucdo de
penicilina e estreptomicina 1% (Penicillin-Streptomycin, Gibco, Invitrogen). As células
foram mantidas em incubadora a 37°C e 5% de COg2, sendo o meio de cultura
trocado a cada dois dias. Para todos os experimentos, as SHED foram utilizadas

entre a 82 e 102 passagem.

4.2 DETERMINACAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram empregados granulos de fosfato de calcio bifasico poroso de 10 a 20
mesh compostos por diferentes proporcoes de HA e B-TCP - Osteosynt® (EINCO
Biomaterial Ltda, Belo Horizonte, MG, Brasil). Os grupos foram determinados de
acordo com as diferentes propor¢cbes de HA e B-TCP e os diferentes meios de
cultura, MEMa ou meio osteogénico (Osteogenic Differentiation Medium, Lonza

Group Ltd., Basel, SWZ), conforme se segue:

a) MC80-20: SHED cultivadas em granulos compostos por 80% de HA e 20% de
B-TCP em meio convencional (MEMa);

b) MC60-40: SHED cultivadas em granulos compostos por 60% de HA e 40% de
B-TCP em meio convencional (MEMa);

c) MC20-80: SHED cultivadas em granulos compostos por 20% de HA e 80% de

B-TCP em meio convencional (MEMa);
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d) MO80-20: SHED cultivadas em granulos compostos por 80% de HA e 20% de
B-TCP em meio osteogénico;

e) MO60-40: SHED cultivadas em granulos compostos por 60% de HA e 40% de
B-TCP em meio osteogénico;

f) MO20-80: SHED cultivadas em granulos compostos por 20% de HA e 80% de
B-TCP em meio osteogénico;

g) C-: SHED cultivadas somente em meio convencional (MEMa);

h) C+: SHED cultivadas somente em meio osteogénico.

4.3 PLAQUEAMENTO DE SHED EM GRANULOS DE HA E B-TCP

Para o plagueamento, foram distribuidos 10 mg de granulos do biomaterial
por poco de uma placa de 24 pocos e 500 pyL de uma suspensao de MEMa contendo
2,5 x 10* SHED. Apés o plaqueamento, as células foram incubadas a 37°C e 5% de
CO2 durante a noite para se aderirem aos granulos e/ou ao fundo dos pog¢os. Depois
deste periodo, as células foram cultivadas em meio de cultura convencional ou em
meio de cultura osteogénico durante 1, 7, 14 e 21 dias, sendo trocados a cada dois

dias. Os grupos foram plagueados em triplicata.

4.4 ENSAIO DE VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR — MTT

A Vviabilidade e proliferacdo das células foram avaliadas pelo ensaio
colorimétrico MTT, que se baseia na capacidade de enzimas desidrogenases,
presentes em células viaveis, em converter o sal de brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-il]-2,5-difeniltetrazélio, que é soluvel em agua, em cristais de formazan, produto
insolivel em agua. O numero de células viaveis € diretamente proporcional a

quantidade de cristais de formazan produzido.

Ao término de cada periodo de incubacdo, o meio de cultura foi removido e
substituido por 210 uL/pogo de novo meio. Em seguida, foram acrescentados 170
ML/poco de solugédo de MTT (5 mg/mL) e a placa incubada a 37°C e 5% de CO:

durante 4 horas. Os cristais de formazan foram solubilizados por meio da adicao de
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210 pL/pogo de uma solugao de sulfato de sédio dodecil (SDS) 10% em agua — 10%
HCI, seguido de incubagéo a 37°C e 5% de CO:2 durante 18 horas. Um total de 100
ML do conteudo dos pocgos foi transferido para uma placa de 96 pocos, e a
absorbancia foi medida em espectrofotometro (Anthos Zenyth 200 RT, Biochrom

LTD, Cambridge, Reino Unido) com comprimento de onda de 595 nm.

4.5 ENSAIO DA CAPACIDADE DE MINERALIZACAO CELULAR — VERMELHO
DE ALIZARINA

A avaliacdo qualitativa e quantitativa da deposicédo de calcio na formacao de
matriz mineralizada foi detectada pelo ensaio colorimétrico com vermelho de
alizarina. Neste ensaio, os poc¢os foram lavados com solugéo salina tamponada com
fosfato (PBS) e as células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 15 minutos em
temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com agua destilada
duas vezes, incubadas com solucdo de alizarina 1% (peso/volume) (pH 4,1 a 4,5)
em agua destilada por 20 minutos em temperatura ambiente e novamente lavadas
trés vezes com agua destilada. As células coradas foram entdo avaliadas com

microscopio invertido e fotografadas.

Apbs o registro fotografico, procedeu-se a analise quantitativa, adicionando-
se 280 uL de &cido acético a 10% por poco, sob agitacdo por 30 minutos. Aliquotas
de 100 uL do conteudo dos pogos foram transferidas para uma placa de 96 pocos, e
a absorbancia foi avaliada, por meio do espectrofotdmetro (Anthos Zenyth 200 RT,
Biochrom LTD, Cambridge, Reino Unido) adotando o comprimento de onda de 405

nm.

4.6 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA - RT-PCR

Para avaliar o potencial de diferenciagdo das SHED em osteoblastos nos

diferentes grupos, foi realizada a RT-PCR, conforme as etapas descritas a seguir.
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4.6.1 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

As amostras de SHED cultivados com os diferentes granulos do biomaterial
foram processadas conforme protocolo basico de extracdo de RNA com colunas de
afinidade. O material foi processado e submetido a lise com tampé&o especifico do kit
PureLink® RNA Mini Kit (Life Technologies, EUA). Apds a lise, 0 RNA contido no
sobrenadante foi extraido por colunas de afinidade e congelado imediatamente. A
seguir, essas amostras foram reversamente transcritas para cDNA. A uma
guantidade de 11,0 pyL do RNA, foi adicionado 1,0 yL de uma mistura contendo os
quatro dNTP’s, 1,0 uL de random primers de acordo com o protocolo do fabricante
do kit. Em seguida as reagdes foram levadas ao termociclador por aproximadamente
5 minutos a 65°C. Apés este tempo foram retiradas e colocadas no banho de gelo
por 20 segundos, seguido da adigdo das misturas, 2uL de DTT e o 4pl tampao (Tris-
HCI, 250mM, pH 8,3; KCI, 375mM; MgClz, 15mM) e colocado novamente no
termociclador por 20 segundos a 37°C. Apo6s os 20 segundos, foi adicionado 1,0 ul
da enzima M-MLV RT (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase), que
€ a responsavel para a complementacdo do RNA para cDNA, seguido de um ciclo
de 37°C durante 50 minutos. Ao final da reacdo as amostras foram congeladas até o
momento da realizacao dos ensaios de PCR.

O grau de pureza das amostras foi analisado no Nanodrop ND2000 pela
razdo da medida da absorbancia 260/280. ApGs a verificacdo da integridade, as
amostras foram congeladas a -20°C para o posterior uso em PCR quantitativo em

tempo real.

4.6.2 Avaliacao da expressao relativa por RT-PCR

Para a RT-PCR foram utilizadas sondas de hidrélise do tipo TagMan,
duplamente marcadas utilizando os iniciadores.

As reacdes foram realizadas em um Step One Real Time PCR System
(Applied Biosystems), em um volume final de 10uL por reagao. Foi adicionado 1uL
de uma mistura que inclui os marcadores forward, reverse, e a sonda TagMan,
marcada com FAM para o fator de transcricdo 2 relacionado ao runt (RUNX2,
Hs00231692_m1l), para a osteocalcina (OCN, Hs01587814 gl) e para 0 gene
constitutivo - gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, Hs99999905 m1l),



32

utilizando NFQ como quencher na placa. Em seguida foi preparada uma mistura
contendo 5 pL de 2X TagMan Universal PCR Master Mix e e 3uL de agua livre de
DNAse e RNAse e 1uL de cDNA das amostras, que foram homogeneizados ao
mesmo tempo para todos os marcadores, para que todos estivessem com a mesma
concentragdo final de cDNA, e entdo adicionados a placa. Foi utilizado um controle
negativo e um positivo para cada marcador. As amplificacées ocorreram em um ciclo
inicial de 50°C por 2 minutos. A segunda etapa foi um ciclo a 95°C por 10 minutos.
Na proxima etapa foram realizados 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e a 60°C por 1
minuto.

Os resultados foram expressos pelo método ACt (Cicle Thresold) que consiste
de uma quantificacéo relativa, em que € realizada a normalizacdo de expressao de
cada alvo pela subtragéo do valor de Ct encontrado para cada gene alvo, pelo valor

do Ct do gene constitutivo.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos em triplicata foram submetidos a analise estatistica, por
meio do software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), versao 20.0.
Foi constatado, apds aplicacdo do teste de Shapiro-Wilk, que a distribuicdo dos
dados seguiu normalidade. Dessa forma, as médias dos valores apresentados foram
submetidas a andlise de variancia pelo método ANOVA, trés fatores e o teste T
protegido por Bonferroni foi aplicado, na sequéncia, para os dados referentes ao
ensaio de viabilidade/proliferacdo celular e de calcificagdo. Para a andlise de
expressao génica, também se verificou normalidade na distribuicdo dos dados e,
dessa forma, os métodos ANOVA e teste de Tukey foram aplicados, de acordo com
a pertinéncia da andlise. Para que as diferencas fossem consideradas significativas,
foi adotado um nivel de significAncia de 5%.
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5 RESULTADOS

5.1 VIABILIDADE E PROLIFERACAO CELULAR

A partir da analise estatistica da média das absorbancias obtidas no ensaio
de viabilidade e proliferagéo celular, verificou-se que os trés fatores aplicados neste
estudo (proporcdo HA/ B-TCP x tipo de meio de cultura x tempo de cultivo)
apresentaram interacdo entre si. Em virtude disso, a analise foi voltada para essa
relacdo entre 0s grupos, os quais foram avaliados em trés conjuntos, da seguinte
forma: a) comparacdo do efeito das diferentes propor¢cdes dos granulos em um
mesmo meio de cultivo, dentro de um mesmo periodo; b) comparacéo do efeito dos
meios de cultura, para uma mesma propor¢cao de HA/B-TCP dentro de um mesmo
periodo e c) comparacao do efeito em um mesmo grupo (proporgéo de HA/B-TCP +

meio de cultivo) em raz&o dos diferentes periodos.

5.1.1 Ensaio de viabilidade e proliferacéo celular - MTT

Iniciando a analise sobre o efeito dos diferentes granulos no meio
convencional, verificamos que no dia 1 a viabilidade e proliferacdo celular do grupo
controle negativo (C-) foram significativamente maiores que MC60-40 e MC20-80,
porém nao houve diferenca estatistica em relacdo a MC80-20. Ja nos dias 7, 14 e
21, nenhum grupo se sobressaiu em relacdo a outro, ou seja, nenhuma proporcao
de HA/B-TCP demonstrou interferéncia na viabilidade e proliferacdo celular das
SHED quando cultivadas em meio convencional (GRAFICO 1).

Para o cultivo em meio osteogénico, no dia 1, o grupo controle positivo (C+)
apresentou viabilidade e proliferacdo celular superiores a M0O80-20, MO60-40 e
MO20-80, sendo que entre esses ultimos, apenas MO60-40 demonstrou diferenca
estatistica em relacdo a MO20-80, tendo o primeiro resultado superior ao segundo.
No dia 7, os grupos C+ e MO60-40, apresentaram viabilidade e proliferacdo celular
semelhante, porém superior a MO80-20 e MO20-80, os quais entre si demonstraram
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diferenca estatistica, com MO80-20 tendo resultado superior a MO20-80. J& no dia
14, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos, exceto entre MO80-20 e MO20-
80, sendo que MO80-20 apresentou maior taxa de viabilidade e proliferacdo celular.
Contudo, MO80-20 e MO20-80 n&do apresentaram resultados estatisticamente
diferentes de C+. No dia 21, todos os grupos apresentaram viabilidade e proliferacao

celular semelhante entre si (GRAFICO 2).

Gréficol- Analise da viabilidade e proliferagdo celular dos grupos cultivados em meio
convencional apds 1, 7, 14 e 21 dias.
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Fonte: do autor (2021).

Nota: Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos avaliados dentro de
um mesmo periodo (p<0,05).
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Gréfico2 - Analise da viabilidade e proliferagdo celular dos grupos cultivados em meio
osteogénico apoés 1, 7, 14 e 21 dias.
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Fonte: do autor (2021).

Nota: Letras minusculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos avaliados dentro de
um mesmo periodo (p<0,05).

Partindo para a analise entre os dois tipos de meio de cultivo numa mesma
proporcao de HA/B-TCP, observamos que no dia 1 todos os grupos cultivados em
meio convencional (MC80-20, MC60-40, MC20-80 e C-), apresentaram maior taxa
de viabilidade e proliferacdo celular, em relacdo a seus homélogos cultivados em
meio osteogénico (MO80-20, MO60-40, MO20-80 e C+). No dia 7, percebemos que
entre MC80-20 e MO80-20, bem como entre MC20-80 e MO20-80, os grupos
cultivados em meio convencional apresentaram maior viabilidade e proliferacao
celular, em relacdo ao seu homoélogo em meio osteogénico (MC80-20>MO80-20,
MC20-80>M0O20-80). Contudo, na comparacgao entre C- e C+, o grupo C+, cultivado
em meio osteogénico, apresentou maior resultado neste periodo. Ja entre MC60-40
e MO60-40 ndo houve diferenca. Em contrapartida, no dia 14 ndo houve diferenca
na viabilidade e proliferagdo das células entre nenhum dos grupos homodlogos
avaliados. Curiosamente, no dia 21, os grupos que apresentaram diferenca entre si
foram MC60-40 e MO60-40 e MC20-80 e MO20-80, sendo que dessa vez, aqueles
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cultivados em meio osteogénico apresentaram superioridade na viabilidade e
proliferacdo (MO60-40>MC60-40 e MO20-80>MC20-80). O gréafico 3 elucida esses

resultados.

Grafico 3- Andlise da taxa de viabilidade e proliferacdo celular comparativa entre os grupos
homélogos com a mesma propor¢céo de HA/ B-TCP, cultivados em meio convencional
e osteogénico, respectivamente.
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Fonte: do autor (2021).

Nota: O simbolo * indica diferenca estatistica entre os grupos homologos avaliados no periodo
correspondente (p<0,05).

Por fim, quando avaliamos a viabilidade e a proliferagéo celular de um mesmo
grupo em funcao do tempo, verificamos que para o grupo MC80-20 a viabilidade e
proliferacdo foram menores no primeiro dia, em relagdo aos demais periodos. Entre
0 7° e 0 14° dia ndo houve diferenca. Ja4 no 21° dia, a taxa de viabilidade e
proliferagdo foi superior aos demais grupos, com excecédo do 14° dia, o qual foi

estatisticamente igual ao 21°.
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Para o grupo MC60-40, a viabilidade e proliferagdo celular no primeiro dia
também foram inferiores aos demais. Nao houve diferenca entre o dia 7 e o dia 14,
mas no 21° dia, a taxa de viabilidade e proliferacdo foi maior em relacédo ao dia 7.

Contudo, entre 0 14° e 21° dia, ndo houve diferenga.

No grupo MC20-80, verificamos que os dias 7, 14 e 21 mostraram viabilidade
e proliferacao celular superior ao primeiro dia, mas sem diferenga entre eles. Esse
fato também foi observado para MO80-20, diferenciando-se apenas pela presenga
de diferenca estatistica entre o 7° e 14° dia, com maior viabilidade e proliferacao do
segundo, em relacdo ao primeiro. No grupo MO60-40, os resultados mostraram
aumento gradativo, com menor taxa de viabilidade e proliferagédo no dia 1, seguido
pelo dia 7, culminando no 14° e 21° dia, sem diferenca estatistica entre esses dois

ultimos.

Para o grupo M0O20-80, apenas houve diferenca na taxa de células viaveis e
proliferacdo entre o 1° e 21° dia, sendo o dia 21 superior ao dia 1. Contudo, néao
houve diferencga estatistica entre os dias 1, 7 e 14, assim como também n&o houve
diferenca entre os dias 7, 14 e 21.

No grupo C-, a taxa de viabilidade e proliferagéo celular do dia 1 foi inferior
aos demais periodos, ndo havendo diferenca entre os dias 7, 14 e 21, assim como

também ocorreu para o grupo C+.

A descricdo supracitada pode ser visualizada no grafico 4.
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Gréfico4 - Analise da viabilidade e proliferagéo celular, por grupo, em fungdo do tempo de

cultivo.
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Fonte: do autor (2021).

5.2 ENSAIO DA CAPACIDADE DE MINERALIZACAO CELULAR — VERMELHO
DE ALIZARINA

Para andlise do potencial de calcificacdo celular das SHED, foram
preconizados dois processos diferentes, por meio dos quais foi possivel avaliar
quantitativamente e qualitativamente a deposi¢éo de calcio. As absorbancias obtidas
foram analisadas por meio de testes estatisticos, com avaliagdo conduzida da
mesma forma que para o teste de viabilidade e proliferacdo celular. Ja para a analise
qualitativa, apds o processo descrito na metodologia, foram obtidas fotos capturadas

com microscopio optico invertido.

5.2.1 Vermelho de Alizarina — Avaliacdo Qualitativa

A avaliacdo qualitativa da deposicdo de calcio na formagdo de matriz

mineralizada das SHED foi realizada por meio de fotomicrografia com microscopio
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optico invertido, apds a coloracdo com vermelho de alizarina. A analise foi subjetiva,

a partir das evidéncias de focos de mineralizacdo, constatados nas fotos obtidas.

No dia 1, quando as SHED foram cultivadas em meio convencional,
observamos que os escassos focos de mineralizacdo encontravam-se semelhantes

em todos 0s grupos, com excecao do grupo C- (FIGURA 1).

Figura 1 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes
proporcdes de HA/ B-TCP, em meio convencional, ap6s 1 dia de cultivo, posterior a
coloragdo com vermelho de alizarina (aumento 10x).

MC80-20 MC60-40 MC20-80

Fonte: do autor (2021).

Nesse mesmo dia, com as células sendo cultivadas em meio osteogénico,
verificamos que houve um numero maior de focos de mineralizacdo, quando
comparado ao meio convencional. Todavia, essa diferencs. ainda se mostrava bem

pequena, conforme demonstrado pela figura 2.

Figura2 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes proporcdes
de HA/ B-TCP, em meio osteogénico, apds 1 dia de cultivo, posterior a coloracéo
com vermelho de alizarina (aumento 10x).

MO80-20 MO60-40 MO20-80

Fonte: do autor (2021).

No dia 7, analisando as células cultivadas em meio convencional, foi possivel

enxergar o inicio dos focos de mineralizacdo nos grupos em que havia granulos.
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Contudo, no grupo controle, C-, ndo foi possivel notar areas coradas em vermelho

intenso, como nos demais grupos (FIGURA 3).

Figura 3 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes proporcdes
de HA/ B-TCP, em meio convencional, apds 7 dias de cultivo, posterior a coloragao
com vermelho de alizarina (aumento 10x).

MC80-20 v ~ MC60-40 . MC20-80 C-

Fonte: do autor (2021).

Para as células cultivadas em meio osteogénico, também no dia 7, foi
possivel localizar areas coradas em vermelho intenso nos grupos contemplados com
granulos, da mesma forma que para o meio convencional, sem diferenca marcante
entre eles. Todavia, no grupo C+, ainda nao tinha sido possivel detectar indicios de

mineralizacao perceptivel (FIGURA 4).

Figura 4 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes proporgées
de HA/ B-TCP, em meio osteogénico, apds 7 dias de cultivo, posterior a coloragéo
com vermelho de alizarina (aumento 10x).

MO80-20 _M060-40

M020-80

Fonte: do autor (2021).

Na analise das células cultivadas em meio convencional, no dia 14, notamos
que os focos de mineralizacdo, nos grupos em que havia a presenca de granulos,
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estavam mais perceptiveis e em maior numero. No entanto, no grupo C-, néo foi

possivel identificar areas nitidas coradas em vermelho (FIGURA 5).

Figura5 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes proporcgtes
de HA/ B-TCP, em meio convencional, apds 14 dias de cultivo, posterior a coloracao
com vermelho de alizarina (aumento 10x).

MC80-20 _ MC60-40 - MC20-80 ) C-

Fonte: do autor (2021).

Ainda no dia 14, com as células cultivadas em meio osteogénico, percebemos
gue todos os grupos mostraram um numero maior de focos de mineralizacdo. Em
especial, o grupo C+ mostrou-se intensamente corado de vermelho, indicando a
atividade indutora de mineralizacdo do meio osteogénico, ap0s esse periodo,

conforme ilustra a figura 6.

Figura 6 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes proporgées de
HA/ B-TCP, em meio osteogénico, apos 14 dias de cultivo, posterior a coloragdo com
vermelho de alizarina (aumento 10x).

MO20-80

MO80-20 MO60-40

N
\

Fonte: do autor (2021).

No dia 21, quando as células foram cultivadas em meio convencional, 0s
focos de mineralizacdo estavam nitidamente em maior numero nos grupos
contemplados com os granulos. Em contrapartida, o grupo C- se manteve com
nenhuma ou quase nenhuma area de calcificacdo. Nao foi possivel perceber um
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aumento do numero de focos de mineralizacdo do 14° para o 21° dia, embora a

proliferacéo das células estivesse bem avancada (FIGURA 7).

Figura7 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes propor¢des de
HA/ B-TCP, em meio convencional, apés 21 dias de cultivo, posterior & coloragéo com
vermelho de alizarina (aumento 10x).

MC80-20 MC60-40 MC20-80 C-

Fonte: do autor (2021).

Por fim, a analise das células cultivadas em meio osteogénico, no dia 21
também revelou focos de calcificagcdo extremamente nitidos, tanto para os grupos
com granulos, quanto para o grupo C+ cuja coloracdo em vermelho intenso se
estendeu por toda a superficie dos poc¢os avaliados. Essa constatacdo pode ser
verificada na figura 8.

Figura8 - Fotomicrografia das SHED em associacdo com granulos em diferentes proporgées de
HA/ B-TCP, em meio osteogénico, apés 21 dias de cultivo, posterior a coloragdo com
vermelho de alizarina (aumento 10x).

MO80-20 MO60-40 MO020-80 C+

Fonte: do autor (2021).
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5.2.2 Vermelho de Alizarina — Avaliagdo Quantitativa

Analisando os diferentes grénulos em um mesmo meio de cultivo,
observamos que para 0 meio convencional, em todos os periodos avaliados, o grupo
C- apresentou menor teor de calcificacdo que os demais grupos (C- < MC80-20,
MC60-40 e MC20-80). Contudo, ndo houve diferenca entre os grupos MC80-20,
MC60-40 e MC20-80 (GRAFICO 5). Ja para o meio osteogénico, nos dias 1 e 7, 0
grupo C+ apresentou menor teor de mineralizacdo que os demais grupos (C+ <
MO80-20, MO60-40 e MO20-80), também ndo havendo diferenca entre 0os grupos
MO80-20, MO60-40 e MO20-80. Todavia, nos dias 14 e 21, ndo houve diferenca
estatistica na taxa de mineralizacao entre os grupos MO80-20, MO60-40 e MO20-80
e C+ (GRAFICO 6).

Grafico5- Andlise do potencial de calcificacdo exercido pelos diferentes granulos no meio
convencional MEMa, apés 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo.
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Fonte: do autor (2021).

Nota: Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos avaliados dentro de
um mesmo periodo (p<0,05).
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Gréfico 6 - Analise do potencial de calcificagdo exercido pelos diferentes granulos no meio
osteogénico, apés 1, 7, 14 e 21 dias de cultivo.
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Fonte: do autor (2021).

Nota: Letras minUsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos avaliados dentro de
um mesmo periodo (p<0,05).

Comparando o efeito entre os dois meios de cultivo em uma mesma
proporcao de HA/B-TCP, notamos que, tanto no dia 1 quanto no dia 7, ndo houve
diferencga estatistica na taxa de mineralizagdo entre os grupos cultivados em meio
convencional com os grupos homologos cultivados em meio osteogénico (MC80-20
= MO80-20; MC60-40 = MO60-40; MC20-80 = MO20-80 e C- = C+). Ja no dia 14,
percebemos que para os grupos em que havia granulos de 80 de HA e 20 de B-TCP
(MC80-20 e MO80-20), bem como para os grupos em que havia granulos de 60 de
HA e 40 de B-TCP (MC60-40 e MO60-40), ndo houve diferenca estatistica. Todavia,
nesse mesmo periodo, o grupo MO20-80 apresentou maior teor de calcificacao que
MC20-80, da mesma forma que C+ também foi superior a C-. Para o dia 21, houve
diferenca apenas entre os grupos C- e C+, sendo que a taxa de calcificacdo de C+
foi superior a C-, fato esse que ndo ocorreu entre os demais grupos homaélogos

nesse periodo. Esses achados podem ser visualizados no gréfico 7.
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Gréfico7-  Andlise do potencial de calcificacdo exercido pelos dois meios de cultivo numa
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do autor (2021).

O simbolo * indica diferenca estatistica entre os grupos homologos avaliados no periodo
correspondente (p<0,05).

Por fim, quando avaliamos esses efeitos em um mesmo grupo, em razéao do

tempo, verificamos que para os grupos MC80-20, MC60-40, MC20-80, MO80-20 e

MO60-40, nenhuma diferenca estatistica no teor de mineralizacdo das células foi

detectada com o passar do tempo. J& para o grupo MO20-80, o dia 1 apresentou

menor taxa de mineralizacdo que o dia 14, porém ndo houve diferenca entre os

demais periodos. No grupo C-, houve diferenca estatistica somente entre 0 1° e 0

21° dia, com maior taxa de mineralizagdo no 21° dia. No grupo C+, a maior taxa de

mineralizacdo ocorreu no 14° e 21° dia, sem diferenca entre esses dois periodos.

Essas informacdes podem ser constatadas no grafico 8.
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Graéfico 8 - Andlise da calcificacdo dos diferentes grupos em funcdo do tempo de cultivo.
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Fonte: do autor (2021).

5.3 EXPRESSAO GENICA - RT-PCR

A expressao osteogénica das SHED foi avaliada por meio da técnica de RT-
PCR em tempo real, empregando-se os marcadores OCN e RUNX2, para os quais a
expressao do respectivo mRNA foi investigada. De posse dos resultados, a andlise
estatistica foi conduzida e assim foi possivel verificar, apds o teste de Shapiro-Wilk,
que a distribuicdo dos dados seguia normalidade. Logo, em seguida, o teste T ou
ANOVA, seguido pelo teste Tukey foram aplicados, de acordo com a analise

pertinente a distribuicdo dos dados.

5.3.1 Expressao relativa de mRNA para OCN

As SHED expressaram OCN apenas a partir do 14° dia, sendo que nesse
periodo apenas os grupos controles C- e C+ apresentaram expressao relativa para
esse marcador, ndo havendo diferenca estatistica entre eles (p>0,05). Ja no 21° dia,

houve expressdo de mRNA para a maioria dos grupos, exceto em MC60-40, MC20-
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80 e M080-20. Além disso, ndo houve diferenca estatistica entre 0os grupos que

expressaram o marcador.

Quanto a resposta em relacdo ao tempo, foi possivel comparar apenas a
expressao relativa de mRNA nos grupos C- e C+ entre o 14° e 21° dia e, dentro
dessa analise, verificou-se que nao houve diferenca quantitativa na expressao do

marcador entre os dois periodos.

Tais achados podem ser constatados, por meio do gréfico apresentado logo
abaixo (GRAFICO 9).

Grafico 9 - Expressao relativa de mRNA para OCN nos diferentes grupos.
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Fonte: do autor (2021).

Nota: Nao houve diferenca estatistica entre os grupos que expressaram mRNA (p>0,05).

5.3.2 Expresséo relativa de mRNA para RUNX2

Para 0 RUNX2, houve expressdo de mRNA em todos os periodos. No

entanto, nem todos 0s grupos expressaram o marcador em um mesmo periodo. No
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dia 1, todos os grupos expressaram RUNX2 e nao houve diferenga quantitativa na
expressao desse marcador entre os grupos. No dia 7, houve deteccdo de mRNA
para RUNX2 apenas nos grupos MC80-20 e MC20-80, sendo que, estatisticamente,
nao houve diferenga quantitativa para os resultados coletados. No dia 14, apenas 0s
grupos controle C- e C+ expressaram RUNX2, também ndo havendo diferenca
estatistica entre tais grupos. Em contrapartida, no dia 21 foi possivel verificar que
todos os grupos avaliados expressaram o0 marcador e que o grupo C+ foi
responsavel pelo maior teor de expressdo do mRNA. Contudo, embora C+ tenha
demonstrado clara regulacdo positiva para RUNX2 nesse periodo, a média obtida
apenas guardou diferenca estatistica com os grupos MC80-20, MC20-80, MO20-80
e C-. Com excecdo do grupo C+, todos os demais grupos ndo demonstraram

diferenca estatistica entre si.

Em relacdo ao comportamento dos dados de um mesmo grupo ao longo do
tempo, foi possivel verificar que para os grupos MC80-20, MC60-40, MC20-80,
MO20-80, MO60-40 e C- a maior expressdo de RUNX2 se deu no dia 1. J4 para os
grupos MOB80-20 e C+, o maior teor foi constatado nos dias 1 e 21, sem diferenca

estatistica entre esses dois periodos.

O grafico 10 elucida o comportamento dos dados supracitados.
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Grafico 10 - Expressao relativa de mMRNA para RUNX2 nos diferentes grupos.
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Nota: Letras mindsculas diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos avaliados dentro de

um mesmo periodo (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

A odontologia regenerativa vem, cada vez mais, ganhando espagco como
alternativa as terapias convencionais de restauracdo da funcdo dentaria e constitui
uma modalidade promissora para a recuperacdo do o6rgao dental em um futuro
proximo. Contudo, a regeneracdo Ossea usando ferramentas da medicina
regenerativa ja € uma realidade. A polpa dentéria constitui uma importante fonte de
células-tronco e de facil acessibilidade para ser empregada na terapia regenerativa
O0ssea, pois essas células sdo capazes de se diferenciarem em linhagens

osteogénicas se corretamente estimuladas.

Esse estudo buscou investigar se as diferentes proporcdes de HA e B-TCP,
na forma de granulos, cultivados em dois diferentes meios de cultivo celular, tiveram
impacto na viabilidade e na diferenciacado osteogénica de SHED. Neste trabalho, os
granulos de BCP utilizados foram da marca OSTEOSYNT®, fornecidos pela
empresa EINCOBIO.

As bioceramicas de BCP presentes no mercado podem diferir em sua forma
fisica (granulos de vérios tamanhos, blocos, pasta, etc.), bem como em sua
composicdo quimica. Estudos mostram que variagbes em ambos o0s parametros
(quimicos e fisicos) podem refletir na producdo de microambientes distintos, capazes
de influenciar diretamente as respostas celulares frente a fatores intrinsecos e
extrinsecos (LOBO et al., 2015). Com relacdo a composicdo quimica, o presente
estudo preconizou o emprego de diferentes propor¢cdes de HA/B-TCP, porque é
descrito na literatura que as diferentes razes nessa composicdo podem modular
diretamente a bioatividade do material de acordo com as caracteristicas de cada
componente. Os produtos ionicos liberados no processo de dissolugdo desses
materiais inorganicos exercem efeito direto no microambiente onde estdo situadas
as células, bem como influenciam o processo de neoformacédo 6ssea (LEGEROS et
al., 2003). AbdulQader et al. (2014) investigaram a influéncia de trés diferentes
propor¢cdes de HA/B-TCP na viabilidade de células-tronco da polpa de dentes
permanentes (HDPSC). Ao quantificar a liberacdo de ions calcio e fosfato,
constataram que houve um aumento desses ions com a diminuigdo da razao HA/B-
TCP, o que refletiu na viabilidade das células, aumentando de forma proporcional ao

aumento da razdo HA/B-TCP. Esse fato pode ser explicado pela maior quantidade
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de B-TCP, que por ser mais solluvel, forneceu um ambiente mais alcalino,
restringindo a viabilidade celular (ABDULQADER et al., 2015).

Buscando investigar o efeito das diferentes propor¢gbes de HA/B-TCP na
viabilidade e proliferacdo das SHED, essa pesquisa verificou, por meio do ensaio
MTT, que a relacdo destacada pelo estudo supracitado ndo foi observada. O ensaio
MTT é um teste colorimétrico muito difundido que avalia a viabilidade/proliferacéo de
células e a citotoxicidade de materiais terapéuticos. Nesse trabalho, os resultados
demonstraram que a viabilidade e proliferacdo das SHED nao foram prejudicadas
pela presenca dos granulos, e que ndo houve diferenca marcante quando
comparadas as diferentes propor¢cdes de HA/B-TCP. Foi verificado que apenas no
dia 1, os resultados foram inferiores aos do grupo controle, em ambos os meios, e
isso pode estar relacionado ao menor numero de células presentes nesse periodo,
bem como ao contato inicial das células com o material. Kouhestani et al. (2018)
avaliaram a viabilidade de HDPSCs em contato com granulos de BCP, por meio do
teste MTT, e também concluiram que, entre os periodos analisados, apenas o
primeiro dia retornou uma viabilidade inferior aos demais (KOUHESTANI et al.,
2018). Quanto aos meios de cultivo, percebemos que, nos dias 1 e 7, a taxa de
viabilidade e proliferacdo das SHED em meio convencional se mostrou superior ao
meio osteogénico, mas a partir do dia 14, ndo foi possivel detectar uma diferenca
marcante nos resultados atribuidos aos meios. Esse fato aponta para uma boa
receptividade de ambos os meios de cultura como fonte nutricional para as SHED

em contato com a BCP.

Para avaliar o potencial de deposicao de célcio na formacdo de uma matriz
mineralizada das SHED, elegemos o teste colorimétrico com vermelho de alizarina.
Esse teste se baseia na coloracdo de ndédulos minerais presentes na matriz 6ssea
extracelular (LI-YU et al., 2002). Nesse estudo, verificamos que os granulos de BCP
foram capazes de induzir a mineralizacdo nas SHED e que ndo houve um padrédo de
diferenca marcante na quantidade de deposicdo mineral entre as diferentes
propor¢cdes de HA/B-TCP cultivadas no mesmo tipo de meio. Além disso, quando
analisamos o efeito dos dois meios de cultivo para uma mesma proporgcao de HA/B-
TCP (grupos homologos), notamos também que ndo ha diferenca na capacidade de
mineralizacdo das células atribuida aos meios. Isso nos aponta para a hipotese de
que as SHED cultivadas com granulos de BCP em meio convencional podem ser tao

estimuladas a diferenciacdo osteogénica, quanto aquelas cultivadas com BCP em
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meio osteogénico, sendo uma vantagem nessa técnica, devido ao alto custo deste
altimo. Em adicéo, percebemos que nos dias 1 e 7, os focos de mineralizacdo se
mostravam bem discretos nos grupos com granulos e levantamos a hipotese de que
agueles presentes no primeiro dia se tratavam, na verdade, de produtos da
fragmentacao dos granulos dissolvidos inicialmente nos meios de cultura. Ademais,
constatamos que, a partir do dia 14, o meio osteogénico foi capaz de induzir
mineralizacdo, de forma semelhante aos grupos contemplados com granulos, o que
indica uma auséncia de somacdo dos efeitos de estimulo de mineralizagdo

atribuidos ao meio osteogénico em conjunto aos granulos de BCP.

Li et al. (2017) investigaram a inducdo de diferenciacdo osteogénica em
células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea, utilizando trés formas de
ceramicas de fosfato de célcio, sendo a BCP na proporcdo de 60% de HA e 40% de
B-TCP e, por meio do ensaio com vermelho de alizarina, também concluiram que a
BCP foi capaz de estimular a deposi¢ao de matriz mineralizada, em contraste com o
grupo controle, o qual apresentou discretos focos de mineralizagcdo do inicio ao fim
dos periodos avaliados (LI et al., 2017).

Com a finalidade de investigar a capacidade de osteogénese das SHED sob
estimulo, investigamos a expressdo de dois genes relacionados a diferenciacéo
osteoblastica (OCN e RUNX2). A osteocalcina € uma proteina ndo colagena,
dependente da vitamina K, que € secretada durante o estagio tardio da diferenciacédo
osteoblastica (CARVALHO et al.,, 2019). Os niveis de OCN no decorrer do
desenvolvimento ésseo sdo muito baixos, sendo que o teor maximo sé € alcancado
no estagio final de mineralizacdo da matriz 6ssea (GUNDBERG, 2000; CARVALHO
et al., 2019). Esse achado guarda relacdo com o fato de que essa proteina possui
em sua estrutura trés residuos de acido glutamico, os quais se ligam fortemente ao
ion célcio e, por consequéncia, a hidroxiapatita, conferindo assim uma alta afinidade
com os componentes minerais do osso maduro (POSER; PRICE, 1979; POSER et
al., 1980). Dessa forma, a OCN acelera o processo de nucleacéo da hidroxiapatita, o
que confere um papel ativo nos estagios iniciais da maturacdo 6ssea (RAMMELT et
al., 2005).

J4 0 RUNX2 é um dos principais fatores de transcricdo na diferenciacdo
osteogénica de células-tronco mesenquimais (KOMORI, 2006). Durante o processo

de diferenciacédo dessas células, ocorre uma regulacéo positiva na via do RUNX2, a
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qual estimula a diferenciagdo de osteoblastos imaturos, enquanto,
concomitantemente, inibe a de outras linhagens celulares, como por exemplo, de
adipdcitos (CHEN et al., 2016). Além disso, 0 RUNX2 também €& necessério para
estimular a expressdo da maioria dos genes envolvidos na matriz éssea de
osteoblastos imaturos. Contudo, sua participacdo é desnecessaria para manter
esses mesmos genes em osteoblastos ja maduros, fazendo com que durante o
processo de maturacdo 0ssea, ocorra uma diminuicdo da sua expressdao (KOMORI,
2010; CHEN et al., 2016).

Nesse estudo, verificamos que as SHED demonstraram os primeiros indicios
de expressdo para OCN tardiamente, apds o 14° dia, tendo seu pico de expressado
no 21° dia. Além disso, constatamos que houve uma expressao significativa de
RUNX2 ja no 1° dia da analise, seguida por um decaimento e posterior expressao no
21° dia. Esses achados, que mostram a tendéncia de expressdo dos marcadores em
relacdo ao tempo, guardam certa semelhanga com os resultados demonstrados no
trabalho realizado por Li et al. (2017), cuja pesquisa teve por objetivo investigar a
resposta osteogénica de células-tronco mesenquimais da medula Ossea, apos
serem cultivadas em HA, B-TCP e BCP na proporcédo de 60% de HA e 40% de j-
TCP, durante 7, 14 e 21 dias. Em seus resultados, os pesquisadores verificaram que
para a maioria dos marcadores de osteogénese utilizados, inclusive OCN, houve um
aumento tempo-dependente na expressdo génica e que a expressao maxima foi
detectada no 21° dia. Contudo, para 0 RUNX2, eles constataram que houve um
aumento gradual inicial, seguido de um decaimento (LI et al., 2017). Tal qual em
nosso estudo, uma similaridade no comportamento dos marcadores em funcdo do
tempo pdde ser notada, embora estivesse presente uma diferenca de resposta

quantitativa nos resultados, bem como no desenho dos grupos aplicados.

Aqui cabe ressaltar, que em nosso estudo o grupo C-, desenhado para ser o
controle negativo, demonstrou expressdo dos dois marcadores osteogénicos, por
vezes sem diferenca estatistica com os demais grupos. Esse fato chama a atencao
para a inclusao desse achado nas consideracdes a respeito da comparacao entre 0s
grupos para avaliagdo da inducdo de diferenciagdo osteogénica, sendo mais
prudente a conducdo de novos experimentos empregando 0S mesmos parametros
aplicados nesse estudo. Contudo, ao olhar para a tendéncia dos dados obtidos, ndo
€ possivel designar uma proporcdo de granulos da BCP que tenham exercido

estimulo maior de diferenciacdo osteogénica, comparada as demais.
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Outro estudo importante de se referenciar, em virtude do contraste dos
resultados, é o de Sun et al. (2018), que investigou a capacidade osteogénica de
células-tronco da medula 6ssea de ratos, quando expostas a quatro materiais
diferentes, durante 1, 4, 7, 14, 21 e 28 dias. Os biomateriais empregados por eles
foram colageno (COL), coldgeno com hidroxiapatita (COL/HA), somente
hidroxiapatita (HA) e a bioceramica de fosfato de célcio bifasico contendo 60% de
HA e 40% de B-TCP (BCP). Apos analise dos resultados de expresséo génica, por
meio da técnica de RT-PCR, para OCN e RUNX2, os autores perceberam que para
a BCP, a expressdo de OCN, curiosamente, teve seu pico no 4° dia e que apds esse
periodo houve um decaimento nessa taxa. Fato parecido ocorreu na expressao do
RUNX2, cujo pico se deu entre o 4° e o 7° dia, com posterior diminuicdo (SUN et al.,
2018).

Diante dos resultados apresentados aqui e do contraste com os estudos
referenciados e existentes na literatura, torna-se importante salientar que pesquisas
envolvendo linhagens celulares diferentes, podem demonstrar resultados distintos e
particulares das células-tronco empregadas, de acordo com sua origem. Em virtude
disso, tornar-se-a imprescindivel a conducdo de novos estudos empregando
diferentes linhagens celulares associadas as BCPs. Além disso, ndo ha na literatura
trabalhos de inducdo de diferenciacdo osteogénica associando BCPs com SHED, o
gue torna o presente estudo pioneiro nesse seguimento e preliminar para a
investigacdo dos efeitos dessas bioceramicas no potencial de osteogénese das
SHED.
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7 CONCLUSAO

Em face dos resultados apresentados e levando em consideracdo as
limitacdes inerentes a metodologia aplicada nesse estudo, foi possivel concluir que
as BCPs foram capazes de estimular a diferenciacdo osteogénica nas SHED a partir
do 14° dia de cultivo, sem diferenga entre as diferentes propor¢des de HA/B-TCP e
meios nutricionais empregados. Esse fato destaca as SHED como excelente fonte
de células-tronco a serem consideradas no processo de osteogénese em
associacdo as BCPs, embora haja uma necessidade imperativa de mais estudos in
vitro e in vivo para determinar, parametros ideais de cultivo, bem como para avaliar a

qualidade de osso recém-formado.
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