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Paraplast® - marcador imunohistoquimico

Riozyme® neutro gold - detergente enzimatico, ¢ um detergente a
base de enzimas utilizado em operagdes de limpeza, removendo
residuos organicos em equipamentos, artigos e instrumentos médico
hospitalares, odontologicos e laboratoriais. Recomenda-se Sml para 1

litro de agua (fonte: www.rioquimica.com.br)

SCAFFOLD - Substrato a base de biomateriais para utilizagdo em
Regeneracdo Tecidual com habilidade para comportar atividades
celulares, farmacos, genes... Suporte — Andaime — material
biocompativel, reabsorvivel ou ndo. Utilizado para regenerar tecidos
ou organizar cé€lulas. Auxiliar as células na confeccdo de sua nova

matriz extracelular. Trés tipos basicos: solido, fibra e gel.

SMEAR LAYER — A camada de lama dentindria produzida apds o
preparo de cavidades com instrumentos rotatérios interfere na
permeabilidade dentindria e conseqiientemente na adesdo de

materiais restauradores.
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Resumo

RESUMO

Introducdo: A Engenharia Tecidual (ET) ¢ uma ciéncia
multidisciplinar que visa produzir 6rgdos e partes humanas substitutas
acometidas por lesdes traumaticas, doencas degenerativas ou agenesias.
Uma das suas etapas ¢ a producdo de arcabougos biocompativeis para
aplicagdao na Medicina Regenerativa. Estas estruturas sdo conhecidas como
scaffolds, que apresentam macrogeometria semelhante ao tecido original,
em textura e porosidade e direcionam o comportamento das células que
serdo semeadas. A recuperagao da integridade anatomica e funcional de
tecidos lesados garante a sobrevivéncia dos seres vivos € o tratamento de
perdas extensas ¢ desafiador. Objetivo: Avaliar a eficiéncia para
desmineralizar e descelularizar dentes viabilizando-os como scaffolds
naturais. Métodos: As amostras foram submetidas a um tratamento com
solugdes desmineralizadoras/descelularizadoras. Foram usadas 5 solugodes:
G1-Formol 10% controle, EDTA 28% para desmineralizacdo nos quatro
grupos; G2- hipoclorito de sodio 2,5%; e G3-perdxido de hidrogénio 9%;
G4- hipoclorito de sodio 2,5% associado com detergente enzimatico; GS5-
detergente enzimatico associado a peroxido de hidrogénio 9%. A evolugdo
da desmineralizagdo e descelularizagdo foi acompanhada durante 12
semanas, por meio de pesagem, técnicas analiticas MEV (Microscopia
eletronica de Varredura), fotografia e radiografia. As amostras foram
pesadas a cada sete dias para controle da perda de mineral. Os resultados

receberam analise estatistica de variancia de Friedman, Kruskal-Wallis,

XViii



Resumo

Teste do Quiquadrado e Teste exato de Fisher. Foi fixado em 0,05 ou 5% o
nivel de rejeicdo da hipdtese de nulidade. Conclusdo: O grupo 5 mostrou-
se microscopicamente a melhor solucdo, mesmo mantendo em 30% das
amostras residuos bioldgicos.

Palavras chave: Medicina Regenerativa, Engenharia Tecidual,

Desmineralizacao.
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1. INTRODUCAO

A reposicao das perdas dentais sempre foi um grande desafio na
odontologia, sendo que a busca por um substituto bioldgico vislumbra
novos horizontes terapéuticos. (Duailibi et al,2004)

Engenharia Tecidual (ET) é um campo de estudo que abrange
diversas areas do conhecimento, € em maior intensidade nas areas médica,
biologica e da engenharia. O uso de um substituto bioldgico para o
restabelecimento do equilibrio funcional pode apresentar maior
compatibilidade com o organismo.

O substituto ideal ¢ de origem autdloga, por ndo apresentar reagao
imunologica. (VACANTI, 1993, MOONEY, 2001, DUAILIBI et al., 2004,
DUAILIBI et al., 2006, DUAILIBI et al., 2008, DUAILIBI et al., 2011).

Os scaffolds sao estruturas tridimensionais semelhante ao tecido
original, em textura macro e micro-geometria favorecendo a adesao celular
e sua consequente expressao. O uso de scaffolds poliméricos para cultura
de células de germes dentdrios representa uma proposta da ET. (DUAILIBI
et al., 2004, DUAILIBI et al., 2006, DUAILIBI et al., 2008, DUAILIBI et
al.,2011).

A descelularizacao de 6rgaos e tecidos ¢ bastante utilizada em ET. A
eficiéncia na remog¢do de restos celulares, depende da origem do tecido e
dos métodos fisicos, enzimdticos, € quimicos utilizados. As condicdes
ideais para o uso destes tecidos incluem a minima interferéncia na
composi¢do bioquimica, ultraestrutura do tecido e o comportamento

mecanico da matriz extra celular (MEC). (GILBERT et al., 2006)
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O uso de scaffolds bioldgicos provenientes da descelularizagdo de
tecidos e oOrgdos surgiu como uma alternativa para evitar a reacao
imunologica do leito receptor frente a um corpo estranho. Geralmente os
componentes da MEC sdo conservados nos individuos da mesma espécie e,
por isso sao bem tolerados pelos receptores xenogénicos (BERNARD et
al., 1993).

Os métodos enzimaticos iniciam-se através de lise da membrana
celular, seguido da separagdo de componentes da MEC. A solubilizacao de
estruturas citoplasmaticas e nucleares ¢ realizada com detergentes que
removem os restos celulares. Apds a descelularizagdo, todos os produtos
quimicos residuais devem ser removidos, a fim de evitar uma resposta
inflamatoéria do hospedeiro (GILBERT et al., 2006). As propriedades destes
detergentes devem ser relativamente suaves no tecido e a conformidade
funcional destes detergentes justificam a sua aplicacio (HUDSON et al.,
2004; WOODS & GRATZER 2005).

Agentes quelantes como Etilenodiaminotetracetato de tetrasodio
(EDTA) facilitam a remoc¢ao do material celular do tecido, e podem ser
aplicado associado a tripsina (GILBERT et al., 2006). Um levantamento
bibliografico produzido por NEVES et al. (2011) aponta o EDTA como a
melhor op¢do para desmineralizagao.

Junqueira & Carneiro (2004) afirmam que a principal fung¢do dos
fixadores ¢ insolubilizar as proteinas dos tecidos através de ligacdes
cruzadas entre os aminodcidos, o que ¢ de fundamental importincia na
fixagdo, pois sdo essas proteinas as responsaveis pela manutengdo
estrutural das células e tecidos. Um dos principais fixadores para trabalhos
de rotina em microscopia Optica ¢ o formaldeido a 4% em solugdo

tamponada, que equivale a solu¢do aquosa de formalina a 10%.
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O hipoclorito de sédio ¢ um composto halogenado usado na
Odontologia, durante o tratamento endodontico, para desinfetar o canal e
dissolver qualquer resto de tecido da polpa do dente. Esta solugdo, como
substdncia quimica auxiliar no preparo quimico-mecanico de canais
radiculares tem sido amplamente empregada pelos endodontistas. O uso
desta solucdo para irrigagao deve-se as suas excelentes propriedades tais
como: capacidade de dissolver tecidos organicos, antimicrobiana, pH
alcalino, desodorizante, baixa tensdo superficial e promover clareamento.
Todavia, a solugdo utilizada deve estar dentro dos padrdes quimicos
aceitaveis para que suas funcdes sejam desempenhadas e alcancar o
objetivo desejado. (BORINA et al., 2007)

O peroxido de hidrogénio (H,O,) ¢ um potente agente oxidante que
libera oxigénio nascente e ¢ utilizado ha varias décadas. Com alta
concentracdo, essa solucdo ¢ utilizada como agente clareador. O perdxido
de hidrogénio, quando em contato com sangue produz reagao efervescente,
liberando oxigénio nascente produzindo hemdlise e hemoglobindlise,
removendo detritos do interior do canal radicular. Como agente oxidante
evita que o sangue penetre nos canaliculos dentinarios e altere a cor dos
dentes (BRANCINI et al.,1983).

Muitos sdo os mecanismos de desmineralizar e descelularizar os
orgdos, mas ainda ndo ha um processo definitivo para o 6rgao dentario.
Uma vez que na odontologia tem por objetivo alcancar ndo somente a
restauracdo do dente mas sua regeneragao, ha necessidade de avancar nos

estudos para mimetizar o orgao e utiliza-lo como scaffold natural.
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2. OBJETIVO

Avaliar a eficiéncia de métodos para desmineralizar e descelularizar

dentes viabilizando-os como scaffolds naturais.
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3. LITERATURA

EMANS et al. ( 2005), estudando os efeitos de diferentes protocolos
de descalcificacdo de cartilagens com marcadores em geral, mencionou
que a apoptose ¢ caracterizada por rupturas da costa do DNA. A digestao
da proteinase K ¢ pensada para ser uma etapa essencial no procedimento.
Os efeitos de descalcificacdo, para sec¢des de cartilagem, sdo
desconhecidos pela maioria. Os efeitos destes reagentes na retengdo € na
integridade do DNA dos condrdcitos nao foram descritos. Mas avaliaram
os efeitos de varias solucdes descalcificantes incluindo o EDTA de 10%, o
acido citrico de 10%, o acido tricloroacético de 5%, o acido acético de 5%
e um reagente acido-base hidroclorito comercial, para marcar toda a
cartilagem e realizar a analise. Os efeitos da proteinase K na preservacao
do nuacleo foram examinados também. A descalcificacao com EDTA de
10% deu o melhor resultado. O DNA de Condrocitos era retido e intacto
apos ter usado este reagente. A descalcificagdo com EDTA de 10% ¢ o
método mais seguro de descalcificacao se a anélise de TUNEL for aplicado
a cartilagem. A digestdo da Proteinase K pode ter efeitos adversos na
preservagao do nucleo na cartilagem.

GILBERT et al.(2006), relatam que os tecidos e os 0rgaos
descelularizados tem sido usados com sucesso em Engenharia Tecidual e
em Medicina Regenerativa. Os métodos de descelularizacao usados variam
muito de acordo com os tecidos e os 6rgaos. A eficiéncia da remocgao das
células de um tecido depende da origem deste tecido e da maneira que
serdo utilizados os processos quimicos e enzimaticos. Cada um destes
tratamentos afetam a composi¢do bioquimica, ultraestrutura do tecido, e
comportamento mecanico do scaffold e da matriz extra celular (MEC), que
por sua vez, afetaram a resposta do hospedeiro frente a este material. O
objetivo de um protocolo de descelularizagdo € remover eficientemente
todo o material celular e nuclear, além de minimizar todo o efeito adverso
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na composi¢ao, na atividade bioldgica, e na integridade mecanica da MEC
restante.

Todas a etapas do processo removem cé¢lulas, e isso altera a
arquitetura tridimensional nativa da MEC. Os tecidos sdo compostos por
material celular e da MEC arranjados em graus varidveis de
compactabilidade, dependendo da fonte do tecido. A MEC deve,
adequadamente, se romper durante o processo de descelularizacdo para
permitir a exposi¢ao adequada de todas as células aos agentes e para
fornecer um trajeto para que o material celular seja removido do tecido. A
intencdo da maioria dos processos de descelularizagdo ¢ minimizar o
rompimento e reter assim propriedades mecanicas nativas e propriedades
bioldgicas.

WANG et al.( 2007), com o objetivo de estudar os métodos de
descalcificagdo para fazer com que o dente e os tecidos periodontais se
tornem fatias estruturalmente unidas, estudou vinte € uma amostras que
contém os molares de um cdo e tecidos periodontal, os mesmos foram
divididos em sete grupos médios. O valor de pH da solugdo, o tempo da
descalcificagdo, o peso e o volume das amostras, e do indice do calcio
descalcificado foram detectados. As fatias eram observadas e marcadas
imuno histoquimicamente. Como resultado a velocidade de descalcificagao
aumentou com diminui¢gdo do pH da  solugdo . O grupo com
descalcificagdo por EDTA era o mais lento, mas era o melhor para manter a
forma. Por fim concluiu que a solu¢do do formol de 50% que contém o
cloreto de aluminio ¢ uma solucdo descalcificante mais rapida ideal
processos rapidos, mas deve-se ter cautela pois hé perda forma.

BAPTISTA et al. (2008) E estimado que mais de 21 milhdes de
pessoas no mundo vivem com doenca hepdtica cronica, e cerca de 800.000
morrem anualmente, de acordo com a OMS. No entanto, a diferencga entre
doagdo de 6rgaos e o numero de pacientes em lista de espera por um figado
continua aumentando. A escassez de 6rgaos tem estimulado a pesquisa de
alternativas na doenca hepatica em estagio final. Terapias celulares com
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algum grau de sucesso sdo hoje uma realidade. Conseguiram criar um novo
figado acelular derivado de bioscaffold com a rede vascular preservado,
que se forem recelularizado seu tecido e sua massa, exibiram fung¢des
hepaticas. Também foi transplantado com sucesso para hospedeiros vivos e
perfundido com sangue. Em conclusdo, demonstrou claramente a geragao
com sucesso do tecido do figado 3D como um bioscaffold acelular de
figado, usando diferentes fontes de células. Isso representa potencialmente
uma nova esperanga para os pacientes que sofrem de doenca hepatica em
estagio final. Devido a escassez de Orgdos, novas alternativas tém sido
investigadas na ultima década. Isto permitiu também gerar tecido 3D
densamente recelularizado e com expressio de marcadores hepaticos
caracteristicos. Para melhorar a geragdo de tecido hepatico, foi investigado
o uso de células progenitoras humanas obtidas a partir de figados fetais em
combinagdo com a matriz acelular. A plasticidade exibida in vivo por essas
células € notavel e confirma o seu potencial em Medicina Regenerativa.
Destacam a relevancia de um novo método de descelularizacdo de 6rgaos
passivel de gerar matrizes acelulares derivadas com preservacdo de uma
rede vascular funcional.

PEREZ et al.(2008) Para avaliar e comparar o efeito da
descalcificacdo do EDTA de 15%, do acido citrico de 15%, do acido
fosforico de 5% e do hipoclorito de sodio 2,5% na dentina do canal
radicular. Cortou duas fatias milimétricas do ter¢o coronal da raiz de 10
incisivos humanos. Cada fatia foi seccionada em duas por¢des iguais. Os
espécimes foram atribuidos de quatro grupos (n = 10) para a imersao em 20
ml do EDTA, de acido citrico, de acido fosforico de 5% e a 2.5% NaOCl,
por trés periodos de tempo (5, 10 e 15 minutos). A concentracdo de CA
(2+) extraida do dentina foi medida pelo espectofotometro de absor¢ao
atomico. A quantidade de célcio extraida foi analisada usando o teste de
Kruskal-Wallis para comparacdes globais € o U-teste de Mann-Whitney
para comparagdes. E nos trés periodos de tempo, 0 EDTA de 15% e o acido
citrico de 15% extrairam a quantidade maior de calcio, com nenhumas
diferencas significativas entre elas. A solucdo de 2.5% NaOCI extraiu
quantidades insignificantes de célcio, visto que o EDTA de 15% extraiu
86.72% do célcio nos primeiros 5 minutos, € o acido citrico de 15% e o
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acido fosforico de 5% tiveram um teste padrdo similar da remog¢do do
calcio (77.03% e 67.08% em primeiros 5 minutos, respectivamente). E
concluiram que as solugdes do EDTA de 15%, do acido citrico de 15% e do
acido fosfoérico de 5% causou a descalcificacdo a dentina, com a maior
quantidade de calcio extraido durante os primeiros 5 minutos da agdo. A
eficacia de solucdes do acido citrico de 15% e do EDTA de 15% era
significativamente maior do que a solugdo de acido fosforico de 5% .

LOTTANTI et al.( 2009), avaliando 0 acido
etilenodiaminotetracetato de tetrasodio (EDTA), acido etidronico (EA) e
acido peracético (PA) e seus efeitos quando usado conjuntamente com o
hipoclorito de sdédio (NaOCl) como irrigantes do canal radicular dos dentes,
presenca de cdlcio dos canais, smear layer e desmineralizagdo desta
dentina, apds a instrumentagao/irrigagao endodontica . Os pré-molares uni-
radicular humanos foram irrigados como segue (n =12 por grupo): (1) 1%
NaOClI durante a instrumentagdo, dgua deionizada apds a instrumentagao,
(2) 1% NaOCI durante, EDTA de 17% ap0s a instrumentagdo, (3) um 1: 1
mistura de 2% NaOCl e de 18% EDTA durante e apds a instrumentagao, e
(4) 1% NaOCI durante, PA 2.25% apds a instrumentagdo. Os volumes de
irrigante e os tempos do contato eram 10 ml/15 minutos durante e 5 ml/3
minutos apds a instrumentacdo. Os resultados foram avaliados por
espectroscopia de absor¢do atdmica, dreas com concentragdo de célcio,
smear layer fazendo a microscopia de varredura de elétron na modalidade
secundaria do elétron e de descalcificacdo aparente da parede do canal em
transec¢ao da raiz. Para a andlise da dentina esclerosada foi feito exame na
camada da mancha. Resultando na comparacao estatistica dos protocolos a
respeito da diluicdo do célcio, revelou que o protocolo (1) rendeu menos
calcio do que o (3), que rendeu menos do que os protocolos (2) e (4). A
maioria das paredes instrumentadas do canal tratado com um dos agentes
descalcificantes estavam livres da camada de smear layer. Protocolos (1) e
(3) ndo causado nenhum descalcificagdo do dentina da raiz, apesar de (2) e
(4) da substancia mostrada testes padrdes tipicos da desmineralizagdo. E
concluiram que os agentes descalcificagdo sob a investigacdo podiam
remover todo ou prevenir o smear layer . Entretanto, corroeram a parede da
dentina diferentemente.
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NAVARRO et al. (2010) Nao havendo um substituto valvar ideal, os
homo-enxertos crio-preservados sdo considerados uma boa opg¢do, pelo
excelente perfil hemodinamico, baixa incidéncia de trombo-embolismo,
resisténcia a infec¢des e durabilidade a médio prazo. Porém, estdo sujeitos
a progressiva degeneragdo, especialmente em criancas e adultos jovens.
Sua antigenicidade desencadeia uma resposta imunologica, que contribui
para sua degeneragdo, calcificagdo e faléncia. Para diminuir esta
antigenicidade, desenvolveu-se o processo de descelularizacdo. Pela acao
de detergentes e enzimas, este processo remove os componentes celulares
do homo-enxerto, diminuindo sua imunogenicidade e, provavelmente,
retardando sua degeneracdo. O objetivo deste estudo, experimental e
descritivo, foi analisar o comportamento histologico e funcional de homo-
enxertos pulmonares ovinos descelularizados (H-descel) por uma nova
solucdo, composta principalmente de dodecil sulfato de sodio a 0,1% . Para
caracterizar este comportamento, serdo avaliados o repovoamento celular, a
ocorréncia de calcificacdo e a fung¢do valvar ao eco-cardiograma. As
amostra foram constituidas de oito ovinos, submetidos ao implante de H-
descel em posicao ortotopica, através de uma toracotomia esquerda, com
auxilio de circulagdo extracorpdrea. Os animais foram acompanhados
clinicamente e por eco-cardiogramas periddicos até o explante, realizados
em prazos predefinidos para cada dois animais: sete, 30, 90 e 180 dias. A
analise histoldgica foi realizada por coloragcdes Hematoxilina-eosina,
Pentacromio de Movat e Alizarina Red. Como resultado todos os animais
sobreviveram ao procedimento e atingiram seus periodos de seguimento.
Nao houve insuficiéncia ou estenose destes enxertos ao ecocardiograma.
Os animais submetidos aos explantes em 90 e 180 dias tiveram
significativos ganhos ponderais e estes H-descel aumentaram de diametro,
sem desenvolver insuficiéncia. A analise histologica mostrou que todos
mantiveram a organizagdo de sua matriz extracelular, foram
progressivamente repovoados e ndo apresentaram calcificagdo.
Concluindo-se que neste modelo experimental, os H-descel mostraram-se
excelentes substitutos valvares a médio prazo.
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ZACCARO et al. (2010), avaliando a biocompatibilidade de agentes
quelantes e dos acidos organicos neste estudo avaliou a resposta
inflamatoria do EDTA , EDTA-T, e do acido citrico no defeito 0sseo
criado nas maxilas de rato. Sendo que foram criados defeitos nas
mandibulas de 60 ratos, bilateralmente.. Um lado recebeu Fibrinol
(controle), visto que o lateral oposto recebeu Fibrinol embebido com cada
substancia e foram avaliados no 1°, no 7°, no 14°, e no 28° dia (n=5 para
cada dia). Hemi mandibulas foram preparadas para o microscopio claro, e
as amostras foram coradas com hematoxilina e eosina. As imagens
digitadas foram analisadas com um software morfométrico (Image J;
Instituto nacional da saude mental, Bethesda, MD). para obter o niumero de
pilhas inflamatdria por area. As comparagdes foram executadas usando o
teste de Kruskal-Wallis (p=0.05). E os resultados obtidos durante todos os
periodos o acido citrico e EDTA-T mostraram respectivamente, os nimeros
mais baixos e os mais elevados de pilhas inflamatodrias por area. Todas as
substancias e controles testados mostraram a resposta inflamatoria, a mais
elevada foi a da pilha no 14° dia. E concluiram que entre as substancias
testadas, acido citrico provou ser a solu¢ao mais agressiva em 14 dias, mas
em 28 dias, todas as solugdes foram similares.

KATO et al .(2011), buscando alternativas para adquirir substituto de
dentes humanos, estudou as metaloproteinase (MMPs) implicadas no
metabolismo do colageno nos processos fisiologicos e patologicos da
dentina humana. E foram utilizados dentes bovinos como um substituto
para os dentes humanos em analise laboratorial, que avaliou a atividade de
MMP 2 e 9 nos dentes bovinos e humano. Os fragmentos da dentina de
ambos, foram pulverizadas, para extracdo da proteina, sendo executado
dois protocolos: uma solugdo neutra com guadinina-HCI/EDTA (pH 7.4) e
uma solucdo 4acida com acido citrico (pH 2.3). As atividades de
Gelatinolitica das solugdes foram reveladas pela Zimografia ( técnica de
eletroforese, com base em SDS-PAGE , que inclui um substrato
copolimerizado com a poliacrilamida_gel, para a deteccdo de enzima de
atividade). MMP2 e 9 foram detectados na coroa e na dentina da raiz dos
dentes bovinos e de seres humanos. Concluiu-se que a dentina bovina pode

ser um scaffold de confianca para os estudos que envolvem a atividade de
MMP 2 e de 9.
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NEVES et al. (2011), projetou a verificagdo da influéncia de trés
agentes desmineralizastes em EGF (Fator de crescimento epidérmico),
EGF ¢ um fator de crescimento que desempenha um papel importante na
regulacdo do crescimento celular, proliferacdo e diferenciacdo através da
ligagdo com o seu receptor EGFR . EGF humano ¢ o 6045 - proteina com
53 residuos de aminodcidos e trés pontes dissulfeto intra-molecular, sendo
que o EGFR possui uma boa imunocoloragdo na morfologia do tecido.
Foram escolhidas as glandulas submandibulares que sdo uma fonte de EGF
e seu receptor EGFR, para serem analisadas, usando um controle em cada
etapa da descalcificagdo. Apds o sacrificio dos ratos masculinos de Wistar
adultos, pela fixacdo e perfusdo, as glandulas submandibulares e as
mandibulas foram colocados nas seguintes solucdes: (a) acido nitrico de
5%, no formaldeido de 4%; (b) 4.13% EDTA pH 7.4; (c) acido
tricloroacético de 5%. As Mandibulas serviram como um pardmetro por um
tempo de descalcificagdo em cada solu¢ao desmineralizagdo. Um grupo de
controle foi executado com as glandulas submandibulares que nao foram
colocadas em nenhuma solu¢do de desmineralizacdo. Depois que as
mandibulas eram completamente descalcificadas, as glandulas foram
processadas encaixando em Paraplast® e um marcador imunohistoquimico
feito para detectar EGF e EGFR. Observou-se que a descalcificagdo nao
produziu diferencas visiveis nos termos do imunoreatividade de EGF e de
EGFR, mas teve-se um efeito na qualidade da morfologia e de marcar.
Nossos resultados indicam que ndo ha nenhum problema nos tecidos que
requerem a descalcificacdo e que o EDTA ¢ a melhor escolha para o
descalcificagdo nos casos que nao sdo urgentes.

PROSECKA et al.( 2011), otimizando as condi¢des para células
mesenquimais se diferenciarem em osteoblastos, no coldgeno e na matriz
de hidroxiapatita, estudaram scaffolds compostos por substratos de
coldgeno/ hidroxiapatita (HA), que sdo conhecidos por serem scaffolds
apropriados para semear células mesenquimais (MSCs) e se diferenciarem
em osteoblastos e serem utilizadas na produg¢do in vitro dos 0ssos
artificiais. Entretanto, a relacdo 6tima de colageno/HA ndo € clara, mas
confirmou que um indice mais elevado do colageno aumentou a rigidez do
scaffold, e que uma rigidez maior nao foi suficiente para a formagdo do
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tecido 6sseo, processo complexo que depende evidentemente da
porosidade deste scaffold e do diametro do poro do scaffold . Em
conclusdo, o scaffold 6timo para a formacao Ossea e proliferagao de novas
células, foi encontrado em um scaffold composto por 50 WT % do HA de
0,5 % em solugao do colageno I .

GILLETE et al.( 2011), estudando a MEC em 3D de multiplos
tecidos e suas variagdes micro estruturais podem direcionar
comportamentos celulares diferentes. Embora o controle sobre a estrutura
da MEC possa se mostrar util em ET, nos estudos do comportamento
celular, as matrizes 3D isotrdpicas replicam mal estas variacdes em micro
estruturas. Os resultados mostraram que, em tecidos multifase projetados,
as estruturas de fibras do coldgeno em ambas as fases do MEC poderiam
ser moduladas variando as concentragdes do colageno e a temperatura do
gel. Demonstrando como as estruturas da fibra do colageno podem ser
projetadas dentro de todas as regides de um scaffold multifase do tecido,
explorando o conhecimento do conjunto do coldgeno, e apresenta uma
aproximacao a estrutura local do colageno .

KIM et al. ( 2011), estudando o potencial de diferenciacao
osteogénica dos pré odontoblastos derivados da tirosina biomimética do
scaffold de policarbonato (TyrPC) que cont€ém um ester etil ou o grupo do
ester metil combinado com o osso humano foi avaliado usando as células
do pré-osteoblasto. Cada composicao de scaffolds porosos tridimensionais
com uma distribui¢do bimodal do poro de 20um e dos macro poros entre o
200 - 400 um. A caracterizagdo do microscopio de elétron da exploragao
(SEM) sugeriu o acessorio da células. Além disso, as correntes laterais
suportaram a progressdo osteogénica , a fosfatase alcalina (ALPES) e a
expressao do osteocalcin (OCN) ,assim como um aumento no indice do
calcio comparado aos scaffolds que contém o grupo do ester metil. Nao
havia nenhuma diferenca significativa no bioatividade. Consequentemente,
os dados sugerem fortemente que scaffolds de TyrPC pode fornecer uma
plataforma altamente util para a engenharia do tecido do osso.
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GUPTE & MA (2011), analisando scaffolds de nanofibras para
aplicacdes dentais e craniofaciais, as solucdes da ET aproveitaram
frequentemente materiais biomiméticos para suportar células para a
regeneracao funcional do tecido. Os scaffolds tridimensionais podem criar
multifases ¢ um ambiente capaz de facilitar a adesdo, o proliferacdo, e a
diferenciacdo da cé€lulas. Este scaffold incorpora caracteristicas nanofibras
para imitar a matriz extracelular, junto com uma rede porosa para a
regeneragdo de uma variedade dos tecidos. Portanto, a sintese de fabricagado
de scaffolds em nanofibras, seus efeitos biologicos, suas aplicagdes em ET
Ossea, cartilagem, esmalte, dentina, e periodonto, scaffolds paciente-
especificos, e sistemas incorporados da entrega do fator do crescimento. Os
scaffolds de Nanofibras ndo podem somente promover o campo da
regeneracdo craniofacial mas também da tecnologia avancada para
recolocagdes tecido-projetadas em muitos sistemas fisiologicos.

BICHARA et al. ( 2011), estudando a reconstrugdo, o reparo € a
regeneracdo da estrutura auricular externa continuam a ser um dos maiores
desafios no campo da ET. Para substituir, € necessario emular a estrutura e
a composicdo nativas da cartilagem auricular combinando uma fonte de
células condrogénicas apropriada com um scaffold sob condi¢des ideais in
vitro, para otimizar as condi¢des in vivo. Devido ao fato que um substituto
apropriado e de confianca para a cartilagem auricular deva ser projetado
ainda, a cartilagem costal autdloga , deu forma a implantes porosos do
polietileno em orelha, e ¢ uma modalidade atual do tratamento para o
reconstrucdo auricular. Entretanto, sobre a ultima década, avancos
significativos foram feitos no campo da ET e da MR. Uma variedade de
scaffolds e as aproximacdes inovativas foram investigadas como
alternativas a usar o cartilagem costal autdloga ou implantes porosos de alta
densidade de polietileno. Uma revisao de desenvolvimentos recentes, os
ultimos modelos e a ciéncia atual ¢ apresentada, focalizando em scaffolds,
fontes de células, semeando densidades, e caracteristicas mecanicas da
cartilagem auricular tecido-projetado.

ZHU et al. (2011), afirmaram que a determinacdo das propriedades
mecanicas de um scaffold rigido ¢ relativamente direta, enquanto testes
mecanicos de um scaffold macio de tecido pode ser um desafio
significativo devidos a sua fragilidade. Sugerem que para caracterizar o
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modulo elastico de um scaffold e sua rigidez deva ser utilizada a
microscopia de for¢a atomica (MFA) com nano identificagdo. Um modelo
matematico foi desenvolvido para verificar a rigidez e o modulos elastico
de um scaffold de sua curva da for¢a obtida sob circunstancias diferentes.
Além disso, a rigidez do scaffold depende significativamente da matriz
extracelular onde sdo depositadas e semeadas as células que crescem e se
diferenciam dentro do scaffold de acordo com esta estrutura.

MIRMALA et al.( 2011), desenvolveu um trabalho focalizando a
preparacdo de scaffolds com nanofibras de poliuretano que contém o
cloreto de calcio (CaCl2) preparado através do processo eletroespilin para
as aplicagdes em bionanotecnologia. As caracterizagdes morfologicas,
estruturais e as propriedades térmicas do poliuretano/nanofibras de CaCl2
foram determinados usando o microscopia de elétron da exploragdo (SEM),
o microscopio de elétron da exploragdo da campo-emissdao (FE-SEM), o
espectroscopio dispersivo de energia de raio X (EDX), o espectroscopio de
Fourier (FT-IR) e o termo-gravimetria e infravermelhos (TGA). As
imagens de SEM revelaram que estas nanofibras compostas possuem o
sentido bem orientado e tiveram uma incorporagao boa de CaCl2. As
caracteristicas morfologicas das células unidas ao scaffold de
poliuretano/nanofibras de CaCl2 foi confirmada por SEM. A
compatibilidade in vitro das células com este scaffold de
poliuretano/nanofibras de CaCl2 foi estudada, e demonstrou um efeito nao-
toxicos para fixagdo das células.

GARLLER et al.( 2011), estabelecendo uma estratégias para
engenharia tecidual, a escolha de um scaffold apropriado € a primeira
etapa e certamente crucial. Uma variedade de biomateriais estdo
disponiveis: polimeros naturais ou sintéticos, matriz extracelular, sistemas
de montagem, hidro géis, ou bioceramicas. Cada material oferece uma
quimica, uma composi¢do ¢ uma estrutura, um perfil de degradagdo, e uma
possibilidade original para a modificacdo. O papel do scaffold mudou do
portador passivo para uma matriz bioativa, que pudesse induzir um
comportamento celular desejado. As aproximagdes recentes para gerar a
polpa dental confiam em materiais estabelecidos, tais como o colageno, o
poliéster, o quitosan, a hidroxiapatita. Os resultados ap6s o transplante
mostram a formagdo de um tecido fragil de conexdo e a dentina
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recentemente gerado. Para a engenharia dentina-polpa-complexa, os
aspectos incluindo o vascularizagdo, as interagdes da célula-matriz, a
incorporacdo do fator de crescimento, a degradacdo da matriz, o
mineralizacdo, ¢ o controle de contaminacdo devem ser considerados. O
projeto racional da sequéncia dos peptideos e hidrogel permite o controle
da rigidez deste material, a indu¢do do nucleagdo mineral, ou a introducao
da atividade antibacteriana. As respostas celulares podem envolver pela
incorporacdo de modificadores da adesdo da célula, de locais enzima-
cleavable, e de fatores apropriados do crescimento. A combinacdo de
materiais indutivos do scaffold pode otimizar e as aproximagdes para a
regeneracdo do complexo da dentina-polpa.

SAKALI et al. (2011), afirmaram que a polpa dental humana contém
uma subpopulacdo pequena de células tronco  que exibem um
multipotencial, demonstrado por sua habilidade de diferenciar-se em
odontoblastos, cé¢lulas neurais, e células endotelial-vasculares. Estas
descobertas destacam o papel fundamental de células-tronco na biologia da
polpa dental e sugerem que estas possam ser utilizadas em ET. Com o
objetivo de descrever a utilizagdo do dente como um modelo para ser
utilizado como Scaffold e abrigar estas células multipotenciais e se
aderirem neste arcabougo e poder assim se expressar ¢ se diferenciar. A
disponibilidade das aproximagoes experimentais projetadas,
especificamente para estudos do potencial de diferenciacdo de células
tronco dentais da polpa teve um papel importante nestas descobertas.

KAJBAFZADEH et al. (2013), a descelularizagio do colon
proporciona scaffold biologico tridimensional sem quaisquer elementos
celulares e com preservagdo da matriz extracelular, a fim de permitir a
semeadura de células autdlogas para o aumento de tecido sem qualquer
resposta imunolégica. Este estudo foi realizado para investigar a seguranca
da viabilidade de colon de ovelhas descelularizados como um primeiro
passo de engenharia de tecido do colon. O processo de descelularizagao de
colon de ovelhas foi realizado em quatro etapas que incluiram scaffold de
preparacao, exame histologico e investigagdes microscopicas , para revelar
os depositos celulares restantes , a avaliacdo biomecanica e estudos de
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quantificacdo de colageno através da medida do contetido de hidroxiprolina
normal e das descelularizadas . Os scaffold do célon de ovelha
descelularizado revelou a remog¢do completa de células sob um microscopio
de luz .Os resultados dos testes biomecanicos mostraram que a matriz extra
celular descelularizadas ndo suportam quaisquer danos inesperados ou
mudangas estruturais que a tornam incapaz de tolerar as forgas in vivo e
alongamentos . As imagens microscopicas capturadas apos coloragdo do
tecido com Picro-sirius vermelho, também mostraram que o coldgeno na
matriz extracelular ¢ bem preservado, o que foi confirmado por
microscopia eletronica de varredura. Isto implica que o scaffold preparado
por este método ¢ adequado para o aumento de tecido ou transplantes.

BURK et al. (2013), o uso de tecido do tenddo descelularizados
como scaffold para a engenharia tecidual, oferece grandes oportunidades
para futuras aplicacdes clinicas e de pesquisa atual. O objetivo deste estudo
foi avaliar o efeito de ciclos repetitivos de congelamento e
descongelamento e dois detergentes diferentes, t-octil-
phenoxypolyethoxyethanol (Triton X -100) e dodecil sulfato de sddio (SDS
), sobre a eficacia descelulariza¢do e citocompatibilidade, sendo avaliada
com base na reducdo da contagem de células vitais, nucleos
histologicamente visiveis e conteido de DNA . Microscopia eletronica de
transmissdo foi realizada para avaliar a integridade da matriz celular e
extracelular. Descelularizacdo foi significativamente mais eficaz quando se
utiliza os protocolos, incluindo ciclos de congelamento e descongelamento,
deixando apenas cerca de 1% de residuos de ntcleos e 20% de DNA
residual, enquanto que as amostras que ndo haviam sido submetidos a
ciclos de congelamento-descongelamento adicionais continha cerca de 20%
de nucleos residuais e 40% do DNA residual. Nao foram observadas
alteragdes da matriz extracelular morfologicas devido a descelularizacao.

ZHAO et al. (2013) a reparagdo da cartilagem ¢ uma area
desafiadora de investigacdo, por causa da capacidade de cura limitada de
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cartilagem articular adulta. Desenvolvemos scaffolds para engenharia de
tecidos de cartilagem in vivo em ratos. Estes scaffolds foram produzidos in
vitro utilizando uma cartilagem natural, mantida a matriz extracelular MEC
através da combina¢do de um processo de descelularizagdo, com uma
técnica de liofilizacdo e foram caracterizadas por microscopia electronica
de varredura, micro-tomografia computadorizada (micro-CT), coloracao
histologica, ensaio de citotoxicidade bioquimica e andlise biomecanica
digital. Este estudo sugere que a cartilagem como scaffold preservado de
MEC ¢ muito promissora para a engenharia de tecidos.

YU et al . (2013), descrevendo o beneficio da substituicdao da valvula
cardiaca em portadores de doengas valvulares, com o objetivo de preparar
scaffolds naturais sem limitagdo com imunogenicidade, comparou a
capacidade de diferentes procedimentos um grupo nao foi descelularizado,
usado como controle, outro grupo triton X e desoxicolato de sdédio e em
outro foi utilizado detergente enzimatico e constatou-se que este ultimo € o
melhor método para descelularizagdo, pois remove as células e mantém o
scaffold integro da valvula.

FAULK et al. (2013), comentam que a escolha de detergentes
utilizados para a descelularizacdo do tecido pode ter um efeito marcante
sobre a integridade da matriz extra celular deste tecido em bexiga urinéria
do bio scaffold resultante, a matriz foi avaliada através de imuno-
marcadores e microscopia eletronica de varredura. O propanossulfonato,
desoxicolato de sodio 4 % e dodecil sulfato de sodio a 1% desnaturaram as
fibras de colageno, e quando este tecido foi submetido a cultura celular, as
células apresentaram alteracdo no fendtipo, diferente do triton X, que se
mostrou com as células cultivadas com maior confluéncia e apresentaram
um fenotipo normal.

O'NEILL et al. (2013), descreve que o unico tratamento definitivo
para a faléncia de oOrgdos em estagios finais € o transplante. A
descelularizagdo mantém a matriz extracelular e tem um grande potencial
como scaffold, porque preserva a arquitetura complexa, biomecanica e
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especificidade topologica do 6rgao. Foi estudado o pulmdo de porco para
servir como substituto biolégico adequado para pulmdo humano, foram
avaliadas a viabilidade, crescimento e a atividade metabolica dos
fibroblastos humanos, células epiteliais das vias aéreas pequenas e células
mesenquimais derivadas de tecido adiposo, € concluiu-se que a matriz
extracelular suina pode ser um excelente scaffold para as aplicacdes de
engenharia de tecidos.

Isino & Fujisato (2015) afirmam que os tecidos descelularizados,
para transplante de 6rgdos e regeneracao t€m sido estudados no campo da
engenharia de tecidos. No processo de descelularizagdo, tensioativos, tais
como sulfato de dodecil de so6dio (SDS) foram mais comumente utilizado
para remover os componentes celulares do tecido. No entanto, o surfactante
residual pode ser citotoxica in vivo e tem sido relatada a dificuldade de
remodelacdo apds a implantacdo. Além disso, o tratamento com agentes
tensioactivos pode destruir a estrutura importante da matriz extracelular
(MEC) que permite que o tecido descelularizado para funcionar como um
scaffold para as células. Neste estudo, os tecidos descelularizados, com
elevada biocompatibilidade foram criadas utilizando o soro do destinatério.
Por imersao de um tecido heterogéneo no soro condicionado para ativar o
sistema do complemento ¢ de DNase I, os seus componentes celulares
podem ser removidos. Comparado a um enxerto tratados com SDS, o
enxerto tratados com soro preservada a estrutura nativa da MEC. Quando
implantadas subcutaneamente em um rato inato isogénico, O enxerto
tratado com soro do destinatario resultou em menos imuno rejeicdo do que
o enxerto tratados com SDS.



METODOS



Meétodos

4. METODOS

4.1 DESENHO DA PESQUISA

Este ¢ um estudo: primario, experimental, longitudinal, prospectivo,
analitico, comparativo, realizado em centro Unico. Foi aprovado pelo
Comité de Ftica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP), sob protocolo 87191 de 31/08/2012. (APENDICE 1),
obedecendo a Resolucdo 196/96, contemplando os aspectos éticos da
pesquisa cientifica com seres humanos e concordancia da participagdo no
estudo foi previamente concedida pelo sujeito ou seu responsavel legal,

através da assinatura do TCLE.

Configuram como parceiros deste estudo a Faculdade de Engenharia
de Materiais, Quimica ¢ Mecanica da UNICAMP, projetos 07/58856-7,
07/59488-1, a FAPESP vinculada ao Projeto JP 07/51227-4, o CNPq
vinculado ao projeto n°® 573661/2008-1 do INCT Biofabris (Instituto
Nacional de Ciéncias e Tecnologia em Biofabricacdo) e FAPESP
08/57860-3, além do apoio da Rede Ibero-Americana de Biofabricacdo —
Cyted. CNPq.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

Foram considerados candidatos a participagdo neste estudo os
pacientes em tratamento ortodontico, com indicagdo ortodontica de
remog¢do de dentes higidos 1°.e 2°. pré-molares (superior e inferior), de
ambos os géneros, com idade entre 14 a 45 anos. Os pacientes devem ser

saudaveis, ndo devem fazer uso cronico de medicamentos e devem possuir
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os dentes em estagios de formacao radicular completo. A concordancia na
participacdao voluntaria deverd ser manifestada com a assinatura doTermo

de Consentimento Livre e Esclarecida (TCLE) (ANEXO I).

4.3 CRITERIOS DE NAO INCLUSAO

Nao foram incluidos os pacientes que necessitem de cirurgias com
indicacdo de odontoseccdo ou desgaste coronario, portadores de doencas
infectocontagiosas ou anomalias dentarias de estruturas mineralizadas de
qualquer natureza. Pacientes que tenham se submetido a clareamento

dentario.

4.4 AMOSTRAS

As amostras de dentes primeiros e segundos pré-molares superiores €
inferiores humanos foram obtidas a partir de doadores voluntarios
atendidos em consultorio particular, sendo considerados como tecido de
descarte cirurgico, todas cirurgias foram realizadas pela mesma cirurgia
dentista. Amostra foi cinquenta dentes pré-molares. Os dentes com
indicacdo clinica de extragdo foram cirurgicamente removidos, sob
anestesia local, Citanest, ¢ de acordo com o protocolo descrito por
(TORRES et al.,, 2010). Os dentes foram transportados em meio de
preservagao, formol a 10%, sob a temperatura ambiente até o Laboratorio
de Engenharia Tecidual e Biofabricagdo do Centro de Terapia Celular e
Molecular (CTCMol) da UNIFESP.

O uso de medicamentos pos-operatorios foi prescrito pelo cirurgido,
conforme a indicacao e procedéncia da cirurgia. Os medicamentos incluem
compostos de antibacterianos (penicilina), analgésicos (dipirona), anti-

inflamatorios ndo hormonais (ibuprofeno) e hormonais. A técnica cirargica
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caracterizou-se pelas seguintes etapas: 1) Antissepsia intra e extraoral com
clorexidina a 2%; 2) Instalagdo de campos operatdrios esterilizados; 3)
Anestesia local com anestésico Citanest; 4) Sidesmotomia; 5) Exodontia
com alavanca e forceps, sem odontoseccao; 6) condicionamento do dente
em solugdo de formol a 10%, 7) Sutura; 8) Transporte para CTCmol para

introduzir em substancia desmineralizadora/ descelularizadora.

4.5 MANUTENCAO DAS AMOSTRAS
Apos extragdo os dentes foram mantidos em temperatura ambiente
em uma solucao de formol a 10%.
Em seguida, as amostras foram divididas em 2 solugdes:
- Formol 10% (controle) 10 amostras Grupo 1 ( G1);
- Tampao fosfato salino (PBS) e 28g de EDTA , 40 amostras;
ApoOs 30 dias, as amostras que permaneceram no EDTA, foram
divididas em :
- Hipoclorito de sodio a 2,5% , Grupo 2 (G2);
- Perdxido de hidrogénio a 40v, Grupo 3 (G3);
- Detergente enzimatico associado a hipoclorito de sodio a 2,5%, Grupo 4
(G4);
- Detergente enzimatico associado a peroxido de hidrogénio a 40v.

Grupo 5 (G)S).

As amostras foram distribuidas em seqiiéncia em 5 grupos, com 10

dentes cada, sendo conservadas nas solu¢des durante 12 semanas.
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Figura 1 - Fluxograma

4.6 PESAGEM DAS AMOSTRAS
As amostras foram pesadas a cada sete dias durante todo o periodo
de estudo. O procedimento de pesagem foi realizado em balanca de
precisdo ( Shimadzu, modelo AY220 Max) 220g d=0,1mg tara 100%, com
variacdo de 0,0001g. Este procedimento foi precedido por secagem em
papel toalha absorvente, para remog¢ao do excesso de solugao.
Para homogeneizacdo da amostra foi calculado o delta

percentual.

4.7 REGISTRO DE IMAGENS
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Os dentes foram fotografados, no plano longitudinal, antes e ap6s o
processo de desmineralizagao e descelularizagdo, a 10 cm de distancia, com
posicionador radiografico, utilizando uma camera digital da marca Sony,
com resolucao de 8.1 mega pixels, objetiva fixa normal, de uma camera
compacta. Este registro teve por objetivo acompanhar alteracdes macro
geométricas apresentadas. A classificacao de acordo com a escala visual de
coloragao “VITA” foi feita por dois observadores independentes.

Todas as amostras foram radiografadas e realizada a captagdao de
imagem de forma digital, antes e apds o processo de desmineralizagdo e
descelularizagdo, foi utilizado o aparelho de raio X da marca Dabi Atlante,

Seletronic, com exposicao de 0,30 segundos, conforme FIGURA 2.

Saeletronic

or. 11213 2122
- +

Figura 2 - Dispositivo para tomada de radiografia

Foram utilizadas as amostras de dentes higidos, sendo que todos os
dentes extraidos foram por indicagdo ortodontica, destes, foram
substituidos quatro amostras devido danos no dente, somente visualizados

apds tomadas radiograficas, os dentes substituidos foram 18,19,20 e 40.
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As amostras foram radiografadas com um escalimetro construido em
aluminio com 3 cm de comprimento, 1 cm de largura e 1 cm de altura
minima, com presenca de dez degraus distanciando-se 0,3 cm entre si com
altura de 0,1cm. Com a finalidade de se padronizar os diferentes tons de

cinza observados nas radiografias.

Figura 3 - Escalimetro

4.8 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA ANALISE DE
MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEYV)

O preparo da amostras, para analise no MEV, foram desidratadas em
estufa a 60°C durante 1 hora. Apds esta etapa, as amostras foram
seccionadas longitudinalmente com auxilio de um alicate de corte, sem a
producao de smear layer, produto que poderia interferir na andlise das
amostras. As amostras permaneceram sobre uma camada de silica gel
recoberta por um papel absorvente em recipientes fechados
hermeticamente. Em seguida, as amostras foram fixadas em stubs e
cobertas com ouro através de deposito com auxilio de uma metalizadora,
para entdo serem analizadas em MEV. A fixacdo das amostras nos stubs foi
feita com o auxilio de uma fita adesiva carbonada, para ndo interferir na

leitura dos elétrons na cAmara do microscopio eletronico de varredura.
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Figura 4 - Dentes seccionados longitudinalmente apds serem
metalizados, antes de analisados em MEV

Figura 5 - Metalizador de amostras

Foram realizadas a secagem rapida nos grupos 1, 2, 3 e secagem
lenta nos grupos 4 e 5. A razdo para a secagem lenta era para dirimir a

davida que a secagem rapida poderia interferir nas trincas do grupo de
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hipoclorito, hipétese essa descartada, pois também na secagem lenta, as
trincas apareceram.

Na secagem rapida foram introduzidas as amostras ja nos stubs em
estufa por uma hora, e com temperatura de 60° C. Ja na secagem lenta
foram submetidas a alcool 70 %, antes de serem fixados aos stubs, e
permaneceram por 24 horas desidratando lentamente, em caixa

hermeticamente fechada com silica gel.

4.9 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

As amostras foram anaslisadas a microscopia eletronica de varredura
apos 12 semanas do tratamento em diferentes solugdes para a localizagdo
de canaliculos dentinarios, canal radicular, observar o esmalte, a dentina,
cemento e a polpa dental. O equipamento utilizado foi LEO 435-VP
alocado na ESALQ-USP em Piracicaba.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizadas 50 amostras. Os dados do presente estudo foram
registrados em protocolo préprio, desenvolvido para este fim.

Para a andlise dos resultados foram aplicados os seguintes testes:

1- Analise de variancia de Friedmam ( SIEGEL, 2006), com o
objetivo de comparar as doze semanas do experimento em relacdo as
perdas percentuais de peso dos dentes. Esta andlise foi realizada, em
separado para cada um das substincias utilizadas para se obter a
desmineralizacdo e descelularizacao.

Delta percentual=  Semana inicial — Semanax x 100

Semana inicial
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2- Anadlise estatistica de variancia de Kruskal-Wallis ( SIEGEL,
2006), para comparar o delta percentual do peso do dente antes e apods a
desmineralizacao/descelularizacdo, com a finalidade de comparar cada um
dos solventes em relacdo a perda de peso observadas em cada uma das doze
semanas estudadas.

3- Teste do Quiquadrado para tabelas de Contingéncia ( SIEGEL,
2006), com a finalidade de comparar os cinco solventes em relacdo as
alteragdes da dentina; polpa; cemento; esmalte e cores.

4- Teste exato de Fisher ( SIEGEL, 2006), com o objetivo de
comparar os grupos submetidos, ou nao, a agao do hipoclorito, em relacao a
presenca de trincas no cemento quando submetidos ao exame de
microscopia eletronica.

Foi fixado em 0,05 ou 5% o nivel de rejeicdo da hipdtese de
nulidade. Varidveis em estudo: dentes de diferentes pacientes com
estruturas distintas de acordo com a estrutura genética individual. A
amostra foi composta de 50 dentes pertencendo a cada grupo o nimero de

10 dentes.
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5. RESULTADOS

Perda de Massa Semanal em Gramas (*)

13751
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Figura 6 - Grafico da perda de massa semanal em gramas (*)
Este grafico representa a perda de massa medida em gramas nos
grupos de dentes submetidos ao processo de desmineralizagdo e

descelularizacdo durante as doze semanas do estudo.
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Perda de Massa % [*)
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Figura 7 - Delta percentual quanto a perda de massa (*)

Analise estatistica de variancia de Kruskal-Wallis ( SIEGEL, 2006),
para comparar o delta percentual do peso do dente antes e apds a
desmineralizacao/descelulariza¢do, com a finalidade de comparar cada um
dos solventes em relacdo a perda de peso observadas em cada uma das doze

semanas estudadas.
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Alteractes Observadas em MEV
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SDENTINA ®POLPA SEMENTO S ESMALTE

Figura 8 - Alterac¢oes observadas MEV (*)
Foram observadas alteracdes nos grupos quando comparados ao

grupo 1, na dentina, no cemento e no esmalte.

No grupo 1 a polpa permaneceu em todas as amostras.
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Tabela 1 - Dentes do grupo controle 1 e experimentais 2,3,4,5 segundo
a semelhanca da dentina no critério observado em microscopia
eletronica de varredura.

Dentina
Sim N3o Total % de alteracdo

Grupo 1 (o] 10 10 0%

Grupo 2 9 1 10 90%
Grupo 3 6 10 60%
Grupo 4 7 3 10 70%
Grupo 5 5 5 10 50%
Total 27 23 50 54%

Teste do quiquadrado
X2c= 9,488 X2=18.196*
(p= 0,0011%*)

G2 e G4>1,5

Tabela 2 - Dentes dos grupo controle 1 e experimentais 2,3,4,5 segundo
a semelhanca presenca de polpa no critério de microscopia eletronica

de varredura.

Polpa
Sim N3o Total % Presenca

Grupo 1 10 0 10 100%
Grupo 2 7 3 10 70%

Grupo 3 5 5 10 50%

Grupo 4 8 2 10 80%

Grupo 5 3 7 10 30%

Total 0 33 17 0%

Teste do quiquadrado
X?c=9,488 X2 13.012%*
(p=0,0112%*)

G5 e G3 removeram mais a polpa
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Tabela 3 - Dentes do grupo controle 1 e experimentais 2,3,4,5 segundo
a semelhanca do cemento no critério de microscopia eletonica de

varredura
Cemento
Sim Nao Total % de alteracgao

Grupo 1 0 10 10 0%

Grupo 2 10 0 10 100%

Grupo 3 5 5 10 50%

Grupo 4 10 0 10 100%

Grupo 5 5 5 10 50%

Total 30 20 50 60%

Teste do quiquadrado
X?c=9,488 X?729.167*

(p <0,001%)
G2 e G4>G1,G3 e G5
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Tabela 4 - Dentes dos grupos controle 1 e experimentais 2, 3,4, 5
segundo a semelhanc¢a de esmalte no critério de microscopia eletronica
de varredura.

Esmalte
Sim N3o Total % de alteracao

Grupo 1 (0] 10 10 0%

Grupo 2 8 2 10 80%
Grupo 3 4 6 10 40%
Grupo 4 7 3 10 70%
Grupo 5 7 3 10 70%
Total 26 24 50 52%

Teste do quiquadrado
X?c=9.488 X2?=17.147*
(p=0,0018%*)
G1EG3<G2,G4 EGS5

Tabela 5 - Dentes dos grupos controle 1 e experimentais 2, 3,4, 5
segundo alteracao de coloracao

COLORACAO
Sim N3o Total % de alteragao

Grupo 1 0 10 10 0%

Grupo 2 10 0 10 100%

Grupo 3 10 0 10 100%

Grupo 4 10 [0} 10 100%

Grupo 5 10 [0} 10 100%

Total 40 40 50 80%

Teste do quiquadrado
X?¢c=9,488 X?= 50.000*
(P <0,001%)

G1< G2,G3,G4,G5
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Tabela 6 - Presenca de trinca no cemento nas amostras

Trincas cemnto

Sim N3o Total % de trincas
Grupo 4 e 2 20 o 20 100%
Com Hipoclorito
de sédio
Grupo 1,3 e 5 o 30 30 0,0%
Sem Hipoclorito
de Sédio
Total 20 30 50

Teste exato de Fisher
(p = 0,0000%*)

Todas as amostras submetidas a solucdo de hipoclorito de sodio

apresentaram trincas no cemento.
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GRUPO 1 FORMOL 10%

DENTE 1 DENTE2  DENTE 3 DENTE4 DENTES

ANTES

DEPOIS

DENTE 6 DENTE 7 DENTE8 DENTES  DENTE 10

ANTES

DEPOIS

Figura 9- Fotografia das amostra de dentes pré molares antes e apos o
processo de desmineralizacdo e descelulariza¢io no grupo 1
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GRUPO 2 HIPOCLORITO DE SODIO
DENTE 11 DENTE 12  DENTE 13 DENTE 14 DENTE 15

ANTES

DEPOIS

DENTE 16 DENTE 17 DENTE 18 DENTE 19 DENTE 20
o . . . .
o . . . .

Figura 10 - Fotografia das amostra de dentes pré molares antes e apos
0 processo de desmineralizacdo e descelularizacio no grupo 2
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GRUPO 3 PEROXIDO DE HIDROGENIO
DENTE 21 DENTE 22 DENTE 23 DENTE 24 DENTE 25

o . .
o . .

DENTE 26 DENTE 27 DENTE 28 DENTE 29 DENTE 30

Figura 11 - Fotografia das amostra de dentes pré molares antes e apos
o processo de desmineralizacio e descelularizacio no grupo 3

ANTES

DEPOIS
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GRUPO 4 HIPOCLORITO DE SODIO + DETERGENTE ENZIMATICO
DENTE 31 DENTE 32 DENTE 33 DENTE 34 DENTE 35

DENTE36 ~ DENTE37 DENTE38  DENTE39  DENTE 40
Figura 12 - Fotografia das amostra de dentes pré molares antes e apos
o processo de desmineralizacio e descelularizacio no grupo 4

ANTES

DEPOIS

ANTES

DEPOIS




44

Resultados

GRUPO 5 PEROXIDO DE HIDROGENIO + DETERGENTE ENZIMATICO
DENTE41 DENTE42 DENTE43  DENTE44  DENTE 45

ANTES
DEPOIS

DENTE46 DENTE 47 DENTE 48 DENTE 49 DENTE 50
o . - . . .
o . . . . .

Figura 13 - Fotografia das amostra de dentes pré molares antes e apos
0 processo de desmineralizaciao e descelulariza¢do no grupo 5



45

Resultados

GRUPO 1 FORMOL 10%

DENTE 1 DENTE 2 DENTE 3 DENTE 4 DENTE 5

ANTES

DEPOIS

DENTE 6 DENTE 7 DENTE 8 DENTE 9 DENTE 10

ANTES

DEPOIS

Figura 14 - Radiografia das amostras de dentes pré-molares antes e
apos o processo de desmineralizacao e descelularizacao no grupo 1



46

Resultados

GRUPO 2 HIPOCLORITO DE SODIO

DENTE 11 DENTE 12 DENTE 13

DENTE 15

DEPOIS

DENTE 16 DENTE 17

ANTES

DEPOIS

Figura 15 - Radiografia das amostras de dentes pré-molares antes
apos o processo de desmineralizacao e descelularizacdo no grupo 2.

e
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GRUPO 3 PEROXIDO DE HIDROGENIO

DENTE 21 DENTE 22 DENTE 23 DENTE 24 DENTE 25

ANTES

DEPOIS

DENTE 27 DENTE 28 DENTE 29

Figura 16 - Radiografia das amostras de dentes pré-molares antes e
apos o processo de desmineralizacio e descelulariza¢cio no grupo 3

ANTES

DEPOIS
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GRUPO 4 HIPOCLORITO DE SODIO + DETERGENTE

DENTE 31 DENTE 32 DENTE 33 DENTE 34 DENTE 35

ANTES

DEPOIS

DENTE 36 DENTE 38 DENTE 39

ANTES

DEPOIS

Figura 17 - Radiografia das amostras de dentes pré-molares antes e
apos o processo de desmineralizacio e descelularizacio no grupo 4
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GRUPO 5 PEROXIDO DE HIDROGENIO + DETERGENTE

DENTE 41 DENTE 42 DENTE 43 DENTE 44 DENTE 45

ANTES

DEPOIS

DENTE 50

ANTES

- - .

Figura 18 - Radiografia das amostras de dentes pré-molares antes e
apos o processo de desmineralizacio e descelularizacido no grupo 5
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6. DISCUSSAO

As modificacdes advindas da introdu¢do dos conceitos da
Engenharia Tecidual como nova estratégia terapéutica beneficiarao
sobremaneira os pacientes, pois conduziram os profissionais da saude a
grandes avangos tecnoldgicos .

A descelulariza¢do, remocdo das células de um tecido ou de um
orgdo, ¢ uma reagdo complexa, pois existem as proteinas estruturais e
funcionais que constituem a matriz extracelular (MEC), e esta nao pode ser
danificada, uma vez que para as c¢lulas poderem se expressar
adequadamente, hd a necessidade dessa matriz manter as caracteristicas
originais desse tecido. As solucdes utilizadas podem interferir na MEC e
alterar sua ultraestrutura, por outro lado, se nao houver remog¢ao completa
do conteudo bioldgico no momento da implantagdo desse tecido em um
hospedeiro, pode haver resposta inflamatoria de imuno competente frente a
esse corpo estranho. Diante desse objetivo, foram selecionadas substancias
utilizadas para limpeza e sanificagdo do elemento dentario usados
rotineiramente em Odontologia, no proposito de ndo agredir a estrutura
dentaria que nos possibilite a preservacdo da MEC, remocdo celular e
consequentemente obter um melhor scaffold.

Para conseguir a limpeza da estrutura dentaria que possui uma
camada mineral extremamente rigida, houve necessidade de se
desmineralizar primeiro e atingir o interior dessa estrutura onde estd a
polpa, tecido conjuntivo que apresenta vasos, artérias € nervos. Essa
desmineralizacdo acontece por meio de substancias quelantes e/ou acidas,
que retiram o calcio presente nesse tecido mineral, para que outras

substancias em sequéncia consigam penetrar € promover uma adequada
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higienizacdo. Outra maneira ¢ promover um orificio na estrutura
coronariana do dente onde a polpa apresenta seu maior volume, porém com
esta manobra se perderia a integridade, e preservacao completa da MEC.

SCAFFOLDs (ASTM) sao substratos a base de biomateriais para
utilizagdo em Regeneragdo Tecidual com habilidade para comportar
atividades celulares, farmacos, genes, etc..., sdo suportes, arcaboucos ou
andaimes, com material biocompativel, reabsorvivel ou ndo. Utilizado para
regenerar tecidos ou organizar células, auxiliar as células na confecgdo de
sua nova matriz extracelular. Existem trés tipos basicos: Solido, Fibra e
Gel. O melhor scaffold seria o natural por ja ter ali mantido a presenca de
células vivas em atividade, o proposito de mimetizar este scaffold ¢ estudar
qual a porosidade, consisténcia, enfim copiar a0 maximo sua macro e
microgeometria.

Prosecka et al (2011) confirma que hé interferéncia na porosidade e
também no didmetro dos poros, para que as condi¢des nas células
mesenquimais se diferenciem em osteoblastos, coldgeno e na matriz de
hidroxiapatita, e que, mesmo aumentando a rigidez do colageno do
scaffold, nao foi suficiente para a formacao do tecido 6sseo, muitos fatores
influenciam, e com certeza uma aproximag¢ao maior com o tecido de
origem pode facilitar a diferenciagdo celular. Concordando com isto,
Gillete et al (2011) confirmam que a forga significativa de adesdo em
relagdo ao tecido demonstram como as estruturas da fibra do colageno,
podem ser projetadas dentro de todas as regides de um scaffold multifase
do tecido, explorando o conhecimento do conjunto do colageno, e
apresenta uma aproximac¢do a estrutura do coldgeno original. Na mesma
linha, Kim et al (2011), estudando o potencial de diferenciacao

osteogénica dos pré-odontoblastos avaliou diferentes tamanhos de poros
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nos scaffolds, e sugerem fortemente que eles forneceram uma plataforma
altamente util para a ET o6ssea. Observamos que durante o processo de
descelularizacdo e desmineralizacdo as substancias interferem na limpeza
destes poros tornando-os mais acessiveis, pois a estrutura dentdria possui
uma rede de canaliculos dentinarios extremamente organizada que

protegem e facilitam a nutri¢cao do tecido pulpar.

Gupte & Ma (2011) afirmam que materiais frequentemente sao
biomimetizados para que scaffold incorporem caracteristicas e imitem a
MEC, e possuam caracteristicas de suportar células a criar um ambiente
capaz de facilitar a adesdo, a proliferagdo, e a diferenciagdo das células e

promover o campo da regeneracdo tecidual.

Biomimetizar ¢ chegar o mais proximo do ideal, do natural, copiando
a natureza, para atingir este esperado scaffold, muitos estudos se propdem a

descelularizar/desmineralizar.

Na literatura, autores utilizam o EDTA com o propdsito de
desmineralizar, como Neves et al (2011), que afirma em seus resultados
que nao ha nenhum problema nos tecidos que requerem a descalcificacao, e
que o EDTA ¢ a melhor escolha para a desmineralizagdo nos casos que
ndo sdo urgentes. Zacaro et al (2010) diz que em 28 dias, o EDTA se
comporta com boas caracteristicas no processo de desmineralizagdo. Wang
(2007) aponta que a velocidade de descalcificagdo aumentou com
diminui¢do do pH da solugdo. Pérez (2008) afirma em seu trabalho que o
EDTA chega a extrair 86.72% de calcio, além de Emans et al (2005)
concluir que a descalcificacio com EDTA de 10% ¢ também o método o
mais seguro de descalcificagdo. Diante destas consideracdes a escolha pelo

desmineralizante foi o EDTA de 28g diluido em PBS em um pH 4, no
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intuito de aumentar a velocidade da desmineralizagdo, para isto foram
realizados testes piloto para que tivemos seguranga e controle na

desmineralizacao sem que destruissemos toda a MEC.

Como o EDTA permite a exposi¢cdo adequada das células aos agentes
descelularizadores, fornecendo um trajeto para que o material celular seja
removido do tecido e promovendo a limpeza, foram selecionadas
substancias que facilitam esta remocao de restos celulares e tecidos dos

dentes a serem descelularizados.

Inicialmente, foi realizado um projeto piloto, para aprimorar a
técnica de descelularizagdo e desmineralizacdo foi realizado em cinco
dentes, sendo quatro do mesmo individuo e um recém-extraido de outro

individuo. Foram distribuidos da seguinte forma:
nao recebeu solucao de fixacao,
hipoclorito de sédio,
peroxido de hidrogénio
peroxido de hidrogénio mais detergente enzimatico.

Neste piloto foi possivel observar que o dente que recebeu peroxido
de hidrogénio mais detergente enzimdtico apresentou as melhores
caracteristicas de limpeza; entdo no propdsito de verificar se a substancia
que faria diferenca seria o detergente enzimatico, foi incluido um grupo de

hipoclorito de s6dio com esse composto.

Para observar diferencas entre o grupo controle formol 10% e do

dente recém-extraido sem fixacao, foi realizado a microscopia eletronica de
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varredura (MEV) e ndo apresentou diferengas, pois o dente mantido em

formol se manteve com as mesmas caracteristicas do recém-extraido.

As amostras foram fotografadas, radiografadas no inicio do processo
¢ mantidas em frascos de vidro durante todo o periodo de descelularizagao
¢ desmineralizacdo. Elas foram eliminadas o excesso de substiancias e
pesadas semanalmente. Apos este periodo foram radiografadas no final do
tratamento e submetidas ao processo de secagem das amostras, com etanol
70 %, etanol absoluto e estufa a 60°C, para analises ao microscopia

eletronica de varredura.

Foram analisados 50 dentes pré-molares, sendo 10 dentes em cada
grupo, o grupo 1 nos serviu de controle pois foi comparado um dente recém
extraido com os dez dentes deste grupo apos todo o periodo do processo, €
nao se observou diferenca nas amostras, manteve-se as caracteristicas
originais, por isso foi possivel comparar a semelhanga nos critérios dentina,
polpa, cemento, coloracdo e trincas presentes no cemento. As amostras do
grupo formol apresentaram as mesmas caracteristicas tanto macro quanto
microscopicas antes e depois do processo de desmineralizagdo e

descelularizacao.

O grupo 2 ¢ 4 foi utilizado o hipoclorito de so6dio, substancia se
utiliza frequentemente em Odontologia para sanificagdo do canal radicular
durante o preparo quimico mecanico em tratamento endodontico. O grupo
3 e 5 foi utilizado o peroxido de hidrogénio muito usado para clareamento

dentario e limpeza, componente de varios cremes dentais. No grupo 4 ¢ 5
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houve uma desidratacdo previa das amostras, foi utilizado detergente
enzimatico € no preparo para a microscopia eletronica de varredura foi
realizado desidratacdo com etanol e estufa, enquanto nos grupos 1, 2 e 3 foi

realizada uma desidratacao somente com silica e estufa.

Apoés o tratamento ndo foram encontradas células vivas, somente
alteracdes nas propriedades estruturais e menor concentracao de calcio com

consequente reducgdo de peso, e alteracao na MEC.

A solugdo de hipoclorito de s6dio age mais na primeira semana, €
vai perdendo sua acdo devagar, enquanto que no grupo peroxido perde

massa uniformemente durante todo o periodo.

No grupo 3, detergente enzimatico associado ao hipoclorito, houve
uma aceleragdo quanto a perda de massa, mas isto ndo ocorreu no grupo 5
peroxido de hidrogénio com detergente enzimatico. Mas grupo 4 e o grupo
5 quanto a perda de massa nao diferiram em porcentagem, porque ambos
foram desidratados, embora no grupo 5 mostrou-se melhor visualmente
através da andlise em MEV. No grupo2 a dentina apresentou mais alteracao

que nos outros grupos.

Diante do tratamento aplicado as amostras, ndo existem células
vivas, entretanto, foram observadas alteragdes importantes nas
propriedades estruturais € menor concentragdo de calcio, com consequente
redugdo de peso das amostras, e apresentaram uma descoloracio evidente,
com excecdo do grupo 1 considerado controle, nas quais as amostras
permaneceram com 0 mesmo peso, cor € forma.

As amostras do grupo 5 submetidas ao tratamento com perdxido

associado ao detergente enzimatico apresentaram alteragdes de
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componentes estruturais do dente, mesmo assim, promoveu uma limpeza
maior em relagdo aos outros grupos, com auséncia de sombras na imagem
do MEV embora 30% deste grupo ainda foram observados restos pulpares.

Na solugcdo de hipoclorito de sodio, observou-se que a polpa
permaneceu muito dilacerada e destruida, o que ndo era esperado visto que
esta solucdo ¢ utilizada na pratica clinica para irrigagdo endodontica e
sanifica¢ao do canal.

O hipoclorito de so6dio pode ndo ter apresentado suas melhores
caracteristicas, pois o recipiente onde as amostras sofreram o processo de
desmineralizacdo e descelularizagdo era transparente, podendo ter alterado
o resultado, uma vez que a luz inativa a acdo do hipoclorito de sodio,
porém neste grupo 2 e 4 ocorreu em todas as amostras trincas no cemento,
sabe se que apos o tratamento endodontico o oOrgao dentdrio fica
extremamente fragilizado podendo se quebrar com facilidade, o que gera
uma preocupagdo em se construir niicleos e coroas para estes elementos,
acredita-se que isto ocorra devido a uma perda de mutricdo do elemento
uma vez que o conduto endodontico € obliterado por material inerte, outra
hipotese ficou muito clara neste estudo € que se esta solugdo causa trincas
no cemento isto pode colaborar para esta fraligidade apresentada na
estrutura do elemento dental.

Pérez et al (2008), a solucao de 2.5% NaOCI extraiu quantidades
insignificantes de calcio, visto que o EDTA de 15% extraiu maior
quantidade de calcio, optei pela utilizagdo de um EDTA ainda mais
agressivo, usando EDTA de 28%.

Lottanti (2009) afirma que a solu¢do desmineralizante associadas
com NaOClI corrdi a dentina, ndo sendo interessante, uma vez que Gillete et

al (2011) afirma a importancia de manter a MEC para ser um diferencial
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para poder direcionar melhor o comportamento celular. Como Bichara et al
(2011), afirma que no avangos em ET se deve aos modelos se aproximarem
dos tecidos originais em densidade, caracteristicas mecanicas e fontes
celulares para projetar o tecido.

Mostrou melhor performance o grupo 5 porém houve perda de
coloragdo, e diminuicdo de massa, durante o periodo de utilizacdo do
EDTA, ocorram alteragde na MEC, e a presenca de polpa residual em
todos grupos, demonstra que o método conforme descrito ndo garante a
total descelularizagdo, apesar da desmineralizacao ter ocorrido com sucesso
em todos os grupos.

No aspecto fotografico foram observadas alteragdes de coloragdo
dos dentes, conforme se apresenta na tabela 5, os dente que receberam o
tratamento com peroxido de hidrogénio a perda de coloracdo foi mais
evidente, embora todos perderam cor. Os dentes mantiveram suas
caracteristicas macroscopicas.

No aspecto radiografico foram analisados os critérios de
radiopacidade, de forma e tamanho. Com exce¢do do grupo 1 todos os
grupos que foram submetidos ao EDTA sofreram desmineralizacio
perderam cdlcio e consequente alteraram na radiopacidade. Nos critérios de
forma e tamanho anitomo radiografico ndo apresentaram diferengas.

A Engenharia Tecidual visa eliminar o doador de 6rgao por Langer,
Vacanti (1993), embora necessitamos biomimetizar para obter
conhecimentos que nos ajudem a ter referéncias amplas, pois a falta de
padrdo para o desenvolvimento do neo tecido nos obriga a tomar condutas
e estratégias para alcancar o objetivo maior da Odontologia que ¢ a
reposi¢ao das perdas dentais, ndo reparando e sim regenerando o 6rgao

dentario.
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A reparacdo da perda dental, hoje, ¢ realizada de maneira eficiente
através de implantes dentarios em titanio quando ha osso, sabemos que esta
¢ a melhor protese acessivel atualmente, mas estudos apontam que seu
material pode ser cancerigeno e ja se encontrou particulas deste material
em tecido neural, por isso os estudos devem crescer com a biologia
molecular. Profissionais vislumbram novos horizontes terapéuticos
almejando solugdes biologicas para solugdes de antigos problemas.

Os dentes descelularizados e desmineralizados podem ser utilizados

como scaffold em Engenharia Tecidual.

PERSPECTIVAS

Utilizar estas amostras como scaffolds naturais e semear cultura
celular, avaliar sua toxicidade e sua performance quando comparada a
scaffolds em biomateriais, pois acredita ser um substituto ideal para
utilizacdo em Engenharia Tecidual.

Encontrar uma substidncia que possa dissolver a polpa totalmente
sem alterar a forma original do dente, preservando a MEC, talvez a
possibilidade do uso de 25% de HNO; .

Sera interessante estudar uma forma alternativa de preservacao das
amostras sem fixa¢do em formol, antes do processo de desmineralizacio e
descelularizagdo, pois a fixagdo prévia em formol de todas as amostras
pode ter influenciado no processo e ter causado a nao remogao eficiente da
polpa.

O ultrassom auxilia na limpeza das amostras, porém nao ¢
suficientemente capaz de remover toda a polpa. O ideal seria promover um
preparo quimico mecanico, porém a abertura corondria prejudicaria a forma

e contorno do scaffold.
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7. CONCLUSAO

O melhor método para desmineralizar e descelularizar dentes
viabilizando-os como scaffolds naturais nesta amostra foi o grupo 5
(desidratado, EDTA, peroxido de hidrogénio, detergente enzimatico),

porém 30% ainda apresentou residuos bioldgicos.
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Abstract

ABSTRACT

Tissue Engineering (TE) is a multidisciplinary science that aims to
produce replacement organs and parts affected by trauma, degenerative
diseases or agenesis. One of its goals is to produce biocompatible scaffolds
for application in regenerative medicine. These structures are known as
scaffolds, presenting three-dimensional shape similar to the original tissue
in texture and porosity and directing the behavior of cells to be seeded. The
recovery of anatomical and functional integrity of damaged tissues ensures
the survival of living beings and the treatment of extensive losses is
challenging. Objective: Get decelullarized and demineralized teeth to make
them feasible as natural scaffolds. Methods: The samples will be subjected
to a treatment with demineralizing/decelularizing solutions. 4 different
solutions were used (14% EDTA, 2.5% sodium hypochlorite, hydrogen
peroxide and 9% and one group of control (10% formaldehyde). The
evolution of demineralization/decellularization was monitored for 90 days
through the use of electron scanning microscopy, X-ray and photography.
Samples’ weights were measured each seven days to control the mineral
loss. Results were subjected to statistical analysis of variance, Kruskal-
Wallis test Wilcoxan and Chi-square Test. Was fixed at 0,05 or 5%

rejection level of the null hypothesis.

Key words: Tissue Scaffold, Tissue Engineering, Demineralization.
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Tabela 7 - Medidas semanais da perda de massa durante o periodo de

estudo.

Grupo |Dente |Semana 1|Semana 2 |Semana 3 |Semana 4 |Semana 5 |Semana 6 |Semana 7 |Semana 8 |5 9|S 10(S 11|S 12
G1 1 1.430 1.437 1.437 1.427 1.427 1.430 1.424 1.424 1.424 1.428 1.428 1.424
G1 2 1.390 1.393 1.390 1.385 1.385 1.392 1.387 1.380 1.380 1.386 1.386 1.380
G1 3 1.521 1.531 1.530 1.512 1.511 1.517 1.511 1.511 1.511 1.511 1.511 1.505
G1 4 1.394 1.394 1.394 1.394 1.391 1.394 1.392 1.388 1.388 1.389 1.384 1.388
G1 5 1.471 1471 1.471 1.468 1.466 1.469 1.468 1.468 1.466 1.467 1.465 1.463
G1 6 1.115 1.114 1.114 1111 1.109 1.116 1.110 1.110 1.110 1.112 1112 1.110
G1 7 1.035 1.035 1.035 1.034 1.033 1.033 1.030 1.030 1.030 1.030 1.028 1.027
G1 8 0.873 0.872 0.872 0.873 0.870 0.870 0.869 0.869 0.869 0.869 0.869 0.869
G1 9 2.085 2.108 2.108 2.103 2.085 2.094 2.089 2.089 2.089 2.088 2.089 2.086
G1 10 1.178 1.181 1.181 1171 1.166 1.173 1.170 1.168 1.168 1.168 1.168 1.166
G2 11 1.393 1.392 1.390 1.287 1.279 1.285 1.204 1.200 1.196 1.190 1.182 1.178
G2 12 1.291 1.290 1.253 1.203 1.192 1.196 1.128 1.126 1.124 1.120 1.111 1.105
G2 13 1.542 1.536 1.492 1.447 1.437 1.437 1.350 1.346 1.342 1.336 1.327 1.320
G2 14 1.456 1.456 1.134 1.340 1.335 1.341 1.260 1.259 1.255 1.253 1.247 1.240
G2 15 1.286 1.288 1.207 1.192 1.175 1.173 1.077 1.075 1.074 1.073 1.067 1.062
G2 16 1.221 1.223 1.332 1.129 1.122 1.122 1.073 1.071 1.069 1.068 1.066 1.062
G2 17 1.528 1.532 1.477 1.422 1.410 1.411 1.323 1.320 1.310 1.309 1.304 1.297
G2 18 1.447 1.345 1.296 1.247 1.239 1.240 1.171 1.170 1.169 1.168 1.160 1.156
G2 19 0.943 1.114 1.056 0.999 0.988 0.982 0979 0.980 0.980 0.982 0.980 0.980
G2 20 1.458 1.331 1.276 1222 1.215 1.216 1.147 1.146 1.145 1.145 1.137 1.134
G3 21 1.281 1.285 1.227 1.169 1.156 1.153 1.147 1.144 1.142 1.140 1.137 1.137
G3 22 1.659 1.659 1.608 1.558 1.546 1.550 1.545 1.540 1.538 1.534 1.532 1.532
G3 23 1.057 1.057 1.005 0.954 0.944 0.946 0.934 0.930 0.928 0.927 0.925 0.928
G3 24 1.323 1.322 1.277 1.232 1.226 1.228 1.218 1.216 1.214 1.210 1.206 1.206
G3 25 1.123 1.123 1.078 1.031 1.023 1.019 1.011 1.009 1.006 1.002 0.995 0.996
G3 26 1.324 1.325 1.270 1.215 1.200 1.198 1.202 1.200 1.193 1.187 1.182 1.180
G3 27 1.493 1.490 1.443 1.396 1.384 1.384 1.377 1373 1.368 1.364 1.361 1.361
G3 28 1.798 1.800 1.745 1.691 1.682 1.682 1.679 1.670 1.620 1.659 1.654 1.656
G3 29 1.065 1.068 1.011 0.954 0.940 0.935 0.928 0.926 0.924 0.921 0.917 0.917
G3 30 1.265 1.266 1.204 1.142 1.128 1.124 1.120 1.100 1.108 1.105 1.099 1.099
G4 31 1.255 1.272 1.211 1.150 1.135 1.119 1.067 1.060 1.050 1.045 1.042 1.034
G4 32 1.345 1.349 1.289 1.230 1.219 1.215 1.142 1.140 1.135 1.131 1.121 1.118
G4 33 1.316 1.330 1.284 1.238 1.231 1.229 1.160 1.158 1.156 1.152 1.144 1.141
G4 34 1.355 1.367 1.321 1.256 1.243 1.242 1.174 1.167 1.160 1.151 1.145 1.140
G4 35 1.033 1.046 0.995 0.944 0.935 0.932 0.865 0.863 0.861 0.859 0.842 0.836
G4 36 1.385 1.391 1.340 1.289 1.277 1.273 1.193 1.187 1.181 1.174 1.167 0.834
G4 37 1.426 1.434 1.378 1.321 1.308 1.302 1.186 1.180 1.176 1.171 1.169 1.165
G4 38 1.033 1.044 0.997 0.950 0.942 0.919 0.882 0.880 0.878 0.878 0.874 0.869
G4 39 1.452 1.472 1.416 1.359 1.331 1.323 1.277 1.275 1.273 1.269 1.260 1.250
G4 40 1.334 1.135 1.071 1.006 0.989 0.985 0.899 0.897 0.895 0.894 0.884 0.878
G5 41 1.420 1.431 1.377 1322 1.310 1.278 1.274 1.268 1.262 1.255 1.250 1.242
G5 42 1.038 1.052 0.981 0.910 0.888 0.877 0.886 0.876 0.870 0.866 0.860 0.853
G5 43 1.281 1.299 1.237 1.175 1.161 1.158 1.159 1.150 1.141 1.132 1116 1.102
G5 44 1.407 1.412 1.338 1.263 1.251 1.247 1.249 1.241 1.233 1.224 1.212 1.200
G5 45 0.944 0.953 0.894 0.835 0.820 0.811 0.768 0.765 0.763 0.761 0.756 0.749
G5 46 0.696 0.708 0.661 0.613 0.603 0.596 0.597 0.594 0.591 0.587 0.582 0.577
G5 47 1.436 1.439 1.379 1.319 1.303 1.299 1.293 1.288 1.284 1.280 1.279 1.271
G5 48 1.343 1.359 1.290 1.221 1.191 1.168 1.164 1.161 1.158 1.154 1.149 1.111
G5 49 1.061 1.075 1.017 0.959 0.943 0.938 0.937 0.927 0.917 0.907 0.891 0.882
G5 50 0.978 0.988 0.937 0.885 0.875 0.871 0.871 0.866 0.861 0.856 0.854 0.848
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Esmalte Dentina Cémara Pulpar Cemento

-- l- '

Figura 19 - Imagem de Microscopia eletronica de varredura dos dentes
do grupo 1( 1-10) , analizados no critério esmalte, dentina, polpa e
cemento. 950 X, 10 pm
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Esmalte Dentina

Camara Pulpar Cemento

"

19

20

Figura 20 - Imagem de Microscopia eletronica de varredura no grupo
2 (11-20), analizados no critério esmalte, dentina, polpa e cemento.
950 X, 10 pm
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Esmalte Dentina Céamara Pulpar Cemento
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Esmalte Dentina Camara Pulpar Cemento

Figura 21 - Imagem de Microscopia eletronica de varredura no grupo
3 (21-30), analizados no critério esmalte, dentina, polpa e cemento. 950
X, 10 pm
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Figura 22 - Imagem de Microscopia eletronica de varredura no grupo
4 (31-40), analizados no critério esmalte, dentina, polpa e cemento. 950
X, 10 pm
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Esmalte Dentina Camara Pulpar Cemento
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Esmalte Dentina Camara Pulpar Cemento

" --- -
) --- -

Figura 23 - Imagem de Microscopia eletronica de varredura no grupo
5 (41-50), analizados no critério esmalte, dentina, polpa e cemento. 950
X, 10 pm
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

1 — TITULO DA PESQUISA — A DESMINERALIZACAO /
DECELULARIZACAO DENTARIA NA CONFECCAO DE SCAFFOLD
NATURAL

2 — PROPOSTA DE ESTUDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um Estudo de Pesquisa.
Antes de decidir se quer participar ou nao, ¢ importante que entenda porque
o Estudo estd sendo realizado e o que ele vai envolver. Por favor, leia com
atencdo as informagdes ou peca que as mesmas sejam lidas a vocé pelo
profissional que estd apresentando. Sinta-se a vontade para fazer quaisquer
questionamentos visando responder as suas davidas.

O objetivo desta pesquisa ¢ estudar o desempenho de diferentes
solu¢des desmineralizadoras / decelularizadora em dentes humanos in vitro
(em laboratério), na tentativa de beneficiar a pesquisa. Para este estudo
serdo utilizados dentes com indicacdo de extracdo, avaliados por meio de
exame clinico e radiografico, os quais em condi¢cdes normais seriam
desprezados ap0s a cirurgia. A sua participacao sera somente como doador
do o6rgdo dental. Os dentes serdo expostos a fotografia, pesagem

radiografia, e posteriormente avaliados com testes pertinentes.
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3 — DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS

Os pacientes incluidos neste estudo deverdao concordar com o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido assinando o protocolo clinico
anexado.

ApOs os exames clinico e radiografico e constatada a indicacdo de
extracdo dental como Uunico tratamento, vocé serd submetido ao
procedimento cirargico. Este procedimento ¢ exatamente igual ao praticado

na rotina odontolédgica e também seria realizado independente deste estudo.

4 — RELACAO DOS PROCEDIMENTOS ROTINEIROS

O procedimento cirirgico consistird na extra¢do dentaria e voce
podera ser medicado com anestésicos, anti-inflamatdrios, antibioticos e
analgésicos de acordo com as rotinas e necessidades clinicas pré e pos-

operatorias de cirurgias de dentes.

5 - RISCOS E DESCONFORTO

Os riscos e desconfortos diretos ou indiretos nos procedimentos de
extracdo dentaria ocorrerdo independentemente da sua participagdo nesta
pesquisa. Os riscos e desconfortos poderao ser:

Anestesia local durante a cirurgia: dor da pung¢do na anestesia;

sensacao de amortecimento na regido; pressao, vibracgao.

No pds operatério: inchacgo; dor; limitacdo de movimento; dor na

articulagdo da boca; mal gosto e febre.

Todos os itens descritos sdo os mesmos observados em
procedimentos semelhantes a extragdo dental de dentes inclusos. Vocé€ nado
devera deixar de informar ao profissional a respeito de quaisquer davida ou

sintomas que observar telefonando imediatamente ao profissional



91

Apéndice 3

responsavel pelo estudo, o qual estara disponivel para ouvi-lo e esclarecer

suas duvidas e perguntas.

6 - BENEFICIOS

Esta ¢ uma pesquisa experimental com a finalidade de verificar o
comportamento in vitro (em laboratorio) de solucdes desmineralizadoras/
decelularizadora em dentes integros. Este protocolo de estudo nao lhe trara
beneficios diretos mas, ajudara a reunir informagdes importantes e valiosas
que poderdao nortear novas pesquisas € no futuro ajudar outras pessoas.
Somente no final deste estudo poderemos concluir a presenca de beneficios

e 0 quanto uteis eles poderao ser.

7 - ALTERNATIVAS DE PROCEDIMENTO
Caso vocé opte por ndo participar deste Protocolo de Pesquisa nao
doando o dente, o profissional responsavel dispensard o mesmo jogando-o

no lixo contaminado.

8 - GARANTIA DE ACESSO

Vocé tera acesso a todo e qualquer destino dado aos dentes utilizados
e/ou estocados, além dos resultados obtidos com este estudo, garantimos
que em qualquer etapa, vocé€ podera esclarecer suas eventuais davidas com
os profissionais responsaveis pela pesquisa. Os principais investigadores
sdo Profs. Drs. Silvio Eduardo Duailibi ¢ Monica Talarico Duailibi que
podem ser encontrados no seguinte enderego: Av. Chibards, 452 e no
telefone 011- 5051 1898. Se vocé tiver alguma consideragao ou duvida

sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
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Pesquisa (CEP) — Rua Botucatu, 572 — 1° andar — cj 14, 5571-1062, FAX:
5539-7162 — E-mail: cepunifesp@unifesp.br

9 — PARTICIPACAO

E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer
momento e deixar de participar do estudo, sem qualquer prejuizo a
continuidade de seu tratamento na Instituicdo. Sua participacao no estudo ¢
voluntaria. Se preferir ndo participar, ndo ha necessidade de nenhuma

justificativa.

10 - CONFIDENCIALIDADE

As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as de
outros voluntarios. Tanto o profissional responsavel quanto a equipe
envolvida, manterdo em sigilo absoluto sua identidade e as informacgdes
que vocé€ vier a apresentar. Voc€ nao sera identificado em nenhuma
publicagdo onde o contetdo do trabalho seja apresentado, garantindo o

segredo profissional.

11 — ATUALIZACAO DOS RESULTADOS
E garantido o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados
parciais das pesquisas, quando em estudos abertos, ou de resultados que

sejam do conhecimento dos pesquisadores.

12 — DESPESAS E COMPENSACOES
Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, apds a sua extragdo. Também ndo hd compensagdo financeira

relacionada a sua participagdo. Se existir qualquer despesa adicional no
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estudo, ela sera absorvida pelo orgamento da  pesquisa.

13 — COMPROMISSO

Os pesquisadores assumem o compromisso de utilizar os dados e o
material coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das
informagdes que li ou que foram lidas para mim, descrevendo o estudo A
DESMINERALIZACAO / DECELULARIZACAO DENTARIA NA
CONFECCAO DE SCAFFOLD NATURAL.
Eu discuti com o Dr. Silvio Eduardo Duailibi sobre a minha decisdo em
participar nesse estudo. Ficaram claros para mim quais sdo os propdsitos do
estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e riscos, as
garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou
claro também que minha participacao ¢ isenta de despesas e que tenho
garantia do acesso a quando necessario. Concordo voluntariamente em
participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer
momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento

neste Servico.

Assinatura do Paciente Data: / /

Assinatura da Testemunha Data: / /
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Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o
Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal
para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo Estudo Data:  / /

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA MENORES DE DEZOITO ANOS

Meu nome ¢ Luciana Aparecida Sousa Iwamoto e o meu trabalho ¢
pesquisar a desmineralizacdo/decelularizacdo dentaria para ver qual
solucdo a deixa mais limpinha em laboratério. Queremos melhorar o
tratamento de doengas causadas por acidentes e achamos que esta pesquisa
pode ajudar nisso. Eu vou informar vocé e convidé-lo a participar desta
pesquisa. Vocé pode escolher se quer participar ou ndo, ¢ voc€ quem
decide. Discutimos esta pesquisa com seus pais ou responsaveis e eles
sabem que também estamos pedindo seu acordo. Se vocé vai participar na
pesquisa, seus pais ou responsaveis também terdo que concordar. Mas se
vocé nao desejar fazer parte na pesquisa, nao € obrigado, até mesmo se seus
pais concordarem. Vocé pode discutir qualquer coisa deste formulario com
seus pais, amigos ou qualquer um com quem vocé€ se sentir a vontade de
conversar. Pode haver algumas palavras que ndo entenda ou coisas que
vocé quer que eu explique mais detalhadamente porque vocé ficou mais
interessado ou preocupado. Por favor, pega que pare a qualquer momento e
eu explicarei.

Queremos achar melhores maneiras para tratar doengas causadas por

acidentes e precisamos testar os dentes para tentar torna-los acessiveis no
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futuro. Estamos testando dentes de criancas/adolescentes e adultos nesta
pesquisa.

Vocé ndo precisa participar desta pesquisa se ndo quiser. Se decidir
ndo participar da pesquisa, nada mudard no seu tratamento de satde.
Mesmo assim, este servico de saude estard disponivel para vocé. Até
mesmo se disser "sim" agora, poderd mudar de idéia depois, sem nenhum
problema.

A sua satde € muito importante € voc€ veio ao dentista para trata-la.
O seu dente precisa ser arrancado mesmo que voc€ decida ndo participar
desta pesquisa. Para participar desta pesquisa vocé deve doar o seu dente
que seria jogado no lixo, e s6 assim poderemos utiliza- lo em laboratorio.

O uso do dente em laboratério ¢ seguro e ja foi testado em outras
criangas e adolescentes. Nao houve nada que nos preocupasse. Porém, se
qualquer coisa incomum acontecer a voc€, vocé devera se sentir a vontade
de nos chamar a qualquer momento para falar sobre suas preocupagdes ou
perguntas. Ha algumas outras coisas que eu gostaria que vocé soubesse.
Talvez vocé sinta dor depois que o seu dente for arrancado, mas isso €
passageiro € nao tem nada a ver com este estudo.

A sua participagdo nesta pesquisa ¢ muito importante para melhorar
o tratamento de doencas causadas por acidentes. Isto ird ajudar muitas
pessoas agora ou mais tarde.

Nao falaremos para outras pessoas que vocé estd nesta pesquisa €
também ndo comunicaremos informagao sobre vocé para qualquer um que
nao trabalha na pesquisa.

Eu entendi que a pesquisa € sobre um teste nutrientes em células de
dente feito em laboratério. Eu entendi que o meu dente precisa ser

arrancado mesmo que eu nao queira participar desta pesquisa.
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Assinatura do Paciente Data: /]

Assinatura dos Pais ou Responsavel Data: /]

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento
Livre e Esclarecido deste paciente ou representante legal para a
participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo Estudo Data: / /
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