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1. INTRODUCAO

O presente relatorio descrevera os resultados finais compreendidos no
periodo de dezembro de 2015 a fevereiro de 2020. O projeto envolvendo o
estudo do efeito da Mecanotransducao na Diferenciacdo de Células-Tronco
derivadas da Polpa dos Dentes Deciduos Humanos, foi desenvolvido no
Programa de Pés-Graduacao em Cirurgia Translacional da Escola Paulista de
Medicina- Universidade Federal de Sao Paulo na area de concentracdo
“Regeneracdo Tecidual Ecto e Mesodérmica, linha de pesquisa “Cultura de
Fibroblastos”.

Foi objetivo deste projeto a aquisicio de conhecimento cientifico,
integracdo das atividades de ensino, pesquisa e extensdo, com o objetivo de
aprender e contribuir na formacdo de novos pesquisadores e alunos de iniciagdo

cientifica, aperfeicoamento, mestrado e doutorado.

2. APRESENTACAO CIENTIFICA

A polpa do dente humano contém uma populacdo de células-tronco
multipotentes, que possuem a capacidade de se diferenciar em varias linhagens
celulares distintas in vitro, como odontoblastos e adipdcitos (GRONTHOS et al.
2000; GRONTHOS et al. 2002; MIURA et al. 2003). As células da polpa mantém
uma alta taxa de proliferacdo mesmo apos subcultura extensiva e compartilham
diversos mercadores com células derivadas da medula dssea.

Tém se demonstrado que estimulos biomecanicos especificos por pressao
e tensdo nas células periodontais induzem a uma resposta asséptica inflamatoria,
e durante os estagios iniciais da movimentacdo dental, existe um aumento na
permeabilidade vascular e infiltracdo celular de leucocitos (TEIXEIRA et al,
2010). A reacdo celular a varias forcas para o deslocamento dental e a
estabilidade dessa movimentacdo, dependem da remodelagdo das fibras

gengivais do ligamento periodontal (BUMANN et al., 1997). A remodelagdo que



ocorre nos tecidos do suporte dental tem sido demonstrada como de
fundamental importincia na movimentacdo dos dentes, e células como os
osteoblastos e células do ligamento periodontal quando submetidas a forgas de
compressdao e tensdo, sdao capazes de traduzir em sinais biomecanicos
intracelulares e extracelulares. O nivel de limiar de pressao obtidos neste tipo de
experimento, no qual os fibroblastos come¢aram a responder, forneceria uma
base bioquimica para determinar a magnitude ideal de estresse para clinica
ortodontica (NAKAGO-MATSUO, MATSUO & NAKAGO, 1996).

As células derivadas da medula 6ssea podem se diferenciar em tecido
conjuntivo ou mesenquimal, possuindo a capacidade de reparar tecidos
danificados (PITTENGER et al., 1999). Estudos com células-tronco tém avaliado
os efeitos da regeneracdo de tecidos de cartilagem e osso nas articulacoes
témporomandibulares, a regeneracao dos tecidos periodontais, e de regeneracao
0ssea em defeitos de cancer bucal, utilizando células-tronco e terapia genética
(HASEGAWA et al,, 2005). As células tronco podem ser classificadas como células
mesenquimais (MCs, referindo-se as células tronco mesenquimais, no estagio
pré-natal) ou células-tronco mesenquimais (MSCs, referindo-se as células tronco
mesenquimais apos o nascimento).

As MSCs adultas sdo freqlientemente usadas para pesquisas, e
desempenham um papel importante na remodelacdo do tecido fisioldgico e
induzem a regeneracao dos tecidos danificados (SLOAN & SMITH, 2007). As
células tronco pluripotentes humanas induzidas puderam ser geradas com éxito
de fibroblastos gengivais adultos e do ligamento periodontal humano (WADA et
al, 2011). As células-tronco do ligamento periodontal representam uma terapia
baseada em células promissoras na odontologia reconstrutiva para o tratamento
do periodonto danificado. Pesquisadores tém tentado identificar e divulgar as
suas caracteristicas.

Na década de 1980, as células que exibiram tamanho pequeno, proporg¢ao
de nucleo/citoplasma celular elevado, e lenta divisdo, foram relatadas por estar
localizadas em regides adjacentes aos vasos sanguineos, e essas células foram
sugeridas como células-tronco do ligamento periodontal (PDLSCs) (GOULD,

1983).



Estudos recentes tém sugerido que o espaco do ligamento periodontal,
podem conter as células tronco mesenquimais, que sdo capazes de se
diferenciarem em osteoblastos, cementoblastos e producao de tecidos minerais e
de fibroblastos que formam o tecido conjuntivo fibroso (MAO et al., 2006). Os
ligamentos periodontais surgiram como potenciais fontes importantes de células
tronco mesenquimais indiferenciadas, mesmo em adultos, na qual a aquisicdo
dessas células era limitada a medula 6ssea e fascia.

Trabalhos relataram o isolamento bem sucedido e diferenciacao de
células indiferenciadas tronco mesenquimais extraidos cirurgicamente de
terceiros molares inferiores. Desde entdo, se obtém sucesso na obtencao de
células tronco mesenquimais de terceiros molares impactados nao infectados e
de tecido da polpa dental (GRONTHOS et al,, 2000). Existe uma populacdo de
células indiferenciadas no ligamento periodontal responsavel pela sua
homeostase. Assim na literatura cientifica recente nao foi encontrado a resposta
das células tronco derivada dos fibroblastos do ligamento periodontal humano
adulto com o modelo de pressdao de forca compressiva estatica continua.

Nos ultimos anos vém sendo observado um aumento no numero de
publicagdes cientificas com uso de células-tronco mesenquimais provenientes
da polpa dental. Em recente publicacdo DAVIES et al. (2014) poderaram que
células-tronco derivadas da polpa dental possuem maior potencial para

produgdo de niveis elevados de matriz mineralizada.

Descricao das Atividades Realizadas
O presente projeto previa a pesquisa cientifica avaliando o comportamento de
dois tipos celulares quando estimulados por mecanotransducdo para a
capacidade de diferenciacdo e atividade de ensino e treinamento de alunos de
pOs graduacao envolvidos com o tema.

Atividades de Ensino e Treinamento

Aulas ministradas:



[.L1.  Tema: Tipos de modelo in vitro / Infraestrutura laboratorial / Cuidados
operacionais. [Curso de Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia
realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora
(2016)

[.2.  Tema: Desenvolvimento de Técnicas Minimamente Invasivas e
Biomateriais Resisténcia de biomateriais / Scaffolds / Bioengenharia tecidual /
Biocompatibilidade [Curso de Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia
realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora

(2016)

[.3 Tema: Analise critica de artigos experimentais in vitro e in vivo [Curso de
Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia realizado pela Disciplina de

Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora (2016)

L4 Tema: Indicagdes dos modelos animais. [Curso de Aperfeicoamento
Pesquisa Cientifica em Cirurgia realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica
EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora. (2017)

Tema: Tipos de modelo in vitro / Infraestrutura laboratorial / Cuidados
operacionais. [Curso de Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia
realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora
(2017)

[.5.  Tema: Desenvolvimento de Técnicas Minimamente Invasivas e
Biomateriais Resisténcia de biomateriais / Scaffolds / Bioengenharia tecidual /
Biocompatibilidade [Curso de Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia
realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora

(2017)

1.6 Tema: Analise critica de artigos experimentais in vitro e in vivo [Curso de
Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia realizado pela Disciplina de

Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora (2017)



1.7 Tema: Indicagdes dos modelos animais. [Curso de Aperfeicoamento
Pesquisa Cientifica em Cirurgia realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica
EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora. (2018)

1.8 Tema: Atualidades em células-tronco. [Disciplina de Terapia Celular
realizado pelo Programa de Pds Graduacao em Cirurgia Translacional-Unifesp]
Carga Horaria: 1 hora. (2018)

1.9 Tema: Terapia Celular nas Reconstrucdes oésseas . [Mestrado em
Implantodontia realizado pelo programa de pds graduacdao em Odontologia da
Faculdade Sao Leopoldo Mandic. Carga Horaria: 4 horas (2018)

1.10 Tema: Desenvolvimento de Técnicas Minimamente Invasivas e
Biomateriais Resisténcia de biomateriais / Scaffolds / Bioengenharia tecidual /
Biocompatibilidade [Curso de Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia
realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora
(2019)

[.L11 Tema: Analise critica de artigos experimentais in vitro e in vivo [Curso de
Aperfeicoamento Pesquisa Cientifica em Cirurgia realizado pela Disciplina de
Cirurgia Plastica EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora (2019)

[.L12 Tema: Indicagbes dos modelos animais. [Curso de Aperfeicoamento
Pesquisa Cientifica em Cirurgia realizado pela Disciplina de Cirurgia Plastica
EPM-Unifesp] Carga Horaria: 1 hora. (2019)

[.L13 Tema: Atualidades em células-tronco. [Disciplina de Terapia Celular
realizado pelo Programa de Pds Graduacao em Cirurgia Translacional-Unifesp]
Carga Horaria: 1 hora. (2019)

[.14 Tema: A utilizacdo de células-tronco derivadas da polpa dental na
reconstrucdo ossea. [Disciplina de Terapia Celular realizado pelo Programa de

P6s Graduacao em Cirurgia Translacional-Unifesp] Carga horaria: 1 hora. (2019)

Treinamento dos Alunos na Cultura de Células:

[I-1  Fabio Schemann Miguel- Graduado em 1988 no curso de odontologia

[1.2  Delaini Miguel. Graduada em 1989 no curso de odontologia



[1.3  Marco Antdénio Mattar. Graduado em 1993 no curso de odontologia

[1.4  Mateus Abreu de Pereira. Graduado em 2002 no curso de odontologia

[I.5  Andrea Castilho. Graduada em 2001 no curso de odontologia

[1.6  Fabio Simdes. Graduado em 1999 no curso de odontologia

[.7  Fernando Biocalti Chiantia. Graduado em 1995 no curso de odontologia

[1.8  Andrea Baptista Coelho. Graduada em 1999 no curso de odontologia

[1.9  Ellen Fagnani. Graduada em 2000 no curso de odontologia

[1.L10 José da Conceicao Carvalho Junior. Graduado em 2002 no curso de

medicina

Organizacao de Reunides do Grupo de Pesquisa

[I.1 Foram organizadas reunides semanais todas as segundas-feiras das 13:00
as 15:00 durante o periodo de Dezembro de 2016 até o presente momento.
Participaram desta reunido todos os alunos de poés-graduacao (mestrado e
doutorado) com projetos em cultura de células diretamente relacionados com a
metodologia utilizada neste projeto de pods-doutorado, alunos de graduacdo
(Medicina e Odontologia) e residentes médicos da Cirurgia Plastica da EPM-
Unfesp. As reunides possuiam a seguinte estrutura:

a-Apresentacdo de Projeto com resultados e discussao ( 1 hora)

b-Apresentacao de Artigo Cientifico com discussdo ( 30 min)

c-Apresentacdo de Seminario com discussdo ( 30 min)



Organizacao de Curso

Foi realizado em 2019 um curso tedrico pratico com 20 horas/aula sobre
cultura de células. O curso teve or titulo “Atualidades no Cultivo de Células”
participaram deste curso 20 alunos, sendo 10 graduandos do curso de Medicina,
3 graduandos do curso de Enfermagem e 7 residentes de Cirurgia Plastica da

Unifesp.

Coorientac¢des Concluidas de Alunos
A coorientacao foi relativa a projetos com metodologia desenvolvida a partir da

ideacao deste estudo.

VI.1 Fabio Scheman Miguel. Titulo da tese: Células tronco derivadas do
ligamento periodontal sob modelo de compressdo estatica continua.

Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Doutorado

VL5 Delaini Miguel. Titulo da tese: Modelo de Inducdo inflamatoria em
fibroblastos periodontias adultos submetidos a compressdo estatica continua.

Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Mestrado

VI.6 Marco Mattar. Titulo da tese: Cultura tridimensional de fibroblastos
periodontais adultos submetidos a uma compressao estatica continua.

Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Mestrado

VL.7 Mateus Abreu. Titulo da tese: Sistema RANKL/RANK em fibroblastos
periodontias adultos submetidos a compressdo estatica continua. Orientadora:

Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Mestrado

VI.8 Andrea Castilho. Titulo da tese: Revisdo De Literatura: Aspectos
Bioldgicos No Ligamento Periodontal E Osso Alveolar Associado A Compressdo

In Vitro. Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Mestrado



VL9 Fabio Alessandro Simdes. Titulo da tese: Caracteristicas Mecanicas das
Membranas De Quitosana E Xantana Porosas. rientadora: Profa Dra. Lydia

Masako Ferreira. Nivel Mestrado

VI.10 Fernando Biocalti Chiantia. Titulo: Membrana De Quitosana E Xantana Na
Regeneracdo Do Tecido Periosteal Em Defeito Critico Na Calvaria De Rato.

Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Doutorado

VI.11 Andrea Cristina Baptista Coelho de Faria. Titulo: Expressdao Génica De
Rank/Rankl/Opg Em Uma Cultura Tridimensional De Fibroblastos Periodontais
Humanos em Membranas De Quitosana E Xantana Orientadora: Profa Dra. Lydia

Masako Ferreira. Nivel Doutorado

VL.12 Ellen Fagnani. Titulo: Influencia da Leptina na viabilidade de Fibroblastos
Periodontias Humanos. Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel

Doutorado

VI.13 Mateus de Abreu Pereira. Titulo: Carga Compressiva na Expressao Génica
Do Sistema Rank\Rankl E Opg Em Fibroblastos Do Ligamento Periodontal

Humano Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Doutorado

VI.14 José da Conceicdo Carvalho Junior. Titulo: Fracdo Estromal Vascular
Associada A Matriz Dermica Acelular na Cicatrizacao De Feridas Cutaneas Em

Coelhos Orientadora: Profa Dra. Lydia Masako Ferreira. Nivel Doutorado

Participacoes na Disciplina e Programa de P6s Graduacao

VII.1 Coordenacao e Organizacdo das reunides cientificas do grupo de pesquisa
do laboratério de cirurgia translacional da disciplina de Cirurgia Plastica
Unifesp/EPM realizadas as segundas-feiras das 10:00h as 12:00h com
periodicidade quinzenal no periodo de Dezembro de 2015 até o presente

momento.



VII.2 Participagdo da reunides do programa de pds-graduacdo em Cirurgia
Translacional Unifesp/EPM realizada as segundas-feiras das 15:30 as 17:30 com
periodicidade semanal no periodo de dezembro de 2015 até o presente

momento

VII.3 Elaboracao do relatério final do projeto de graduacao da disciplina de
cirurgia plastica Unifesp/EPM durante o periodo de Dezembro de 2015 até
janeiro de 2020.

Vil.4 Elaboracao do manual de atendimentos ambulatoriais de pacientes da
disciplina de cirurgia plastica da Unifesp/EPM durante o periodo de dezembro

de 2015 até janeiro de 2020.

Vii.5 Elaboracdo do manual de orientacao da residéncia médica da disciplina de
cirurgia plastica da Unifesp/EPM durante o periodo de Dezembro de 2015 até
janeiro de 2020.

Atividades de Pesquisa

2. METODO

Os dentes deciduos utilizados na obtencao das células foram provenientes
de 7 (sete) pacientes jovens de ambos os géneros entre as idades de 10 e 12 anos
que na ocasido da doag¢do estavam para perder o seu dente deciduo devido ao
processo fisiolégico da denticdo. Uma vez diagnosticado a situacao de perda
iminente por parte do cirurgidao dentista responsavel pelo paciente, o dente
deciduo foi coletado pelo profissional ou pelo responsavel do paciente sem
necessidade de procedimento operatorio utilizando-se apenas uma gaze estéril.
Todos os responsaveis legais pelos pacientes assinardo o termo de
consentimento livre e esclarecido.

Os dentes esfoliados coletados, foram acondicionados em um tudo conico
de 5 ml contendo uma solucdo de clorexidina a 2% e imediatamente

transportados para o laboratério de cultura de células da disciplina de cirurgia



plastica da Unifesp-EPM até 48 horas apds a sua coleta. Os procedimentos a
seguir foram realizados dentro das dependéncias do laboratorio:

o Acondicionamento do dente esfoliado em um tubo tipo conico 15 mL, com
meio de cultura DMEM enriquecido com antibiéticos para que possa ser
transportado em um prazo de até 48 h até o laboratdrio onde foi realizado o o
seu processamento.

. Uma vez dentro do fluxo laminar o dente foi inicialmente lavado
sucessivas vezes com solucdo de PBS + penincilina e estreptomicina, seguindo o
protocolo de cultura no qual prevé o uso de camara biolégica com controle ISO 5
durante toda as etapas de manipula¢do do dente, polpa e células extraidas da
cavidade pulpar.

o O dente entdo foi ser seccionado, utilizando-se um alicate de pressao,
ap6s o rompimento da camara pulpar do dente, com o auxilio de curetas de
dentina numero 4 o tecido pulpa foi removido e inserido em um placa de petri de
100mm;

. A polpa extraida foi submetida a um processo de digestdo, por meio do
uso de colagenase tipo [ por 15 minutos. Apos este tempo foi adicionado ao tbo 5
mL de meio de cultura DMEM e a solucdo foi submetida a centrifugacao (1500
RPM / 10min) para obtencdo do pellet celular;

. O pellet formado foi lavado com solucao de PBS pH 7,4 e transportado
para uma garrafa de 25 cm? em meio de cultura DMEM para a expansdo das
células;

. A garrafa devidamente identificada e selada, foi levada a uma estufa de
CO2 a temperatura de 37 C sendo o meio de cultura trocado a cada 48 horas;

. O acompanhamento do processo de expansdo devera ser realizado
diariamente até que fosse atingido 65 a 75% da confluéncia para que pudesse ser
feita a passagem das células;

. Atingida a confluéncia as células foram soltas da garrafa pelo método da
tripsina+EDTA, contadas em contador automatico pelo método de exclusao do
Azul de Tripan. Apos a contagem as células foram transferidas para criotubos de
2 ML com 1,5 mL de meio de cultura DMEM e levadas ao freezer -80C, apos 5 dias

os criotubos foram transferidos para tanques de nitrogénio liquido para



armazemamento a -160C, permanecendo congeladas até o inicio do
experimentos.

O descongelamento das células para uso nos experimentos foi na
proporc¢ao de um criotubo para uma garrafa de 75 cm2. Para o descongelamento,
o conteudo do criotubo foi transferido para um tubo coénico de 15 ml, acrescido
de 4 ml de Alpha-MEM com 10% SFB inativado. A suspensdo celular foi
centrifugada a 100 g por 6 minutos. O sobrenadante contendo DMSO foi
desprezado e o pellet de células, ressuspenso em 15 mL de meio de cultura para

Alpha-MEM.

Grupos Experimentais

GC (grupo controle com células sem compressao avaliadas por 6 horas, 12 horas,
24 horas e 30 horas);
G1 (2x10° células submetidas a uma pressao de 1,0 g/cm2 por 6 horas, 12 horas,
24 horas e 30 horas);
G2 (2x10° células submetidas a uma pressao de 2,0 g/cm2 por 6 horas, 12 horas,
24 horas e 30 horas);
G3 (2x10° células submetidas a uma pressao de 3,0 g/cm2 por 6 horas, 12 horas,
24 horas e 30 horas);
G4 (2x10° células submetidas a uma pressao de 4,0 g/cm2 por 6 horas, 12 horas,
24 horas e 30 horas);
G5 (2x10° células submetidas a uma pressao de 5,0 g/cm2 por 6 horas, 12 horas,
24 horas e 30 horas);
G6 (2x10° células submetidas a uma pressao de 6,0 g/cm2 por 6 horas, 12 horas,

24 horas e 30 horas).

Fase I: Caracterizacdo das células-tronco derivadas da polpa de dentes

deciduos esfoliados (CTPDE)

a) Ensaios de Diferenciagdo



Diferenciacao adipogénica

Para a diferenciacao adipogénica, as células foram cultivadas em placas de
6 pocos (TPP®) contendo 2 ml de meio de cultura DMEM/F12 completo
suplementado com 10 pM insulina e 1 uM de dexametasona (Sigma Aldrich®)
por 15 dias, sendo entdo mantidas em incubadora imida a 372 Ce 5% de CO2 e o
meio de cultura trocado a cada 3 dias. Apos esse periodo, o meio foi removido
por succ¢ao e as células lavadas duas vezes com PBS. Imediatamente apds sera
utilizado 2 ml de uma solucdo fixadora de paraformaldeido 0,4% em PBS
(Electron Microscopy Sciences). Ap6s 30 minutos a solucdo fixadora foi
removida por suc¢do e as células lavadas trés vezes com PBS como descrito a
seguir: uma vez em PBS contendo 0,1 M de glicina por 10 minutos e duas vezes
apenas em PBS por 2 minutos. Posteriormente, as células foram incubadas com o
0,5% de corante Oil Red O (Sigma Aldrich®) a temperatura ambiente por 30
min. A solugdo corante foi removida cuidadosamente com auxilio de uma pipeta
descartavel de 2 ml e lavada 5 vezes com 2 ml de agua corrente para retirar o
excesso de corante. A seguir, as células foram incubadas com 1pg/ml do corante
(4’,6-diamidino-2 fenilindole), dihidrocloride (DAPI) (Sigma Aldrich®) em PBS
(0,1% de BSA (Sigma Aldrich®) e 0,2 % de saponina, Calbiochem®) por 2
minutos e as células foram novamente lavadas trés vezes em PBS. A placa com as
células fixadas e coradas foram observadas no microscdpio de epifluorescéncia
Nikon Ti-U e fotografadas utilizando o Software NIS- Elements - 3.2 (Nikon

Instruments INC, New York).

Diferenciacao osteogénica

Para diferenciacao osteogénica, as células foram cultivadas em placas de 6
pocos (TPP) contendo 2 ml de meio de cultura DMEM/F12 completo
suplementado com 50uM de &cido ascérbico (Sigma Aldrich®), 0,1pM de
dexametasona e 10-2M de (3 glicerofosfato (BAKER ANALYZED™ Reagent) por 21
dias, sendo entao mantidas em incubadora iimida a 372 C e 5% de CO2 e 0o meio
de cultura foi trocado a cada 3 dias. Apds esse periodo, o meio foi removido por

succao e as células lavadas duas vezes com PBS. Imediatamente apds foi utilizado



2 ml de uma solugdo fixadora paraformaldeido 0,4% em PBS. Ap6s 30 minutos a
solucao fixadora sera removida por succdo e as células lavadas trés vezes com
PBS como descrito a seguir: uma vez em PBS contendo 0,1 M de glicina por 10
min e duas vezes apenas em PBS por 2 minutos. Posteriormente, as células
foram incubadas com uma solucao de 40 mM de alizarina vermelha sddica (pH
4.1) (Sigma Aldrich®) a temperatura ambiente por 30 minutos. A solu¢do
corante foi removida cuidadosamente com auxilio de uma pipeta descartavel de
2 ml e lavada 5 vezes com 2 ml de dgua corrente para retirar o excesso de
corante. A seguir, as células foram incubadas com 1pg/ml do corante DAPI em
PBS (0,1% de BSA e 0,2 % de saponina) por 2 minutos e as células foram
novamente lavadas trés vezes em PBS. A placa com as células fixadas e coradas
foram observadas no microscépio de epifluorescéncia Nikon Ti-U e fotografadas

utilizando o Software NIS-Elements

Diferenciacao condrogénica

Para diferenciacdo condrogénica, as células foram cultivadas em placas de
6 pocos (TPP) contendo 2 ml de meio de cultura DMEM/F12 completo
suplementado com 10 pM insulina, 0,1 pM de dexametasona, 50uM de acido
ascorbico e 10ng/ml TGF-B1 (Cell Signaling Technology®) por 21 dias, sendo
entdo mantidas em incubadora imida a 372 C e 5% de CO2 e o meio de cultura
trocado a cada 3 dias. Ap0Os esse periodo, o meio foi removido por suc¢do e as
células lavadas duas vezes com PBS. Imediatamente apos sera utilizado 2 ml de
uma solucao fixadora formalina 0,4% em PBS paraformaldeido 0,4% em PBS.
Apés 30 min a solucgao fixadora foi removida por suc¢ao e as células lavadas trés
vezes com PBS como descrito a seguir: uma vez em PBS contendo 0,1 M de
glicina por 10 minutos e duas vezes apenas em PBS por 2 minutos.
Posteriormente, as células foram incubadas com uma solu¢do 0,1% de azul de
Toluidina (Sigma Aldrich®) a temperatura ambiente por 30 minutos. A solu¢do
corante foi removida cuidadosamente com auxilio de uma pipeta descartavel de
2 ml e lavada 5 vezes com 2 ml de dgua corrente para retirar o excesso de

corante. A placa com as células fixadas e coradas foram observadas no



microscépio de epifluorescéncia Nikon Ti-U e fotografadas utilizando o Software

NIS-Elements.

b) Imunofenotipagem

As células da terceira passagem foram utilizadas para a caracterizagdo
imunofenotipica. As células foram tripsinizadas e a suspensdo celular foi
centrifugada (100 g, 6 min). As células foram coradas com anticorpos conjugados
com isotiocianato de fluoresceina (FITC), aloficocianina (APC) ou ficoeritrina
(PE): CD14-FITC, CD16-PE, CD31-FITC, CD34-APC, CD44-APC, CD45-FITC, CD73-
PE , CD90-APC, CD105 e CD117-PE-APC (BD Biosciences, EUA). Um total de 5 x
105 células foram ressuspensas em 0,2 ml de PBS e incubadas com os anticorpos
FITC-, PE-ou APC- conjugado, durante 20 minutos a temperatura ambiente e
protegida da luz. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo (Goiaba
easyCyte, Millipore), para identificacdo de determinados canais de fluorescéncia

de cada um dos anticorpos.

Aplicacdao da Compressao Estatica Continua

Para o ensaio de compressdo foi utilizada a densidade de 2x105
células/poco diluidas em 200 pl de meio Alfa-MEM, semeadas no centro dos
pocos em um a placa de seis pocos. As células foram pré-incubadas durante seis
horas em meio de cultura contendo meio Alfa-MEM antes da aplicacao da
compressao estatica. Apos este periodo, o peso foi aplicado sobre as células
durante seis horas na incubadora, ou seja, elas foram continuamente
comprimidas, utilizando uma compressao uniforme, baseadas num modelo de
compressao estatica continua.

Este modelo consistiu de um cilindro de aco inoxidavel do tipo 304 com
varias alturas (HB Usinagem LTDA, Sdo Paulo Brasil) com diametro de 27 mm
colocado no centro de cada pog¢o da placa de cultura imediatamente sobre as

células.



Avaliagoes

Viabilidade celular

- as células foram tripsinizadas e a suspensdo centrifugada a 300 g por 4
minutos, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de PBS. A lavagem
da suspensao de células foi repetida novamente;

- as células foram ressuspensas em 300 microlitros de PBS e distribuidas em
trés microtubos de 1,5 mL;

- foi adicionado 100 microlitros do reagente Guava Via Count (Milipore, Belford
MA, USA);

- no segundo tubo e no terceiro tubo as células foram fixadas em 200 microlitros
de etanol 70% e incubadas a 4C2 por um periodo de 12 horas;

- 0s microtubos 1 e 2 contendo as células e o reagente foram incubadas por 20
minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz;

- foi acrescentado 200 microlitros de PBS e a amostras foram submetidas a
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Milipore, Belford MA, USA) e
analisadas no programa InCyte Software .

Necrose celular

- as células foram tripsinizadas e a suspensdo centrifugada a 300 g por 4
minutos, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de PBS. A lavagem
da suspensao de células foi repetida novamente;

- as células foram ressuspensas em 300 microlitros de PBS e distribuidas em
trés microtubos de 1,5 mL;

- foi adicionado 100 microlitros do reagente Guava Nexin (Milipore, Belford
MA,USA);

- no segundo tubo e no terceiro tubo as células foram fixadas em 200 microlitros
de etanol 70% e incubadas a 4°C por um periodo de 12 horas;

- 0s microtubos 1 e 2 contendo as células e o reagente foram incubadas por 20

minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz;



- foi acrescentado 200 microlitros de PBS e a amostras foram submetidas a
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Milipore, Belford MA, USA) e

analisadas no programa InCyte Software.

Apoptose celular

- as células foram tripsinizadas e a suspensao centrifugada a 300 g por 4
minutos, o sobrenadante foi descartado e foi adicionado 1 mL de PBS. A lavagem
da suspensao de células foi repetida novamente;

- as células foram ressuspensas em 300 microlitros de PBS e distribuidas em
trés microtubos de 1,5 mL;

- em um tubo foi adicionado 100 microlitros do reagente Nexin ( Milipore);

- no segundo tubo e no terceiro tubo as células foram fixadas em 200 microlitros
de etanol 70% e incubadas a 4°C por um periodo de 12 horas;

- 0s microtubos 1 e 2 contendo as células e o reagente foram incubadas por 20
minutos, em temperatura ambiente e protegidos da luz;

- foi acrescentado 200 microlitros de PBS e a amostras foram submetidas a
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Milipore, Belford MA, USA) e

analisadas no programa InCyte Software.

Analise do ciclo celular
- apos o periodo de fixacdo das células do terceiro micro-tubo, elas foram lavadas
duas vezes com PBS e centrifugadas para retirada do sobrenadante;
- 0 pellet de células foi ressuspendido em 200 microlitros de reagente Guava Cell
Cycle (Milipore, Belford MA, USA);
- foi acrescentado 100 microlitros de PBS e as amostras foram submetidas na
analise no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT (Milipore, Belford MA, USA) e

analisadas no programa InCyte Software.

Analise Estatistica
A analise dos dados foi realizada pelo teste ndo paramétrico de
Wilcoxon. Os resultados obtidos da avaliacdo entre os grupos GC, GE3 e GE4

foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para amostras



independentes. Sendo os valores de p < 0,05 considerados estatisticamente

significantes. Todas as analises foram realizadas pelo software SSP (NY, USA).

Resultados

Fase I- Caracterizacdo das Células-Tronco Derivadas da Polpa de Dentes
Deciduos Exfoliados

Diferenciacao Adipogénica

Diferenciacao adipogénica foi avaliada utilizando Oil Red O. Apo6s 2 semanas de
inducao adipogénica as células nas culturas células-tronco da polpa dental
adotoram uma forma mais arredondada e exibido goticulas intracelulares. Estas

goticulas foram marcads pelo Oil Red O indicando ser de origem lipidica .

Diferenciacao Condrogénica

Diferenciacdo condrogénica foi avaliada por meio da coloracdo azul de Alcian.
Apds 2 semanas de inducao as células exibiram uma mudanca radical no padrao
de crescimento e formacdo de noddulos e sulcos com uma alta densidade de
células e matriz extracelular. Através da coloracao com azul de Alcian, a matriz
extracelular mostrou ser composta por sulfatados glicoaminoglicanos, indicando

uma sintese continua de tecido de cartilagem semelhante.

Diferenciacao Osteogénica
Apbs 2 semanas de cultura, as células induzidas com meio de inducdo
osteogénica exibiram agrupamentos com alta densidade celular e grandes
quantidades de matriz extracelular. Sendo marcadas positivamente pela

Alizarina Vermelha.

Analise da Imunofenotipagem



As populacdes de células-tronco derivadas da polpa de dentes deciduos
esfoliados avaliadas apresentaram expressao (> 95%) para o CD73 e os
marcadores CD105 e CD90 e ndo mostraram expressao (<5%) para os
marcadores CD14, CD34 e CD45.

Fase II- Resultados das Avaliacdes
Apoptose

Quadro 1 Valores encontrados da porcentagem de apoptose celular na cultura de
células-tronco derivadas da polpa de dentes deciduos (CT-DD) no modelo de
compressao verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Nexin (Milipore)
no citobmetro Guava (Milipore) -

Tempos

Oh 6h 12h 24h 30h
GC 0.1 0.5 0.7 0.5 0.7
G1 0.4 0.8 0.5 0.7
G2 0.6 0.6 0.6 0.8
G3 0.3 0.8 0.8 0.7
G4 0.7 0.6 0.9 0.7
G5 0.7 0.8 0.7 0.7
G6 0.8 0.7 0.8 0.7

GC: grupo controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (6g).
Necrose

Quadro 2. Valores encontrados da porcentagem de necrose células-tronco
derivadas da polpa de dentes deciduos (CT-DD) no modelo de compressdo
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Nexin (Milipore) no citbmetro
Guava (Milipore) -

Tempos
Oh 6h 12h 24h 30h
GC 0.1 2,80 3,50 3,80 3,90
G1 2,80 3,70 3,70 3,80
G2 3,10 3,60 3,60 3,90
G3 3,10 3,50 3,50 3,50
G4 4,80 4,80 4,90 4,90
G5 4,87 4,85 4,85 4,85
G6 4,90 4,90 4,90 4,90

GC: grupo controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (6g).



Viabilidade Celular

Quadro 3. Valores encontrados da porcentagem da viabilidade celular de células-
tronco derivadas da polpa de dentes deciduos (CT-DD) no modelo de compressao
verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Via Count (Milipore) o
citbmetro Guava (Milipore) -

2D
0Oh 6h 12h 24h 30h
GC 99,9 96,70 96,70 96,70 | 96,80
G1 96,80 96,80 96,80 | 96,50
G2 96,30 96,80 96,80 | 96,80
G3 96,60 96,70 96,70 | 96,70
G4 94,50 94,20 94,20 94,60
G5 94,40 94,30 94,30 | 94,25
G6 94,30 94,30 94,30 94,40

GC: grupo controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (68)

Ciclo Celular
Fase Sub-GO

Quadro 5. Valores encontrados da porcentagem do ciclo celular, fase sub-GO, na
cultura de células-tronco derivadas da polpa de dentes deciduos (CT-DD) no
modelo de compressao verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Guava
Cell Cycle (Milipore) no citometro Guava (Milipore) -

2D
Oh 6h 12h 24h 30h
GC 8,26 17,30 24,46 25,78 34,53
G1 35,19 55,91 50,00 27,64
G2 36,36 21,74 43,22 16,96
G3 37,70 19,81 30,77 26,47
G4 37,50 34,91 34,65 21,25
G5 45,00 32,28 35,71 25,48
G6 57,60 34,97 38,93 33,71

GC: grupo controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5: (5g); G6: (6g).



FASE G0-G1

Quadro 6. Valores encontrados da porcentagem do ciclo celular, fase G0-G1 na
cultura de células-tronco derivadas da polpa de dentes deciduos (CT-DD) no
modelo de compressao verificadas por citometria de fluxo utilizando o Kit Cell
Cycle (Milipore) no citobmetro Guava (Milipore) -

Tempos
Oh 6h 12h 24h 30h
GC 61,56 43,87 45,67 49,27 53,85
G1 41,67 50,43 44,15 58,18
G2 48,93 50,72 42,80 57,69
G3 49,54 54,77 59,02 56,26
G4 50,00 47,12 60,38 52,50
G5 37,03 52,79 50,00 54,16
G6 58,62 57,75 60,53 50,82

GC: grupo controle; G1: (1g); G2: (2g); G3 (3g); G4 (4g); G5

: (58); G6: (68).

Os resultados apresentados a seguir foram determinados apods a analise do

estudo piloto, o qual apontou como grupos mais importantes para a realiza¢do

do experimento principal os grupos G3 e G4 submetidos a um periodo de seis

horas de compressao

Tabela 1. Valores das médias das porcentagens de apoptose celular na cultura
de fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas por
citometria de fluxo utilizando o Kit Nexin (Milipore) no citobmetro Guava

(Milipore)

Grupos

GC
GE3
GE4

Valor de P

0,65+0,08

0,70+0,17

0,70+0,07
0,365

NN (s

A avaliagdo foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as avaliacdes entre os grupos foi
realizada com valores de p = 0.05 assinalados por (*)
GC : grupo controle; GE3: grupo experimental 3g/cm?; GE4 : grupo experimental

4g/cm?



Tabela 2. Valores das médias das porcentagens de necrose celular na cultura de
fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas por citometria
de fluxo utilizando o Kit Nexin (Milipore) no citdmetro Guava (Milipore)

Grupos n
GC 2,650,074 7
GE3 3,04+0,10 7
GE4 4,25+0,26 7
Valor de P 0,20

A avaliagdo foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as avalia¢des entre os grupos foi
realizada com valores de p = 0.05 assinalados por (*)

GC : grupo controle; GE3: grupo experimental 3g/cm?; GE4 : grupo experimental
4g/cm?

Tabela 3. Valores das médias das porcentagens de viabilidade celular na cultura
de fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas por
citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Via Count (Milipore) no citdbmetro
Guava (Milipore)

Grupos n
GC 96,50+0,14 7
GE3 96,75%0,22 7
GE4 94,50%0,24 7
Valor de P 0,482

A avaliagdo foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as avaliacdes entre os grupos foi
realizada com valores de p = 0.05 assinalados por (*)

GC : grupo controle; GE3: grupo experimental 3g/cm?; GE4 : grupo experimental
4g/cm?

Tabela 4. Valores das médias das porcentagens do ciclo celular, fase sub GO na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas por
citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell Cycle (Milipore) no citdbmetro
Guava (Milipore)

Grupos n
GC 37,66%0,66 7
GE3 38,13+0,54 7
GE4 37,57+1,36 7

Valor de P 0,34

A avaliagdo foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as avaliacdes entre os grupos foi
realizada com valores de p = 0.05 assinalados por (*)

GC : grupo controle; GE3: grupo experimental 3g/cm?; GE4 : grupo experimental
4g/cm?



Tabela 5. Valores das médias das porcentagens do ciclo celular, fase GO-G1 na
cultura de fibroblastos periodontais no modelo de compressdo verificadas por
citometria de fluxo utilizando o Kit Guava Cell Cycle (Milipore) no citdbmetro
Guava (Milipore)

2D n

GC 42,65+1,06 7

GE3 48,33+,43 7

GE4 51,11+1,44 7
Valor de P 0,124 0,124

A avaliagdo foi realizada pelo teste de Wilcoxon, as avaliacdes entre os grupos foi
realizada com valores de p = 0.05 assinalados por (*)

GC : grupo controle; GE3: grupo experimental 3g/cm?; GE4 : grupo experimental
4g/cm?

Discussao

Uma fonte apropriada de células, embora melhorado com a utilizacao de
suportes biocompativeis é muitas vezes um fator limitante na reconstrucdo de
tecidos. Uma alternativa interessante, é a utilizacao de células mesenquimais
adultas a partir de tecidos autdlogos obtidos por meio de técnicas especificas
envolvendo diferencia¢do celular (O'Brien 2010 MOSTAFA et al. 2011). A ideia é
a se conseguir o fornecimento necessario, evitando os problemas associados com
a rejeicao dos procedimentos de enxertia e tratamento imunossupressor
subsequente. Atualmente, esses métodos s6 foram aplicados em pesquisa e ainda
sao muito limitados, envolvendo apenas alguns tipos de células e com diferentes
graus de sucesso (Lazaro et al, 1995;. HORWITZ et al, 1999; KRAMPERA et al,
2007). Entre os problemas mais comuns que envolvem a cultura de células estao
as dificuldades inerentes da cultura de células, a validacdo dos fenotipos de
células diferenciadas, bem como o controle de qualidade de diferenciagao.

Fendtipos celulares sao indiretamente definidos pelo seu padrao
especifico de expressdao de genes que regulam a diferenciacdo e envolvem a
passagem de um padrao de expressao génica para outro (BEN-tabou de-LEON e
DAVIDSON, 2007). Alguns fatores de transcricao incluidos em nossa analise, sdo
necessarios para o desenvolvimento de tecidos especificos e controlam o

fenotipo. (LANDER et al, 2001;. PEL 2009).



Durante os ultimos anos, tem havido um intenso debate sobre os
mecanismos por tras do fendmeno da plasticidade das células-tronco e ha uma
variedade de diferentes hipdteses sobre o assunto (EISENBERG & Eisenberg,
2003; JIN & Greenberg, 2003; CAMARGO et al., 2004).

Ainda ha muito a ser aprendido sobre a capacidade dos fibroblastos
normais da derme humana FBs para mudar seu fenotipo. A plasticidade celular
inerente dos FBs humanos tem sido estudada por outros grupos e os nossos
resultados fornecem mais uma prova para esta afirmacdo (Young et al,
1995;Toma et al, 2001;. Bartsch et al, 2005;. Chen et al, 2007; Takahashi et al,
2007; Lowry et al, 2008). Futuros estudos com foco em outras linhagens
celulares podem mostrar qudo extenso é o potencial de diferenciacao dos FB.
Estudos que incidem sobre a estabilidade da mudanca fenotipica apds a inducao,
tanto in vitro e in vivo, sdo necessarios. No entanto, os resultados aqui
apresentados, mostram que um dos tipos celulares mais basicos no corpo
humano pode diferenciar-se em pelo menos outros trés tipos de células
diferentes.

O modelo de compressdao de células deste estudo esta diretamente
relacionado com a definicido de mecanotransducdo. A mecanotransducdo foi
definida como o estimulo mecanico aplicado a célula, e este estimulo é essencial
para a manutencdo do metabolismo do osso e o equilibrio entre a formacao e a
reabsorcdo 6ssea (KANG & ROBLING, 2015). Enquanto que a sinalizacdo da
mecanotransducdo foi considerada importante para a regeneracao dos tecidos,
sua interpretacdo continua critica para determinar respostas celulares
especificas tais como sinais mecanicos como a redu¢do da perda éssea, o
aumento da formacao é6ssea e a diferenciacdo de células osteogénicas (QIN & HU,
2014). As implicagOes terapéuticas com énfase no relacionamento entre as vias
de mecanotransducdo, que se referem aos mecanismos pelos quais forcas
mecanicas sdao convertidas em estimulos bioquimicos tem sido estreitamente
relacionadas com inflamacdo e fibrose e desempenham um papel critico na
formacao de cicatrizes (DUSCHER et al., 2014).

Neste estudo foi desenvolvido um modelo de compressdo celular para
verificar in vitro os eventos celulares que acontecem in vivo quando a célula é

submetida a uma for¢a compressiva. Devido a alta complexidade de estabelecer



estudos in vivo com relacdo as células do ligamento periodontal humano, as
avaliagdes realizadas in vitro possibilitaram uma melhor compreensdo dos
mecanismos moleculares do fibroblasto do ligamento periodontal permitindo
analisar, por exemplo, a producao de vacinas e aa biologia das células tumorais
(MacDONALD, 1990; URIBE, 2011). O estudo in vitro tem sido muito utilizado
devido a facilidade de padronizacao da amostra, cujo controle de temperatura,
pressdo osmotica, tensdo de CO2 e de O2 podem ser obtidos de forma precisa
(FRESHNEY, 1990).

0O modelo in vivo mais complexo e especializado cujas células sao
submetidas a uma carga compressiva durante a fun¢do é o ligamento
periodontal. Este tecido é composto de células residentes e denominada de
fibroblastos periodontais, que sdo responsaveis pela producao, reparaciao e
manutencao da matriz celular (ANDERSEN & NORTON, 1991; KOOK, JANG &
LEE, 2011). As células do ligamento periodontal promovem a regenerac¢do
tecidual por meio de suas habilidades de migracao, proliferacdo e capacidade de
se diferenciarem em células osteoblasticas e cementoblasticas, bem como em
novos fibroblastos do ligamento periodontal (LEKIC & MCCULLOCH, 1996;
ALVES etal,, 2015).

Neste estudo estudo foi proposto a utilizacdo de cargas que variavam de
0,1,2,3,4,5e 6 g/cm2 por um periodo de tempo que oscilou entre 6, 12, 24 e 30
horas tanto para compressdo em culturas celulares com o objetivo de
verificarmos qual a carga e o periodo de tempo que produziriam a maior
viabilidade celular, menor morte celular por apoptose e necrose além de
permitir a verificacdo do ciclo celular. O resultados permitiram a observacao dos
seguintes fenOmenos: a) em relacdo aos intervalos de tempo de compressdo
estudados nao houve diferenga estatistica entre eles entre si, entretanto todos
foram diferentes em relacdo ao controle, desta forma poderiamos optar por
manter as células sob compressdao no menor intervalo, ou seja, seis horas; b) os
resultados dos grupos G3 e G4, 3 g/cm2 e 4 g/cm2, respectivamente, deveriam
ser considerados para o experimento principal, pois no grupo G3 os resultados
ficaram muito proximos do grupo controle, mantendo assim os niveis de morte
celular baixos e o nivel de células vidveis mais alto, e no caso do G4 observou-se

uma tendéncia de maior necrose e menor viabilidade em relacio a G3, mas



nenhuma diferenca em relacao a G5 e G6, 5 g/cm2 e 6 g/cm2, respectivamente.
Como ndo foi possivel verificar, por meio destes resultados, qual carga/area seria
a mais influente no estudo principal (G3 ou G4) a estratégia adotada foi a de se
conduzir os experimentos com ambas, e assim poder analisar se com uma
amostra significativamente maior estes resultados se manteriam.

Na literatura ndo houve um consenso quanto a aplicacdo de carga e
tempo ideais para a aplicacdo de forcas compressivas em fibroblastos
periodontais, devido a diferenca metodoldgica entre os estudos. NAKAGO-
MATSUO et al. (1996) aplicaram uma carga em fibroblastos periodontais por
meio de um sistema hidraulico e aplicaram a elevacdo desta pressdo, para um
nivel que variou de 20 a 50 mm Hg e observaram que estas células poderiam
responder a mudancas de compressdao e fornecer uma base bioquimica para
determinar a magnitude ideal de estresse para a movimentacao dos dentes,
diferentemente deste estudo, o do nosso utilizou um sistema mecanico onde a
pressdo utilizada foi gerada pela compressao direta e continua. Nos estudos de
NISHIJIMA et al. (2006) e NAKAGIMA et al. (2008) foram utilizadas forcas
compressivas na cultura de fibroblastos periodontais humanos para a
investigacdo da producdo de RANKL e Osteoprotegerina utilizando forcas
compressivas que variaram de 0 a 4 g/cm2 por um periodo de 0 - 48 horas.
Nestes dois trabalhos os resultados mostraram que a magnitude da forca de
compressao e o tempo estdo diretamente relacionados com o aumento da
produc¢do de RANKL. Estas duas pesquisas foram utilizadas para a determinagdo
dos valores minimos e maximo dos tempos e as cargas utilizadas neste estudo,
pois mesmo ja tendo sido discutida a relacdo entre carga e tempo de compressao
admitiu-se que cada modelo laboratorial de compressdao possuiu suas
particularidades e que estes dois parametros deveriam ser estudados novamente
no modelo proposto. LI et al. (2013), utilizaram um substrato 3D para realizar a
compressao de células periodontais aplicando forc¢as de 25 g/cm2 durante 6, 24
e 72h. Os autores identificaram os genes indutores de osteoclastogénese,
inibidores de osteoclastogénese e outros reguladores de remodelacdo dssea.
Neste estudo, para efeito de comparacdo, em relacdo a cultura em monocamada
foi utilizado uma carga menor que a utilizada por LI et al., (2013) e isto pode

ser o fator responsavel pelo resultado de ndo ter conseguido encontrar



diferencas entre os grupos 2D e 3D na avaliagdo dos nossos parametros. A
utilizacdo do colageno como substrato foi utilizada também por Alves et al,
(2015) os quais concluiram que cultura de fibroblastos periodontais cultivados
em gel de colageno mantiveram as suas caracteristicas fenotipicas distintas.

Neste estudo onde a proposta de um modelo de compressao estatica
continua possuiu a inten¢do de produzir in vitro uma situagdo normalmente
vista na fisiologia, as analises foram realizadas no sentido de se obter alguns
scores como por exemplo: menor necrose, nivel de apoptose e viabilidade igual
ao controle. O estudo da morte celular por apoptose e/ou necrose foi instituido
pois estes fenOmenos estao diretamente relacionados a fisiologia e patologia
celular. A morte celular programada ou apoptose é importante no
desenvolvimento embrionario e fetal, na renovacao das células e em varios
aspectos da maturagdo dos mecanismos imunolégicos de defesa, e parece ter um
papel fundamental na regulacdo do tamanho e da forma tecidual. Ocorre de
forma ordenada e necessita de gasto de energia para a sua execucdo. Em
condigdes normais, a apoptose participa do controle da proliferacio e
diferenciacao celular (BARCINSKI, 1998). Se a morte celular for seguida de
autdlise (degradacao dos compartimentos celulares realizadas pelas enzimas da
propria célula, liberadas pelos lisossomas apds a morte celular), o processo
recebe o nome de necrose. Os agentes agressores produzem necrose por redu¢ao
de energia, producdo de radicais livres, acdes sobre enzimas e agressdao a
membrana citoplasmatica (SCHIER, 1988).

Na avaliacdo da morte celular por apoptose foi utilizado o Kit Guava
Nexin e as amostras foram analisadas no citometro de fluxo Guava EasyCyte HT
pelo programa InCyte Software. Nos grupos estudados: controle e experimentais
as diferencas nao foram significantes. Nao houve diferencas nos valores de
apoptose na analise dos resultados dos grupos G3 e G4.

Com relacao a avaliacdo da morte celular por necrose foi utilizado o kit
Guava Nexin e as amostras foram submetidas a analise no citometro de fluxo
Guava EasyCyte HT e analisadas no programa InCyte Software. Nao houve
diferenca no resultado da necrose celular.

A avaliacdo da viabilidade celular teve como objetivo a verificacao de

células viaveis apds submetidas a compressdo estatica continua. Foi utilizado o



b

reagente Guava Via Count e as amostras foram submetidas a analise no
citometro de fluxo Guava EasyCyte HT e analisadas no programa InCyte
Software. A viabilidade celular no modelo de compressao ficou acima de 94% em
todos os grupos. A viabilidade celular mostrou-se consistente com as
observacgdes de outros estudos (SAMINATHAN, VINOTH & CAO, 2013; ALVES et
al,, 2015).

Num organismo pluricelular, os mecanismos de divisdo celular sao
essenciais para permitir a embriogénese e o crescimento. Além disso, a divisdo
celular assegura a reparacao tissular ou celular apds um ferimento que tenha
promovido uma perda de células. Mas, mesmo no estado basal em um adulto,
permanentemente, células morrem e é imperativa sua substituicao (POIRIER et
al, 2003). A vida de uma célula é ritmada pelo ciclo celular, onde cada célula de
um organismo sofre modifica¢des ciclicas que a conduzem a divisdo celular e a
formacao de duas células filhas. Ele esta dividido em quatro fases: a fase G1 (G
para gap, que significa intervalo) durante a qual a célula cresce devido as
sinteses protéicas, a fase S (S para sintese) durante a qual a célula duplica seu
DNA, a fase G2 que é uma outra fase de crescimento e a fase M (M para mitose)
que representa a divisdo celular propriamente dita (BRUCE et al., 2002).

O ciclo celular foi avaliado utilizando-se o reagente Guava Nexin na fase
sub GO e na fase GO-G1 tanto na cultura em monocamada como na cultura com
substrato de colagenos englobando os grupos controles e experimentais. Na fase
sub GO na cultura de células-tronco derivadas da polpa dental no modelo de
compressao foi verificado que nao houve diferencas significativas entre a

proliferacao celular.

Conclusao

O estimulo compressivo mecanotransdutor aplicado sobre a cultura de células-
tronco derivadas da polpa dental de dentes deciduos esfoliados, nao alterou as

taxas de viabilidade, apoptose, necrose e ciclo celular.
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3. Producao Cientifica Vinculada

Paralelamente aos experimentos descritos acima foi possivel desenvolver
também um outro projeto: “Utilizacdo de células tronco derivadas da medula
0ssea e do tecido adiposo associadas ao enxerto xendgeno na repara¢do de

defeitos dsseo criticos na calvaria de coelhos”. Este projeto teve como objetivo



verificar a agdo de células tronco da medula 6ssea e derivadas do tecido adiposo
em um modelo de regeneracao dssea ja consagrado pela literatura o qual envolve
0 enxerto 0sseo xend0geno com e sem cobertura de uma membrana de colageno
também xenogena. Os resultados esperados irdo contribuir para o
desenvolvimento de técnicas que possibilitem a utilizagdo da terapia celular na

regeneracao 0ssea.

Descricdo dos estudos desenvolvidos com metodologia vinculada ao

desenvolvimento deste projeto:

1. Sistema Rank/Rankl E Opg Em Cultura De Fibroblastos Adultos Do
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[Mestrado]. Aluno: Mateus de Abreu Pereira

2. Fibroblastos Periodontais Humanos Em Meio De Cultura Suplemtado
Com II-1 Beta No Modelo De For¢ca Compressiva Estatica Continua.
(2016) [Mestrado]. Aluna: Delaini Pires Roman Miguel
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5. Revisao De Literatura: Aspectos Biologicos No Ligamento Periodontal
E Osso Alveolar Associado A Compressao In Vitro. (2018) [Mestrado].
Aluna: Andrea Castilho Soares De Azevedo.

6. Influéncia Da Compressao Na Marcac¢ao De Fibroblastos Do Ligamento
Periodontal Com Aldh+ . (2018) [Doutorado]. Aluno: Fabio Schemann
Miguel.

7. Membrana De Quitosana E Xantana Na Regeneracdo Do Tecido
Periosteal Em Defeito Critico Na Calvaria De Rato. (2019)
[Doutorado]. Fernando Biocalti Chiantia

8. Expressio Génica De Rank/Rankl/Opg Em Uma Cultura

Tridimensional De Fibroblastos Periodontais Humanos em



Membranas De Quitosana E Xantana. (2019) [Doutorado]. Andrea
Cristina Baptista Coelho De Faria

0. Carga Compressiva Na Expressdao Génica Do Sistema Rank\Rankl E
Opg Em Fibroblastos Do Ligamento Periodontal Humano. (2019)
[Doutorado] Mateus De Abreu Pereira

10.  Fracdo Estromal Vascular Associada A Matriz Dermica Acelular na
Cicatrizacdo De Feridas Cutaneas Em Coelhos. (2019) [Doutorado].

José Da Concei¢do Carvalho Junior

4. Publicac6es Relacionadas

M. M. SOARES ; H. SEGRETO ; A. ALOISE ; L. M. FERREIRA . Adipose Derived Stem
Cell on the Regeneration of Irradiated Mandible of Adult Rabbit Submitted to
Distraction Osteogenesis. JOURNAL OF PHARMACY AND PHARMACOLOGY , v. 6,
p.-113-122,2018.

5. Artigos Enviados

A)
Ms. No.: ECR-19-1513
Title: Light compressive force up-regulates OPG gene expression in periodontal
ligament cells
Corresponding Author: Professor Antonio Carlos Aloise
Authors: Mateus A Pereira, Ph.D student; Silvana Gaiba, Ph.D; Lydia M Ferreira,
Ph.D

Dear Professor Aloise,

Your submission, referenced above, has been assigned the following manuscript
number: ECR-19-1513

You will be able to check on the progress of your paper by logging on to the
Elsevier Editorial System as an author at https://ees.elsevier.com/yexcr/.

Thank you for submitting your work to Experimental Cell Research. Please let
me know if you have any questions or concerns.

Kind regards,
Experimental Cell Research

For further assistance, please visit our customer support site at



http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/7923 Here you can search for
solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions and
learn more about EES via interactive tutorials. You will also find our 24/7
support contact details should you need any further assistance from one of our
customer support representatives.

B)

1436246: Manuscript Approved

De: "Stem Cells International” <priyanka.ramalingam@hindawi.com>
Para: pmoy@dentistry.ucla.edu amoshaverinia@dentistry.ucla.edu
aca.orto@uol.com.br priyanka.ramalingam@hindawi.com

Dear Prof.. Antonio Aloise,

This is regarding Research Article 1436246 titled "Aldehyde dehydrogenase
(ALDH) as an alternative marker for undifferentiated periodontal ligament cells
after compressive force application " by Fabio Schemann-Miguel, Antonio Carlos
Aloise, Silvana Gaiba Franca and Lydia Masako Ferreira. The initial screening
process has been finished and the manuscript is now approved. Since the
manuscript is authored by the Special Issue's Guest Editors, it will be handled by
one of the Editorial Board members. If the manuscript is accepted, it will be
published in the Special Issue.

Best regards,

L L

Priyanka Ramalingam

Editorial Office

Hindawi

http: //www.hindawi.com

C)
7-Dec-2019

Dear Prof. Aloise:

Your manuscript entitled "Development of a Light Compressive Force Model to
study the human periodontal ligament fibroblasts mechanotransduction “in
vitro”." by Mattar, Marco; Gaiba, Silvana; Aloise, Antonio; Ferreira, Lydia, has
been successfully submitted online and is presently being given full
consideration for publication in Cell Biology International.



Co-authors: Please contact the Editorial Office as soon as possible if you disagree
with being listed as a co-author for this manuscript.

Your manuscript ID is CBIN.20180935.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when
calling the office for questions. If there are any changes in your street address or
e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at
https://mc.manuscriptcentral.com/cbin and edit your user information as
appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your
Author Center after logging in to https://mc.manuscriptcentral.com/cbin.

Thank you for submitting your manuscript to Cell Biology International.
Sincerely,
Cell Biology International Editorial Office

[automatic email - ref: SE-6-a]

D)

CLINICS - Manuscript ID CLINICS-2019-1687.R2
Enviada em:
30/03/2020 | 21:24
Recebida em:
30/03/2020 | 21:24
30-Mar-2020

Dear Dr. CARVALHO JUNIOR:

Your manuscript entitled "ACELLULAR DERMAL MATRIX IN SKIN WOUND
HEALING IN RABBITS - HISTOLOGICAL AND HISTOMORPHOMETRIC
ANALYSES" has been successfully submitted online and is presently being given
full consideration for publication in CLINICS.

Your manuscript ID is CLINICS-2019-1687.R2.

Please mention the above manuscript ID in all future correspondence or when
calling the office for questions. If there are any changes in your street address or
e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at
https://mc04.manuscriptcentral.com/clinics-scielo and edit your user
information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your
Author Center after logging in to https://mc04.manuscriptcentral.com/clinics-




scielo.
Thank you for submitting your manuscript to CLINICS.

Sincerely,

Luiz Felipe Pinho Moreira
Editor, CLINICS
https://www.clinicsjournal.com




