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1. INTRODUCAO

Nos Ultimos anos, muito tem sido pesquisado sobre a relacdo da
engenharia tecidual com a &rea da saude, cujo objetivo visa construir substitutos
biotecnolégicos para 6rgdos ou tecidos danificados. Com isso, busca-se prover
condicdes Gtimas para o processo de regeneracao, além de proporcionar modelos
in vitro para pesquisa e desenvolvimento (BERTHIAUME et al, 2011). As células-
tronco mesenquimais (CTMs) apresentam a capacidade de autorrenovacéo,
diferenciacdo e altas taxas de proliferacdo. Por sua facilidade de obtencédo e
caracteristicas promissoras de empregabilidade, as células-tronco advindas de
dentes tém sido amplamente estudadas e aplicadas, principalmente no ambito da
odontologia e regeneracdo 6ssea (CHALISSERRY et al, 2017). Dessa forma, o
emprego da engenharia tecidual atrelada a utilizacdo de células-tronco tem a
capacidade de potencializar as condicbes regenerativas de técnicas como a
terapia celular, visto que no processo convencional ha um grande escape das
células para sitios ndo lesados, o que afeta o potencial de regeneracdo do
procedimento. Somado a isso, 0s biovidros sdo materiais sintéticos com
propriedades bioativas, configurando excelentes candidatos no que concerne a
engenharia tecidual por sua capacidade de integrar-se a matriz éssea. Dessa
forma, o presente trabalho objetivou testar o comportamento de células-tronco
mesequimais quando cultivadas com biovidros como biomateriais, para uso futuro
na medicina regenerativa.

2. METODOLOGIA

Para o estudo, foi utilizado um biovidro derivado do processo sol-gel
composto por 60% SiOz2, 36% CaO e 4% P20s (% em mol), conforme descrito por
SIQUEIRA e colaboradores (2017). As CTMs foram obtidas da polpa de dentes
deciduos humanos de pacientes da Clinica Infanto-Juvenil da Faculdade de
Odontologia da UFRGS, mediante assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido pelo préprio paciente ou seu responsavel e aprovacdo no Comité de
Etica (Registro na comissdo de ética na Plataforma Brasil N°
36403514.6.0000.5347). As células foram mantidas em meio DMEM Low
Glucose, pH 7,2 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina em incubadora umidificada com teor de
5% de CO2 a 37 °C. O meio de cultura foi trocado duas vezes por semana e as
células foram sub-cultivadas de acordo com a confluéncia nos frascos de cultivo
utilizando 0,05% de tripsina/EDTA. As CTMs foram caracterizadas por meio da
morfologia, aderéncia ao plastico, citometria de fluxo e verificacdo de capacidade
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de diferenciacao in vitro nas linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica
(DOMINICI et al, 2006). Para o experimento, as células foram semeadas a uma
densidade de 7.000 células por poco em uma placa de cultura de 96 pocos e
tratadas com as concentracdes elencadas de 0 (controle); 0,25; 0,5; 0,75 e 1
mg/mL do biovidro apos 24 h de cultivo. A fim de analisar a viabilidade celular das
CTMs em contato com o biovidro, foi utilizado o reagente colorimétrico brometo de
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), cuja reducdo em cristais de
formazan, que ocorre em mitocdndrias de células viaveis, possibilita contabilizar a
viabilidade celular por meio de espectrofotometria. Apés um periodo de 4 horas
de incubacdo, os cristais foram dissolvidos com 200uL de DMSO
(dimetilsulfoxido), homogeneizados e a leitura foi realizada em um
espectrofotometro Multiskan™ FC nos comprimentos de onda de 630 e 570 nm, a
partir dos quais uma meédia foi estabelecida e considerada para avaliacdo. Os
resultados foram expressos como a média normalizada da viabilidade em
porcentagem (%) + erro padrao da média e avaliados utilizando ANOVA, seguida
pelo teste de Tukey. Diferengas estatisticas significativas foram estabelecidas
com p<0,05. Os dados foram analisados com o software BioEstat 5.0. Ademais,
a morfologia dos biomateriais foi avaliada através de microscopia eletronica de
varredura (MEV) utilizando um microscopio Zeiss Evo 50 (Carl-Zeiss). Para isso, 0
biomaterial foi metalizado utilizando uma fina camada de platina e submetido a
aceleracédo de voltagem de 10 kV e ampliacdo de 1.000-20.000x para obtencdo
das imagens.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O aspecto geral das particulas do biovidro pode ser visualizado na Figura

Figura 1. Mlcrograflas obtldas por-MEV 'da' superf|0|e das partli:ulas do biovidro.
Ampliacdo de 2.000x (direita) e ampliacdo de 20.000x (esquerda).

A identidade das células-tronco utilizadas no estudo foi confirmada a partir
de morfologia fibroblastoide, aderéncia ao plastico, ensaio de diferenciacao
celular e perfil imunofenotipico. A Figura 2 apresenta o aspecto caracteristico de
CTMs com uma colbnia ao centro.
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Figura 2. Morfologia das célu
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As células foram capazes de produzir goticulas de gordura, coradas por
0leo vermelho no interior das células, caracterizando a diferenciacao adipogénica;
glicosaminoglicanas, corados em azul por azul de alciano, acompanhados de
mudanga na morfologia celular, evidenciando a diferenciagdo condrogénica e
matriz 0ssea, corada em vermelho por vermelho de alizarina no exterior das
células, apdés a diferenciacdo osteogénica (dados ndo mostrados). A andlise
imunofenotipica da cultura primaria das CTMs foi realizada utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-humanos contra o0s marcadores celulares
caracteristicos de CTMs. As células mostraram positividade para os marcadores
CD29 (99,9%), CD44 (99,9%), CD73 (99,9%), CD90 (100%) e CD105 (99,7%). Os
marcadores de células hematopoéticas, por sua vez, apresentaram baixa
expressividade, conforme segue: CD14 (0,1%), CD34 (<0,1%), CD45 (<0,1%) e
CD184 (0,9%).

Os resultados da andlise de viabilidade celular pela técnica de MTT
indicaram um aumento na viabilidade celular proporcional ao aumento da
concentracdo de biovidro, em relacdo ao grupo controle. A Figura 3 ilustra o
acréscimo acima de 20% na viabilidade celular das células cultivadas em contato
com o biovidro, em concentragdes iguais ou superiores a 0,5 mg/mL. Houve
diferenca estatistica apenas entre os grupos controle, sem o biovidro (0 mg/mL), e
agueles com concentracdes acima de 0,5 mg/mL do biovidro, o que indica que os
beneficios da utilizacdo dos biovidros funcionam de forma dose-dependente.
Dessa forma, o presente estudo confirma a hipétese de biocompatibilidade do
biomaterial testado com consequente possibilidade de sua utilizacdo em
diferentes areas da engenharia de tecidos.



32 SEMANA XXVI CONGRESSO DE
(J
INTEQRARA C’D C I INICIACAQ CIENTIFICA

UFPEL 20

160

" *
*
120
100 ; I
0 0,25 0,5 0,75 1

BGa (mg/mL)

5

o)
o

Viabilidade (%)
o0}
o

N
o o

o

Figura 3. Viabilidade de células-tronco mesenquimais oriundas de dentes
deciduos humanos tratadas com biovidro (BGA) e avaliadas por MTT (% do
controle), apds 24 horas de tratamento. *p<0,01.

4, CONCLUSOES

O biovidro testado exibiu propriedades promissoras no que se refere a
aplicacdo na engenharia tecidual envolvendo células-tronco mesenquimais,
podendo constituir uma nova aplicagdo no contexto clinico na medicina
regenerativa para a reconstrucao éssea.

Apoio financeiro: MCTI, FINEP, CNPq, FAPESP, PROPESQ/UFRGS e Instituto
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