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Chegaréa o dia em que todo homem conhecera o
intimo dos animais. Nesse dia, um crime contra um
animal sera considerado um crime contra a prépria

humanidade.

(Leonardo da Vinci)



RESUMO

As fissuras palatinas sdo problemas frequentes na rotina hospitalar em humanos
assim como nos animais. Nas Ultimas décadas, diferentes técnicas cirdrgicas foram
empregadas para a corre¢cdo dos defeitos palatinos, entretanto, ndo possuem uma
eficacia satisfatéria em fendas que apresentam um grande defeito 6sseo. Através do
exposto acima, buscam-se novas alternativas para a reconstrucdo de fendas palatinas,
sendo a engenharia de tecidos uma alternativa de tratamento para tal afec¢do. Este
estudo possui a finalidade de avaliar a utilizagdo da tela de polipropileno acrescida com
MSC (células-tronco mesenguimais) e selante de fibrina em um modelo experimental de
correcdo de fenda palatina em suinos, avaliando-se a cicatrizacdo de tecido mucoso e
0sseo do palato duro. Com isso, objetiva-se desenvolver uma nova técnica de
reconstrucdo de fendas palatinas baseada na engenharia de tecidos. O estudo foi
desenvolvido em duas etapas, uma in vitro e outra in vivo. O projeto in vitro avaliou
duas técnicas de cultivo de MSC em diferentes placas de cultura, utilizando dois tipos
de telas de polipropileno (macroporosa e microporosa) durante um periodo de quinze
dias, para obter as melhores condic¢des de interacdo entre a tela e as células. Em todas as
formas de cultivo houve aderéncias das MSC, entretanto, o melhor protocolo foi na tela
microporosa no periodo de sete dias de cultivo e em placas sem metacrilato. Para o
estudo in vivo, foram utilizados 12 suinos, distribuidos em quatro grupos de igual
nimero: grupo que utilizou somente tela de polipropileno (GT); tela de polipropileno
associada a MSC e selante de fibrina (GTCF); tela de polipropileno e MSC (GTC); tela
de polipropileno e selante de fibrina (GTF). Em todos os animais foi realizada a fenda
palatina e colocacdo do enxerto conforme cada grupo. Os suinos foram avaliados quanto
a presenca de inflamacdo, cicatrizacdo e deiscéncia de sutura no implante do palato.
Apo6s quinze dias os animais foram eutanasiados e os palatos avaliados por histologia
pela coloragcéo de HE e Picrosirius Red. A tela de polipropileno associada com MSC
demonstrou ser melhor, entre os demais protocolos estudados neste trabalho, para
correcdo de fenda palatina. Forneceu completa cicatrizacdo 0ssea e da mucosa oral e
nasal em um periodo de quinze dias, demonstrando ser uma nova técnica segura e
eficaz, possuindo um potencial significativo para correcdo de fenda palatina.
Palavras-chave: fenda palatina, tela de polipropileno, células-tronco mesenquimais,

engenharia de tecidos.



ABSTRACT

Cleft palates are common problems in the hospital routine in humans and
animals. In recent decades, different surgical techniques were employed for the
correction of palatal defects, however, do not have a satisfactory efficacy in cracks that
have a large bone defect. Through the above, seek new alternatives for the
reconstruction of cleft palates, and tissue engineering an alternative treatment for this
condition. This study has the purpose of evaluating the use of enhanced polypropylene
mesh with MSC (mesenchymal stem cell) and fibrin sealant in an experimental model
of cleft palate repair in pigs, assessing the healing of mucosal tissue and bone of the
hard palate. Thus, the objective is to develop a new technique for reconstruction of cleft
palates based on tissue engineering. The study was conducted in two stages, one in vitro
and another in vivo. The project in vitro evaluated two MSC cultivation techniques in
different culture plates using two types of polypropylene meshes (macroporous and
microporous) over a period of fifteen days, to get the best conditions for interaction
between the screen and the cells. In all forms of cultivation were MSC adhesions;
however the best protocol was the microporous screen in the seven days of culture
plates and without methacrylate. For the in vivo study, we used 12 pigs, divided into
four equal groups: group using only polypropylene mesh (GT); polypropylene mesh
associated with MSC and fibrin sealant (GTCF); polypropylene mesh associated with
MSC (GTC); polypropylene mesh and fibrin sealant (GTF). In all animals was
performed cleft palate and graft placement as each group. The pigs were evaluated for
the presence of inflammation, scarring and wound dehiscence in the palatal implant.
After fifteen days the animals were euthanized and palates assessed by histology
staining by HE and Sirius Red. The polypropylene mesh associated with MSC proved to
be the best, among others protocols studied in this work, to cleft palate correction.
Provided complete bone healing and oral and nasal mucosa in a period of fifteen days,
proving to be a new safe and effective technique, having a significant potential for cleft
palate correction.

Key words: cleft palate, polypropylene mesh, mesenchymal stem cell, tissue

engineering.
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1. INTRODUCAO

O palato € uma estrutura localizada na por¢do dorsal da cavidade oral, sendo
responsavel pela sua separacdo da cavidade nasal e orofaringea (ROBERTSON, 1996;
SILVA et al., 2006). Quando ocorre falha na fusdo das cristas palatinas, podendo ser
congénitas ou adquiridas, resulta na fenda palatina (NEVILLE et al., 2011). Em
humanos, as fissuras palatinas sdo problemas médico-odonto-social que situam entre o
3° e 4° defeito congénito mais frequente (FIGUEIREDO et al., 2004; SILVA et al.,
2008). Em pequenos animais, defeitos congénitos ou adquiridos do palato duro e/ou
mole também sdo comuns na préatica veterinaria, onde muitas vezes se faz necesséria a
correcdo cirdrgica. As principais causas dos defeitos palatinos sdo: fator congénito, de
origem traumatica, infec¢Bes crbnicas, odontopatias, neoplasias e complicacdes da
cirurgia ou terapia de radiacdo (COOK & THOMSON, 2014). O palato fendido causa
distdrbios organicos como pneumonia por aspiracdo, perda de condi¢édo corporal, rinite,
descarga nasal entre outras patogenias (CONTESINI et al., 2003; SILVA et al., 2009).

A maioria dos defeitos no palato s6 pode ser corrigida cirurgicamente (SILVA et
al., 2006). Nas ultimas décadas, diferentes técnicas cirargicas foram empregadas para a
correcdo dos defeitos palatinos, fazendo uso de flapes mucosos, enxertos, tentativas de
proteses e biomembranas (SILVA & MANISCALCO, 2013). Entretanto, apesar dos
tratamentos atuais envolverem técnicas cirlrgicas bem descritas, a maioria delas
rotacionam o tecido mole adjacente ao local do defeito e, em algumas técnicas,
adicionam o enxerto de tecido duro autégeno ou alégeno, ndo possuindo uma eficacia
satisfatoria (MOREAU et al., 2007; BELOTI et al., 2011).

Diante ao exposto acima, buscam-se novas alternativas para a reconstrucdo de
fendas palatinas, tornando a engenharia de tecidos uma alternativa de tratamento para
tal afeccdo. A engenharia de tecidos visa restaurar a funcdo ou substituir tecidos
danificados através da aplicagdo celular, design de arcaboucos e utilizagdo de moléculas
que estimulem o tecido, neste caso tecido mole e 6sseo (MOREAU et al., 2007;
BELOTI etal., 2011).

Este estudo possui duas propostas para desenvolver um método de correcdo de
fenda palatina baseada na engenharia de tecidos. Primeiramente, definir um protocolo
ideal de cultivo de celulas-tronco em malha de polipropileno, para avaliar duas técnicas

de cultivo de células-tronco mesenquimais de origem adiposa (ADSC) de camundongo,
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expressando a proteina GFP+ (Green Fluorescent Protein), utilizando-se placa de
cultura de células com e sem colocacdo de metacrilato em seu interior, dois tipos de tela
de polipropileno (macroporosa e microporosa) e em diferentes tempos de cultivo.
Assim, obtendo as melhores condi¢gGes de interacdo entre a tela de polipropileno e as
células; definindo o melhor tempo de cultivo; a melhor placa de cultivo e tela de
polipropileno, que permitam uma cobertura maior e mais homogénea dessas células na
tela de polipropileno. A expectativa € que as células consigam interagir
homogeneamente por toda a arquitetura do arcabouco, formando um verdadeiro sistema
tridimensional para ser utilizado na engenharia de tecidos.

Apos definido o melhor arcabouco, objetivou-se avaliar sua utilizagéo clinica em
um modelo experimental de fenda palatina em suinos. Para tal, foi utilizada a tela de
polipropileno juntamente com ADSC de suino e selante de fibrina para correcdo de
fenda palatina, assim, avaliando-se a cicatrizacdo de tecido mucoso e dsseo do palato
duro e, com isso, desenvolver uma nova técnica de reconstrucdo de fendas palatinas

baseada na engenharia de tecidos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Estudar a biocompatibilidade da tela de polipropileno juntamente com ADSC e

selante de fibrina quando aplicados na correcdo de fenda palatina.

2.2. Objetivos especificos

a)

b)

d)

Definir o protocolo de co-cultivo da tela de polipropileno com as ADSC,
avaliando a tela de polipropileno (macroporosa ou microporosa), a placa de
cultura e o tempo ideais de cultivo;

Testar um novo método de correcdo de fenda palatina com uso de tela de
polipropileno, ADSC e selante de fibrina, associados ou néo;

Avaliar a capacidade dos implantes na regeneracdo 0ssea e de mucosa do
palato duro;

Avaliar macro e microscopicamente as reacdes tissulares desencadeadas pela
tela de polipropileno, ADSC e selante de fibrina quando colocado em palato,

apos eutanasia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Fendas palatinas

O palato € uma estrutura localizada na porcdo dorsal da cavidade oral, sendo
responsavel pela sua separacdo da cavidade nasal e orofaringea. E constituido pelo
palato primario (labios, crista alveolar incisiva e pré-maxila), palato secundario (0ssos
palatino, maxilares e incisivos) e palato mole, que tem inicio no dltimo molar e se
estende até a cripta da tonsila (ROBERTSON, 1996; SILVA et al., 2006).

O palato duro é caracterizado por um epitélio pavimentoso estratificado
queratinizado ou paraqueratinizado, papilas conjuntivas numerosas, profundas e
ramificadas, |&mina prépria rica em fibras colagenas e auséncia de fibras elasticas.
Apresenta uma unido firme e imdvel da mucosa (lamina prépria) ao peridsteo,
denominando-se mucoperidsteo. A submucosa esta presente apenas nas regides laterais
do palato: regido anterolateral (zona adiposa), onde a submucosa € predominantemente
constituida de tecido adiposo, e regido posterolateral (zona glandular) onde a submucosa
é predominantemente constituida por tecido glandular do tipo mucoso. O palato mole
apresenta um epitélio do tipo estratificado pavimentoso ndo queratinizado, possui, além
da lamina propria, uma camada distinta de fibras elasticas que separa a lamina prépria
da submucosa. A submucosa é formada de tecido conjuntivo, relativamente frouxo com
as glandulas salivares do tipo mucoso. A mucosa esta firmemente aderida aos planos
profundos através das fibras colagenas (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1995).

O palato duro é delimitado lateralmente pelos sulcos palatinos, caudalmente
pelos forames palatinos maiores e rostralmente pelas fissuras palatinas. A artéria
palatina maior emerge no forame palatino e dirige-se rostralmente pelo respectivo sulco.
Como é uma estrutura vascular fundamental para a mucosa, merece especial atengédo
durante os procedimentos cirargicos, de modo a garantir a sua integridade (GIOSO E
CARVALHO, 2005).

A formagdo da face e da cavidade oral € de natureza complexa e envolve o
desenvolvimento de mdltiplos processos teciduais que devem se unir e fusionar de
modo muito ordenado. DistUrbios no crescimento destes processos teciduais ou nas suas
fusBes podem resultar na formacao de fendas oronasais (NEVILLE et al., 2011).

O desenvolvimento da porcao central da face tem inicio por volta do final da

quarta semana de desenvolvimento humano, com o aparecimento dos placoides nasais
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(olfatérios) de cada lado da parte inferior do processo frontonasal. A proliferacdo de
ectomesénquima em ambos os lados de cada placoide resulta na formacéo dos processos
nasal mediana e nasal lateral (AROSARENA, 2007; NEVILLE et al., 2011). No céo,
por volta do 25° dia de vida do embrido, duas depressdes olfatdrias separam-se uma da
outra por uma larga coluna de tecido, que é o primérdio da extremidade do septo nasal,
das por¢des mediais do labio superior e das porcdes associadas dos 0ssos incisivos,
originando o palato primario (NELSON, 2007).

O palato primario é formado pela unido dos processos nasais medianos para
formar o segmento intermaxilar. Tal segmento d& origem a pré-maxila, uma estrutura
Ossea com formato triangular que abrigard os quatro incisivos superiores. O palato
secundario, que constitui mais de 90% do palato duro e palato mole, é formado pelos
processos maxilares do primeiro arco branquial (AROSARENA, 2007; NEVILLE et al.,
2011).

Durante a sexta semana, projecOes bilaterais emergem das por¢des medianas dos
processos maxilares para formar as cristas palatinas. Inicialmente, estas cristas séo
orientadas em uma posicdo vertical de cada lado da lingua em desenvolvimento.
Conforme a mandibula cresce, a lingua assume uma posi¢cdo mais inferior, permitindo
que as cristas palatinas sofram rotagdo para uma posi¢éo horizontal e crescam uma em
direcdo a outra. Por volta da oitava semana, ja ocorreu crescimento suficiente para
permitir que as porcGes anteriores de tais cristas iniciem a fusdo entre si. As cristas
palatinas também se fusionam com o palato primario e com o septo nasal. Tal fusdo
inicia-se na por¢do anterior do palato e progride posteriormente, estando completa por
volta da décima segunda semana de vida (AROSARENA, 2007; NEVILLE et al.,
2011). No céo, o desenvolvimento do palato secundario sucede ao do palato primario,
este evento ocorre por volta do 33° dia da gestacdo, onde ha a separacdo das camaras
nasais da cavidade bucal e permitem que as atividades digestiva e respiratoria prossigam
independentes (NELSON, 2007).

A falha na fusdo das cristas palatinas resulta na fenda palatina (NEVILLE et al.,
2011). De acordo com as estruturas anatdbmicas envolvidas, a fenda pode ser classificada
em primaria se ocorrer no labio e alvéolo; primaria e secundaria se envolve o labio e o
palato secundario; secundaria, quando ocorre somente no palato secundario, podendo ou
néo existir envolvimento do palato mole (SILVA et al., 2006; MOREAU et al., 2007).
A fenda do tipo primaria é facilmente diagnosticada, porque o animal nasce com uma

fissura anormal no labio superior, conhecida como labio leporino. As secundarias,
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apesar de mais comuns, muitas vezes passam despercebidas por ocasido do nascimento
e s6 sdo diagnosticadas quando o animal comeca a apresentar alguns sinais clinicos da
afeccdo, como escoamento de leite pelas narinas, tosse, engasgos ou espirros durante a
alimentacdo, além das infeccdes do trato respiratorio (SILVA et al.,, 2006). Em
humanos, a fenda labial e a fenda palatina ocorrem mais frequentemente juntas,
aproximadamente 45% dos casos sdo representados por fenda palatina e fenda labial,
sendo 30% dos casos somente de fenda palatina (MOREAU et al., 2007; NEVILLE et
al., 2011).

As principais causas dos defeitos palatinos em pequenos animais séo os fatores
congénito ou hereditario, origem traumatica (GIOSO, 2003), nutricionais (deficiéncia de
riboflavina, acido foélico e vitamina A), mecanicos (no Utero), hormonais ou toxicos
(ROBERTSON, 1996; NELSON, 2007), infeccbes cronicas, extracdes dentarias ou
outras odontopatias, ou ser secundarias a intervenc@es cirlrgicas anteriores, radioterapia
ou neoplasias (SMITH, 2000; SIVACOLUNDHU, 2007). As neoplasias estdo entre as
principais causas de lesdo Ossea palatina, sendo as mais comuns 0 mastocitoma, a
epulide fibromatosa, o fibrossarcoma, o fibromeloblastoma e o0 osteossarcoma
(CONTESINI et al., 2004). O tumor venéreo transmissivel, apesar de menos frequente,
também é causa de fenda palatina (PAPAZOGLOU et al., 2001).

Em humanos, a formacdo de fendas é um dos defeitos congénitos craniofaciais
mais frequentes. Uma consideravel variacdo racial em relacéo a prevaléncia é observada
nos individuos brancos, as fendas palatina e labial ocorrem em 0,5 a dois para cada
1000 nascimentos. A frequéncia nas populacdes asiaticas é aproximadamente 1,5 vezes
maior do que nos individuos brancos; e em individuos negros a frequéncia € muito
inferior, ocorrendo 0,4 caso a cada 1000 nascimentos (MOREAU et al., 2007
PANETTA et al., 2008; BUENO et al., 2009; NEVILLE et al., 2011). Em caes, as
fendas palatinas congénitas apresentam maior incidéncia em racas braquicéfalas e em
racas puras (HEDLUND, 2005, SILVA et al., 2009), sendo as racas de alto risco:
Boston Terrier, Pequinés, Buldogue, Schnauzer miniatura, Beagle, Cocker Spaniel e
Dachshund (HEDLUND, 2005). Entre os gatos, as racas mais acometidas sdo a
Abissinio e a Siamesa (NELSON, 2007). Ja as fendas palatinas adquiridas néo
apresentam predisposi¢do racial, sexual ou etaria (HEDLUND, 2005).

Os sinais clinicos mais frequentes sdo rinite, descarga nasal serosa ou

mucopurulenta, tosse, espirros (LEE et al., 2006), pneumonia por aspiracao e perda de



21

condicdo corporal (SILVA et al., 2009). O diagnostico da afeccdo é realizado mediante

a inspecao direta da cavidade oral, durante o exame fisico (SILVA et al., 2006).

3.2. Reparo das fendas palatinas

A maioria dos defeitos no palato, independente de serem consequéncias de
traumas, infeccdes cronicas, neoplasias ou alteragfes congeénitas, s6 pode ser corrigida
cirurgicamente, visto que existe o risco de aspiracao de alimentos para a via respiratoria.
A dimensdo da lesdo e a facilidade de acesso a regido afetada € que vao determinar qual
técnica cirdrgica € a mais recomendada para cada caso (HETTE & RAHAL, 2004), pois
a mesma pode variar de uma pequena abertura no palato mole, até uma fissura completa
desde o palato mole até a papila incisiva (SILVA et al., 2006).

Nas Ultimas décadas, diferentes técnicas cirdrgicas foram empregadas para a
correcdo dos defeitos palatinos, fazendo uso de flapes mucosos, enxertos, tentativas de
préteses e biomembranas (SILVA & MANISCALCO, 2013).

Griffiths e Sullivan (2001), Contesini e equipe (2004), Sivacolundhu (2007) e
Souza e equipe (2007) referem a utilizacdo de enxertos mucoperiosteais, de enxertos da
mucosa palatal ou gengival ou lingual, a aplicacdo de proteses de resina acrilica
autopolimerizavel, de cartilagem auricular ou outras membranas biolégicas, ou de
botBes para septo nasal de silicone, entre outros.

A utilizacdo de proteses de resina acrilica autopolimerizavel estd indicada em
casos de recidivas de cirurgias corretivas (SMITH, 2000; ROEHSIG et al., 2001; LEE
et al., 2006). Roehsig e equipe (2001) utilizaram a resina acrilica diretamente no defeito
do palato do animal para a sua obliteracdo, enquanto que Lee e equipe (2006) fixaram a
prétese de resina com cola instantanea e bandas plasticas no seu paciente.

A maior complicagdo das palatoplastias é a deiscéncia e pode estar associada a
movimentacdo, tensdo ou suturas apertadas (SILVA & MANISCALCO, 2013),
hemorragia, infeccdo e retracdo da ferida cirargica (CONTESINI et al., 2004). Outra
complicacdo frequente das palatoplastias sdo as fistulas palatais, sendo relatadas suas
ocorréncias entre 11% a 35%, também devido a tensdo apoOs a reparacdo da fenda
palatina, hemorragias, infeccdes, hipoxemia etc. (KIRSCHNER et al., 2006; STEELE &
SEAGLE, 2006).

O sucesso da cirurgia reconstrutiva depende, em larga escala, da preservacédo da

vascularizacdo dos enxertos (SMITH, 2000) e da capacidade do enxerto resistir ao
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estresse mecénico induzido pela mastigacdo, degluticdo e movimentacdo traumatica
permanente da lingua no palato regional (SIVACOLUNDHU, 2007). O prognostico é
favoravel nos pacientes com pequenas fendas corrigidas cirurgicamente (SILVA et al.,
2006).

Entretanto, apesar dos tratamentos atuais para fendas palatinas envolverem
técnicas cirurgicas bem descritas que, em geral, rotacionam o tecido mole adjacente ao
local do defeito e, posteriormente, adicionam o enxerto de tecido duro na fenda,
principalmente enxertos 6sseos autdgenos ou aldgenos, percebe-se uma eficiéncia ndo
satisfatoria quando a fenda palatina apresenta um grande defeito ésseo (MOREAU et
al., 2007; BELOTI et al., 2011). Sendo que, a correcdo desses defeitos € um desafio,
pois frequentemente os cirurgides sao confrontados com uma escassez de mucosa oral
para corrigir o defeito. E também, é demonstrado que a correcdo primaria de grandes
defeitos orais é sempre mais vantajosa do que correcdes secundarias (SANCHEZ-
QUEVEDO et al., 2007).

Como referenciado acima, uma série de materiais alogénicos e sintéticos estdo
disponiveis atualmente para reconstrucdo de fendas palatinas, entretanto, eles também
possuem suas desvantagens inerentes, incluindo o risco de infecgdo, problemas
imunoldgicos, anormalidades estruturais de integridade e de contorno (PANETTA et al.,
2008).

A utilizacdo de transplante 0sseo autologo € atualmente a primeira escolha para
procedimentos de enxerto para reparar uma fenda palatina. Enxertos deste tipo
proporcionam um alto potencial osteogénico, assim formando um novo tecido 6sseo
(LOGEART-AVRAMOGLOU et al.,, 2005; BUENO et al., 2009). No entanto, a
morbidade do sitio doador, a limitada quantidade de areas doadoras, a reabsorcéo do
enxerto, além de que os procedimentos podem provocar dor no local doador e podem
levar a complicagfes anatomicas e funcionais, devem ser consideradas nesse tipo de
procedimento (PANETTA et al., 2008; BUENO et al., 2009; BELOTI et al., 2011).

A complexidade dos tecidos e estruturas envolvidas em fendas palatinas
representam um desafio significativo para o tratamento cirdrgico. Claramente, a
aplicacdo da engenharia de tecidos poderia aumentar significativamente o tratamento de
fendas palatinas, através da regeneracdo de tecidos moles e a regenera¢do do 0SSO
alveolar (MOREAU et al., 2007).
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3.3. Engenharia de tecidos

O campo da engenharia de tecidos tem como objetivo restaurar a funcdo ou
substituir tecidos danificados ou doentes através da aplicacdo dos pricipios da
engenharia e da biologia, sendo uma &rea de pesquisa associada a medicina
regenerativa. Esses principios incluem a selecdo e manipulacdo de células, design de
matrizes de arcaboucos e a utilizacdo de moléculas que estimulem o tecido, como
fatores de crescimento e podem ser utilizados isoladamente ou em combinagédo
(SEGUNDO & VASCONCELOS, 2007; BELOTI et al., 2011).

A baixa disponibilidade de tecidos e drgdos disponiveis para transplantes,
somado a condi¢cBes adversas como contaminagdo do tecido hospedeiro e problemas
imunoldgicos resultam em severas limitacdes as técnicas tradicionais de tratamento.
Dessa forma, a engenharia de tecidos procura preencher essa lacuna e solucionar parte
dessas limitagdes das técnicas tradicionais (KOH & ATALA, 2004).

Para a producdo de um novo tecido, trés aspectos gerais sdo considerados:
células ou substitutos celulares; arcaboucgos tridimensionais (3D) e compostos que
possam estimular o tecido, como os fatores de crescimento. Além dos itens citados, uma
técnica cirdrgica adequada € pré-requisito para a aplicacdo clinica dos conceitos da
engenharia de tecidos. Experimentalmente, tal técnica tem sido utilizada com o objetivo
de reparar diferentes tecidos, como epitélios de revestimento e 0sso. Na engenharia de
tecido 0sseo a maioria dos estudos esta focada na fabricacdo de arcaboucos, selecdo das
células e construcdo do novo tecido ésseo. (BELOTI et al., 2011). Assim, o resultado
pretendido da implantacdo da engenharia de tecidos € uma constru¢do de um novo
tecido que é estruturalmente e funcionalmente integrado ao tecido hospedeiro
(MOREAU et al., 2007).

Em relacdo as fendas palatinas, apesar do desenvolvimento da engenharia de
tecidos ser comum atualmente, ainda existem poucos trabalhos aplicados na corre¢ao
dessa patologia oral. A aplicacdo de enxertos baseados na engenharia de tecidos para
correcdo de fendas palatinas oferece vantagens adicionais de uma abordagem
simplificada e fechamento sem tensdo (KIRSCHNER et al., 2006; SANCHEZ-
QUEVEDO et al., 2007). Alguns trabalhos demonstram a utilizagdo de matriz dérmica
descelularizada (CLARK et al., 2003; KIRSCHNER et al., 2006; STEELE & SEAGLE,
2006) podendo ser cultivadas com queratindcitos (OPHOF et al., 2008); matriz
extracelular de fibrina-agarose cultivadas com queratindcitos (SANCHEZ-QUEVEDO
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et al., 2007); biomembrana natural de latex com polilisina (SILVA & MANISCALCO,
2013); células-tronco mesenquimais (MSC) e fatores de crescimento derivados de
plaquetas em arcaboucos de hidroxiapatite bifasica/fosfato tricalcico (BEHNIA et al.,
2012); MSC juntamente com plasma rico em plaquetas (PRP) (HIBI et al., 2006); e
muitos autores sugerem a utilizacdo das MSC nas fendas e fistulas orais
(CARSTANJEN et al., 2006; PAGANELLI et al., 2006; MOREAU et al., 2007; RESEL
et al., 2007; MCGUIRE et al., 2008; BEHNIA et al., 2009; BUENO et al., 2009).

3.3.1. Terapia Celular

As pesquisas na area de engenharia de tecido 6sseo concentram-se, com relacéo
as células a serem utilizadas, em células indiferenciadas com potencial para adquirir o
fenotipo osteoblastico sob estimulos adequados e em células da linhagem osteoblastica
(BELOTI et al., 2011). De acordo com Handschel e equipe (2006), trés grupos distintos
de células podem ser determinados com relacdo a capacidade de diferenciacdo: (1)
células irrestritas capazes de diferenciagdo para todos ou a maioria dos tipos celulares
(células-tronco embrionérias), (2) células progenitoras multipotentes que adquirem um
fenotipo especifico dependendo de seu estdgio de maturacdo (células-tronco
multipotentes) e (3) ceélulas diferenciadas (da linhagem osteoblastica, incluindo
osteoblastos). Deve-se levar em consideracdo para a escolha da célula algumas
caracteristicas, como: nenhuma rejeicdo imunoldgica, nenhuma doenca enxerto versus
hospedeiro, ndo ser tumorigénico, disponibilidade imediata, disponibilidade em grandes
quantidades, taxa de proliferacdo celular controlada, potencial osteogénico previsivel e
integracdo controlada com os tecidos circundantes (LOGEART-AVRAMOGLOU et al.,
2005).

As células-tronco sdo boas candidatas para as terapias de engenharia de tecidos
celular, pois é um dos tipos celulares que sdo recrutados pelo corpo para a reparagédo de
tecidos lesionados (MOREAU et al., 2007). Considerando a origem, as células-tronco
podem ser classificadas como embrionarias totipotentes (embrido), embrionarias
pluripotentes (blastocisto) e multipotentes (isoladas de tecidos adultos). As células-
tronco embrionarias apresentam a maior plasticidade e sdo totipotentes ou pluripotentes,
dependendo do estagio embrionario em que foram isoladas, podendo diferenciar-se em
qualquer tipo celular (CIRNE-LIMA, 2007; FONTANA, 2009). Tem sido demonstrado
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que essas células diferenciam-se em osteoblastos quando cultivadas em condi¢des
osteogénicas (DUPLOMB et al., 2007). Dois principais desafios estdo relacionados ao
uso de células-tronco embrionarias: reaces imunoldgicas e formacdes tumorais apos
cultura e transplante (BELOTI et al., 2011).

Entre os diferentes tipos de células-tronco adultas, as mais estudadas séo células-
tronco mesenquimais (MSC) ou células estromais multipotentes, primeiramente
identificadas e descritas por Friedenstein e colaboradores (1968). S&o células
indiferenciadas, sendo que as principais caracteristicas que as tornam extremamente
interessantes sdo: sua capacidade de autorrenovacdo, ou seja, sdo capazes de se
multiplicar, mantendo seu estado indiferenciado, proporcionando uma populacdo ativa
de maneira constante nos tecidos e in vitro; e, mais interessante ainda, sua capacidade
de se diferenciar em diversos tipos de tecidos (BYDLOWSKI et al., 2009; CHENG et
al., 2011).

As MSC sdo um grupo de células clonogénicas (ABDALLAH & KASSEN,
2008), capazes de suportar a hematopoiese e de se diferenciar em diversas linhagens
celulares (COVAS, 2006) e, possivelmente, em diferentes tipos celulares néo
mesodérmicos. MSC é um termo comumente aplicado para referir-se a células com alta
plasticidade, aderentes, isoladas tanto da medula 6ssea, do tecido adiposo (PEREIRA et
al., 2008) e de outros tecidos, com capacidade de diferenciagdo multipotente in vitro,
tendo morfologia semelhante ao fibroblasto (BYDLOWSKI et al., 2009).

As MSC constituem uma pequena populacdo celular na medula 0ssea,
correspondendo a cerca de 0,001% a 0,01% de todas as células nucleadas medulares
(COVAS, 2006). Contudo, podem ser isoladas e expandidas com alta eficiéncia e
induzidas a se diferenciarem em multiplas linhagens em condic¢des de cultura definidas
(COVAS, 2006; NARDI & MEIRELLES, 2006; BYDLOWSKI et al., 2009). Relatos
sugeriram que a capacidade de diferenciacdo das MSC pode contribuir para resultados
observados, ou seja, elas podem se diferenciar em células especificas e ndo especificas
de um tecido in vitro e in vivo, e tém a tendéncia de adquirirem caracteristicas tecido-
especifica quando cultivadas com tipos de células especializadas ou quando expostas a
extratos teciduais in vitro (NARDI & MEIRELLES, 2006).

As MSC derivadas da medula dssea (BMSC) tém servido como fonte
tradicional de células progenitoras de tecido 0sseo. Entretanto, seu isolamento é
considerado invasivo, buscando-se, assim, outras fontes dessas células (BUENO et al.,
2009). Desde a primeira descricdo de MSC derivadas de tecido adiposo (ADSC),
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aumentou o interesse por esse tipo celular para aplicacbes em engenharia de tecidos
(ZUK et al., 2002). Isto ocorreu devido a sua melhor acessibilidade, seguranca da
colheita e abundancia da gordura subcutanea (PANETTA et al., 2008).

O tecido adiposo encontra vantagens incontestaveis como fonte de MSC
indiferenciadas por causa de sua facil obtencdo (por meio de lipoaspiracdo ou
lipectomia), baixas taxas de morbidade e pelo alto rendimento (NAMBU et al., 2009;
HASSAN et al., 2014). Pela colheita de tecido adiposo podem-se obter 2 a 3x10°
células-tronco por 300 ml de material aspirado quando comparado a medula 6ssea, que
pode produzir uma célula tronco por 10° células estromais (ZUK et al., 2001).

Estudos prévios indicaram que as MSC sdo potentes inibidoras da proliferacao
das células T induzindo sua apoptose e bloqueando a maturacdo de células dendriticas
(NEWMAN et al., 2009), prevenindo a doenca contra o hospedeiro em casos de
transplante de medula e prolongando a sobrevivéncia de enxertos em modelos
experimentais (SBANO et al., 2008; KUO et al., 2012).

Também, as MSC secretam um grande numero de fatores de crescimento,
citocinas e quimiocinas que permitem a migracdo e a expansdao celular, exercem
atividades imunomoduladoras (GAO et al., 2011; GEBLER et al., 2012), modulam a
angiogénese e a apoptose celular e suportam a migracéo e a diferenciagdo de células-
tronco hematopoiéticas (GEBLER et al., 2012). Sua capacidade de secre¢do de citocinas
e outros fatores paracrinos no sitio da lesdo pode melhorar significativamente a
cicatrizacdo (GAO et al., 2011).

A terapia com MSC cresce ndo somente pelo fécil isolamento e cultivo,
potencial de diferenciacdo e producdo de fatores de crescimento e citocinas, mas
também pelo seu potencial imunomodulatério. Estudos comparando os transplantes
homologos e autélogos de MSC ndo encontram diferencas terapéuticas significativas e,
além disso, ndo se observa rejeicdo das mesmas (PLANKA et al., 2007; CHEN et al.,
2009; WAN et al., 2013). E isso se deve ao fato de as MSC apresentarem baixa
imunogenicidade (MCFARLIN et al., 2006; HASSAN et al., 2014).

Existem pelos menos duas possibilidades pelas quais as MSC possam promover
a cicatrizacdo: por sinalizacdo paracrina e por diferenciacdo. A primeira mostra que elas
tem a capacidade de secretar varios fatores de crescimento e citocinas que sao
relevantes para o reparo ou regeneragdo tecidual. Pode ser que apds a migracdo para a
ferida, elas sejam ativadas ao encontrar o meio repleto de substancias pré-inflamatorias.

A ativacdo das MSC poderia potencializar a acdo como pequenos “biorreatores” no
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microambiente da ferida secretando fatores de crescimento e citocinas. A segunda
possibilidade estaria relacionada com a enorme plasticidade e habilidade que essas
células tém para se diferenciar em uma grande variedade de tipos celulares e se integrar
aos tecidos (KIM et al.,, 2009; SORRELL & CAPLAN, 2010; WU et al., 2010;
HASSAN et al., 2014).

3.3.2. Arcabouco

A bioengenharia tecidual introduz uma dicotomia em potencial entre a
necessidade de sofisticacdo e a facilidade de producdo. Suas estratégias compreendem
além de metodologias de isolamento e de cultura de células, o desenvolvimento de
polimeros e de arcaboucgos tridimensionais, aos quais as células serdo associadas. O
arcabouco deve ser um dispositivo estrutural que além de definir a geometria do tecido
substituido, forneca sinais para a promocao da regeneracdo tecidual. O maior desafio
dessa estratégia € recriar espacialmente e temporalmente os eventos de diferenciacao
celular e de organogénese (AHMED & HINCKE, 2010).

Um grande esforco tem sido despendido no desenvolvimento de matrizes
artificiais, desde materiais inertes até materiais dindmicos, que interagem com o
organismo, a fim de se promover a recuperagdo do tecido ou 6rgdo lesado. O foco é
permitir ao organismo se apropriar dessas matrizes, reconhecendo-as e as utilizando no
processo de recuperacao da regido lesada. Portanto, a concepcdo das matrizes artificiais
é permitir as células um ambiente propicio ao seu desenvolvimento (ZHANG et al.,
2009).

Diversas caracteristicas devem ser consideradas durante o desenvolvimento de
uma matriz. O arcabouco deve fornecer uma estrutura sélida para o crescimento e a
diferenciacdo celular no sitio, permitindo a fixacdo e a migracdo celular. O arcabouco
tem que poder ser implantado sozinho para induzir a migracéo da célula hospedeira para
a ferida local e iniciar a regeneracéo de tecido, ou pode servir como um suporte para as
células implantadas (SHARMA & ELISSEEFF, 2004; MOREAU et al., 2007).
Tambeém deve ser biocompativel, deve fornecer uma plataforma na qual as células
podem se aderir e proliferar, ter uma estabilidade mecénica suficiente e ser facil de
fabricar, esterilizar e manipular no sitio da cirurgia (LOGEART-AVRAMOGLOU et
al., 2005; MOREAU et al., 2007). Além disso, é desejavel a interconectividade entre 0s

poros para a semeadura uniforme de células e distribuicdo e difusdo de nutrientes bem
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como, a remocédo de metabdlitos (LIU & MA, 2004; LIAO et al., 2006; ZHANG et al.,
2009).

Até o presente momento, os biomateriais que tém sido avaliados como
potenciais arcaboucos para serem utilizados em engenharia de tecido 6sseo incluem: (1)
metais como o titdnio; (2) materiais sintéticos organicos, incluindo polimeros e
copolimeros; (3) materiais sintéticos inorganicos, como hidroxiapatita e compostos de
fosfato de célcio; (4) materiais naturais organicos, como colageno, acido hialurénico e
quitosana; e (5) materiais inorganicos naturais, como hidroxiapatita coralina (BELOTI
etal., 2011).

Por ter grande aceitacdo e aplicabilidade em outras especialidades médicas
(TUNN et al., 2007; SIVASLIOGLU et al., 2008), a tela de polipropileno é facilmente
encontrada nos centros cirurgicos, sendo uma alternativa a mais disponivel ao cirurgido
bucomaxilofacial (SILVA, 2009).

3.3.2.1. Telade Polipropileno

O Polipropileno descoberto em 1954, pelos ganhadores do Prémio Nobel de
quimica, Giulio Natta e Karl Ziegler (CODA et al., 2012) passou a ser amplamente
empregado apo6s a publicacdo de Usher em 1958 (BROWN & FINCH, 2010) e, € até os
dias de hoje, o material mais utilizado nas cirurgias de restauracdo de hérnias em razdo
de seu baixo custo, ndo biodegradabilidade e extensa incorporacéo tecidual (HUBER et
al., 2012).

Segundo Vaz e colaboradores (2009), a tela de polipropileno é tecida com fio
monofilamentar e entremeada por poros. Possui uma superficie dspera que permite nao
apenas a infiltracdo de fibroblastos, mas também a producdo de colageno, além de
oferecer uma resposta inflamatoria moderada do tipo corpo estranho. Apresenta ainda
inexpressivo nivel de reatividade e relativamente baixo potencial de aderéncia
bacteriana. Mesmo quando colocada em ambiente altamente contaminado, a tela aceita
total incorporagdo por tecido de granulagdo. Os autores desse trabalho destacam ainda
que o fato do material utilizado ser de polipropileno, ou seja, ndo absorvivel, permite a
deposicdo de tecido fibroso, que permanecerd por tempo indeterminado nesse local,
garantindo a barreira mecanica (ARAUJO et al., 2010).
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Estudos realizados em animais vém demonstrando resultados animadores, como
menor indice de rejeicdo, menor taxa de inflamacdo e processo de cicatrizacdo mais
rapido, além de menos complicacbes (PUNDEK et al., 2010; SINISCALCHI et al.,
2011).

A tela ideal impede a aderéncia bacteriana e permite que 0s macréfagos entrem
no intersticio. Portanto, a tela monofilamentar e com macroporos é preferivel (FOON &
SMITH, 2009). Quatro caracteristicas da tela que integradas trazem melhores
resultados: polipropileno, elasticidade, macroporos e monofilamentos (ANTUNES et
al., 2012).

Outra caracteristica importante observada na tela de polipropileno ¢ a facilidade
da adaptacdo no sitio receptor devido a sua maleabilidade. O entrelacamento em forma
de malha permite a imbricacdo de tecidos em seus espacos (SILVA, 2009).

A tela de polipropileno possui seu uso consagrado em outras especialidades
cirurgicas, por sua capacidade de substituir tecidos moles. Sua constituicdo quimica lhe
confere baixa reacdo tecidual pelo hospedeiro, sua forma fisica permite maleabilidade e
sua tecelagem deixa espagos que permitem o crescimento de tecido em seu interior
(SILVA, 2009). Esse conjunto de caracteristicas torna seu uso possivel, mesmo em
sitios infectados, ao permitir formacéao de tecido de granulacdo que envolve o material e
atinge a area infectada através dos orificios de sua malha. Além disso, a tela de
polipropileno é de baixo custo e esta disponivel nos centros cirdrgicos, Visto que seu uso
na reconstrucdo de tecidos moles ja é consagrado e tem demonstrado bons resultados
(SHESTAK et al., 2000; YOSHINO et al., 2006).

A tela de polipropileno associada as MSC proporcionam um suporte mais
funcional para estas células, sendo capaz de estimular o crescimento de fibroblastos,
deposicdo de colageno, neovascularizacdo e estabelecimento de defesas naturais do
hospedeiro (DOLCE et al., 2010).

3.3.3. Selante de Fibrina

Selantes de fibrina, também conhecido como cola de fibrina ou adesivo tecidual
de fibrina, foram utilizados pela primeira vez para estabelecer a hemostasia no inicio do
ultimo século. Em 1940, foi produzido o primeiro adesivo biolégico, mas o método de
isolamento utilizado na época ndo forneceu uma concentracdo suficiente de

fibrinogénio. No decorrer dos anos, o progresso no fracionamento do plasma foi se
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aperfeicoando até atingir concentragdes elevadas de fibrinogénio, e selantes de fibrina
tém sido disponibilizados comercialmente na Europa desde o final da década de 1970
(SOFFER et al., 2003).

Este vedante tecidual é composto por fibrina, fator XIlI e trombina humana. A
fibrina € uma substancia produzida pelo fibrinogénio humano submetido a um rigoroso
processo de purificacdo, depois é concentrado e pasteurizado. Na reconstituicdo sdo
utilizadas solucdes de aprotinina, que é um agente antifibrinolitico com funcdo de
estabilizar o coagulo formado, e cloreto de calcio. A reconstituicdo do material reproduz
0s Ultimos passos da coagulacdo o que representa um mecanismo fisiolégico na
hemostasia (FAGUNDES et al., 2002; SILVA et al., 2007).

O processo de reconstituicdo do material mimetiza os Gltimos passos da cascata
de coagulacdo, que ocorre normalmente no organismo, ou seja, o fibrinogénio interage
com a trombina e libera uma fibrina monomérica, que na presenca do fator XIII e do
célcio transforma esta fibrina em polimérica por meio de diversas pontes (SILVA et al.,
2007).

Sua principal funcdo é a de agente cirdrgico hemostatico derivado do plasma
sanguineo, também promove melhora e aceleragdo da cicatrizagdo local ou tecidos
enxertados, selamento tecidual e suporte para sutura (MAGRO et al., 2011). Ele age
positivamente na cicatrizacdo da ferida porque produz hemostasia local e estimula o
fluxo de macrofagos com formacdo de fatores como a angiotensina, que liberados
favorecem a angiogénese, induz a proliferacdo de fibroblastos e a producdo de colageno
(PRADO FILHO et al., 2002). Além de ndo provocar reacdo inflamatoria e tecidual no
local da aplicacdo, possui baixo efeito toxico e carcinogénico e é biodegradavel. Seu
mecanismo de liberacdo nos tecidos é lento, ndo gera produtos de degradacdo tdxicos,
sendo que 20% de sua massa original sdo desintegrados por fibrinolise, em 72 horas,
apos a aplicacdo (SILVA et al., 2007), e é totalmente degradada em duas semanas
(GOSAIN & LYON, 2002). Tem sido proposto seu uso como substituto do estroma
para a reconstrucdo de diferentes tecidos. Possui as vantagens de baixo custo,
disponibilidade e boa tolerancia as células (SANCHEZ-QUEVEDO et al., 2007).

Selantes de fibrina sdo atualmente utilizados em cirurgias cardiovascular e
toracica, neurocirurgia, cirurgia oftdlmica, cirurgia reconstrutiva, cirurgias oral e
maxilofacial (SOFFER et al., 2003). Os resultados também sdo positivos quando se
utiliza o adesivo em superficie radicular de reimplante dentario tardio, mioescleropexia

posterior, tratamento periodontal (BECKER, 2005), resseccdo de linfangiomas
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(BOULOS et al., 2005), fistula nefrocutanea persistente (BRADFORD & WOLF JR,
2005), fistula gastro-jejunal (GARCIA-CABALLERO et al., 2005), ulcera e perfuracdes
de cornea, transplante de cérnea (PFISTER & SOMMERS, 2005), cirurgia endonasal
(VAIMAN, et al., 2005) e em fistula anal (VITTON et al., 2005).
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4. RESULTADOS

41. ARTIGO 1 - ESTUDO IN VITRO SOBRE A ASSOCIACAO DE
SCAFFOLDS DE POLIPROPILENO E CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
PARA USO EM ENGENHARIA DE TECIDOS

IN  VITRO STUDY CONCERNING POLYPROPYLENE SCAFFOLDS
ASSOCIATED WITH MESENCHYMAL STEM CELLS FOR USE IN TISSUE
ENGINEERING

4.1.1. Resumo

A engenharia de tecidos tem como objetivo substituir tecidos danificados com a
manipulacdo de células, confeccdo de arcaboucos e a utilizacdo de moléculas que
estimulem o tecido. As células-tronco mesenquimais (MSC) s&o boas candidatas para as
terapias de engenharia de tecido celular, pois € um dos tipos celulares que sdo
recrutados pelo corpo para a reparacdo de tecidos lesionados além de secretarem um
grande numero de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que melhoram a
cicatrizagdo. O arcabouco deve ser um dispositivo estrutural que, além de definir a
geometria do tecido substituido, forneca uma estrutura para o crescimento e a
diferenciacdo celular no sitio, permitindo a fixacdo e a migragao celular, sendo a tela de
polipropileno um bom exemplo de arcabouco. A proposta deste estudo foi avaliar duas
técnicas de cultivo de MSC em diferentes placas de cultura, utilizando dois tipos de
telas de polipropileno (macroporosa e microporosa) durante um periodo de quinze dias,
para obter as melhores condi¢des de interacdo entre a tela e as células, e definir uma
proposta de protético para engenharia de tecidos. As telas de polipropileno foram
cultivadas com células-tronco mesenquimais de tecido adiposo (ADSC) isoladas de
camundongos C57BI/6 GFP+ durante quinze dias em placas revestidas, ou ndo, com
metacrilato. A quantidade de ADSC aderidas foram verificadas diariamente em Camara
de Neubauer e através de uma curva de crescimento realizada através de ensaio de
MTT. As ADSC aderidas nas telas foram visualizadas com a marcagdo de DAPI,
pandtico, hematoxilina e eosina, imumo-histoquimica e imunofluorescéncia. Em todas

as formas de cultivo e nos dois tipos de telas de polipropileno houve aderéncias das
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ADSC. Entretanto, o0 melhor protocolo, onde as ADSC se aderiram mais, foi na tela
microporosa, no periodo de sete dias de cultivo e em placas sem metacrilato. Conclui-se
que a tela de polipropileno oferece um bom arcabouco para as ADSC se aderirem
podendo ser utilizada na engenharia de tecidos.

Palavras-chave: arcabouco, tela de polipropileno, células-tronco mesenquimais,

engenharia de tecidos.

4.1.2. Abstract

The tissue engineering aims to replace damaged tissue with cell handling,
scaffolds design and use of molecules that stimulate tissue. Mesenchymal stem cells
(MSC) are good candidates for the tissue engineering therapies, because they are one of
cell types that recruited by the body to repair damaged tissues as well as secrete a
number of growth factors, cytokines and chemokines to improve healing. The scaffold
must be a structural device, in addition to defining the geometry of the replaced tissue,
provide a structure for cell growth and differentiation at the site, allowing attachment
and cell migration, and the polypropylene mesh, a good example of scaffold. The
purpose of this study was to evaluate two MSC cultivation techniques in different
culture dishes, using two types of polypropylene meshes (macroporous and
microporous) for a period of fifteen days, to get the best conditions for interaction
between the mesh and the cells. The meshes were cultured with adipose derived stromal
cells (ADSC) from C57B1/6 GFP + for fifteen days in plates coated, or not, with
methacrylate. The amount of adhered ADSC were checked daily using a Neubauer
Chamber and through a growth curve performed through the MTT assay. Verification of
ADSC adhered on the meshs were visualized with DAPI marking, Panotic, hematoxylin
and eosin, immunohistochemistry and immunofluorescence. In all forms of culture and
two types of meshes there were adhesions the ADSC, however, the best protocol, where
the ADSC is adhered more, was the microporous mesh in the seven-day culture period
and without methacrylate plates. It concludes that the polypropylene mesh provides a
good scaffold for the ADSC to adhere can be used in tissue engineering.

Key words: scaffold, polypropylene mesh, mesenchymal stem cell, tissue engineering.
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4.1.3. Introducgéo

O campo da engenharia de tecidos tem como objetivo restaurar a funcdo ou
substituir tecidos danificados ou doentes através da aplicacdo dos principios da
engenharia e da biologia, sendo uma &rea de pesquisa associada a medicina
regenerativa. Esses principios incluem a selecdo e manipulacdo de células, confeccéo de
matrizes de arcaboucos e a utilizacdo de moléculas que estimulem o tecido (SEGUNDO
& VASCONCELOQS, 2007; BELOTI et al., 2011).

A baixa disponibilidade de tecidos e Orgdos disponiveis para transplantes,
somado a condig¢Oes adversas como, contaminagdo do tecido hospedeiro e problemas
imunoldgicos, resultam em limitacdes as técnicas tradicionais de tratamento. Dessa
forma, a engenharia de tecidos procura solucionar parte dessas limitagdes das técnicas
tradicionais (KOH & ATALA, 2004).

As células-tronco mesenquimais (MSC) sdo boas candidatas para as terapias de
engenharia de tecido celular, pois € um dos tipos celulares que sdo recrutados pelo
corpo para a reparacdo de tecidos lesionados (MOREAU et al., 2007). As MSC
secretam um grande numero de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que
permitem a migracdo e a expansdo celular, exercem atividades imunomoduladoras,
modulam a angiogénese e a apoptose, aléem de possuirem o potencial de diferenciacdo
celular, assim melhorando a cicatrizacdo (GEBLER et al., 2012; GAO et al., 2014).

O arcabouco deve ser um dispositivo estrutural que além de definir a geometria
do tecido substituido, forneca sinais para a promogéo da regeneracgdo tecidual (AHMED
& HINCKE, 2010). O arcabougo deve fornecer uma estrutura para o crescimento e a
diferenciacdo celular no sitio, permitindo a fixacdo e a migracdo celular. (SHARMA &
ELISSEEFF, 2004; MOREAU et al., 2007). Também deve ser biocompativel, fornecer
uma plataforma na qual as células possam se aderir e proliferar, ter uma estabilidade
mecénica e ser facil de fabricar, esterilizar e manipular no sitio da cirurgia (MOREAU
et al., 2007). Além disso, é desejavel a interconectividade entre os poros para a
semeadura uniforme de células e distribuicdo e difusdo de nutrientes bem como, a
remocdo de metabdlitos (LIU & MA, 2004; LIAO et al., 2006; ZHANG et al., 2009).

A tela de polipropileno é o material mais utilizado nas cirurgias de restauragdo
de hérnias em razdo de seu baixo custo, ndo biodegradabilidade e extensa incorporagdo
tecidual (HUBER et al., 2012). E tecida com fio monofilamentar e entremeada por

poros, possuindo uma superficie aspera que permite ndo apenas a infiltracdo de
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fibroblastos, mas também a producéo de colageno (VAZ et al., 2009; ARAUJO et al.,
2010). Assim, a tela de polipropileno associada as MSC proporciona um arcabouco
mais funcional para estas células, sendo capaz de fomentar o crescimento de
fibroblastos, deposicdo de colageno, neovascularizacdo e estabelecimento de defesas
naturais do hospedeiro (DOLCE et al., 2010).

A proposta deste estudo foi avaliar duas técnicas de cultivo de MSC em
diferentes placas de cultura, utilizando dois tipos de telas de polipropileno (macroporosa
e microporosa), assim obtendo as melhores condigdes de interacdo entre a tela e as
células; o melhor tempo e a melhor concentragdo de MSC. A expectativa é que as
células consigam aderir na arquitetura do arcabouco, formando um sistema

tridimensional para ser utilizado na engenharia de tecidos.

4.1.4. Materiais e Métodos

Todos os animais foram mantidos e manipulados segundo normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e da Comisséo de Etica no Uso de Animais, com
base na Lei n° 11.794, de 8 de Outubro de 2008. Este estudo foi avaliado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),

onde esta cadastrado sob o protocolo 15-104.

Isolamento, expanséo e caracterizagdo das ADSC

O isolamento das células-tronco mesenquimais adiposo derivadas foi realizado a
partir da gordura inguinal de camundongos C57BI/6 GFP+. Apds a indugdo de morte
dos animais por meio de sobredose anestésica por isoflurano, a gordura foi retirada e
processada em capela de fluxo laminar. O tecido adiposo coletado foi digerido com
solucéo de colagenase tipo | (Img/mL) e a suspensao celular obtida foi centrifugada e
posteriormente plaqueada em placas de seis po¢os com meio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM)* suplementado com HEPES 9mM, 1% de solugéo
antibidtica de penicilina e estreptomicina, e 20% de soro fetal bovino® (SFB), sendo
mantida em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Transcorridas 24 horas de cultivo, 0 meio de

cultivo foi aspirado e meio fresco foi adicionado. Quando a cultura celular apresentou

! Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Invitrogen — CA, USA.
2 Soro Fetal Bovino, Invitrogen — CA, USA.
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confluéncia aproximada de 80%, as células aderentes foram removidas com solucéo de
tripsina-EDTA 0,05%° para posterior subcultivo em DMEM suplementado com 20%
SFB (meio completo). Atingindo-se a quarta passagem, as células foram caracterizadas
de acordo com as normas da International Society for Cell Transplantation, realizando-
se a diferenciacdo in vitro nas linhagens condrogénica, osteogénica e adipogénica.

Cultura celular sobre a tela

Apos a caracterizacdo das ADSC na quarta passagem, estas foram plaqueadas
em dois tipos de tela de polipropileno: macroporosa’ (1,1 a 1,3mm) e microporosa(0,09
a 0,6mm), e cultivadas de duas formas: em placas de 24 pogos convencionais e
revestidas com metacrilato® para as células ndo se aderirem no fundo da placa. As telas
foram cortadas de forma asséptica obtendo o tamanho de 0,5x0,5cm, colocadas nas
placas e, posteriormente, adicionou-se 1x10* ADSC e 500pL de meio de cultivo
DMEM suplementado com 1% de antibiético e 20% de SFB, sendo mantidas em estufa
a 37 °C e 5% de CO,. O meio de cultivo era trocado a cada trés dias durante 15 dias, e
diariamente se fazia contagem das células aderidas na malha em Camara de Neubauer,
em triplicata, visando estabelecer o melhor tempo de cultivo. Para realizar esta
contagem, retirou-se a malha do pogo e colocou-a em uma nova placa, adicionou-se
200pL de tripsina-EDTA 0,05% durante 1 minuto em temperatura ambiente. Apos,
acrescentou-se 1mL de meio de cultivo fresco, aspirou-se todo o conteudo, inclusive a
tela, colocando em um tubo para centrifugacdo. Depois de centrifugar em 2000 RPM
durante cinco minutos, descartou-se o0 sobrenadante e adicionou-se 100puL de meio de
cultivo ressuspendendo o pellet formado pelas células. Aspirou-se 20uL e a suspensao
celular foi quantificada em Camara de Neubauer em microscopio 6ptico’ com objetiva
de 10X.

Ensaio de MTT
Para confirmar o nimero de células aderidas nas telas, realizou-se uma curva de
crescimento através da atividade mitocondrial avaliada pelo ensaio de MTT? (3-[4,5-

dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-brometo de tetrazolio), com quantidades conhecidas de

® Tripsina, Gibco — NM, USA.
* SulMedical (SM3015-501).
® IntraCorp, Venkuri.

¢ Adper Scotchbond.

’ Nikon Eclipse.

8 Sigma (M2128).
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ADSC. Doze diferentes concentragdes de células foram plaqueadas em placas de 24
pocos (1x10% 8x10% 1x10% 1,5x10% 2x10% 5x10% 1x10* 1,4x10% 3x10% 4,4x10%
5,9x10% 7,4x10%), acrescidos de 1mL de meio de cultivo completo. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO, durante 12 horas. Cento e onze microlitros de
MTT foram adicionados em cada poco sendo as placas, envoltas por papel aluminio,
reincubadas por mais quatro horas. Removido o meio de cultivo com MTT,
acrescentou-se 300uL de DMSO (dimetilsulféxido) que ficou agindo por 30 minutos
com leve agitacdo a cada trés minutos. Foram transferidos 100pL dessa solugdo para
uma placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em espectrofotémetro® com absorbancia
de 550nm. A leitura da densidade optica foi, entdo, representada graficamente em
funcdo do namero de células para obter a curva de crescimento baseada na atividade
mitocondrial.

Os ensaios de MTT nas telas em cultivo com as ADSC foram realizadas nos dias
3, 7, 11 e 15. Para remover as células aderidas nas malhas, realizou-se 0 mesmo
procedimento descrito para a contagem na Camara de Neubauer. E para obter a leitura
da densidade Optica, foi realizado o mesmo procedimento descrito para a realizacdo da

curva de crescimento, todos em triplicata.

DAPI

A coloracéo nuclear com DAPIY

(4,6-diamidino-2-fenilindol) foi utilizada para
ajudar a visualizar e destacar as celulas aderidas nas telas de polipropileno. As telas
foram removidas para uma nova placa e lavadas com PBS. Adicionaram-se duas gotas
de DAPI, cobriu-se a placa com papel aluminio e deixou-se agir durante 20 minutos.
Apos, lavou-se duas vezes com PBS e realizou-se a leitura em microscépio de

fluorescéncia'! e confocal®?.

Coloragdes de Hematoxilina e Eosina (HE) e Pandtico
As coloracdes de HE e Panético® foram realizadas diretamente na tela para
visualizacdo das ADSC aderidas. Para a coloracdo rapida de Panotico, primeiramente,

lavou-se a tela com PBS e em seguida utilizaram-se os seguintes reagentes, na ordem

S Spectramax M3 software Pro 6.22.
10 Sigma (F6057).

1 Olympus 1X71.

12| eica TCS SP5.

13 Kit Panético Rapido LB Laborclin.
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em que seguem: solucdo de triarilmetano a 0,1%, solucéo de xantenos a 0,1% e solugéo
de tiazinas a 0,1%. Cada tela ficou submersa durante cinco segundos em cada solucgéo e
ap6s foram lavadas com &gua e visualizadas em microscopio™ éptico.

Na coloracdo de HE, utilizou-se o seguinte protocolo: fixagdo das ADSC nas
telas com formol tamponado 10% durante oito horas, hidratacdo da amostra com alcool
etilico em concentracGes decrescentes, lavagem da amostra com agua, coloragdo com
hematoxilina durante trés minutos, lavagem da amostra com agua, coloracdo de eosina
durante sete minutos, lavagem da amostra com 4gua e visualizagdo em microscopio

Optico.

Imuno-histoquimica (Integrina)

A imuno-histoquimica foi realizada diretamente na tela para visualizacdo das
ADSC aderidas. Estas foram fixadas em metanol, ap6s foram submetidas a recuperacao
antigénica, realizada em banho-maria por uma hora a 95°C no tampéo citrato. A
atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada com solucéo de perdxido de hidrogénio
a 3% em metanol por 30 minutos. As células foram incubadas overnight a 4°C, com o
anticorpo primério CD29/Integrina™ na diluicdo 1:100. Apés a incubacéo foi aplicado o
sistema de deteccéo anticorpo secundario goat anti-mouse IgG-HRP*® e a visualizagdo
da reacéo foi obtida com Liquid Dab*’, conforme recomendages do fabricante. Ap6s a
visualizacdo, as células foram contra-coradas com hematoxilina de Harris e

diferenciadas em agua amoniacal 2%.

Imunofluorescéncia (Actina)

A imunofluorescéncia foi realizada diretamente na tela para visualizacdo das
ADSC aderidas. Estas foram fixadas em metanol, ap6s foram lavadas com PBS trés
vezes. A atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada com solugdo de BSA a 2% em
PBS durante 30 minutos. As células foram incubadas overnight a 4°C, com o anticorpo
primério anti-actina Ab-5"® na diluicdo 1:100. Apés a incubacdo, as células foram

lavadas trés vezes com PBS e incubadas durante trés horas com o anticorpo secundario

4 Nikon Eclipse.

!> BD Transduction Laboratories (610468).
16 santa Cruz Biotechnology (2005).

7 Dako (K3468).

18 BD Transduction Laboratories (612657).
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anti-mouse 1gG F(ab’)2 fragment-R-Phycoerythrin'®, sendo lavadas com PBS trés vezes
apos a incubacdo. Os nucleos foram corados com DAPI por 20 minutos e, apds este

periodo, lavados com PBS trés vezes.
4.1.5. Analise Estatistica

Para andlise estatistica, foi utilizado software IBM SPSS versdo 22 (SPSS Inc. IBM
Company). Os dados do teste do MTT foram comparados por ANOVA complementado
pelo teste de Tukey. O nivel de significancia considerado foi de 5%.
4.1.6. Resultados

A caracterizacdo das ADSC realizada através do ensaio de inducdo de

diferenciacdo celular in vitro, obteve resultado positivo, pois estas foram capazes de se
diferenciarem em linhagens condrogénica, osteogénica e adipogénica (Fig. 1).

Figura 1 - Caracterizagcdo das ADSC obtidas a partir de tecido adiposo inguinal de
camundongos C57BI/6 GFP+. (A) Diferenciacdo adipogénica detectada
pela coloragdo Oil Red O, em aumento de 200X; (B) Diferenciagéo
condrogeénica detectada pela coloracdo Alcian Blue, em aumento de 100X;
(C) Diferenciacdo osteogénica detectada pela coloracdo Vermelho de
Alizarin, em aumento de 40X.

A contagem diaria em Camara de Neubauer demonstrou que o sétimo dia de
cultivo foi o periodo no qual as ADSC mais se aderiram em ambas as telas. E a tela que
obteve maior nimero de células aderidas foi a microporosa (Fig. 2). A curva de
crescimento que foi gerada utilizando a avaliagdo da atividade mitocondrial pelo ensaio
de MTT, obteve os mesmos resultados, assim confirmando os dados (Fig. 3). A analise

estatistica do ensaio de MTT esta representada na figura 4.

19 sigma-Aldrich (P8547).
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Figura 2 - Contagem em Camara de Neubauer das ADSC aderidas nas telas
microporosa (A) e macroporosa (B) durante o cultivo celular em placas de
cultura convencional e com revestimento de metacrilato.
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Figura 3 — (A) Curva de crescimento realizada através da atividade mitocondrial pelo
ensaio de MTT com quantidades conhecidas de ADSC; (B) Quantidade de
ADSC aderidas nas telas microporosa e macroporosa durante os dias 3, 7,
11 e 15 de cultivo celular em placa de cultura convencional.
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Figura 4 - Gréfico box plot do resultado do teste de MTT nas telas microporosa e
macroporosa nos dias 3,7,11 e 15. Os dados foram analisados pelo teste de
variancia ANOVA complementado pelo teste de Tukey (p=0,00000003).
(*;**) Indicam diferenca estatistica entre os grupos (n=3).

A incorporagdo bem sucedida das ADSC nas proteses tambem foi confirmada
por microscopia (Fig. 5), que permitiu visualizar a aderéncia e o crescimento celular
junto as telas. As coloracdes de Panotico, HE e imuno-histoquimica com anticorpo
anti-integrina (Fig. 6), bem como a marcacdo com DAPI e imunofluorescéncia com
anticorpo anti-actina, visualizadas em microscopia de fluorescéncia (Fig. 7 e 8),
permitiram observar melhor as ADSC sobre as telas, evidenciando uma aderéncia com

padréo irregular dessas células sobre a superficie das telas.

Figura 5 - Microscopia das ADSC aderidas em tela de polipropileno. (A e B) Aderéncia
de ADSC (seta) em tela microporosa, em aumento de 40X. (C) Aderéncia
de ADSC (seta) em tela macroporosa, em aumento de 40X.



42

Figura 6 - Microscopia das ADSC aderidas em tela de polipropileno, em aumento de
200X (A) Coloracao de Pandtico; (B) Coloracdo de HE; (C) Imuno-
histoquimica com anticorpo anti CD29/integrina.

Figura 7 - Microscopia de fluorescéncia das ADSC aderidas em tela de polipropileno
com marcagdo de DAPI. (A) ADSC aderidas em tela macroporosa, em
aumento de 100X; (B e C) ADSC aderidas em tela microporosa, em
aumento de 100X.

Figura 8 - Microscopia confocal das ADSC aderidas em tela de polipropileno com
marcacdo de DAPI e GFP+, em aumento de 200X.
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Figura 9 - Microscopia de fluorescéncia das ADSC aderidas em tela de polipropileno,
em aumento de 100X. (A) Marcacdo nuclear de DAPI; (B) Expressdo
celular GFP+; (C) Marcacdo com anticorpo primario anti-actina e
secundario anti-lgG conjugado a R-fitoeritrin.

4.1.7. Discussao

Neste estudo foi demonstrada a viabilidade da incorporacdo das ADSC em dois
tipos de telas de polipropileno (macroporosa e microporosa) para utilizagdo em
engenharia de tecidos.

Optou-se em utilizar a tela de polipropileno devido as suas propriedades fisico-
quimicas, como: baixa densidade, alta tenacidade, elevada resisténcia a abrasdo e a
acidos e alcalis. Com isso, o polipropileno possui superioridade em relagdo aos outros
materiais aloplasticos, como o poliester e o politetrafluoroetileno (KAPISCHKE et al.,
2005). Também é o material mais utilizado nas cirurgias de restauracdo de hérnias em
razdo de seu baixo custo, ndo biodegradabilidade e extensa incorporagédo tecidual
(HUBER et al.,, 2012). A fixacdo térmica da tela permite uma estabilidade
bidimensional do material, sua forma plana é essencial para utilizagdo como implante
médico (KAPISCHKE et al., 2005).

Outras caracteristicas da tela de polipropileno que nos permitiu realizar este
estudo € fato de ser tecida com fio monofilamentar e ser entremeada por poros,
possuindo uma superficie aspera que permite a infiltracdo de fibroblastos, colageno,
células-tronco e o crescimento interno de tecido ap6s a implantagdo em seres humanos
(VAZ et al., 2009; DOLCE et al., 2010).

Assim, a tela de polipropileno possui caracteristicas de arcabouco a ser utilizado
na engenharia de tecidos, pois o arcabouco deve fornecer uma estrutura solida para o
crescimento e a diferenciacdo de células aderentes no sitio, permitindo a fixacdo e a
migracdo celular. (SHARMA & ELISSEEFF, 2004; MOREAU et al., 2007). Também

deve ser biocompativel, deve fornecer uma plataforma na qual as células possam se
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aderir e proliferar, ter uma estabilidade mecénica suficiente e ser facil de fabricar,
esterilizar e manipular no sitio da cirurgia (MOREAU et al., 2007). Além disso, é
desejavel a interconectividade entre os poros para a semeadura uniforme de células e
distribuicdo e difusdo de nutrientes (LIU & MA, 2004; LIAO et al., 2006; ZHANG et
al., 2009).

A escolha por utilizar MSC foi pelo fato de que a terapia com essas células tem
ganhado muito atencdo atualmente, ndo somente pelo facil isolamento e cultivo, mas
pelo seu potencial de aderéncia em plastico, e também, pela sua capacidade de
diferenciacdo e producdo de fatores de crescimento e citocinas (PEREIRA et al., 2008;
AMORIN et al., 2012; MAXSON et al., 2012; HASSAN et al., 2014).

Dolce e coloboradores (2010) relataram o primeiro estudo sobre a incorporacgéo
de MSC em trés tipos de protéticos: polipropileno (Marlex), poliglactina 910 (Vicryl) e
poliglecaprone juntamente com polipropileno (Ultrapro). Esses pesquisadores
demonstraram que tal incorporagéo varia dependendo do tipo de tela. A tela que obteve
maior aderéncia celular foi o Vicryl, seguida da tela de polipropileno e, a tela Ultrapro
obteve um numero baixo de células aderidas. Uma das relacGes notadas por estes
pesquisadores sobre a quantidade de MSC aderidas pode ser devido o tamanho do poro
de cada tela. O protético Vicryl era o que possuia menor poro dentre os trés, em média
de 0,5mm, sequido do Marlex (1 a 2mm) e Ultrapro (3 a 4mm). Este dado confere com
o que foi encontrado em nosso estudo, ja que a tela de polipropileno microporosa (0,09
a 0,6mm) obteve maior numero de células aderidas comparada com a tela macroporosa
(1,2a1,3mm).

Em outro estudo que utilizou telas de polipropileno, foi demonstrada a
viabilidade da aderéncia de fibroblastos humanos nessas telas. Este trabalho demonstrou
a aderéncia dos fibroblastos de forma irregular nas telas de polipropileno observada pela
expressdo do Ki67 quando comparado com o cultivo dessas células em placas de cultura
de poliestireno, ressaltando que estas placas séo tratadas para uma melhor aderéncia
celular e as telas de polipropileno ndo possuem propriedades especiais de cultivo
(KAPISCHKE et al., 2005). N6s observamos os mesmos resultados; as MSC se
aderiram mais nas placas de cultura e se fixaram de forma focal nas telas, ndo formando
uma aderéncia homogénea em toda a tela, conforme dados obtidos com as coloragdes de
HE, pandtico, DAPI, imuno-histoquimica e imunofluorescéncia. Mesmo utilizando o
revestimento de metacrilato sobre as placas de cultura para as células ndo se aderirem

nestas, ndo houve maior nimero de células sobre as telas, as ADSC aderiram menos nas
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telas quando comparadas com placas de cultivo convencionais. Acredita-se que 0s
fatores de crescimento das ADSC aderidas sobre as placas podem ter influenciado no
crescimento celular sobre a tela.

Um exemplo de melhoramento do cultivo de arcabougo com células ocorreu
com o polimero PLGA (poli- lactico-co-glicélico). Kay e coloboradores (2002)
mostraram que o polimero PLGA ¢é hidrofébico, assim, limitando a adesdo e
proliferacdo de osteoblastos e condrdcitos. Entretanto, estudos mais recentes tém
modificado quimicamente o polimero PLGA com tratamento com NaOH para melhorar
a adesdo celular (PARK et al., 2005), ou utilizacdo de fatores de crescimento associados

ao polimero para promover a proliferacdo e diferenciacdo celular (LIU et al., 2007).

4.1.8. Conclusao

Os resultados obtidos demonstram que as ADSC podem se aderirem com
sucesso em tela de polipropileno, sendo, a tela microporosa, cultivada durante sete dias
em placas de cultura convencionais, o melhor resultado encontrado neste estudo.
Portamto, a tela de polipropileno oferece um bom arcabouco para as ADSC se aderirem
podendo ser utilizada na engenharia de tecidos. No entanto, mais estudos sdo
necessarios para melhor entender os fatores que aumentam ou inibem o crescimento de
células-tronco em proteses e se esse crescimento pode ser induzido ou conduzido por
outras formas de cultivo, uso de fatores de crescimento ou técnicas que melhorem a

adesao das células nas telas.

4.1.9. Financiamento
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42. ARTIGO 2 - CORRECAO DE FENDA PALATINA COM
REVESTIMENTO DE TELA DE POLIPROPILENO ASSOCIADA COM
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS DE TECIDO ADIPOSO E SELANTE
DE FIBRINA

CLEFT PALATE CORRECTION WITH POLYPROPYLENE MESH ASSOCIATE
WITH ADIPOSE DERIVED STEM CELL AND FIBRIN SEALANT

4.2.1. Resumo

As fissuras palatinas sdo problemas frequentes na rotina hospitalar em humanos
assim como nos animais. Nas Ultimas décadas, diferentes técnicas cirdrgicas foram
empregadas para a correcdo dos defeitos palatinos, entretanto, ndo possuem uma
eficacia satisfatoria em todos os casos cirargicos. Através do exposto acima, buscam-se
novas alternativas para a reconstrucdo de fendas palatinas, sendo a engenharia de
tecidos uma alternativa de tratamento para a referida afeccdo. Este estudo possui a
finalidade de avaliar a utilizacdo da tela de polipropileno acrescida com MSC e selante
de fibrina em um modelo experimental de correcdo de fenda palatina em suinos,
avaliando-se a cicatrizagdo de tecido mucoso e 0sseo do palato duro. Com isso,
objetiva-se desenvolver uma nova técnica de reconstrucdo de fendas palatinas baseada
na engenharia de tecidos. Foram utilizados 12 suinos, distribuidos em quatro grupos de
igual numero: grupo que utilizou somente tela de polipropileno (GT); tela de
polipropileno associada com ADSC e selante de fibrina (GTCF); tela de polipropileno e
ADSC (GTC); tela de polipropileno e selante de fibrina (GTF). Em todos os animais foi
realizada a fenda palatina e colocacdo do enxerto conforme cada grupo. Os suinos
foram avaliados quanto a presenca de inflamacéo, cicatrizagdo e deiscéncia de sutura no
implante do palato. Ap6s quinze dias os animais foram eutanasiados e os palatos
avaliados por histologia pela coloracdo de HE e Picrosirius Red. A tela de polipropileno
associada com MSC demonstrou ser o melhor protoétipo, entre os demais estudados
neste trabalho, para correcdo de fenda palatina. Forneceu completa cicatrizacdo éssea e
da mucosa oral e nasal em um periodo de quinze dias, demonstrando ser uma nova
técnica segura e eficaz, possuindo um potencial significativo para correcdo de fenda

palatina.
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engenharia de tecidos.

4.2.2. Abstract

Cleft palates are common problems in the hospital routine in humans and
animals. In recent decades, different surgical techniques were employed for the
correction of palatal defects, however, do not have a satisfactory efficacy in are cases.
Through the above, seek new alternatives for the reconstruction of cleft palates, and
tissue engineering an alternative treatment for this condition. This study has the purpose
of evaluating the use of enhanced polypropylene mesh with MSC and fibrin sealant in
an experimental model of cleft palate repair in pigs, assessing the healing of mucosal
tissue and bone of the hard palate. Thus, the objective is to develop a new technique for
reconstruction of cleft palates based on tissue engineering. Twelve pigs were randomly
divided into four equal groups: group only used polypropylene mesh (GT);
polypropylene mesh associated with MSC and fibrin sealant (GTCF); polypropylene
mesh associated with MSC (GTC); polypropylene mesh and fibrin sealant (GTF). In all
animals was performed cleft palate and graft placement as each group. The pigs were
evaluated for the presence of inflammation, scarring and wound dehiscence in the
palatal implant. After fifteen days the animals were euthanized and palates evaluated by
histology by HE staining and Sirius Red. The polypropylene mesh associated with MSC
proved to be the best prototype, among others studied in this work, to cleft palate
correction. Provided complete bone healing and oral and nasal mucosa in a period of
fifteen days, proving to be a new safe and effective technique, having a significant
potential for cleft palate correction.

Key words: cleft palate, polypropylene mesh, mesenchymal stem cell, tissue

engineering.

4.2.3. Introducéo

O palato € uma estrutura localizada na por¢do dorsal da cavidade oral, sendo
responsavel pela sua separacdo da cavidade nasal e orofaringea (ROBERTSON, 1996;
SILVA et al., 2006). Quando ocorre falha na fusdo das cristas palatinas, podendo ser

congénitas ou adquiridas, resulta na fenda palatina (NEVILLE et al., 2011). Em
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humanos, as fissuras palatinas sao problemas médico-odonto-sociais que se situam entre
0 3° e 4° defeito congénito mais frequente (FIGUEIREDO et al., 2004; SILVA et al.,
2008). Em pequenos animais, defeitos congénitos ou adquiridos do palato duro e/ou
mole também sdo comuns na pratica veterinaria, nos quais, muitas vezes, se faz
necessaria a correcdo cirdrgica. As principais causas dos defeitos palatinos sdo: fator
congénito, de origem traumadtica, infeccOes cronicas, odontopatias, neoplasias e
complicacdes da cirurgia ou terapia de radiacdo (COOK & THOMSON, 2014).

A maioria dos defeitos no palato, s6 pode ser corrigida cirurgicamente (SILVA
et al., 2006). Nas ultimas décadas, diferentes técnicas cirurgicas foram empregadas para
a correcédo dos defeitos palatinos, fazendo-se uso de flapes mucosos, enxertos, uso de
préteses e biomembranas (SILVA & MANISCALCO, 2013). Entretanto, apesar dos
tratamentos atuais envolverem técnicas cirurgicas bem descritas, a maioria delas
rotacionam o tecido mole adjacente ao local do defeito e, em algumas técnicas,
adicionam o enxerto de tecido duro autdégeno ou alégeno, ndo possuindo uma eficacia
satisfatoria (MOREAU et al., 2007; BELOTI et al., 2011).

Através do exposto acima, buscam-se novas alternativas para a reconstrucdo de
fendas palatinas. Neste cendrio, a engenharia de tecidos poderia ser uma alternativa de
tratamento para tal afeccdo. A engenharia de tecidos visa restaurar a funcéo ou substituir
tecidos danificados através da aplicacdo celular, confeccdo de arcaboucos e utilizacdo
de moléculas que estimulem o tecido, neste caso tecido mole e 6sseo (MOREAU et al.,
2007; BELOTI et al., 2011).

As células-tronco mesenquimais (MSC) sdo boas candidatas para as terapias de
engenharia de tecidos, pois sdo uns dos tipos celulares que séo recrutados pelo corpo
para a reparacdo de tecidos lesionados (MOREAU et al., 2007). As MSC secretam um
grande numero de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas que permitem a
migracdo e a expansdo celular, exercem atividades imunomoduladoras, modulam a
angiogénese e a apoptose, além de possuirem o potencial de diferenciacao celular, assim
melhorando a cicatrizacdo (GEBLER et al., 2012; GAO et al., 2014).

O arcabouco deve ser um dispositivo estrutural que além de definir a geometria
do tecido substituido, forneca sinais para a promogao da regeneracéo tecidual (AHMED
& HINCKE, 2010). O arcabouco deve fornecer uma estrutura sélida para o crescimento
e a diferenciag&o celular no sitio, permitindo a fixac&o e a migracéo celular (SHARMA
& ELISSEEFF, 2004; MOREAU et al., 2007). Também deve ser biocompativel, deve

fornecer uma plataforma na qual as celulas possam se aderir e proliferar, ter uma
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estabilidade mecénica suficiente e ser fécil de fabricar, esterilizar e manipular no sitio
da cirurgia (LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005; MOREAU et al., 2007). Além
disso, € desejavel a interconectividade entre os poros para a semeadura uniforme de
células e distribuicdo e difusdo de nutrientes bem como, a remogdo de metabdlitos (LI1U
& MA, 2004; LIAO et al., 2006; ZHANG et al., 2009).

A tela de polipropileno é o material mais utilizado nas cirurgias de restauracdo
de hérnias em razdo de seu baixo custo, ndo biodegradabilidade e extensa incorporacdo
tecidual (HUBER et al., 2012). E tecida com fio monofilamentar e entremeada por
poros, possuindo uma superficie aspera que permite ndo apenas a infiltracdo de
fibroblastos, mas também a producéo de colageno (VAZ et al., 2009; ARAUJO et al.,
2010). Possui facilidade de adaptacdo no sitio receptor devido a sua maleabilidade. O
entrelacamento em forma de malha permite a imbricacdo de tecidos em seus espacos
(SILVA, 2009). Assim, a tela de polipropileno associada as MSC proporciona um
arcabouco mais funcional para estas células, sendo capaz de estimular o crescimento de
fibroblastos, deposicdo de coladgeno, neovascularizacdo e estabelecimento de defesas
naturais do hospedeiro (DOLCE et al., 2010).

Este estudo possui a finalidade de avaliar a utilizacdo da tela de polipropileno
microporosa (0,09 a 0,6mm) acrescida com MSC e selante de fibrina em um modelo
experimental de correcdo de fenda palatina em suinos, avaliando-se a cicatrizacdo de
tecido mucoso e 6sseo do palato duro. Com isso, objetiva-se verificar a eficacia de uma

nova técnica de reconstrucao de fendas palatinas baseada na engenharia de tecidos.

4.2.4. Materiais e Métodos

Foram utilizados 13 suinos mesticos (Sus scrofa domestica), do sexo feminino,
com 34 a 36 dias de vida. De um animal coletou-se tecido adiposo abdominal para
obtencdo das células-tronco de origem adiposa (ADSC) e, os outros doze, foram
utilizados para confec¢édo e correcdo de fenda palatina. Os doze suinos foram divididos
em quatro grupos de trés animais, que foram nomeados de acordo com a corre¢do da
fenda palatina: tela de polipropileno (GT); tela de polipropileno e ADSC (GTC); tela de
polipropileno e selante de fibrina (GTF); e tela de polipropileno, ADSC e selante de
fibrina (GTCF).
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Todos os animais foram mantidos e manipulados segundo normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal e da Comisséo de Etica no Uso de Animais, com
base na Lei n° 11.794, de 8 de Outubro de 2008. Este estudo foi avaliado e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA),
onde estéa cadastrado sob o protocolo 15-390.

Coleta do Tecido Adiposo

O sufno foi pré-medicado com cloridrato de petidina®® (5mg/kg), midazolam®
(0,5mg/kg) e quetamina® (15mg/kg) por via intramuscular (IM), induzido com propofol
para a realizacdo da intubacdo orotraqueal e sua manutencdo foi realizada com
isoflurano® e oxigénio 100%. O animal foi posicionado em dectbito dorsal e, apds
antissepsia, realizou-se a coleta do tecido adiposo da regido abdominal e a sintese do
subcutaneo e da pele. Finalizado o procedimento cirtrgico, o suino foi eutanasiado com

sobre dosagem anestésica.

Isolamento, expansao e caracterizacdo das ADSC

O tecido adiposo foi processado em capela de fluxo laminar, sendo digerido em
solucdo de colagenase tipo | (Img/mL) e incubado em banho-maria por 40 minutos,
com agitacdo a cada 10 minutos. A suspensdo celular obtida foi centrifugada e
posteriormente semeada em placas de seis po¢os com meio de cultivo Dulbecco’s
Modified Eagle Medium (DMEM)* suplementado com HEPES 9mM, 1% de solucéo
antibidtica de penicilina e estreptomicina, e 20% de soro fetal bovino® (SFB), sendo
mantida em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Transcorridas 24 horas de cultivo, 0 meio de
cultivo foi aspirado e meio fresco foi adicionado. Quando a cultura celular apresentou
confluéncia aproximada de 80%, as células aderentes foram removidas com solucéo de
tripsina-EDTA 0,05%2° para posterior subcultivo em DMEM suplementado com 20%
SFB (meio completo). Atingindo-se a quarta passagem, as células foram caracterizadas

de acordo com as normas da International Society for Cell Transplantation, realizando-

2% Cloridrato de Petidina, Unido Quimica, S&o Paulo — SP, Brasil.
2! Dormonid, Roche, S&o Paulo — SP, Brasil.

22 Cetamin 10%, Syntec do Brasil, Cotia — SP, Brasil.

2% |soforine, Cristalia, Itapira — SP, Brasil.

24 Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Invitrogen — CA, USA.
2> Soro Fetal Bovino, Invitrogen — CA, USA.

%8 Tripsina, Gibco — NM, USA.
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se 0 ensaio de inducdo de diferenciacdo in vitro nas linhagens condrogénica,

osteogénica e adipogénica.

Cultura celular sobre a tela

Apo6s a caracterizacdo das ADSC na quarta passagem, estas foram plagueadas
em telas de polipropileno microporosa® de 0,75x1,0cm de tamanho e cultivadas em
placas de seis pocos durante sete dias. Foram utilizadas 1x10°> ADSC e 1000uL de meio
de cultivo DMEM suplementado com 1% de antibiotico e 20% de SFB, sendo mantida
em estufa a 37 °C e 5% de CO,. O meio de cultivo era trocado a cada trés dias. Para
verificar o nimero de ADSC aderidas na tela, realizou-se a contagem em Camara de
Neubauer, em triplicata, seguindo o seguinte protocolo: retirou-se a malha do pogo e
colocou-a em uma nova placa, adicionou-se 200uL de tripsina-EDTA 0,05% durante 1
minuto em temperatura ambiente. Ap0s, acrescentou-se 1mL de meio de cultivo fresco,
aspirou-se todo o contetdo, inclusive a tela, colocando em um tubo de centrifugacéo.
Depois de centrifugar em 2000 RPM durante cinco minutos, descartou-se o
sobrenadante e adicionou-se 100uL de meio de cultivo ressuspendendo o pellet formado
pelas células. Aspirou-se 20uL e contou-se em Cémara de Neubauer em microscopio

6ptico?® com objetiva de 10X.

Ensaio de MTT

Para confirmar o nimero de células aderidas nas telas, realizou-se uma curva de
crescimento através da atividade mitocondrial avaliada pelo ensaio de MTT?® (3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-brometo de tetraz6lio) com quantidades conhecidas de
ADSC. Sete diferentes concentracdes de células foram plaqueadas em placas de 24
pocos (5x10% 1x10* 2,5x10% 5x10% 1x10° 5x10°% 1x10°), acrescido de 1mL de meio
de cultivo completo. As placas foram incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO, durante
12 horas. Cento e onze microlitros de MTT foram adicionados em cada poco sendo as
placas, envoltas por papel aluminio, reincubadas por mais quatro horas. Removido o
meio de cultivo com MTT, acrescentou-se 300uL de DMSO (dimetilsulfoxido) que

ficou agindo por 30 minutos com leve agitacdo a cada trés minutos. Colocou-se 100uL

°T IntraCorp, Venkuri.
28 Nikon Eclipse
2 Sigma (M2128).
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dessa solucdo em uma placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em espectrofotometro®
com absorbancia de 550nm. A leitura da densidade Optica foi, entdo, representada
graficamente em funcdo do numero de células para obter a curva de crescimento
baseada na atividade mitocondrial.

Para realizar o ensaio de MTT na tela em cultivo com as ADSC, foram
removidas as células aderidas nas malhas utilizando-se 0 mesmo procedimento descrito
para a contagem em Camara de Neubauer. E para obter a leitura da densidade éptica, foi
realizado o mesmo procedimento descrito para a realizacdo da curva de crescimento,

todos em triplicata.

DAPI

A coloragdo nuclear de DAPI*

(4,6-diamidino-2-fenilindol) foi utilizada para
ajudar a visualizar e destacar as células aderidas nas telas de polipropileno. Para tanto,
as telas foram removidas para uma nova placa e lavadas com PBS. Adicionaram-se duas
gotas de DAPI, cobriu-se a placa com papel aluminio e deixou-se agir durante 20
minutos. Apoés, lavou-se duas vezes com PBS e realizou-se a leitura em microscopio
confocal®.
Coloracdes de Panotico

A coloragdo de Panético®® foi realizada diretamente na tela para visualizar as
ADSC aderidas. Primeiramente, lavou-se a tela com PBS e em seguida utilizaram-se 0s
seguintes reagentes, na ordem em que seguem: solucdo de triarilmetano a 0,1%, solucéo
de xantenos a 0,1% e solugdo de tiazinas a 0,1%. Cada tela ficou submersa durante
cinco segundos em cada solucdo e apos foram lavadas com agua e visualizadas em

microscépio 6ptico®.

Confeccéo e correcdo das fendas palatinas
Os suinos foram pré-medicados com cloridrato de petidina (5mg/kg)®,
midazolam (0,5mg/kg) e quetamina (15mg/kg) IM. Procedeu-se a inducdo anestésica

com propofol para a intubacdo orotraqueal, e foram mantidos com isoflurano

%0 Spectramax M3 software Pro 6.22.

31 Sigma (F6057).

? Leica.

%3 Kit Pan6tico Rapido LB Laborclin.

% Nikon Eclipse.

% Cloridrato de Petidina, Unido Quimica, S&o Paulo — SP, Brasil.
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vaporizado em oxigénio a 100%. Apds antissepsia da mucosa oral com solucdo de
clorexidine a 0,2%, realizou-se a confecgdo da fenda palatina no tamanho de 0,5x0,7cm
com bisturi ultrassonico® no mucoperiésteo na rafe palatina (Fig. 1A). A fenda palatina
foi corrigida com tela de polipropileno de 0,7x1,0cm, sendo suas bordas inseridas
embaixo da mucosa e suturadas no mucoperiosteo com ponto isolado simples com fio
de mononailon 4-0 (Fig. 1B). Nos grupos GTC e GTCF, as telas de polipropileno
estavam com as ADSC previamente cultivadas e aderidas. Nos grupos GTF e GTCF,
ap6s a sutura da tela, esta foi recoberta com selante de fibrina®".

No poés-operatorio os animais foram medicados com cloridrato de tramadol
(3mg/kg) BID, durante trés dias; amoxicilina com clavulanato (15mg/kg) e

metronidazol (10mg/kg) BID, durante cinco dias.
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Figura 1 - (A) Confeccdo de fenda palatina em suino, remog¢do da mucosa oral, 0sso
palatino e mucosa nasal. (B) Correcdo da fenda palatina com tela de
polipropileno.

AvaliacOes

Foram realizadas avaliacGes até o 15° dia, periodo no qual houve o fechamento
do peridsteo de todos os suinos. E, a cada cinco dias, 0s animais eram sedados para
avaliacdo do implante e palato quanto a presenca de inflamacéo, deiscéncia de sutura e
mensuracdo do tamanho da cicatrizagdo através de desenhos com filme transparente
sobre a repara¢do da mucosa oral da fenda palatina para a realizagédo da planimetria.

Para calcular a planimetria, as transparéncias foram digitalizadas e redesenhadas,
sempre pelo mesmo observador, utilizando o software Image J 1.50g e uma mesa

% piezosonic, VK Driller Equipamentos Elétricos Ltda, Jaguaré — SP.
%7 Beriplast®P, CSL Behring, Alemanha.
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digitalizadora®. Para o célculo percentual, somente foi considerada a cicatrizacdo da
mucosa oral: (Area de cicatrizacdo da mucosa oral/Area total da fenda palatina) x 100.
Utilizando as medidas de area total, a taxa de cicatrizacdo da mucosa foi calculada entre
os intervalos d0—d5, d5-d10, d10-d15 e dO- d15, conforme a férmula: (A0-A5)/AQ) x
100.

Ao término dos quinze dias do periodo de avaliagdo, todos os suinos foram
sedados com cetamina e midazolam e eutanasiados com sobre dosagem de propofol e
administracdo de cloreto de potassio. Ap6s confirmacdo do 6bito, os palatos foram
coletados. Estes foram fixados em formalina tamponada a 10% por 24 horas e, apos,
foram descalcificados com &cido nitrico a 10%, processados pela técnica rotineira de
inclusdo em parafina e corados pelas técnicas Hematoxilina-Eosina (HE) e Picrosirius
Red. O material foi examinado em microscépio 6ptico®. Os parametros morfol6gicos
avaliados nos cortes histoldgicos de HE foram: integridade da mucosa oral, regeneracao
do tecido 0sseo, presenca de fibroblastos na lamina prépria e o grau de inflamagéo.
Essas analises foram realizadas por um patologista, que conferiu escores
qualiquantitativos de 0 a 3 no local da fenda palatina, sendo: 0- ausente, 1- discreto, 2-
moderado e 3- acentuado. Para a avaliacdo do 0sso o critério adotado foi: O presenca
somente de tecido de granulacdo (sem presenca de 0ss0); 1- presenca de 0SSO
incompleto, 2- presenca de 0sso completo porém imaturo; 3- 0sso completo e maduro. E
para o epitélio da mucosa oral, seguiram-se 0s seguintes parametros: 0- ndo completo;
1- completo com éareas multifocais ulceradas; 2- completo com poucas areas de
ulceragdes; 3- completo.

A coloragédo de Picrosirius red, analisada sob luz polarizada, teve por objetivo
revelar a organizacdo dos feixes de fibras colagenas. As laminas coradas com o
Picrosirius red foram observadas ao microscépio 6ptico®®, sob luz polarizada, para
determinar a concentracdo de fibras colagenas do tipo | e do tipo Ill na &rea
correspondente a cicatriz. As imagens digitalizadas das cicatrizes visualizadas com a
lente polarizadora foram submetidas a avaliacdo pelo programa Image J 1.50g, que
reconheceu regides coradas de cor vermelha alaranjada (colageno tipo 1), calculando a

concentracdo deste subtipo de colageno na area estudada.

%8 Wacom, modelo ET-0405-U - Wacom Company LTDA, Saitama, Jap&o.
%% Olympus IX71.
0 Olympus IX71.
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4.2 5. Analise Estatistica

Para andlise estatistica, foi utilizado software IBM SPSS versdo 23 (SPSS Inc. IBM
Company). Para as amostras nao paramétricas foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, e
para amostras paramétricas foi utilizado ANOVA seguido de comparagdes mdaltiplas de
Tukey. O nivel de significancia considerado foi de 5% (p<0,05).

4.2.6. Resultados

A caracterizacdo das ADSC realizada através do ensaio de inducdo de

diferenciacdo celular in vitro, obteve resultado positivo, pois estas foram capazes de se

diferenciarem em linhagens condrogénica, osteogénica e adipogénica (Fig. 2).

Totfes W g : B il

[

Figura 2 - Caracterizacdo das ADSC obtidas de tecido adiposo de suino. (A)
Diferenciacdo adipogénica detectada pela coloragdo Oil Red O, em
aumento de 100X; (B) Diferenciacdo condrogénica detectada pela
coloragdo Alcian Blue, em aumento de 100X; (C) Diferenciacdo
osteogénica detectada pela coloracdo Vermelho de Alizarin, em aumento
de 100X.

A média da contagem na Cadmara de Neubauer demonstrou a aderéncia de
1,1x10* células no sétimo dia de cultivo das ADSC sobre a tela. A curva de crescimento
que foi gerada utilizando-se a avaliacdo da atividade mitocondrial pelo ensaio de MTT
obteve resultados semelhantes, assim confirmando os dados (Fig. 3).
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Figura 3 - (A) Curva de crescimento realizada através da atividade mitocondrial pelo
ensaio de MTT com quantidades conhecidas de ADSC. (B) Contagem na
Camara de Neubauer e pelo teste de MTT das ADSC aderidas na tela de
polipropileno no sétimo dia de cultivo celular.

A incorporacdo bem sucedida das ADSC nas préteses também foi confirmada
por microscopia, que permitiu visualizar a aderéncia e o crescimento celular junto as
telas. A coloracdo de Pandtico (Fig. 4), bem como a marcacdo com DAPI visualizada

em microscopia confocal (Fig. 5), permitiram observar melhor as ADSC sobre as telas.

Figura 4 - Microscopia das ADSC aderidas em tela de polipropileno. (A) Aderéncia de
ADSC (seta) em tela de polipropileno, em aumento de 40X. (B) Coloragéo
de Panotico, em aumento de 200X.
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Figura 5 - Microscopia confocal das ADSC aderidas em tela de polipropileno com
marcagéo de DAPI e GFP+, em aumento de 200X.

Durante as avaliagOes realizadas no palato durante os quinze dias, a mucosa
palatina ndo apresentou infeccdo ou processo inflamatério exacerbado em nenhum
grupo. Observou-se que, no decorrer da cicatrizacdo das fendas palatinas, a tela de
polipropileno era expelida conforme o palato cicatrizava.

Na planimetria, verificou-se uma cicatrizagdo mais acelerada da mucosa nos
grupos que utilizaram ADSC, entretanto, na analise estatistica ndo houve diferenca
significativa entre os grupos durante cada periodo de analise (Tabela 1). Houve
diferenca estatistica significativa quando comparados os dados da planimetria dentro do
mesmo grupo no decorrer das avaliagdes (dias 0, 5, 10 e 15), mostrando um valor de p
menor no grupo GTC.

Tabela 1 - Anélise de variancia (ANOVA) da planimetria entre os grupos durante os
dias 5, 10 e 15.

G.L. Soma.de.Quadrados Quadrado.Médio Estat..F  P.valor

5 dias

Fator 3 0,05641 0,01880 1,02539 0,43126
Residuos 8 0,14671 0,01834

10 dias

Fator 3 0,00679 0,00226 1,21070 0,36661
Residuos 8 0,01496 0,00187

15 dias

Fator 3 0,00173 0,00057 1,21218 0,36614

Residuos 8 0,00381 0,00047




60

Tabela 2 - Andlise de variancia (ANOVA) da planimetria dentro do mesmo grupo
durante os dias 0, 5, 10 e 15.

G.L. Soma.de.Quadrados Quadrado.Médio Estat..F P.valor

GT

Fator 3 0,19581 0,06527 112,646  0,0000*
Residuos 8 0,00463 0,00058

GTF

Fator 3 0,19367 0,06456 3,2918  0,078978
Residuos 8 0,15689 0,0196

GTC

Fator 3 0,19469 0,06489 589,547  0,0000**
Residuos 8 0,00088 0,00011

GTCF

Fator 3 0,21849 0,07283 62,0291  0,0000***

Residuos 8 0,00939 0,00117

*6,97E-07; **1,01E-09; ***6,99E-06

Também nos grupos que receberam a terapia celular, notaram-se mais suinos
com uma melhor modelagéo da cicatriz da ferida palatina em comparacdo aos demais
grupos (Figura 6).

5 dias 10 dias 15 dias 5 dias 10dias 15 dias

Tela

Tela+
Fibrina

Figura 6 - Cicatrizagdo macroscdpica da fenda palatina em suinos nos diferentes grupos
de tratamento no decorrer de 15 dias.
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Os parametros morfolégicos avaliados nos cortes histolégicos de HE foram:
integridade da mucosa oral, regeneracdo do tecido 6sseo, presenca de fibroblastos na

lamina propria e o grau de inflamacéo (Figura 7).

O} s ¥ {100 pm g

Figura 7 - Fotomicrografias de cortes histologicos da area de cicatrizacdo de fenda
palatina de suinos, coradas com HE (40X). (A) Palato normal, sem
alteracdes (controle). (B) Palato cicatrizado em 15 dias apos fenda palatina
(GTC). (C) Palato cicatrizado em 15 dias ap6s fenda palatina (GT), nota-se
presenca de tecido conjuntivo na area 0ssea.

Na avaliacdo da regeneracdo 0ssea, verificou-se que os animais dos grupos que
receberam terapia celular apresentaram formacgédo 6ssea completa (madura e imatura) em
15 dias apds a realizagdo da fenda palatina. Nos demais grupos, também havia presenca
da regeneracgdo Gssea, porém de maneira incompleta ou imatura. A avaliacdo estatistica
apresentou diferenca significativa entre os grupos, possuindo representacdo maior no
grupo GT contra os grupos GTC e GTCF (Tabelas 3, 4 e 5).

Tabela 3 - Teste de Kruskal-Wallis para a formacdo dssea nos diferentes grupos de

tratamentos.
Informacéo Valor
Kruskal-Wallis qui-quadrado 8,03673
Graus de Liberdade 3
P-valor 0,0452

Tabela 4 - Comparagdes multiplas entre os grupos de tratamentos para a formacéao
Ossea (Simes-Hochberg).

Fatores Diferenca Diferenca Estatistica P-valor
Comparados Observada Critica
GT -GTC 6,16667 7,76682 2,09471 0,03619
GT - GTCF 6,16667 7,76682 2,09471 0,03619
GT - GTF 1,66667 7,76682 0,56614 0,57129
GTC - GTCF 0 7,76682 0 1
GTC - GTF 4,5 7,76682 1,52857 0,12637

GTCF-GTF 4,5 7,76682 1,52857 0,12637
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Tabela 5 - Tabela dos agrupamentos das médias dos diferentes grupos de tratamento
para a formacao éssea.

Fatores Médias (Rank) Grupos
GTC 9,166667 a
GTCF 9,166667 a
GTF 4,666667 b
GT 3 b

Em todos os palatos analisados, independente do grupo pertencente, houve
cicatrizagdo completa da mucosa oral. Para o critério inflamacdo, observou-se que o
grupo GTF apresentou um maior grau de inflamacdo em relacdo aos demais grupos
(Tabela 6 e 7), havendo diferenca estatistica na comparacdo desse grupo com 0 grupo
GTC.

Tabela 6 - Comparagfes multiplas entre os grupos de tratamentos para presenca de
células inflamatdrias (Simes-Hochberg).

Fatores Diferenca Diferenca Estatistica P-valor
Comparados Observada Critica
GT -GTC 1,66667 7,76682 0,56614 0,57129
GT - GTCF 0 7,76682 0 1
GT - GTF 4,33333 7,76682 1,47196 0,14103
GTC - GTCF 1,66667 7,76682 0,56614 0,57129
GTC - GTF 6 7,76682 2,03809 0,04154
GTCF - GTF 4,33333 7,76682 1,47196 0,14103

Tabela 7 - Tabela dos agrupamentos das médias dos diferentes grupos de tratamento
para presenca de células inflamatorias.

Fatores Médias (Rank) Grupos
GTF 10,166667 a
GT 5,833333 ab
GTCF 5,833333 ab
GTC 4,166667 b

Os grupos que ndo receberam a terapia celular apresentaram uma quantidade
maior de fibroblastos, principalmente o grupo que recebeu selante de fibrina, sendo

visualizadas nas tabelas 8 e 9 as comparacdes entre 0s grupos.
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Tabela 8 - Comparagcfes multiplas entre os grupos de tratamentos para presenca de
fibroblastos (Simes-Hochberg).

Fatores Diferenca Diferenca Estatistica P-valor
Comparados Observada Critica
GT -GTC 4,66667 7,76682 1,58519 0,11292
GT - GTCF 4 7,76682 1,35873 0,17423
GT -GTC 1,33333 7,76682 0,45291 0,65061
GTC - GTCF 0,66667 7,76682 0,22645 0,82084
GTC - GTF 6 7,76682 2,03809 0,04154
GTCF - GTF 5,33333 7,76682 1,81164 0,07004

Tabela 9 — Tabela dos agrupamentos das médias dos diferentes grupos de tratamento
para presenca de fibroblastos.

Fatores Médias (Rank) Grupos
GTF 9,666667 a
GT 8,333333 ab
GTCF 4,333333 b
GTC 3,666667 b

A coloracdo de Picrosirius Red, analisada sob luz polarizada, demonstrou maior
presenca de birrefrigéncia de cor vermelha alaranjada do que esverdeada, em todos 0s
palatos analisados, independente do grupo de tratamento. Assim, os locais de
cicatrizacao das fendas palatinas apresentavam maior quantidade de fibras colagenas do
tipo I. Entretanto, notou-se uma maior desorganizacdo de ambas as fibras colagenas,

tipo 1 e 111, nos grupos que nao receberam terapia celular (Figura 8).
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Figura 8 - Fotomicrografias de cortes histologicos da area de cicatrizacdo de fenda

palatina de suinos, coradas pelo Picrosirius Red, sob luz polarizada (40X).
(A) Palato normal, sem alterag6es (controle). (B) Palato cicatrizado em 15
dias apés fenda palatina (GTC). (C) Palato cicatrizado em 15 dias ap6s
fenda palatina (GT), nota-se uma desorganizacao das fibras colagenas tipo
I elll.

Na analise estatistica da porcentagem da area calculada pelo programa Image J

1.50g, que apresentava as tonalidades vermelhas alaranjadas (colageno tipo 1), ndo

houve diferenca significativa (Tabela 10 e 11).

Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) da porcentagem da area com tonalidade

vermelha alaranjada nos cortes histologicas corados com Picrosirius Red.

G.L. Soma.de.Quadrados  Quadrado.Médio  Estat.F  P.valor

Fator 3 18,94086 6,31362 0,98827  0,44572

Residuos 8 51,10819 6,38852
Tabela 11 — Comparag6es multiplas entre os grupos de tratamentos da porcentagem da
area com tonalidade vermelha alaranjada nos cortes histologicas corados
com Picrosirius Red (Teste de Tukey).

Niveis Centro Limite Inferior  Limite Superior P-valor
GTC-GT 2,33333 -4,27548 8,94214 0,68243
GTCF-GT 0,732 -5,87681 7,34081 0,98360
GTF-GT 3,17133 -3,43748 9,78015 0,46131

GTCF-GTC -1,60133 -8,21015 5,00748 0,86322
GTF-GTC 0,838 -5,77082 7,44681 0,97587
GTF-GTCF 2,43933 -4,16948 9,04814 0,65372
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4.2.7. Discussao

O objetivo geral dessa pesquisa foi desenvolver uma nova técnica de reconstrugéo
de fendas palatinas baseada na engenharia de tecidos. Nas Ultimas décadas, diferentes
técnicas cirurgicas foram empregadas para a correcdo dos defeitos palatinos, fazendo
uso de flapes mucosos, enxertos, proteses e biomembranas (SILVA & MANISCALCO,
2013). Entretanto, apesar dos tratamentos atuais para fendas palatinas envolverem
técnicas cirurgicas bem descritas que, em geral, rotacionam o tecido mole adjacente ao
local do defeito e adicionam enxerto de tecido duro na fenda, principalmente enxertos
6sseos autdgenos ou aldgenos, percebe-se uma eficiéncia ndo satisfatoria quando a
fenda palatina apresenta um grande defeito 6sseo (MOREAU et al., 2007; BELOTI et
al., 2011).

Através da visdo da engenharia de tecidos, que visa restaurar a funcdo ou
substituir tecidos danificados ou doentes através da aplicagdo dos principios da
engenharia e da biologia, utilizando a selecdo e manipulacdo de células, confeccdo de
matrizes de arcaboucos e a utilizacdo de moléculas que estimulem o tecido (SEGUNDO
& VASCONCELOS, 2007; BELOTI et al., 2011), surgiu o interesse de pesquisar 0 uso
da tela de polipropileno servindo como arcabougo para o crescimento de células, no
caso ADSC, para agirem juntos na cicatrizacdo de fendas palatinas. O arcabouco, além
de manter as ADSC previamente cultivadas, também serve de arcabouco para as células
da mucosa oral e dssea se proliferar e unir as duas bordas da ferida.

Optou-se pela tela de polipropileno por conferir baixa reacdo tecidual pelo
hospedeiro, permitir maleabilidade pela sua tecelagem deixar espacos que permitem o
crescimento de tecidos, como fibroblastos, coldgeno e células-tronco, em seu interior
(SILVA, 2009; DOLCE, et al., 2010; ARAUJO et al., 2010). Também pelo fato do
material utilizado ser de polipropileno, ou seja, ndo absorvivel, permitindo a deposicédo
de tecido fibroso, que permanecera por tempo indeterminado nesse local, garantindo a
barreira mecanica (ARAUJO et al., 2010). Por fim, cabe ressaltar, que no manuscrito
anterior (Estudo in vitro sobre a associacdo de scaffolds de polipropileno e células-
tronco mesenquimais para uso em engenharia de tecidos), a tela de polipropileno
demonstrou ser um arcabouco satisfatorio para cultivo e aderéncia das MSC.

Durante os quinze dias de avaliagdo ndo houve contaminacdo das feridas
palatinas, mesmo a boca sendo um ambiente contaminado. Considerou-se um fator que

determinou a auséncia de infec¢do nas fendas palatinas o fato da tela de polipropileno
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possuir baixo potencial de aderéncia bacteriana, permitindo seu uso em sitios infectados
(SHESTAK et al., 2000; YOSHINO et al., 2006), aceitando total incorporacao do tecido
de granulagio (ARAUJO et al., 2010).

Também constatou-se que no decorrer da cicatrizacdo, as telas foram sendo
expelidas naturalmente, em todos os grupos de tratamento. Esta situacdo verificada
demonstrou um evento diferente que ocorre quando estas telas sdo utilizadas em
correcdo de hérnias, pois estdo associadas a alta ocorréncia de aderéncias peritoneais e
fistulas secundarias (SAHIN et al., 2007).

A opgdo por utilizar as MSC decorreu em razdo de essas células ajudarem a
promover a cicatrizagdo, ndo somente do tecido 6sseo como, também, da mucosa.
Observou-se que nos grupos que receberam terapia celular houve crescimento total da
regido Ossea do palato. Em relacdo a lamina propria, verificou-se que a cicatrizacéo foi
mais organizada deixando um aspecto mais estético quando comparado com 0S grupos
que ndo receberam terapia celular. Pois, na visualizagdo macroscépica, 0s grupos que
receberam células eram visiveis a cicatrizacdo completa da mucosa oral (inclusive o
epitéelio), o que ndo era nitido em alguns suinos dos grupos que ndo receberam celulas.
Entretanto na analise histoldgica, todos os suinos apresentaram cicatrizagcdo completa de
todas as camadas palatinas. Além de que a cicatrizacdo da mucosa da fenda palatina,
visualizada macroscopicamente e mensurada através da planimetria, foi mais rapida nos
grupos que receberam MSC.

A causa para estes resultados observados, decorre do fato de acreditar-se que as
MSC atuem na cicatrizacdo atraves de sinalizacdo paracrina e por diferenciacdo. A
primeira mostra a capacidade de secretar varios fatores de crescimento e citocinas que
sdo relevantes para o reparo ou regeneracdo tecidual. Pode ser que ap6s a migracao para
a ferida, elas sejam ativadas ao encontrar o meio repleto de substancias pro-
inflamatorias. A ativacdo das MSC poderia potencializar a acdo como pequenos
“biorreatores” no microambiente da ferida secretando fatores de crescimento e
citocinas. A segunda possibilidade estaria relacionada com a enorme plasticidade e
habilidade que essas células tém para se diferenciar em uma grande variedade de tipos
celulares e se integrar aos tecidos (KIM et al., 2009; SORRELL & CAPLAN, 2010;
WU et al., 2010; HASSAN et al., 2014).

O fato de ter ocorrido crescimento 6sseo neste modelo de corre¢do de fenda
palatina, fornece uma expectativa para abordar fendas que possuem uma grande perda

Ossea. Visto que, atualmente a utilizacdo de transplante 6sseo autologo é a primeira
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escolha para procedimentos de enxerto para reparar uma fenda palatina. Enxertos deste
tipo proporcionam um alto potencial osteogénico, assim formando um novo tecido
0sse0 (LOGEART-AVRAMOGLOU et al., 2005; BUENO et al., 2009). No entanto, a
morbidade do sitio doador, a limitada quantidade de areas doadoras, a reabsorcdo do
enxerto, além de que os procedimentos podem provocar dor no local doador e podem
levar a complicagbes anatomicas e funcionais, devem ser consideradas nesse tipo de
procedimento (PANETTA et al., 2008; BUENO et al., 2009; BELOTI et al., 2011).
Assim, 0 uso de células-tronco para a estimulacdo do crescimento 6sseo evitaria 0 uso
de enxertos 6sseos e todas as suas complicacdes inerentes. O uso de MSC para a
regeneracdo 0ssea esta se tornando uma prética popular. Seu potencial de diferenciagéo,
a sua disponibilidade em termos de colheita de células e a sua capacidade de replicacdo
sem perder seu potencial, torna-se uma fonte atraente para abordagens terapéuticas.
Varios experimentos baseados em células demonstraram que as MSC podem ser
induzidas a se transformarem em osteoblastos (BEHNIA et al., 2009).

Adiconalmente, estudos comparando os transplantes homélogos e autélogos de
MSC ndo encontram diferencas terapéuticas significativas e, além disso, nao se observa
rejeicdo das mesmas (CHEN et al., 2009; PLANKA et al., 2007; WAN et al., 2013) E
isso se deve ao fato das MSC apresentarem baixa imunogenicidade (HASSAN et al.,
2014). As MSC expressam pequenas quantidades de complexo de histocompatibilidade
principal (MHC-I) e/ou ndo expressdo MHC-II em sua superficie. Durante 0 processo
realizado pelas células de defesa do organismo (reconhecimento do proprio e do nédo
proprio), essas células utilizam o MHC para realizar tal selecdo. Logo, na auséncia de
MHC, como verificado nas MSC, o processo de selecdo de ndo proprio ndo ocorre,
impedindo que o organismo que recebeu essas células indiferenciadas as reconheca
como nao proprias e as rejeite (AMORIN et al., 2012; GEBLER et al., 2012).

A menor presenca de células inflamatorias na cicatrizacdo da fenda palatina no
grupo GTC, pode ser em decorréncia de que as MSC ajudam a diminuir a inflamacéo.
As MSC aumentam a expressdo das citocinas anti-inflamatorias 1L-4 e IL-10, enquanto
diminuem as citocinas pro-inflamatorias I1L-2, fator de necrose tumoral-a (TNF-a) e
Interferon-y (IFN-¥), causando a supressdo da reacdo inflamatoria local (MAXSON et
al., 2012; KIM et al., 2013).

J& o grupo que recebeu selante de fibrina, apresentou maior niumero de células
inflamatdrias. Alguns estudos descrevem reacOes inflamatdrias mais intensas no sitio

cirdrgico, nas primeiras semanas apos a aplicacdo do selante de fibrina, podendo este
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processo inflamatdrio persistir até 30 dias apds a aplicacdo, seguida pela formacao de
um processo de inflamagéo crénico e por um tecido de granulacdo rico em fibroblastos.
Esse infiltrado persistente rico em fibroblastos sugere que, em longo prazo, poderia
haver a formacdo de um processo cicatricial rico em colageno e, consequentemente,
mais fibrose (PORTES et al., 2012). Hanson e Quinn (2001) realizaram um ensaio para
demonstrar a influéncia da cola de fibrina sobre a quimiotaxia de neutréfilos durante o
processo de cicatrizacdo. Os autores observaram que a concentracdo de fibrina, variavel
em Varios tipos de selante de fibrina disponiveis comercialmente, tem influéncia direta
sobre a quimiotaxia. Quanto maior a concentragdo de fibrina, menor a quimiotaxia,
sendo que concentragdes maiores que 2mg/ml podem bloquear o processo. Os autores
ainda consideram que a presenca do fator XIlII, presente em alguns tipos de selantes
disponiveis no mercado, também possam exercer influéncia direta sobre o processo,
permitindo maior quimiotaxia dos neutréfilos, explicando o maior processo inflamatério
encontrado na presenca da cola de fibrina e, consequentemente, maior fibroplasia num
momento mais tardio da cicatrizacdo. Marx e Mou (2002) também relataram a presenca
de um intenso infiltrado inflamatorio na derme até o quarto dia do estudo que se
normalizou ao redor do sétimo dia de avaliagdo, quando observaram completa
reepitelizagdo, com proeminente fibroplasia, deposi¢do de coladgeno e angiogénese ao
longo da linha de inciséo.

Assim, com 0 exposto acima, justifica-se também a maior presenca de
fibroblastos no grupo GTF. Entretanto, ao analisar os tipos de colagenos existentes na
cicatrizacdo da fenda palatina, ndo houve diferenca entre os grupos. Em todos os
grupos, verificou-se uma maior quantidade de fibras de birrefrigencia vermelha, isto
significa, maior presenca de colageno tipo | e consequentemente, maior maturacao do
colageno e cicatrizacdo. A fase proliferativa ocorre de trés a cinco dias apos a lesdo
tecidual e se caracteriza por elevacdo na concentracdo de fibroblastos, que produzem e
depositam grande quantidade de colageno tipo Il1l. Posteriormente ocorre a maturacéo,
com remodelacéo e substituicdo das fibras colagenas do tipo Il por fibras colagenas do

tipo I, ocorrendo a maturacao da cicatrizacdo (RIBEIRO et al., 2015).

4.2.8. Conclusao

A tela de polipropileno associada com MSC demonstrou ser o melhor, entre 0s

demais tratamentos estudados neste trabalho, para correcdo de fenda palatina. Forneceu
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completa cicatrizacdo dssea e da mucosa oral e nasal em um periodo de quinze dias.
Esta nova técnica demonstrou ser segura e eficaz, possuindo um potencial significativo
para correcdo de fenda palatina sem intercorréncias futuras, como ocorréncia de fistulas
ou reintervencgdes cirdrgicas. Entretanto, estudos com fendas maiores sdo necessarios

para avaliar a cicatrizagdo nesta situacéo.
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5. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

Nos Gltimos anos 0s progressos na area da medicina regenerativa levaram ao uso
de enxertos 0sseos e de tecidos moles, constituindo atualmente uma terapéutica bem
estabelecida, apesar de também apresentarem desvantagens. A fim de colmatar as
restricOes desta terapia emergiu a engenharia de tecidos, que tem como base o aumento
dos conhecimentos relativos a composicao e fisiologia dos tecidos, da terapia celular e
de fatores de crescimento, além do desenvolvimento de novos biomateriais. Nesta area
ttm vindo a serem utilizadas matrizes tridimensionais conhecidas por arcabougos,
usadas para estimular e auxiliar a reparacdo e reconstrucao das lesdes teciduais.

A tela de polipropileno é comumente utilizada em correcbes de heérnias, até
entdo, ndo foi encontrado seu uso na boca ou para servir como arcabouco na engenharia
de tecidos. Assim, como foi demonstrada que a tela de polipropileno é favoravel para o
crescimento de MSC, a mesma poderia ser utilizada com maior abrangéncia na
engenharia de tecidos, pois a referida tela possui facilidade de ser encontrada nos
centros cirurgicos, € de baixo custo, facil de esterilizar e sua maleabilidade permite ser
utilizada em diversos locais para reparacao cirurgica.

Nos artigos da literatura consultada para esta tese, verificou-se que existem
complicagdes cirdrgicas relacionadas as correcfes das fendas palatinas nas técnicas
atualmente utilizadas, agravando-se conforme o tamanho da fenda. Os trabalhos relatam
que a presenca de fistulas ou reintervencfes ap0os a primeira cirurgia sao comuns, sendo
que estas reintervencdes realizadas de forma demasiada prejudicam significativamente o
sucesso da correcdo da fenda palatina. Adicionalmente, relatam o uso de enxertos
autdlogos ou heterélogos, como osso, cartilagem de orelha, pele etc; para ajudar na
correcdo dessas fendas, que, além de prejudicarem o sitio doador bem como haver
necessidade de dois procedimentos cirurgicos, podem ser rejeitados pelo receptor,
principalmente se for heterélogo. Assim, o uso de um arcabougo enriquecido com
células, para promover a cicatrizacdo de qualquer tipo celular, produzido em laboratério
e que ndo cause rejeicdo pelo hospedeiro é a forma mais eficaz de reduzir as fendas
palatinas.

Diante do exposto, foi desenvolvido neste trabalho um arcabouco contendo MSC
facil de reproduzir em laboratério de cultivo celular e que possuiu aceitagdo bem como

um resultado positivo para a correcdo de fenda palatina.
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Os resultados obtidos no primeiro experimento demonstram que as ADSC
podem se aderir com sucesso em tela de polipropileno, sendo o melhor resultado de
arcabouco a tela microporosa cultivada durante sete dias em placas de cultura
convencionais. Ja o segundo estudo demonstra que a tela de polipropileno pode ser
utilizada na corregéo de fendas palatinas, sendo o referido material associado com MSC
o melhor protétipo, entre os demais estudados neste trabalho. A tela associada as MSC
forneceu completa cicatrizacdo 6ssea e das mucosas oral e nasal, em um periodo de
quinze dias. Na planimetria demonstrou uma cicatrizagdo mais acelerada que os demais
grupos. O uso do selante de fibrina na correcéo da fenda palatina causou maior presenca
de células inflamatdrias e fibroblasos, assim indicando-se somente o uso das MSC sobre
a tela de polipropileno.

Conclui-se, portanto, que a tela de polipropileno € um bom arcabouco para
crescimento das MSC e que ambos associados representam ser uma nova técnica segura
e eficaz, possuindo um potencial significativo para corre¢cdo de fenda palatina sem
intercorréncias futuras, como ocorréncia de fistulas ou reintervencgdes cirdrgicas.

Entretanto, mais estudos sdo necessarios para melhor entender os fatores que
aumentam ou inibem o crescimento de células-tronco em proteses e se esse crescimento
pode ser induzido ou conduzido por outras formas de cultivo, uso de fatores de
crescimento ou técnicas que melhorem a adesdo das células nas telas. Também sédo

necessarios estudos com fendas maiores para averiguar a cicatrizacdo nesta situacao.
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