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RESUMO

Defeitos 6sseos constituem um problema de saude global. O sistema Rigenera
através do dispositivo Rigeneracons® permite a extracdo de microenxertos ricos em
termos de células progenitoras, o que tem sido uma excelente opcao de estudos em
medicina regenerativa. Os biomateriais também tém sido utilizados na area médica
ou biomédica, como alternativas efetivas para a substituicdo de tecidos, inclusive do
tecido 6sseo. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o processo de
regeneracdo Ossea através de enxertos autélogos obtidos através do dispositivo
Rigeneracons e biomembrana a base de quitosana com microcelulose fibrilada (MFC)
em calvaria de ratos. Foram utilizados 54 ratos Wistar, machos (285 + 29q),
provenientes do Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de
Morfologia e Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco. Os
animais foram mantidos em gaiolas com alimentacdo e &agua ad libitum, na
temperatura de 22 + 5°C e iluminacéo artificial, com ciclos alternados de claro-escuro
de 12 horas. Esses animais foram divididos aleatoriamente em 3 grupos cada um
constituido por 18 animais a saber: Grupo A-Tratado com o0s microenxertos obtidos
do sistema Rigenera; Grupo B- Tratado com a Biomembrana a base de
quitosana/MFC; e Grupo AB- Biomembrana associado com 0os microenxertos obtidos
do dispositivo Rigenera. Posteriormente, duas lesdes (5mm) em cada antimero na
calvaria de cada animal, sendo o animal controle dele mesmo. As tomografias
computadorizadas foram realizadas usando um scanner GE Hi-Speed FXI CT e, ap0s
0 processo de varredura, foi feito a reconstrugcdo das imagens em software de
visualizagdo DICOM. Os animais foram eutanasiados 15, 30 e 60 dias ap0s o0s
tratamentos, as calvarias coletadas e processadas para analise histopatologica e
histoquimica. Nas analises de densidometria 0ssea verificamos que no grupo A foi
mais eficiente aos 60 dias, o grupo B aos 15 dias e pouco eficiente com 60 dias e no
grupo AB mostraram aumento da densidometria 6ssea aos 30 e 60 dias. Foi verificado
gue néo houve regeneracgéo nas lesdes dos controles de cada grupo, diferentemente
das tratadas, onde foram verificadas areas de formacéo 0ssea e tecido mesenquimal
bem ativado. Conclui-se que o sistema Rigenera € eficiente para o uso em terapia
celular em animais associado com a biomembrana a base de quitosana/MFC. Seréa
possivel utilizar a mesma para o uso em medicina veterinaria e, principalmente, em
cirurgias de lesdo 6ssea em busca da regeneracao 0ssea.

Palavras-chave: Regeneracdo Ossea, Células-tronco, Sistema Rigenera,

Microenxertos.



ABSTRACT

Bone defects are a global health problem. The Rigenera system through the
Rigeneracons® device allows the extraction of micrografts rich in terms of progenitor
cells, which has been an excellent option for studies in regenerative medicine.
Biomaterials have also been used in the medical or biomedical fields, as effective
alternatives for the replacement of tissues, including bone tissue. Thus, this work
aimed to evaluate the bone regeneration process through autologous grafts obtained
through the Rigeneracons device and a chitosan-based biomembrane with fibrillated
microcellulose (MFC) in rat calvaria. 54 male Wistar rats (285 £ 29g), from the Animal
Breeding and Experimentation Laboratory of the Department of Animal Morphology
and Physiology of the Federal Rural University of Pernambuco, were used. The
animals were kept in cages with food and water ad libitum, at a temperature of 22 +
5°C and artificial lighting, with alternating light-dark cycles of 12 hours. These animals
were randomly divided into 3 groups each consisting of 18 animals, namely: Group A-
Treated with the micro-grafts obtained from the Rigenera system; Group B- Treated
with Biomembrane based on chitosan / MFC; and Group AB- Biomembrane associated
with the micro-grafts obtained from the Rigenera device. Subsequently, two lesions
(5mm) on each antimere in the calvaria of each animal, the animal being its control.
The CT scans were performed using a GE Hi-Speed FXI CT scanner and, after the
scanning process, the images were reconstructed using DICOM visualization software.
The animals were euthanized 15, 30 and 60 days after the treatments, the calvaria
collected and processed for histopathological and histochemical analysis. In bone
densitometry analyzes we found that in group A it was more efficient at 60 days, group
B at 15 days and not very efficient at 60 days and in group AB they showed increased
bone densometry at 30 and 60 days. It was verified that there was no regeneration in
the lesions of the controls of each group, differently from the treated ones, where areas
of bone formation and well-activated mesenchymal tissue were verified. It is concluded
that the Rigenera system is efficient for use in cell therapy in animals associated with
the chitosan / MFC-based biomembrane. It will be possible to use it for use in veterinary
medicine and, mainly, in bone injury surgeries in search of bone regeneration.

Keywords: Bone regeneration, Stem cells, Rigenera system, Micro grafts.
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base de quitosana/MFC 15 dias (D, E e F). A e C: observa-se tecido 0sseo
do defeito critico (TOC) e membrana conjuntiva (MC); B: deposi¢éo de calcio
(DC); D: tecido mesenquimal (TM); E: tecido conjuntivo denso (TCD) e oss
diploe (OD); F: tecido mesenquimal osteogénico. Barra: corte em 5 um.

Figura 5: Tecido 6sseo da calota craniana de ratos Wistar do Controle do
Grupo B- 60 dias (A, B e C) e tratamento com a biomembrana a base de
quitosana/MFC 60 dias (D, E e F). Observados e A: tecido 6sseo compacto
no defeito critico (TC), tecido 6sseo compacto (TOC) e tecido mesenquimal
osteogénico (TMO); B: tecido mesenquimal osteoprogenitor (TM), TOC e tela
subcutanea (TS); C: TM; D: tecido 6sseo jovem (TO) e TM; E: TC; F: TO e
TMO. Barra: corte em S UM HE........ouii e

62

12



LISTA DE ABREVIATURAS

ATA — Células-tronco adultas

BMPs — Proteina morfogenética 6ssea

CT — Célula-tronco

CTE - Células-tronco embrionérias

CTM — Células-tronco mesenquimal

CT-MO - Célula-tronco da medula 6ssea

CTMs — Células-tronco mesenquimais

CTM-MO - Célula-tronco mesenquimal da medula 6ssea
CTM-MOh - Célula-tronco mesenquimal da medula 6ssea humana
FGF — Fator de crescimento de fibroblasto

IGF — Fator de crescimento semelhante a insulina

IL-1 — Interleucina 1

IL-6 — Interleucina 6

MFC- Celulose microfibrilada

PDGF — Fator de crescimento derivado de plagueta

TC — Tomografia Computadorizada

TGF-B — Fator de transformacao do crescimento beta
TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

VEGF- Fator de crescimento endotelial vascular

13



CAPITULO |
1. INTRODUCAO

As células-tronco mesenquimais (CTMs) sdo células multipotentes que tém
funcdes de apoio e efeitos terapéuticos em medicina regenerativa. Elas séo capazes
de liberar citocinas anti-inflamatérias, moléculas tréficas e anti-apoptoticas, para
promover a protecao e reparacdo de tecidos danificados (GIACCONE et al., 2014).
Sao operacionalmente definidas como células que tém o potencial de autorenovacao
ilimitada ou prolongada, bem como a capacidade de dar origem a pelo menos um tipo
de células maduras e diferenciadas (CHAGASTELLES, 2011).

A diferenciacdo de CTMs em linhagens adipogénicas, condrogénicas e
osteogénica tém permitido a utilizacdo destas células no tratamento das alteracdes
degenerativas, mostrando-se eficaz tanto em modelos animais quanto em humanos
(AL-NBAHEEN et al., 2013; BAVARESCO et al., 2020). No entanto, este € um assunto
de investigacdo em curso, e muitas questdes permanecem sem resposta. Alguns
estudos tém mostrado que o potencial osteogénico das CTMs pode variar em funcao
do tipo do tecido, local de coleta, espécies animais, idade, estado de saude e
desempenho de atividade fisica (KANG, 2012).

As CTMs tém recebido bastante atencdo nos campos da engenharia de tecidos
e medicina regenerativa porque elas podem ser facilmente coletadas numa forma
minimamente invasiva, propagar in vitro, possuem valiosas propriedades tais como
multipoténcia, atividades paracrinas e capacidade de modulacao imune (ALVES et al.,
2014). Uma area importante de grande potencial € a utilizacdo de CTMs para a
restauracao de ma formacao 0ssea. Em virtude da sua diferenciacéo celular potencial
e efeitos troficos, as CTMs sdo promissoras candidatas para seu uso na medicina
regenerativa e reparadora. Existem CTMs em varios compartimentos do tecido

conjuntivo, e tém sido isolados a partir de varios tecidos (NEUPANE et al., 2008).

As células-tronco mesenquimais derivadas da medula 6éssea humana (CTM-
MOh), também conhecidas como células-tronco esqueléticas, células estromais da
medula 6ssea ou, como recentemente sugerido pela International Society for

Cytotherapy, células estromais mesenquimais multipotentes, sdo um grupo de células

14



clonogénicas, presentes no estroma da medula éssea, capazes de diferenciagdo em
varias linhagens de células do tipo mesodérmico e, possivelmente, mas ainda
controverso, em outros tipos celulares ndo mesodérmicos, como ceélulas neurais ou
hepatocitos (BYDLOWSKI, 2009).

Fazendo-se uso destas abordagens, pesquisas recentes com CTMs criaram
uma nova possibilidade de abordagem para procedimentos regenerativos com tecido
autdlogo. O novo sistema, conhecido como sistema Rigenera de desagregacao de
tecidos, promove a extragcdo de micro enxertos, ricos em CT, a partir de pequenas
amostras de tecido conjuntivo autélogo (TROVATO et al., 2015). O procedimento leva
apenas alguns minutos para ser realizado, o que permite a sua utilizacdo em tempo

real, durante um unico procedimento cirargico (GIACCONE et al., 2014).

Esta inovacédo evita a necessidade de cultura celular e permite a utilizacéo
imediata das amostras colhidas (BAENA, 2015). No sistema Rigeneracon® o0s
pacientes passam, ao mesmo tempo, a ser doador e receptor dos micros enxertos.
Atualmente, o campo principal de aplicacdo do sistema tem sido em pacientes
humanos, submetidos a procedimentos reparadores em cirurgia buco-maxilo-facial
(BRUNELLI et al., 2013) dermatoldgica (ZANZOTTERA et al., 2014), utilizando células
oriundas de amostras da pulpa dental (GIACCONE et al., 2014).

Recentemente, pesquisadores também tém mostrado a eficacia de materiais
capazes de serem associados a outras substancias que favorecam a formacéo 0ssea,
especialmente os biopolimeros naturais, em particular a quitosana (PARK et al.,
2003). Este biopolimero hidrofilico é obtido a partir da quitina, sendo o segundo
polissacarideo mais abundante na natureza, perdendo apenas para a celulose.
Caracteristicas como biocompatibilidade e a biodegradabilidade sdo caracteristicas
biologicas que permitem diversas aplicagbes para este biomaterial na area da saude
(SPIN-NETO et al., 2013).

Na medicina regenerativa e bioengenharia de tecidos, o uso de biopolimeros
como a quitosana vem sendo estudada para terapias de regeneracdo 0Ossea,
apresentando-se como uma alternativa promissora (ROSENDO et al., 2020). Segundo
ROLIM et al. (2018) esse biomaterial tem sido extensivamente estudado em

pesquisas, como arcabouco tridimensional na regeneracdo 0ssea. Entretanto, ela
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ainda € mais utilizada como um curativo e agente hemostatico, demonstrando a
necessidade de realizacdo de estudos mais avancados e com novas abordagens de
aplicabilidade, seja em associacdo ou ndo com outros compostos (Dimitriou et al.,
2011). Dessa forma, este estudo objetivou avaliar a eficacia da utilizacdo de células-
tronco mesenquimais autélogas, obtidas por meio do sistema Rigenera, e biomaterial

a base de quitosana no tratamento de lesdes em calvaria de ratos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Células-tronco mesenquimais e sua capacidade de diferenciacdo e

regeneracao

As células-tronco (CT) constituem grupo de células indiferenciadas,
caracterizadas pela propriedade de originar células especializadas e de
autorrenovacdo (CHEUNG; RANDO, 2013). O conceito de células-tronco surgiu a
partir de experimentos pioneiros realizados no inicio dos anos 1960 por Ernest A.
McCulloch e James E. Till demonstraram que a medula 6ssea abriga CT com
capacidade de originar todas as células sanguineas (TILL, MCCULLOCH, 1961).
Estudos posteriores, realizados em 1998 a partir de fetos abortados e de blastocistos
humanos, isolaram células com capacidade de diferenciacdo em todos os tecidos do
corpo e ficaram conhecidas como células-tronco embrionérias (THOMSON, et al.,
1998).

Dessa forma, as CT foram classificadas em dois grupos: células-tronco
embrionarias (CTE) e célulastronco adultas (CTA) (ROCHA et al., 2012). As CTA se
dividem em células-tronco mesenquimais (CTM) e células-tronco hematopoiéticas
(CTH) (BIANCO et al., 2008). Dentre as CTA, as CTM, compdem um grupo que vem
despertando particular interesse, devido a sua capacidade clongénica e elevada
plasticidade, o que Ihes confere a capacidade de originar, no organismo, células de
linhagem mesenquimal e ndo mesenquimal (SOARES; ARGOLO NETO; CARVALHO,
2020) (Fig. 1).

Segundo a International Society for Cellular Therapy, sao trés os requerimentos
minimos para uma populacédo de células ser classificada como CTM. A primeira € que

CTMs séao isoladas de uma populacédo de células mononucleares com base a sua
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aderéncia seletiva, em cultura, a superficie plastica. A segunda é que as expressfes
de CD105, CD73 e CD90 estejam presentes, e que CD34, CD45, CD14, ou CD11b,
CD79, ou CD19 e HLA-DR néo sejam expressos em mais de 95% das células em
cultura. Por fim, que as células possam ser diferenciadas em 0sso, gordura e
cartilagem (BYDLOWSKI et al., 2009).

Célula-tronco

! '

Autoreplicacao A ADiferenciagéo

~

O . <. Células
: . . adiposas
/ Y Células F
) ; sanguineas
3 : 18141’ ((:

Células
musculares

Células Hepatécitos‘
intestinais

Neurénio

Figura 1. Esquema demonstrativo da capacidade proliferativa e potencial de
diferenciacdo das células-tronco. As células-tronco sé@o células com capacidade de
autorrenovacao e diferenciacdo. Ou seja, elas podem se dividir e se produzir células-
filhas idénticas ou se dividir e produzir células que irdo se diferenciar em outro tipo

celular.

A capacidade proliferativa, potencial de diferenciacéo, e perfil de marcadores

de superficie das CTMs varia com base no tecido de origem (WYLES et al., 2015). E,
se sabe que quando submetidas a diferentes estimulos, as CTMs séo capazes de se
diferenciar em células osteogénica, condrogénica, adipogénica, neurogénica e
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cardiogénica (BYDLOWSKI, 2009), o que as tornaram uma alternativa terapéutica
atrativa e com amplo espectro de aplicacfes. Varios estudos tém relatado que o
transplante com CTMs derivados da medula 6ssea (CTM-MO) melhorou os sinais
clinicos de acidente vascular cerebral isquémico (BANG et al., 2005). Um estudo
sobre degeneracdo do disco canino, averigou que injecdo de CTM-MO no disco
degenerado desaceleraram os efeitos da degeneracdo (KISIEL et al.,, 2012).
Rresultados clinicos sobre o uso de CTMs de diferentes fontes para terapias
regenerativas em cavalos parecem ser comparaveis com CTM-MO (ARNHOLD,
2015). Filho et al. (2013) avaliou a capacidade de regeneragdo do nervo tibial de
coelhos, mediante a associacdo da terapia celular com técnica de tubulizacdo por
protese de silicone, e observou a diminuicao significativa da presenca de degeneracao
walleriana nos animais tratados.

O efeito positivo das CTMs nos processos degenerativos parece estar
relacionado a diferentes conjuntos de moléculas que interagem com as células locais
e células circulantes para coordenar a cascata de cura, tais como efetores de
inflamacao (IL-1, IL-6, TNF-a), mitogenos (TGF-B, IGF, FGF e PDGF), morfégenos
(BMPs) e fatores angiogénicos (VEGF e angiopoietinas). Os efeitos destas moléculas
na proliferacéo e diferenciacdo de CTMs foram amplamente investigados in vitro e 0s
resultados indicaram que estas moléculas sinalizadoras podem induzir proliferacéo e
diferenciacao celular, tanto CTM como outras linhagens progenitoras (DIMITRIOU,
2005; GHANBARI, 2016).

Recentemente, as CTMs tém ganhado atencdo como um instrumento de
potencial terapéutico para a medicina regenerativa e tem sido isolada a partir de uma
grande variedade de tecidos, como: polpa dentaria humana imatura, tecido adiposo,
periésteo, osso trabecular, musculo esquelético, membrana sinovial, sangue, pele ou
fluido sinovial. No entanto, a fonte primaria de isolamento, em adultos, é a medula
O0ssea (BYDLOWSKI et al., 2009). Células-tronco mesenquimais derivadas da medula
ossea (CTM-MO), também conhecidas como células-tronco esqueléticas, células
estromais da medula 6ssea ou células estromais mesenquimais multipotentes, sao
um grupo de células clonogénicas, presentes no estroma da medula éssea
(BYDLOWSKI, 2009).
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Apesar de representam uma rara subpopulacéo das células-tronco da medula
ossea (CT-MO), cerca de < 0,01% das células mononucleares da medula éssea, elas
podem ser expandidas mitoticamente em meio de cultura. Além disso, por serem
capazes de diferenciacdo em varias linhagens de células capazes de diferenciacéo
em varias linhagens de células do tipo mesodérmico e, possivelmente, mas ainda
controverso, em outros tipos celulares ndo mesodérmicos (BYDLOWSKI, 2009),
essas células representam uma fonte promissora para regeneracdo e reparo de
diversos tecidos (FLORENTINO et al., 2018).

2.2. Osso e processo de regeneracao 0ssea devido a lesdes

O o0sso é um tecido conjuntivo mineralizado (MARTIN, 2018), que tem a
capacidade de cura e regeneracdo (MATASSI et al.,, 2011). Ele exerce funcodes
importantes no corpo, tais como: locomocéo, suporte e protecado de tecidos moles,
armazenamento de calcio e fosfato e ancoragem da medula éssea. As propriedades
mecanicas variam de acordo com a localizacdo e funcdo (ROSETI et al., 2017).
Microscopicamente o tecido 6sseo encontra-se constituido por dois componentes
bésicos: células e matriz organica, sobre a qual se depositam 0s componentes
inorganicos (ANDIA; CERRI; SPOLIDORO, 2006). A matriz organica é formada de
colageno (principalmente tipo I), proteoglicanas e glicoproteinas adesivas, e a
inorganica por ions fosfato, célcio, bicarbonato, magnésio, potassio, soédio e citrato. A
unido do fosfato e do calcio forma cristais com estrutura de hidroxiapatita
(Caw(PO4)s(OH)2) que, associados as fibras colagenas, fornecem a resisténcia e
dureza caracteristicas do tecido 6sseo (LOPES; OLIVEIRA; ESTEVES, 2015;
TURNBULL et al., 2018). O colagénio tipo | repesenta 90% das proteinas, sendo os
restantes 10% compostos por um grande namero de proteinas nao colagénicas (por
exemplo, osteocalcina, osteonectina, sialoproteinas 6sseas e vérias proteoglicanas).
As proteinas ndo colagenosas participam do processo de maturacdo da matriz,
mineralizacdo e podem regular a atividade funcional das células 6sseas (ARVIDSON
et al., 2011).

Os osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos séo células 6sseas especializadas.

Elas estdo envolvidas nos processos de formagdo, reabsor¢cdo, manutencao e
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remodelagdo 6ssea, sendo derivadas de duas linhagens: uma relacionada a formagéo
e manutencao (osteoblastos e ostedcitos) e outra a reabsorcéo (osteoclastos) (ANDIA;
CERRI; SPOLIDORO, 2006).

Em diversos momentos da vida, o tecido 6sseo precisa modificar sua forma ou
estrutura. Seja para um 0sso primario tornar-se maduro, para um 0SSO crescer
mantendo sua forma, para um 0SS0 esponjoso tornarse compacto ou para se adaptar
a novas situacoes fisioldgicas ou patoldgicas, 0 0sso esta em constante remodelacao,
por meio de reabsorcao e deposicao de matriz 6ssea (ANDIA; CERRI; SPOLIDORO,
2006). A reabsorcéo e deposicdo de matriz SGo processos estreitamente acoplados,
gue dependem da dindmica balanceada entre as atividades dos osteoblastos e
osteoclastos. No entanto, se ocorrer um desbalanco deste processo, podera ocorrer
0 estabelecimento de reabsor¢fes patologicas, prejudicando o desenvolvimento e a
homeostase do tecido 6sseo (TAKAYANAGI, 2005; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017).

Os defeitos 6sseos devido a trauma e a reabsorcdo Ossea patoldgica e
fisiologica representam um grande desafio e constituem um problema de saude global.
A necessidade de regeneragcdo 0ssea em cirurgias cranianas, orais, maxilo-faciais e
ortopédicas é uma das questdes clinicas centrais na medicina regenerativa e de
reabilitacdo. E dificil transmitir a enorme desvantagem social e psicolégica das
pessoas com defeitos 6sseos e a reducdo significativa na sua qualidade de vida
(ARVIDSON et al., 2011).

7

No entanto, a regeneracdo Ossea € um pocesso biolégico complexo de
renovagcdo da arquitetura e funcdo do tecido 6sseo perdido. A regeneracdo 6ssea
guiada é um método que vem sendo utilizado e estudado ha décadas, sendo definido
como uma renovacao 6ssea controlada em areas onde existe o defeito 6sseo, através
da osteogénese, osteoinducdo ou osteoconducdo, a fim de restabelecer as
caracteristicas funcionais e estruturais do tecido lesado (BOSCH; MELSEN;
VARGERVIK, 1995).

Quando um defeito 6sseo ocorre devido a leséo, as células séo fornecidas pelo
periosteo e a regeneracao ocorre. No entanto, a regeneracao satisfatoria torna-se
mais dificil quanto maior for o defeito 6sseo. E por isso que, mesmo com essa

propriedade de cura, em muitas situacées o enxerto 0sseo € necessario (MARTIN,
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2018). Ocasionalmente, um defeito 6sseo pode ser formado em ortopedia e
traumatologia e, neste caso, 0 0SSO hao cicatriza e precisa de reconstrucdo. A
reconstrucdo Ossea bem-sucedida requer osteoproducdo, osteoinducéo,
osteoconducdo, estimulacdo mecéanica e vascularizagdo, além de drogas que atuam
no metabolismo 6sseo desempenham um papel importante no crescimento 0sseo
(MATASSI et al., 2011).

Um suprimento adequado de células (CTMs e osteoprogenitores) € importante
para a regeneracdo Ossea eficiente. A abordagem atual de entrega de células
osteogénicas diretamente ao local de regeneracao inclui o uso de aspirado de medula
6ssea da crista iliaca, que também contém fatores de crescimento. E um
procedimento minimamente invasivo para melhorar a reparacdo 6ssea e produz
resultados satisfatorios. No entanto, a concentracdo e a qualidade das CTMs podem
variar significativamente, dependendo do individuo (especialmente em pessoas mais
velhas) (DIMITRIOU et al., 2011).

2.3. Uso de biomateriais a base de quitosana na reconstrucdo 0ssea

O osso é o segundo tecido mais comumente transplantado em todo o mundo,
com pelo menos quatro milhdes de operacdes fazendo uso de enxertos 0sseos e
materiais substitutos 6sseos anualmente (TURNBULL et al.,, 2018). Perda 6ssea,
defeitos, falta de vascularizacdo, danos aos tecidos moles, falta de mecanica
adequada a estabilidade, as infecgbes e os tumores continuam sendo 0s principais

desafios para o sucesso da cicatrizacao 6ssea (WINKLER, 2018).

No que diz respeito aos biomateriais, a osteoconducdo € definida pela
capacidade de um implante apoiar o crescimento do 0sso no local de um defeito.
Osteoinducao € o processo de recrutamento de células osteoprogenitoras imaturas
para o local e a posterior diferenciagéo delas em osteoblastos sob a influéncia de um
fator morfogenético 6sseo difusivel (GHANBARI, 2016). Em geral, os biomateriais (ou
construcdes inteligentes) referem-se aqueles que: (1) possuem efeitos instrutivos /
indutivos ou desencadeadores / estimulantes em células e tecidos ao projetar a
resposta do material a estimulos internos ou externos, como pH, temperatura, forca e

magnetismo, para promover a reparacao e regeneracao de tecidos danificados; ou (2)
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personalizam de forma inteligente as propriedades individuais e as funcgodes
controladas para participar ativamente na regeneracao de tecidos (ZHANG et al.,
2018). Embora os autoenxertos sejam o padrao-ouro, pesquisadores tém mostrado
interesse em biomateriais que, em associagdo ou ndo a outros materiais, sejam
capazes de favorecger a formacéo 6ssea (SPIN NETO et al., 2008). Os biomateriais
sdo definidos como aqueles materiais ndo vivos utilizados na area médica ou
biomédica, objetivando a interacdo com o sistema bioldgico. No entanto, para a
composi¢cdo quimica, as propriedades fisicas e mecéanicas, a biodegradabilidade,
biocompatibilidade e funcionalidade sdo caracteristicas cruciais para que um
biomaterial seja utilizado na engenharia de tecido ésseo (GEORGOPOULOU et al.,
2018).

Nesse sentido, os biomateriais naturais tém atraido atencdo particular na
medicina de regeneracdo tecidual devido a sua baixa toxicidade, baixa resposta
inflamatéria crénica e capacidade de aumentar a viabilidade, proliferacdo e
diferenciacdo celular (HUANG et al., 2005; SPIN-NETO et al., 2008). Devido as
caracteristicas biologicas, como biocompatibilidade e biodegradabilidade, a quitosana
tem se destacado entre os biopolimeros naturais, fazendo com que fossem
encontradas diversas aplicacbes para este biomaterial na é&rea da saude,
principalmente na engenharia de tecidos (SPIN NETO et al., 2008; CHATZIPETROS
et al., 2018).

A quitosana é um derivado desacetilado obtido a partir da desacetilacdo da
quitina (Fig. 2), que se encontra abundantentemente na natureza, sendo encontrada
em carapacas de crustaceos, insetos, moluscos e parede celular de fungos (ABREU
et al.,, 2013). Ela é um polissacarideo linear composto por unidades de N-acetil-D-
glicosamina e D-glicosamina (GEORGOPOULOU et al.,, 2018). Este material
apresenta composicao variavel em funcdo do grau médio de acetilagdo e da massa
molar aparente, o que influencia em suas propriedades, pois ambos o0s parametros
sao importantes para definir a solubilidade do polissacarideo em meio aquoso (SINHA
et al., 2004; ASSIS; SILVA, 2005).

Enquanto a quitina é inerte e insollvel, seu derivado é reativo e sollivel em

acidos fracos. Esta promove osteoconducdo, capacidade de produzir estruturas
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porosas e crescimento celular, natureza antibacteriana e reagdo minima ao corpo
estranho. Além disso, a quitosana possui similaridade estrutural com os
glicosaminoglicanos e permite a incorporacéo de bioceramicas, como a hidroxiapatita
(CHATZIPETROS et al., 2018).

H NHCOCH, H NHCOCH,

QUITINA

u NH, QUITOSANA NH,

Figura 2. Estruturas quimicas da quitina e da quitosana. A quitina é um polissacarideo
composto por N-acetilglicosamina. A quitosana é o derivado da quitina, sendo
constituida por unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina. Adaptado de
SPIN-NETO et al. (2008).

Estudos in vitro sugerem que a quitosana possui propriedades osteogénicas,
pois promove a diferenciagéo de células-tronco em osteoblastos formadores de 0ssos
e promove o crescimento de colénias 6sseas. Além disso, sugerem que a quitosana
sozinha é suficiente para estimular a osteogénese (KJALARSDOTTIR et al., 2019). A
biocompatibilidade da quitosana, a biodegradabilidade, as propriedades

antimicrobianas, a capacidade de estimular macréfagos, induzir a formacéo 6ssea e
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interagir com moléculas carregadas negativamente, como glicosaminoglicanos
(GAGS) e proteoglicanos, sao os principais motivos para explicar por seu amplo uso
como andaime de biomaterial (GEORGOPOULOU et al., 2018).

2.4. Cartilagem xiféide

O esterno € composto por trés porgdes distintas: manubrio, corpo (gladiolo) e
processo xifoide. A primeira por¢cdo, o manubrio, se articula com a clavicula e a
primeira costela e, portanto, é fixada na posi¢cdo. A segunda por¢ao, o corpo, serve
como ponto de articulacdo para as costelas de dois a sete. Por fim, o processo xifoide

contribui minimamente para a articulacao da sétima costela (LACHKAR et al., 2019).

O processo xifoide (Fig. 3), também conhecido como xiphisternum, é cartilagem
vestigial ligado a extremidade inferior do corpo do esterno, localizado ao lado interno
do periténio. Por conseguinte, a cartilagem processo xiféide pode ser removida sem
prejudicar qualgquer fungéo bioldgica, e € a unica fonte de tecido de cartilagem elastica
gue pode ser obtido sem destruir a forma ou funcéo externa (NAM et al., 2014). O
processo xiféide é composto por dois tipos de cartilagem: cartilagem hialina na por¢céao

proximal e cartilagem elastica na porcao distal (ANDERSON, 2018).

Anteriormente, o processo xifoide serve como ponto de fixacdo das fibras do
musculo reto abdominal e da aponeurose dos musculos obliquos internos e externos
da parede abdominal anterior. O processo xiféide se liga a linha alba inferiormente e
aos deslizamentos diafragmaticos, toracico transverso e ligamentos costoxiféides
posteriormente (MASHRIQI et al. 2017). Variagbes morfoloégicas variam de
pontiagudas, bifurcadas, trifurcadas, largas, curvadas ou defletidas. Essas variacdes
anatbmicas sao importantes a serem consideradas para evitar um diagndéstico
incorreto durante intervencdes radioldgicas e para prevenir uma lesdo iatrogénica
durante procedimentos toracicos invasivos. Além das morfologias variaveis, o
processo xifoide parece exibir diferentes caracteristicas durante o desenvolvimento
(EID et al. 2018).
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Esterno

Processo xifoide

Figura 3. llustragcdo da caixa toracica humana. Observe que o processo xifoide esté

localixado na extremidade inferior do esterno.

2.5. Calvéria

A calvaria é composta por oito ossos chatos: o frontal e 0ssos occipitais, 0s
0SS0s parietais, 0 escamoso e por¢cdes zigomaticas dos 0ssos temporais e a ponta da
maior asa dos 0ssos esfenoidais bilateralmente. Originam-se de células da crista
neural craniana e ossificacao intramembranosa em um padrao radial. Pelo sexto ano
de desenvolvimento, ha formacédo completa de camada intradiploica, composta de
0SSO esponjoso e medula 6ssea, resultando em tdbuas internas e externas do 0sso

cortical, que aparecem densas na tomografia computadorizada (Mitra et al., 2016).

As les@es calvérias frequentemente se apresentam como achados clinicamente
silenciosos em radiografias de cranio ou como massas palpaveis que podem causar
dor localizada ou dor (GARFINKLE, 2011), em adicdo, podem ter origem nas
estruturas 6sseas ou podem ser secundarias a invasao de lesGes a base de couro

cabeludo ou lesdes cerebrais na abobada do cranio (GOMES, 2018).

Muitas espécies tém sido utilizadas para modelos animais de defeitos 0sseos,
incluindo ratos, coelhos, caes, porcos, ovelhas e cabras, mas grande parte da

b

pesquisa se concentrou em modelos de roedores, devido a reprodutibilidade,
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consideracgdes estruturais e econémicas. Anatomicamente, muitas areas do esqueleto
de roedores podem servir como locais receptores de defeitos ortotdpicos, incluindo os

fémures, a coluna, a mandibula e a calvéaria (Spicer et al., 2013).

A restauracao de defeitos ésseos no esqueleto maxilofacial continua sendo um
dos problemas mais desafiadores enfrentados pelos cirurgides bucomaxilofaciais.
Traumatismos, locais de osteotomia, resseccdes oncoldgicas, infec¢cdes ou anomalias
de desenvolvimento sdo situacOes clinicas nas quais os defeitos precisam ser
reconstruidos. Em adultos, apenas pequenos defeitos 0sseos sdo capazes de
cicatrizar espontaneamente (Porto et al., 2012).

2.6. Dispositivo médico em uso: o Rigeneracon

7

O dispositivo rigeneracom € constituinte de um sistema de preparacédo de
amostras padronizado e seguro para a desagregacdo mecanica automatizada da
populacdo de células. Esta fragmentacdo mecanica permite extrair do tecido apenas
as células menores que representam as células progenitoras responsaveis pela
formacdo do tecido. Além disso, este sistema é capaz de cortar, sem colisdo, os
constituintes da matriz extracelular Unica, que desempenham um papel importante na
reducdo do processo inflamatério e assim ajude a cura do tecido (Zanzottera et al.,
2014).

O desagregador de tecidos biolégicos rigeneracon, com base no protocolo
Rigenera, permite a extragéo de micro enxertos de 50 pm de uma amostra de tecido
conjuntivo autélogo, diretamente dentro de uma cirurgia e imediatamente utilizado
sem qualquer manipulagéo ou cultura de células. Deste modo, usando este dispositivo
médico inovador chamado rigeneracon, os pacientes sdo, ao mesmo tempo, o doador
e o0 receptor destes micro enxertos. Atualmente o principal campo de aplicacdes do
protocolo regenera sdo cirurgia oromaxilo-facial e dermatologia. Para este proposito
gue recentemente demonstrou a eficacia do dispositivo rigeneracon na obtencéo de
células progenitoras de células da poupa dentaria e tecido adiposo recuperado a partir
do descarte de corte folicular (TROVATO, 2015).
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A qualidade e quantidade de osso regenerado formado por células tronco da
polpa dentaria foi demonstrada in vitro e em experiéncias in vivo utilizando células-
tronco e biomateriais (D’AQUINO et al., 2007; GRAZIANO et al., 2008). Assim, polpa
dentaria pode ser considerada como uma fonte interessante e potencialmente
importante de células-tronco aut6logas / células progenitoras que estdo prontas para
utilizacdo para fins terapéuticos, tais como a reparacdo/ regeneracdo de 0SSOS
craniofaciais (GIACCONE et al., 2014).

O protocolo estabelecido pelo sistema Rigenera para tratamento de feridas
cirdrgicas consiste em quatro passos: (i) recolha de uma pequena amostra de tecido
da pele de 1 cm a partir de um local doador distante no que diz respeito ao local
receptor, (ii) a desagregacao de tecido através do dispositivo rigeneracon por meio da
adicdo de 1 mL de solucéo salina estéril solugédo, (iii) coleta de micro-enxerto autélogo
obtido apds a desagregacéao e (iv) a injecdo destes micro-enxertos sozinho no local
da lesé&o por infiltragdes ou perilesional em combinacdo com andaimes incorporados
com micro-enxertos (MARCARELLI et al., 2016).

3-OBJETIVOS

3.1- GERAL
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Avaliar a eficacia do sistema Rigeneracon® no processo de regeneragado 0ssea

em calvaria de ratos.
3.2- ESPECIFICOS

» -Avaliar métodos de obtencdo e processamento de células-tronco

mesenquimais a partir da cartilagem xifoide de ratos;

« -Estudar a eficacia do sistema Rigeneracon® para o isolamento de células-

tronco mesenquimais;

 -Avaliar histologicamente através de analise histoquimica o processo de
reparo de defeitos na calvaria de ratos apds micro-enxertos de cartilagem xifoide

obtidos a partir do Rigeneracon® ;

» Analisar o processo de densidometria 0ssea em calvaria de ratos apos

tratamento com o sistema Rigeneracon® e a biomembrana a base de quitosana;

« Avaliar histologicamente através de analise histoquimica o processo de reparo
de defeitos na calvaria de ratos apos implante com biomembrana porosa a base de

quitosana.
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RESUMO

Defeitos dsseos constituem um problema de salde global. O sistema Rigenera permite a
extracdo de microenxertos ricos em células-tronco mesenquimais (CTMs). Objetivou-se
avaliar o processo de regeneracao 0ssea por enxertos obtidos pelo sistema Rigenera em
defeitos criticos na calvaria de ratos. Foram utilizados 18 ratos Wistar, machos, pesando
285129, distribuidos em trés grupos (n=6), sendo cada animal controle de si mesmo,
denominados G15-Controle e G15-Tratado (15 dias); G30-Controle e G30-Tratado (30
dias) e G60-Controle e G60-Tratado (60 dias). Foram realizadas duas lesdes de 5mm de
didmetro em cada antimero da calvaria. Nos grupos tratados, foram utilizados
microenxertos autélogos de cartilagem xifoide, obtidos pelo sistema Rigenera. O defeito
contralateral serviu como controle em todos os animais. Os animais foram eutanasiados
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aos 15, 30 e 60 dias apos a cirurgia, e as amostras foram processadas para a histoquimica.
Nos grupos controle, ndo foram observados sinais de regeneracdo 0ssea, enquanto nos
grupos tratamento foram verificadas areas de formacdo Ossea e tecido mesenquimal
ativado. O sistema Rigenera foi eficiente na obtencdo de microenxertos autélogos, para
terapia celular em defeito critico de calvaria de ratos. Com o aprimoramento do protocolo,
0 sistema Rigenera podera ser amplamente utilizado no tratamento de lesbes 6sseas.

Palavras-chave: lesdo dssea, defeito critico, regeneracdo, tratamento, células-tronco

ABSTRACT

Bone defects are a global health problem. The Rigenera system allows the extraction of
micro grafts rich in mesenchymal stem cells (MSCs). The objective of this study was to
evaluate the bone regeneration process by grafts obtained by the Rigenera system in
defects in the rats calvarian. Eighteen male Wistar rats were used, weighing 285 + 29q,
distributed in three groups (n = 6), where each animal was treatment and control, called
G15-Control and G15-Treated (15 days); G30-Control and G30-Treated (30 days) and
G60-Control and G60-Treated (60 days). Two 5mm diameter lesions were performed on
each calvaria side. In the treated groups, autologous micrograft from xiphoid cartilage,
obtained by the Rigenera system, were used. The other defect served as a control in all
animals. The animals were euthanized at 15, 30 and 60 days after the surgery and the
samples were processed for histochemistry. In the control groups, no signs of bone
regeneration were observed, while in the treatment groups, areas of bone formation and
activated mesenchymal tissue were verified. The Rigenera system was efficient in
obtaining autologous micrograft for cell therapy in a critical calvaria defect in rats.
Rigenera system can be widely used in the treatment of bone injuries.

Keywords: bone injury, critical defect, regeneration, treatment, stem cells

INTRODUCAO espontanea ha muito tempo € observada e
apreciada devido a relagdo direta entre
sua estrutura e fungdo, o0 que pode
permitir a recuperacdo do tecido 0sseo,
sendo, porém, essa caracteristica limitada
(Walmsley et al., 2016). Defeitos 6sseos

O osso € um tecido conjuntivo
mineralizado (Martin e Bettencourt,
2018), que tem a capacidade de remodelar
e se regenerar (Matassi et al., 2011). A
capacidade de regeneracdo  Ossea
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craniofaciais associados a trauma ou
patologias 0sseas, levando a ndo unido da
fratura, representam um problema clinico
significativo (He et al. 2014) e
constituem um desafio cirdrgico devido a
delicada e complexa anatomia do
esqueleto craniofacial.  Autoenxertos,
aloenxertos e substitutos 6sseos sintéticos
tém sido usados com sucesso variavel,
cada um com desvantagens distintas que
limitam sua aplicacdo clinica (Stephan et
al., 2010).

A terapia celular, por meio de células-
tronco mesenquimais (CTMs), oferece
uma opgao promissora na recuperagao de
diversos tecidos, incluindo o d&sseo.
Diversos fatores, como métodos de
isolamento celular, tipo de superficie da
cultura, meio de cultura, densidade de
semeadura, tratamento com diferentes
fatores de crescimento e produtos
quimicos, afetam ndo somente a expansao
e as propriedades imunogénicas das
CTMs, mas também a sua diferenciacao
Bydlowski, et al. (2009).

O sistema Rigenera é um desagregador de
tecidos biologicos, com base em um
protocolo preestabelecido, que possibilita
a extracdo de microenxertos de 50um de
uma amostra de tecido conjuntivo
autélogo durante a cirurgia, permitindo
seu uso imediato sem qualquer
manipulacédo ou cultura de células. Testes
in vitro, utilizando a composicdo de
microenxertos,  demonstraram  alta
concentracdo de células viaveis presentes
nesses enxertos, notadamente ricas em

células progenitoras Trovato et al.
(2015). Implantagdo de CTMs tem o
potencial de melhorar a reparacéo do 0sso
danificado He et al. (2014), portanto a
utilizacdo do sistema Rigenera podera
trazer um novo momento nesses
procedimentos, permitindo que 0s
pacientes sejam, ao mesmo tempo,
doador e receptor das CTMs Trovato et
al. (2015). Tendo em vista a importancia
dos estudos de reparacdo éssea, este
estudo teve como objetivo avaliar o
processo de regeneracdo 0ssea em
defeitos criticos, em calvéria de ratos,
guando se utiliza microenxertos obtidos
por meio do sistema Rigenera.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 18 ratos Wistar, machos
(Rattus norvegicus, albinus) com peso
entre 285+29¢, provenientes do Biotério
do Departamento de Morfologia e
Fisiologia  Animal (DMFA) da
Universidade  Federal  Rural de
Pernambuco (UFRPE), mantidos em
ambiente com temperatura ambiente de
22°C+5°C, com ciclos alternados de
claro-escuro de 12 horas, em regime de
alimentacdo ad libitum. Este estudo foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais da UFRPE, sob a licenga n°
099/2019. Os animais foram distribuidos
em trés grupos (n=6 em cada), e cada
animal foi controle dele mesmo (antimero
direito Controle, antimero esquerdo
Tratado), sendo denominados G15-C e
G15-T (animais eutanasiados apds 15
dias do tratamento); G30-C e G30-T
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(animais eutanasiados apds 30 dias do
tratamento) e G60-C e G60-T (animais
eutanasiados apos 60 dias do tratamento).

Antes da anestesia, 0s animais receberam
aplicacdo subcutanea (SC) de meloxicam
e enrofloxacina, na dose de 2mg/kg e
10mg/kg, respectivamente. Todos o0s
animais foram submetidos ao mesmo
protocolo  anestésico, tendo  sido
administrada morfina, na dose de
4mg/kg, como medicacdo pré-anestésica,
por via SC, no momento zero, seguido por
anestesia geral inalatéria via mascara,
obtida por mistura de  gases
contendo concentragdes de isoflurano
diluido em oxigénio (250mL/kg/minuto)
e administrado utilizando-se circuito
anestésico  avalvular, dotado de
vaporizador universal em concentragdo
suficiente para manutencdo de plano
anestésico adequado. A avaliacdo dos
planos anestésicos foi realizada por meio
do reflexo postural, tbnus da mandibula,
reflexo palpebral e pingamento da cauda.

Foi realizado um procedimento cirargico
com 0 objetivo de realizar a extracdo da
cartilagem xifoide. Com o animal
posicionado em decubito dorsal e ap6s
cuidados de antissepsia e colocagdo de
campos cirdrgicos estéreis, procedeu-se a
incisdo de pele e subcutaneo, de
aproximadamente 0,5cm, com lamina de
bisturi n® 11, imediatamente sobre o
processo xifoide. A musculatura foi
incidida com tesoura metzembaum,
expondo a cartilagem da qual foi retirado
um fragmento de 0,5x0,5cm. Apos
retirada do fragmento de cartilagem, foi
procedida a sutura da musculatura e
subcutaneo com fio poliglactina 910 (4-0)
em padrdo de sutura isolado simples e
dermorrafia com fio de nylon 5-0 no
mesmo padrdo. O material obtido foi
colocado em dispositivo de desagregacao
denominado rigenerecon (o qual é
componente do sistema Rigenera), sendo
adicionado 1mL de salina estéril a 0,9% e
processado durante cinco minutos no
sistema Rigenera, resultando numa
solucdo pastosa turva (Fig. 1- A, B e C).

Figura 1. Procedimento cirdrgico em calvaria de ratos Wistar tratados com células-tronco
autologas, oriundas da cartilagem xifoide e processada no sistema Rigenera. A: coleta da
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cartilagem xifoide; B: cartilagem inserida no dispositivo rigeneracon com soluc¢éo salina
estéril a 0,9%; C: sistema Rigenera para processamento da cartilagem xifoide e obtencédo
de microenxertos, mantido sob rotacdo constante durante cinco minutos.

Estando o animal em decubito esternal,
com a cabeca apoiada em almofadas de
posicionamento, foi procedida uma
incisdo de 1,5cm craniocaudal, desde um
ponto medio entre os olhos até um ponto
médio entre as orelhas. Apds a incisdo da
pele e subcutdneo na regido da calvaria,
foram feitos dois defeitos circulares
equidistantes no osso parietal, com uma
broca trefina de 5mm, em motor de
rotacdo controlada. Durante a realizacao
dos defeitos, foi procedida a irrigacdo do
local com solucdo salina para evitar
aquecimento excessivo do 0sso. Em
seguida, com uma seringa, foi
administrada, na lesdo do antimero
esquerdo, a solucao obtida da cartilagem

I . 0 o

xifoide, em quantidade suficiente para
preencher o defeito sem extravasamento
da solucdo. Na lesdo contralateral, foi
utilizado mesmo volume de salina estéril
a 0,9% (Fig. 2 - A, B, C). Ap6s dois
minutos deste procedimento, a lesdo foi
suturada, sendo primeiro fechado o
subcutaneo com fio poliglactina 910 (4-
0), seguido por dermorrafia com fio de
nylon 5-0), ambos em padrdo isolado
simples. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais no biotério e tratados
com morfina na dose de 4mg/kg, por via
subcutanea, a cada 12 horas, durante trés
dias, e 100mg de enrofloxacina por litro
de agua nos bebedouros, durante cinco
dias (Fig. 3- A, B, C).

>

Figura 2. Procedimento cirurgico em calvéria de ratos Wistar tratados com células-tronco
autdlogas, oriundas da cartilagem xifoide e processada no sistema Rigenera. A: realizacdo
de defeito Gsseo critico por meio de broca trefina rotativa de 5mm de didmetro; B: aspecto
do defeito critico nos 0ssos parietais, lado direito — Controle, lado esquerdo — Tratamento
com sistema Rigenera; C: administracdo da cartilagem xifoide processada no sistema
Rigenera na lesdo critica da calvaria do rato.
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Figura 3. Aspecto da recuperacdo da ferida ci
em calvaria e tratados com células-tronco autélogas, oriundas da cartilagem xifoide e
processada no sistema Rigenera. A: Apos cinco dias ; B: ap6s 10 dias; C: ap6s 15 dias.

Foi realizada avaliacdo dos animais
diariamente  no  mesmo  horario,
observando-se parametros fisioldgicos,
comportamentais, além da ingesta liquida
e solida nas Jultimas 24 horas,
conformacdo dos pelos, respiracdo e
postura do animal (Flecknell e Thomas,
2017). O monitoramento das feridas
cirirgicas e de sua evolugdo na
recuperacdo foi realizado diariamente;
era realiado ainda a avaliacdo da dor ou
do desconforto nos animais (Flecknell,
2009).

Nos momentos 15, 30 e 60 dias pds-
tratamento, 0S animais foram
eutanasiados, para a obtencéo da amostra
de tecido 6sseo  para  estudos
morfoldgicos, sequindo normas propostas
pelo Conselho Federal de Medicina
Veterinaria (CFMV). As amostras dos
0ss0s na regido da calvaria do animal
foram  seccionadas numa  figura
quadrangular e, posteriormente, imersas
por 48 horas em formol a 10%, seguida
de imers@o em solucdo descalcificadora
(&cido nitrico a 10%) durante 72 horas, e

rurgica de ratos Wistar, apos procedimento

subsequentemente em alcool 70%.
Posteriormente, as amostras foram
processadas por meio da seccdo central
longitudinal das lesdes, posicionadas nos
moldes, e estes preenchidos por parafina,
formando blocos, o0s quais foram
submetidos a cortes micrometricos
seriados na espessura de  5Sum;
submetidos a coloragdo hematoxilina-
eosina (HE) e tricromico de Gommory
para histoquimica. As imagens foram
capturadas por meio do microscopio
Leica ICC 50W. Os cortes histologicos
foram analisados a fim de se avaliar o
processo de regeneracdo 0ssea em
calvaria, bem como sua estrutura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao exame clinico diario, os animais ndo
apresentaram alteracOes
comportamentais que descaracterizassem
seu estado de bem-estar geral, calma
aparente na gaiola, com ingesta liquida e
solida compativel para a idade e a
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espécie, auséncia de pelos ericados,
respiracdo e postura fisiologicos para a
espécie. As feridas cirdrgicas se
apresentaram limpas, sem exsudatos,
suturas conservadas e com leve edema na
regido, caracteristico para as primeiras 24
horas. As observacdes diérias permitiram
acompanhar a rapida e eficiente
cicatrizagdo, suturas mantidas intactas até
0 sexto dia, seguida aqui de expulsdo
natural pelo organismo até o 15° dia. Foi
observada auséncia de dor ou de
desconforto em todo o periodo de
monitoramento dos animais.

Nos cortes histoldgicos do G15-C, foi
observado que o0 tecido Gsseo e a
membrana conjuntiva da lesdo nao
apresentavam sinais de regeneracdo

Ossea, além de possuir uma grande
diversidade de tecido na extremidade, o
que provavelmente, dificulta o processo
de reestruturacdo (Fig. 4-A). Houve
deposicdo de colageno, osteocitos e
osteoblastos e a formacdo 6ssea que vém
da membrana conjuntiva (Fig. 4-B).
Observa-se também vaso neoformado na
membrana conjuntiva, formando ilhotas
em diferentes pontos de tecido conjuntivo
que se fusionam, porém existem areas
nessas ilhotas que estdo avascularizadas,
indicando que poderdo passar por um
processo de remodelacédo (Fig. 4-C). Ja
nas amostras do G15-T, foi observado um
curto espaco entre as duas extremidades,
com membrana conjuntiva muito ténue e
abaixo dela tecido adiposo (Fig. 4-D).
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Figura 4. Tecido 0sseo da calota craniana de ratos Wistar do Controle (G15-C) e Tratado
(G15-T) apo6s 15 dias do tratamento com cartilagem xifoide. Tricromico de Gomori.
Figura A: G15-C, tecido 6sseo e osteoblastos. Figura B: G15-C, deposicao de colageno,
ostedcitos e osteoblastos. Figura C: G15-C, ilhotas em diferentes pontos. Figura D: G15-
T, membrana conjuntiva. Figura E: G15-T, area de formacdo 0ssea, llhotas de tecido
6sseo circundado por membrana conjuntiva ossificante, com osteoblasto.

Existem areas de formacéo 0ssea, além de
possuir um tecido mesenquimal bem
ativado (Fig. 4-E). Oryan et al. (2018),
relatam que células, em especial as
células-tronco mesenquimais e células
progenitoras, Sd0 0S outros componentes
chave da engenharia de tecidos que tém a
capacidade de acelerar o processo de
cicatrizacao 0ssea de defeitos de tamanho

critico. A diferenciacdo de CTMs em
células precursoras 6sseas € um objetivo
importante em engenharia de tecidos
0sseos, a fim de regenerar com sucesso 0s
defeitos de tamanho critico in vivo, sem a
necessidade de fatores promotores de
crescimento. Durante o0 processo natural
de cicatrizacdo Ossea, as CTMs sdo
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recrutadas para o local do defeito e
diferenciadas para formar 0sso novo.

O presente trabalho evidenciou a
presenca de ilhotas de tecido Osseo
circundado por membrana conjuntiva
ossificante, com osteoblasto. Esses
achados in vivo corroboram com as
concepcdes de Birminghan et al. (2012),
onde 0S mMesmOSs apuraram em Seus
experimentos que, embora o efeito
regulatério dos osteoblastos seja menor
que o dos ostedcitos, 0s osteoblastos
também sdo capazes, de acordo com o
tempo, de estimular a osteogénese nas
CTMs. Em estudos realizados por
Steinbrech et al. (2000) identificaram os
osteoblastos como importantes
mediadores desse processo, por exemplo,
o fator de crescimento vascular (FCV),
um potente peptideo angiogénico de acao
direta, é altamente expresso por células
osteobléasticas in vitro.

Na analise histoldgica dos animais do

G30-C, foi possivel observar lamina e
projecdo de tecido Osseo, além de 0sso

compacto originando-se de membrana
conjuntiva (Fig. 5-A). O processo de
ossificacdo detectado nesta fase foi
intramembranosa (Fig. 5-B), ou seja,
primeiro ocorreu a formagdo da
membrana conjuntiva para posterior
ossificacdo. Foi notada a presenca de
osteoblastos, além de membrana
conjuntiva com bastante colageno
fibroso, um tecido fibroso altamente
vascularizado e osso se formando na
extremidade oposta (Fig. 5-C). Abdullah
(2016) observou que as lesGes de calvaria
podem ser utilizadas como um modelo
para formacdo éssea intramembranosa,
corroborando os presentes achados. Em
adicéo, é verificado que a estrutura 6ssea
das bordas da leséo esta distante do 0sso
que esta se formando, certificando que
ndo houve fechamento total e o tecido
0sseo esta surgindo a partir da membrana
conjuntiva.
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Figura 5. Tecido 6sseo da calota craniana de ratos Wistar do Controle (G30-C) e Tratado
(G30-T) apds 30 dias do tratamento com cartilagem xifoide. H-E. Figura A: G30-C,
projecdo de tecido dsseo e 0sso compacto se formando. Figura B: G30-C, ossificacao
intramembranosa. Figura C: G30-C, membrana conjuntiva com bastante colageno
fibroso. Figura D: G30-T, ossificagdo endocondral. Figura E: G30-T, extremidades
distantes, mostrando que ndo houve fechamento.

Na calvaria dos animais do G30-T, foi
visto que existe pouca quantidade de
membrana conjuntiva e fibrocartilagem
no tecido 6sseo. E possivel verificar que
existem trés estruturas de tecido

conjuntivo em estado de regeneracdo
mais avancado. O tecido compacto esta se
formando e reconstituindo, mas a diploe
ndo esta perfeita. Em alguns campos, é
observada também a presenca de

43



membrana conjuntiva com fibroblastos e
fibrocartilagem. Ha uma area de tecido
0sseo revestida por fibrocartilagem; isto
demonstra que o enxerto submetido
através do sistema Rigenera influenciou
no processo de regeneragao 6ssea. Nota-
se a existéncia de membrana conjuntiva
que estd dando origem a varias estruturas
Osseas e sendo revestida por um
peridsteo.

Ficou evidenciado que aos 30 dias a lesdo
ndo regenerou completamente, mas
mostra que o sistema Rigenera da origem
a membrana conjuntiva e essa membrana
€ multipotente, pois originara tecido
mesenquimal indiferenciado com muito
fibroblasto ativo, dando origem a um
tecido rico em colageno bem
vascularizado, tecido  fibroso e
osteoblastos. O osso ndo se forma de
maneira regular onde é possivel
visualizar ~ varios  Osteons.  Essas
informacg6es sdo também suportadas por
Jin-Young et al. (2013) sugerem que as
CTMs séo células-semeadas ideais para a
formagdo Ossea. Neste trabalho pode-se
inferir ainda que o G30-T tem uma menor
area de membrana conjuntiva, a
ossificacdo € endocondral (Fig. 5-D),
entretanto observa-se ilhas de tecido
0sseo se formando cercado por
membrana conjuntiva com diferenciagio
osteoblastica e/ou diferenciacdo de
cartilagem fibrosa.

E observado membrana proxima da
extremidade Gssea e da fibrocartilagem,
tecido conjuntivo denso, tecido adiposo

(Fig. 5-E). As células primitivas situadas
na membrana proliferam dando origem a
células chamadas osteoprogenitoras;
estas se mantém em ndmero através de
atividades mitdticas continuas dando
origem a formac&o de espiculas dsseas e
da membrana conjuntiva rica em
colageno com muitos fibroblastos, tecido
mesenquimal  escasso e  matriz
extracelular. Nos animais do G60-Cnéo
houve estimulacdo; havendo espaco entre
as extremidades com membrana
conjuntiva pouco diferenciada, maior
quantidade de tecido mesenquimal do que
colageno e fibroblasto. Entre as
extremidades Osseas é notada uma
membrana conjuntiva e, também que este
revestimento da estrutura éssea serve
como fonte de osteoblastos o que
favorece a ossificagdo intramembranosa
(Fig. 6-A).

Nota-se ainda que houve remodelagédo
Ossea com formacgdo de diploe afastado
das extremidades dsseas, sendo possivel
observar duas camadas, no entanto, na
extremidade, onde ocorreu sintese dssea,
o0 centro nédo foi remodelado. H& 6steons
com tipico processo de morte para
reabsorcao (Fig. 6- B e C). No centro da
area é notada uma estrutura mesenquimal
de origem externa ou da membrana
(peribsteo), enquanto proximo a uma das
extremidades a auséncia de o0sso diploe.
O 0ss0 encontra-se em processo de
remodelamento, sendo notdria a presenca
de mdasculo, tecido conjuntivo denso,
membrana conjuntiva formando
cartilagem fibrosa e osteoblastos em
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desenvolvimento. Observa-se também
tecido  conjuntivo  fibroso  denso,
fibrocartilagem e osteoblastos,
extremidades com 0sso compacto em
plena remodelacédo (Fig. 6- D e E).

Porto et al. (2012), afirmam que lesdo de
5mm n&o seja utilizado como um defeito
critico para periodos de avaliacdo
superior a 30 dias nesta espécie. Ao
analisar os animais do GG60-T,
comprovou-se que a ossificacdo foi toda
intramembranosa por ser uma membrana
conjuntiva e fonte dos osteoblastos.
Enquanto Luby et al. (2019) observaram
que apdés 60 dias, o tecido 0sseo

preencheu todo o defeito apos o implante
de CTM-TA (tecido adiposo)ou CTM-
MO (medula Ossea). Alem disso, nédo
houve diferenga na maturacdo 0ssea
guando CTM-TA ou CTM-MO foram
implantados. Os resultados demonstram a
importancia e eficiéncia do sistema
Rigenera como desagregador celular
antes da utilizagdo de enxertos para
regeneracdo Ossea em lesdo critica na
calvaria e que os melhores resultados
foram observados apos 15 dias de
realizacdo do enxerto.
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Figura 6: Tecido 6sseo da calota craniana de ratos Wistar do Controle (G60-C) e Rigenera
(G60-R) apos 60 dias do tratamento com cartilagem xifoide. H-E. Figura A: G60-C,
ossificacdo intramembranosa. Figura B: G60-C, membrana dando origem a tecido 6sseo.
Figura C: G60-C, sistema de Havers. Figura D: G60-T, Tecido conjuntivo fibroso denso,

fibrocartilagem e osteoblastos. Figura E: G60-T, remodelacdo acontecendo.
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CONCLUSAO

Conclui-se que o uso do sistema Rigenera
contribuiu de forma eficiente na obtencéo
dos  microenxertos  autélogos de
cartilagem xifoide, para terapia celular
em defeito critico de calvaria de ratos,
otimizando a regeneracdo Ossea aos 30
dias ap6s o tratamento. Com o
aprimoramento do protocolo, o sistema
Rigenera podera ser amplamente
utilizado no tratamento de lesdes 0sseas.
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RESUMO

Defeitos 6sseos constituem um problema de saude global. O sistema Rigenera
permite a extracdo de microenxertos ricos em células-tronco mesenquimais
(CTMs). Objetivou-se avaliar o processo de regeneracao 0ssea por enxertos
obtidos pelo sistema Rigenera e comparando com a biomembrana a base de
guitosana com microcelulose fibrilada (MFC) em defeitos criticos na calvéaria de
ratos. Foram utilizados 54 ratos Wistar, machos, pesando 285+29q, distribuidos
em trés grupos (n=18), sendo cada animal controle de si mesmo, divididos
aleatoriamente em 3 grupos: Grupo A: Controle e Rigenera; Grupo B: Controle e
biomembrana de Quitosana/MFC; Grupo AB: Controle e Rigenera associado
com a biomembrana a base de quitosana quitosana/MFC (15, 30 e 60 dias, com
n=6 cada grupo). Foram realizadas duas lesdes de 5mm de didmetro em cada
antimero da calvaria. Nos grupos tratados, foram utilizados microenxertos
autdlogos de cartilagem xifoide obtidos pelo sistema Rigenera (grupo A),
biomembrana a base de quitosana/MFC (grupo B) e a associacao entre o0s
microenxertos autélogos com a biomembrana (grupo AB). O defeito contralateral
serviu como controle em todos os animais. As tomografias computadorizadas
foram realizadas usando um scanner GE Hi-Speed FXI CT e, ap0s 0 processo
de varredura, foi feito a reconstrucdo das imagens em software de visualizac&o
DICOM. Os animais foram eutanasiados aos 15, 30 e 60 dias ap0s a cirurgia, e
as amostras foram processadas para analise histoquimica. Nas analises de
densidometria 0ssea verificamos que no grupo A foi mais eficiente aos 60 dias,
0 grupo B aos 15 dias e pouco eficiente com 60 dias € no grupo AB mostraram
aumento da densidometria 6ssea aos 30 e 60 dias. Nos grupos controle, ndo
foram observados sinais de regeneracdo Ossea, enquanto nos grupos
tratamento foram verificadas areas de formacdo dssea e tecido mesenquimal
ativado. O sistema Rigenera foi eficiente na obtengdo de microenxertos
autdlogos, para terapia celular em defeito critico de calvaria de ratos. A
biomamembrana de quitosana/MFC possuem propriedades osteoindutoras
auxiliando no processo de regeneracdo 0ssea em calvaria de ratos. Com o
aprimoramento do protocolo, o sistema Rigenera e a biomembrana a base de
quitosana/MFC poderdo ser amplamente utilizados no tratamento de lesdes
osseas.

Palavras-chave: lesdo 0ssea, defeito critico, regeneracao, tratamento, células-
tronco
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ABSTRACT

Bone defects are a global health problem. The Rigenera system allows the
extraction of micro-grafts rich in mesenchymal stem cells (MSCs). The objective
of this study was to evaluate the bone regeneration process using grafts obtained
by the Rigenera system and comparing it with the chitosan-based biomembrane
with fibrillated microcellulose (MFC) in critical defects in the calvaria of rats. 54
male Wistar rats, weighing 285 + 29g, were used, distributed in three groups (n
= 18), each animal being its own control, randomly divided into 3 groups: Group
A: Control and Rigenera; Group B: Chitosan / MFC control and biomembrane;
Group AB: Control and Rigenera associated with the chitosan-based chitosan /
MFC biomembrane (15, 30 and 60 days, with n = 6 each group). Two 5mm
diameter lesions were performed on each calvaria antimere. In the treated
groups, autologous micrografts of xiphoid cartilage obtained by the Rigenera
system (group A), chitosan / MFC-based biomembrane (group B) and the
association between autologous micrografts and the biomembrane (group AB)
were used. The contralateral defect served as a control in all animals. The CT
scans were performed using a GE Hi-Speed FXI CT scanner and, after the
scanning process, the images were reconstructed using DICOM visualization
software. The animals were euthanized at 15, 30 and 60 days after surgery, and
the samples were processed for histochemical analysis. In bone densitometry
analyzes we found that in group A it was more efficient at 60 days, group B at 15
days and not very efficient at 60 days and in group AB they showed increased
bone densometry at 30 and 60 days. In the control groups, no signs of bone
regeneration were observed, while in the treatment groups, areas of bone
formation and activated mesenchymal tissue were verified. The Rigenera system
was efficient in obtaining autologous micrografts, for cell therapy in a critical
defect in rat calvaria. The chitosan / MFC biomamembrane has osteoinductive
properties assisting in the bone regeneration process in rat calvaria. With the
improvement of the protocol, the Rigenera system and the chitosan / MFC-based
biomembrane may be widely used in the treatment of bone injuries.

Keywords: bone injury, critical defect, regeneration, treatment, stem cells

1. INTRODUCAO

Defeitos 0sseos, devido a trauma e a reabsor¢cdo éssea patoldgica e
fisiologica, representam um grande desafio e constituem um problema de saude
global. A necessidade de regeneracdo O0ssea em cirurgias cranianas, orais,
maxilo-faciais e ortopédicas é uma das questdes clinicas centrais na medicina

regenerativa e de reabilitagdo (Martin et al., 2018). Ocasionalmente, um defeito
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0sseo pode ser formado em ortopedia e traumatologia e, neste caso, 0 0SS0 ndo
cicatriza e precisa de reconstrucdo 0ssea. A reconstrucao 6ssea bem-sucedida
requer osteoproducao, osteoinducédo, osteoconducao, estimulacdo mecanica e
vascularizacdo, além de drogas que atuam desempenhando um papel

importante no metabolismo e crescimento 6sseo (Matassi et al., 2011).

A reconstrucdo e a regeneracao de defeitos esqueléticos significativos
surpreenderam a humanidade por milhares de anos (Ghambari et al., 2016). Os
substitutos sintéticos do enxerto 0sseo, desenvolvidos em um esforco para
superar as limitacGes inerentes ao autoenxerto e aloenxerto, representam uma
estratégia alternativa. Os biomateriais sdo matrizes temporarias para o
crescimento 6sseo e fornecem um ambiente e uma arquitetura especificos para
o desenvolvimento dos tecidos. Além disso, podem ser utilizados como veiculo
para a administracdo de medicamentos, como antibiodticos, agentes

guimioterapéuticos ou fatores de crescimento (Matassi et al. 2011).

A quitosana, comumente encontrada nas conchas de -crustaceos
marinhos, paredes celulares de fungos e exoesqueleto de artropodes, é o
derivado desacetilado da quitina e apresenta um polissacarideo linear composto
por unidades de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina (Georgopoulou et al.
2018). Esta promove osteoconducéo, capacidade de produzir estruturas porosas
e crescimento celular, possuem natureza antibacteriana e reacdo minima ao
corpo estranho. Além disso, a quitosana possui similaridade estrutural com os
glicosaminoglicanos e permite a incorporacdo de bioceramicas, como a

hidroxiapatita (Chatzipetros et al. 2018).

Estudos in vitro sugerem que a quitosana possui propriedades
osteogénicas, pois promove a diferenciagdo de células-tronco em osteoblastos
formadores de 0ssos e promove o crescimento de colbnias ésseas. Além disso,
sugerem que a quitosana sozinha é suficiente para estimular a osteogénese
(Kjalarsdottir et al. 2019). A biocompatibilidade da quitosana, a
biodegradabilidade, as propriedades antimicrobianas, a capacidade de estimular
macroéfagos, induzir a formacao 6ssea e interagir com moléculas carregadas

negativamente, como glicosaminoglicanos (GAGs) e proteoglicanos, sdo os
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principais motivos para explicar por seu amplo uso como substrato de biomaterial

(Georgopoulou et al., 2018).

O desagregador de tecidos bioldgicos Rigeneracon, com base no
protocolo Rigenera, permite a extracdo de micro enxertos de 50 um de uma
amostra de tecido conjuntivo autdlogo diretamente dentro de uma cirurgia e
imediatamente utilizado sem qualquer manipulagcédo ou cultura de células. Se
colocar na cultura para testar a natureza e a composi¢céo de micro enxertos, o
altimo mostra células viaveis dentro deles e a populacdo de células dotadas
destes enxertos € particularmente rica em termos de células progenitoras
(Trovato et al., 2015).

Tendo em vista a importancia dos estudos de regeneracao 6ssea com a
quitosana, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o processo de
regeneracdo Ossea através do uso de uma biomembrana a base de
quitosana/MFC associados ou ndo com auto enxertos obtidos através do

dispositivo Rigeneracon em defeitos de tamanho critico em calvéria de ratos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. ANIMAIS

Foram utilizados 54 ratos machos da linhagem Wistar, adultos, com peso
corporal de 298+30g, provenientes do Biotério do Departamento de Morfologia e
Fisiologia Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(DMFA/UFRPE). Os animais foram mantidos em gaiolas com &gua e
alimentacédo ad libitum, sob temperatura ambiente de 22°C+5°C e fotoperiodo de
12h claro-escuro. O estudo foi realizado seguindo as orientacdes para o cuidado
e uso de animais emanados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentagcdo Animal (CONCEA) e com devida aprovacdo da Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(CEUA/UFRPE) sob a licenca de n° 099/2019.

Todo procedimento experimental no animal foi realizado na sala de

experimentacdo do Biotério do DMFA/UFRPE. Os animais foram divididos
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aleatoriamente em 3 tratamentos, cada um constituido por 54 animais, e
separados de acordo com o tempo do procedimento cirdrgico representados da
seguinte forma: Grupo A: Controle e Rigenera; Grupo B: Controle e
biomembrana a base de Quitosana/MFC; Grupo AB: Controle e Rigenera
associado com a biomembrana a base de quitosana/MFC (15, 30 e 60 dias, com

n=6 cada grupo)

2.2.  MEDICACAO PRE-ANESTESICA E ANESTESICA

Em cada grupo, apés pesados, os animais foram submetidos a um protocolo
de medicacado pré-anestésica (MPA), adotando-se a administracdo de morfina
na dose de 4 mg/kg, por via subcutanea (SC). Também foram aplicados
meloxicam e enrofloxacino, nas doses de 2 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente,
também por via SC. Para realizacdo da anestesia, utilizou-se a mistura de gases
contendo oxigénio e isoflurano, através de vaporizador universal. A inducéo
anestésica foi realizada através de cdmara de indugdo e manutencdo em sistema

aberto utilizando méscara para anestesia, de tamanho adequado.

2.3. RETIRADA DA CARTILAGEM XIFOIDE E PROCESSAMENTO NO
DISPOSITIVO RIGENERACON

O procedimento cirlrgico sucedeu-se com a extracao da cartilagem xiféide,
a qual foi acessada pelo térax (por meio de um corte anteroposterior de
aproximadamente 1 cm de comprimento; e a posterior sutura), coletada e
processada (conjugada com cerca de 0,5 ml de soro fisiolégico, por um periodo
de 5 minutos, pelo sistema de desagregacdo de tecido biologico Rigenera,
resultando num material aquoso-pastoso. Apés este procedimento, foi realizada
uma abertura anteroposterior (aproximadamente 2cm) na regiao da calvaria do
animal e, com o uso de uma trefina dentaria de 5mm de didmetro, duas lesbes
circulares controladas foram feitas no osso parietal. Por conseguinte, com a
utilizacdo de uma seringa, a amostra processada no Rigenera foi administrada
nas cavidades esquerda do animal, enquanto a lesdo controle recebeu solucao
salina.
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Apés 2 minutos da ministracdo do composto, a lesao foi fechada e suturada.
Logo em seguida, os animais foram colocados isoladamente nas caixas do
biotério. Dessa forma, os animais receberam 0,10 mL de morfina
subcutaneamente a cada 12 horas, durante trés dias; e 100 mg de enrofloxacina

por litro de agua, que foi adicionada nos bebedouros dos animais, durante 5 dias.

24. USO DO FILME DE QUITOSANA COM CELULOSE
MICROFIBRILADA

O biomaterial foi suturado com auxilio de um punch de uso veterinario,
visando obter a medida das lesdes circulares controladas realizadas com a
trefina. No grupo em que a quitosana foi utilizada em associagdo com o material
previamente submetido ao Rigenera, o mesmo foi embebido no material pastoso

resultante do processamento no dispositivo.

2.5. PRODUCAO DAS LESOES NAS CALVARIAS

Neste procedimento, foi realizada uma incisdo na linha média e
espalhamento das camadas da pele, facial e periosteal, sobre a sutura sagital da
calvéaria. Com uma broca trefina dentéria rotativa de 5 mm de diametro, foram
realizadas duas lesdes no cranio do animal sendo uma para controle e a outra a
receber o material processado do dispositivo, a biomembrana a base de
quitosana/MFC ou a associacdo dos dois. O osso ndo foi completamente
penetrado pela trefina, a fim evitar danos nos tecidos durais e cerebrais
subjacentes.

Duas lesdes foram realizadas nas calvarias dos animais, sendo 0s
controles representados através de um defeito vazio no lado direito e um que
recebeu o enxerto no lado esquerdo. A medida que o defeito se aproximava da
espessura apropriada, a porcao trefinada do osso era deslocada para baixo com
uma ligeira pressdo com o auxilio de uma pinc¢a cirdrgica, indicando um corte
guase total na calvaria. De acordo com Luby et al., (2019) para os modelos de
defeitos de calvéaria, muitos estudos utilizaram um defeito de tamanho critico
bicortical de espessura total nos 0ssos frontal ou parietal para avaliar o potencial
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regenerativo de células-tronco mesenquimais do tecido adiposo e células-tronco

mesenquimais da medula 0ssea.

2.6. OBTENCAO E PROCESSAMENTO DOS TECIDOS

Aos 15, 30 e 60 dias pos-cirurgico, 0os animais foram eutanasiados atravées
de inducao anestésica por COz, e ap0s parada cardiorrespiratoria, foi realizada
perfuracdo do térax. As amostras dos 0ssos na regido da calvéria do animal
foram seccionadas numa moldura quadrangular e, posteriormente, imersas por
48h em formol a 10% e, em seguida, foram descalcificadas (acido nitrico a 10%)
durante trés dias e logo depois acondicionadas em alcool 70%. Posteriormente,
no Laboratério de Histologia do DMFA/UFRPE, as amostras foram processadas
por meio da secc¢éo central longitudinal das lesGes e posicionadas corretamente
nos moldes que, foram preenchidos por parafina para formar os blocos, os quais
foram utilizados para os cortes micrométricos seriados na espessura de 5um;
sendo em seguida realizadas as andlises histoquimicas. O material foi cortado
e submetido as técnicas de coloracao pela hematoxilina-eosina (HE) e tricromico
de Gommory. Para este procedimento, apenas os grupos A e B foram
analisados. As imagens foram capturadas por meio do microscoépio Leica ICC
50W.

2.7. TOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA

As varreduras de tomografia computadorizada (TC) foram realizadas
usando um scanner GE Hi-Speed FXI CT (General Elec
tric, Fairfield, CT 06824, EUA), que tinha sido calibrado antes das varreduras.
Para este procedimento, os animais foram anestesiados para uma eficiente
obtencéo de dados. Apods o processo de varredura, foi feito a reconstrucéo das
imagens em software de visualizacdo DICOM (OsiriX-64 bits, versdo 7.0), cujo
as regides da calvaria foram selecionadas. Os valores foram obtidos em

unidades Hounsfield para osso trabecular (HUt).

56



2.8.  ANALISE ESTATISTICA

Para a avaliagdo de densitometria 0ssea dos animais, a estatistica foi
realizada no GraphPad Prism 8.3.4. utilizando a ANOVA como teste post hoc de
Borrefoni (P <0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises tomograficas realizadas nos animais indicaram aumento da
densidade 6ssea nos animais pertencentes ao grupo AB com 30 e 60 dias poés-
cirurgia, como mostra a figura 1. Estes achados estdo de acordo com dados da
literatura que evidenciam as propriedades osteogénicas e regenerativas de
microenxertos produzidos pela Rigenera devido a presengca de células
progenitoras (D’Aquino et al., 2016). Biomateriais a base de quitosana também
tém sido utilizados em estudos de regeneracao de tecido 6sseo, uma vez que a
guitosana atua como elemento fisico scaffold permitindo a migracdo, adeséo e
proliferacédo de células 6sseas (Rolim et al., 2018).

Além disso, Spin-Neto et al. (2012), ao avaliar a acdo de biomateriais de
quitosana e de cloridrato de quitosana, com baixo e alto peso molecular, na
correcdo de defeitos 6sseos de tamanho critico (DOTC) em calvaria de ratos
através de imagens radiograficas digitais, verificaram que os biomateriais
testados ndo foram capazes de aumentar sozinhos a densidade radiografica. No
entanto, outro estudo realizado por Kang et al. (2010), mostrou que quando a
membrana de quitosana foi associada as células-tronco, houve menor resposta
inflamatoria quando comparado ao grupo controle. Segundo estes autores, esse
fato pode ser explicado pela provavel imunossupresséo causada pelas células-
tronco transplantadas. Araujo et al. (2020) também mostrou a capacidade de
regeneracdo Ossea de microenxertos 0sseos autdlogos produzidos pela
Rigenera® no reparo de defeitos criticos em calvaria de rato associada a 0sso
xendgeno.

Ao analisar os grupos, foi visto que ndo houve diferencas significativas
entre os trés grupos no periodo de 15 dias, quando comparado com 0s outros
tempos. Aos 30 dias pos-cirurgico, foi observado um aumento significativo da
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densidade Ossea na area analisada com relacdo ao grupo AB. J4 nos animais
analisados com 60 dias de experimento, nos grupos A e AB, houve diferencas
significativas quando comparadas aos grupos controle e ao grupo B. Ainda foi
observado que o grupo B ndo demonstrou aumento significativo nos periodos de
30 e 60 dias (Fig. 2). Estes dados indicam uma melhor osteoinducdo entre o
grupo tratado apenas com as células do sistema Rigenera, bem como estas em
associagdo com a biomembrana a base de quitosana/MFC.

De acordo com Kosaka et al. (1996), in vivo esta biomembrana pode
estimular a proliferagdo de fibroblastos e modular a migracdo de neutrofilos e
macrofagos, modificando assim o0s processos subsequentes de reparo, como
fibroplasias e neoformacéo de tecidos. Azab et al. (2007) também observaram
gue, apés a implantacdo do material contendo quitosana em sua constituicéo,
houve a formacgdo de vasos sanguineos no local do procedimento, o que é

positivo para o processo de regeneracao 0ssea.

Densidade 6ssea Controle

- EZ3 Rigenera
E3 Quitosana
D Rigenera+ Biomaterial
5004

4001
3004

200+

Unidades Hounsfield (HU)

1004

Figura 1: Densitometria 6ssea da falha critica na calvaria de ratos tratados com
diferentes compostos aos 15, 30 e 60 dias poOs-cirargico. Teste post hoc de
Borrefoni (P <0,05)

58



Figura 2: Reconstrucdo das imagens em software de visualizagdo DICOM (OsiriX-64 bits,
versao 7.0), cujo as regides da calvaria foram selecionadas apés o tempo de 60 dias de
tratamento. Imagens demonstram as regifes de interesse dos Rigenera associado ao
biomembrana de quitosana/MFC (A), biomembrana de quitosana/MFC (B) e grupos Rigenera
(C). Os valores foram obtidos em unidades Hounsfield para osso trabecular (HUt).

descaracterizassem seu estado de bem-estar geral ao exame clinico diario, ,
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calma aparente na gaiola, com ingesta liquida e sélida compativel para a idade
e a espécie, auséncia de pelos ericados, respiracdo e postura fisioldgicos para
a espécie.

Os resultados demonstram a importancia e eficiéncia do sistema Rigenera
como desagregador celular antes da utilizacdo de enxertos para regeneracao
O0ssea em lesao critica na calvaria exceto quando foram observados que apos
15 dias de realizagdo do enxerto n&o houve diferencga.

De acordo com as avalia¢des histopatolégicas das calvarias no grupo B,
foi observado no grupo tratado com 15 dias que a biomembrana a base de
quitosana/MFC exerce um papel indutor na formacdo de membrana conjuntiva
com presenca de ceélulas osteogénicas, caracterizando ossificacédo
intramembranosa. Foi possivel observar a biomembrana sendo encapsulada por
um tecido com fibroblastos ativos proliferativos. A biomembrana de
quitosana/MCF gera ao redor dele uma membrana conjuntiva para ossificacao,
mostrando sua fun¢éo osteoindutora. Estes achados vao de encontro com o que
Spin-Neto et al, 2012 abordando que in vivo, este polimero pode estimular a
proliferacdo de fibroblastos e modular a migracédo de neutrofilos e macrofagos,
modificando assim o0s subsequentes processos de reparo como fibroplasias e
neoformacao tecidual. No grupo controle de 15 dias ndo ha inducéo de formacéao
0ssea. O processo de regeneracdo 6ssea esta normal.

Ao analisar o grupo tratado de 30 dias, foi verificado um espessamento
0sseo constituido por 0osso compacto em processo de remodelacdo. Nota-se
maior densidade de osso compacto em algumas regides quando comparado
com 0 grupo que nao recebeu o biomaterial no defeito critico induzido.
Membrana conjuntiva envolvendo placas osseas formam uma ponte conjuntiva
entre as diversas neoformacdes, caracterizando a ossifica¢céo intramembranosa.
Em achados nos experimentos de Moraes et al. (2017) com relacdo a
neoformacao 0ssea, em todos 0s grupos avaliados, no intervalo inicial de sete
dias, houve formacao de tecido 6sseo imaturo e neovascularizagdo local. Ainda
0 que cita Intini et al. (2008) é que a grande vantagem dessa nova classe de
biomateriais é a capacidade de estimular a invasao vascular precoce. JA com
relacdo ao grupo controle de 30 dias, o tecido 0sseo ainda vai passar por um
processo de remodelacdo. Ha uma neoformacao 0ssea, porém, disforme, o que
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nos faz concluir que a ossificacdo esta atrasada, pois foi possivel observar
também tecido 6sseo em processo de necrose e membrana conjuntiva cheia de
fibroblastos onde esta ocorrendo formacao de tecido 6sseo, porém de maneira

desorganizada.
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Figura 3: Falha/defeito critico em calvaria craniana de ratos Wistar do Controle
do Grupo B- 15 dias (A, B e C) e tratado com a biomembrana a base de
guitosana/MFC 15 dias (D, E e F). A e C: observa-se tecido dsseo do defeito
critico (TOC) e membrana conjuntiva (MC); B: deposi¢édo de célcio (DC); D:
tecido mesenquimal (TM); E: tecido conjuntivo denso (TCD) e oss diploe (OD);
F: tecido mesenquimal osteogénico. Barra: corte em 5 um. HE.
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observou-se presenca de tecido associado com cartilagem na periferia dele.

Notou-se a participagdo de membrana conjuntiva bem vascularizada na
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formacdo da estrutura 6ssea. Podemos constatar diferentes formacdes teciduais
nesta membrana: tecido mesenquimal, tecido 0sseo em processo de
remodelagdo e no centro uma estrutura 6ssea compacta semelhante a um plug
osseo no defeito critico. De acordo com os achados de Nassif et al. (2012) foi
visto que, apés a implantacdo do material que contém quitosana em sua
constituicdo, também observou a formacdo de vasos sanguineos na area do
procedimento. J4 com relacdo ao grupo controle de 60 dias é observado uma
fiborose, membrana conjuntiva espessada com célula mesenquimal, pouco

fibroblasto e boa quantidade de substancia fundamental entre as extremidades.
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30 dias (A, B e C) e tratamento com a biomembrana a base de quitosana/MFC 30
dias (D, E e F). Observados em A: tecido 6sseo no limite do defeito critico; B:
membrana mesenquimal osteoprogenitora (MMO) e tecido 6sseo no defeito critico
(Tec O);C e D: tecido 6sseo (TO); E: tecido adiposo (Tec A); Barra: corte em 5 ym.
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Figura 5: Tecido 6sseo da calota craniana de ratos Wistar do Controle do Grupo B- 60
dias (A, B e C) e tratamento com a biomembrana a base de quitosana/MFC 60 dias (D, E
e F). Observados e A: tecido 6sseo compacto no defeito critico (TC), tecido 6sseo
compacto (TOC) e tecido mesenquimal osteogénico (TMO); B: tecido mesenquimal
osteoprogenitor (TM), TOC e tela subcutanea (TS); C: TM; D: tecido 6sseo jovem (TO) e
TM; E: TC; F: TO e TMO. Barra: corte em 5 um. HE.

CONCLUSAO

Os resultados suportam a hip6tese de que o dispositivo Rigenera bem
como a biomembrana de quitosana/MFC, auxiliam no processo de regeneracéo
O0ssea em calvaria de ratos. As amostras de cartilagem xiféide submetidos ao
processamento no dispositivo Rigenera mostraram ser um modelo ideal para os
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NOSSOS experimentos, assim como a biomembrana a base de quitosana/MFC.

Ambas serviram como estimulantes no processo devido a capacidade de possuir

propriedades osteoindutoras. Entéo, faz-se necessario testes futuros sobre este

dispositivo de desagregacdo mecanica associado a biomembrana de

qguitosana/MFC para a realizacdo de testes e uso seguro na engenharia de

tecidos, além de suas utilizagdes no tratamento de lesdes 6sseas.
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CONSIDERACOES FINAIS DA TESE

O grande desafio inicial foi tentar desenvolver estudos voltados para a
cultura de células, porém ndo obtivemos sucesso devido a problemas de

estrutura. Também ficou evidente a nossa dificuldade em encontrar um tecido
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alvo para obter células-tronco a serem cultivas. Nossos achados afirmam que o
dispositivo Rigenera bem como a biomembrana de quitosana/MFC atuam
auxiliando no processo de regeneracdo 0ssea em calvaria de ratos. Nossos
resultados mostraram que os tempos de 30 e 60 dias foram importantes na
densitometria 6ssea, mostrando que o dispositivo Rigenera e a biomembrana
associada com os enxertos obtidos neste dispositivo atuam com a capacidade
osteoindutora acelerando o processo de regeneracdo 0ssea. As amostras de
cartilagem xiféide submetidos ao processamento no dispositivo Rigenera nos
deu um melhor entendimento tanto na visédo de intervencgdo cirargica, quanto na
sua capacidade de servir como um modelo ideal para 0s nossos experimentos.
Ambas serviram como estimulantes no processo devido a capacidade de possuir
propriedades osteoindutoras.

Entdo, faz-se necessario testes futuros sobre este dispositivo de
desagregacao mecanica associado a biomembrana de quitosana/MFC para a
realizacdo de testes e uso seguro na engenharia de tecidos, aléem de suas
utilizagdes no tratamento de lesdes 0sseas. Além disso, é crucial realizar testes
histopatolégicos dos enxertos obtidos pelo dispositivo Rigenera associado a
biomembrana de quitosana/MFC para melhor avaliar o processo de
reestruturacao e regeneracdo 6ssea. Em adicao, testes in vitro com cultura de
células afim de avaliar os enxertos da cartilagem xifoide obtidas no dispositivo,
utiizando marcadores para células-tronco analisar o conteludo presente na

suspensao obtida é crucial para um melhor entendimento do processo.
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Abstract
Breast cancer is the most commonly diagnosed cancer in women under 60. Localized breast
cancer is easily treated, resulting in high survival rates. However, treatment for advanced disease
is inadequate, with a five-year survival rate of less than 24%. Thus, there is a great need for new
therapies capable of increasing therapeutic efficacy. Synthetic mesoionic compounds, belonging
to the 1,3-thiazolium-5-thiolate group, are recognized for their broad spectrum of biological
activities including antibiotic, antiparasitic, antiviral, anticonvulsant, antidepressant, antioxidant,
analgesic, anti-inflammatory, and more recently for their potential antitumor activity. These
compounds have the ability to cross cell membranes; the characteristic of mesoionic structures
having distinct regions of positive and negative charge associated with a poly-heterocyclic
aromatic ring system, indicates the capability of strong interactions with biomolecules such as
DNA and proteins. In this study, the cytotoxic effects of mesoionic compound MI H 2.4 alone and
in combination with zinc was examined in breast cancer cell lines (4TI, BT-20, BT-549, MCF?7,
MDA-MB-231, MDA-MB-436, MM2MT, T-47D, and ZR-75-1) and normal breast cell lineages
(HUMEC, MCF-10A, and MCF-12A) were evaluated. The effect of this agent on cell cycle was
also investigated. Different concentrations of mesoionic compound MI H 2.4 (MI H 2.4 free) and
in combination with zinc (Ml H 2.4 Zinc) were added to the cultured cells and incubated for 24,
48, 72 and 96 h. Cell survival and cytotoxicity were evaluated using crystal violet and MTT assays.
Cell cycle analysis was performed using MCF7 cells that were stained with propidium iodide and
analyzed by flow cytometry. The cytotoxic effects of mesoionic compounds (Ml H 2.4 free and Ml
H 2.4 Zinc) were highest at72 and 96 h. The Ml H 2.4 free and MI H 2.4 Zinc showed a similar
inhibitory effect on breast cancer cell growth in the uM range. In contrast, the normal breast cell
lineages showed low cytotoxicity to treatment with the mesoionic compounds. Treatment of MCF7
cells cultured with Ml H 2.4 free blocked cell cycle progression at the G2 phase of the cell cycle
after 24 h of treatment. Mitochondrial function of MCF7 cells was determined using a Seahorse
XF-24 Extracellular Flux Analyzer. Treatment with Ml H 2.4 free and MI H 2.4 Zinc for 24 h resulted
in a decreased basal and maximal mitochondrial respiration. In summary, mesoionic compound
MI H 2.4 may offer a novel therapeutic strategy in the treatment of breast cancer, considering that
it has significant antitumoral activity in breast cancer cell lines and low cytotoxicity in normal cells.
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Abstract

In this work, we report the synthesis of a new 1,3-thiazolium-5-thiolate derivative of a
mesoionic compound (MIH 2.4BI) and the characterization of its selective cytotoxicity on a
panel of breast cancer cells lines. The cytotoxic effect of MIH 2.4BI on breast cancer cell lines
was determined by XTT and crystal violet assays, flow cytometry analysis, electron
microscopy characterization, and terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) deoxyuridine
triphosphate (dUTP) nick end labeling (TUNEL) apoptosis assays. As determined using XTT
cell growth and survival assays, MIH 2.4BI exhibited growth inhibition activity on most breast
cancer cell lines tested, compared with normal human mammary epithelial cells. Three breast
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cancer cell lines (MCF-7, T-47D, and ZR-75-1) showed a more potent sensitivity index to
growth inhibition by MIH 2.4BI than the other breast cancer cell lines. Interestingly, these 3
cell lines were derived from tumors of Luminal A origin and have ER (estrogen receptor), PR
(progesterone receptor), and HER2 (human epidermal growth factor receptor 2) positive
expression. Additional analysis of cytotoxicity mediated by MIH 2.4BI was performed using the
MCF-7 cell line. MCF-7 cells displayed both time- and dose-dependent decreases in cell
growth and survival, with a maximum cytotoxic effect observed at 72 and 96 hours. The MCF-
7 cells were also characterized for cell cycle changes upon treatment with MIH 2.4BI. Using
flow cytometry analysis of cell cycle distribution, a treatment-dependent effect was observed;
treatment of cells with MIH 2.4Bl increased the G2/M population to 34.2% compared with 0.1%
in untreated (control) cells. Ultrastructural analysis of MFC-7 cells treated with MIH 2.4Bl at 2
different concentrations (37.5 and 75 pM) was performed by transmission electron
microscopy. Cells treated with 37.5 uM MIH 2.4BI showed morphologic changes beginning at
6 hours after treatment, while cells treated with 75 yM showed changes beginning at 3 hours
after treatment. These changes were characterized by an alteration of nuclear morphology
and mitochondrial degeneration consistent with apoptotic cell death. Results of a TUNEL
assay performed on cells treated for 96 hours with MIH 2.4Bl supported the observation of
apoptosis. Together, these results suggest that MIH 2.4Bl is a promising candidate for treating
breast cancer and support further in vitro and in vivo investigation.
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