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Resumo

A matriz démica acelular, MDA, figura dentre os biomateriais que tém
por objetivo restaurar defeitos mucogengivais. A correcdo de defeitos
mucogengivais a partir de constituintes autdégenos sao os procedimentos mais
comumente usados, no entanto, em decorréncia da quantidade insuficiente de
tecido doador, esses procedimentos se tornam limitados. Diante disso, o
objetivo desse estudo foi avaliar, in vitro, diferentes aspectos relacionados ao
cultivo prévio de fibroblastos gengivais humanos em MDA. Fibroblastos
gengivais humanos foram cultivados pela técnica do explante a partir de
amostras de tecido gengival queratinizado removido de trés pacientes
saudaveis. A MDA foi cultivada com esses fibroblastos por periodos de 14 e 21
dias para posterior andlise dos eventos de: adesdo celular, proliferacdo e
viabilidade. Os resultados mostraram que em 7 dias, os fibroblastos estavam
aderidos, espraiados e dispersos sobre a superficie externa da MDA, em 14
dias formavam monocamada de células de morfologia alongada e quiescentes
(Ki-67 negativos) em sua maioria, sendo apenas ocasionalmente observadas
no interior da MDA. Em 21 dias a monocamada exibia menor densidade
celular. Os resultados sugerem que o cultivo de fibroblastos em MDA em
periodos de 14 dias permite boas condicoes de adesdo e espraiamento das
células sobre a matriz, porém, a alta densidade de fibras colagenas parece ser
um fator limitante & migracao celular.

Palavras chave: Matriz dérmica acelular, Fibroblastos gengivais

humanos



ABSTRACT

Acellular Dermal Matrix, ADM, is a biomaterial that has been used in
periodontal procedures to treat mucogingival defects. Mucogingival defects can
be corrected by autogenous grafts that are the most common procedure used in
periodontology, however, because of the limited source of donor’s tissue this
procedure became limited. The aim of this investigation was to verify, in vitro,
different aspects related to human gingival fibroblasts seeding on to the ADM.
Human gingival fibroblasts were established from explant cultures from the
connective tissue of keratinized gingiva collected from three healthy patients.
ADM was seeded with gingival fibroblasts for 14 and 21 days, and then cell
adherence, proliferation and viability were analyzed. Results revealed that, at
day 7, fibroblasts were adherent and spreading on the ADM surface, and were
unevenly distributed, forming a discontinuous single cell layer, at day 14, a
confluent fibroblastic monolayer lining ADM surface was noticed. At day 21, the
cell monolayer exhibited a reduction in cell density. The results suggests that
fibroblasts seeding on the ADM for 14 days can allow good conditions for cell
adhesion and spread on the matrix, however, because of the high collagen fiber

bundle density cell, migration inside the matrix was limited.

Key words: Acellular Dermal Matrix, Human Gingival Fibroblasts
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JUSTIFICATIVA

Na dltima década, as pesquisas se concentraram no desenvolvimento e
caracterizacao de equivalentes de mucosa oral humana a partir da introducao
de novos arcaboucos e métodos de cultura celular e cultura de tecidos. A
construcao de 6rgaos artificiais com a engenharia tecidual € um dos campos da
pesquisa que mais avangaram nos Ultimos anos."® A partir das técnicas de
engenharia tecidual, varios pesquisadores tém desenvolvido substitutos

36 cornea; osso,

eficientes para diferentes érgaos e tecidos como a pele,
'%asos sangtiineos,' gengiva %' dentre outros

Em relagdo a mucosa da boca, varios grupos tém desenvolvido
diferentes modelos de tecidos artificiais que possam, eventualmente, ser
utilizados na reconstrucdo da mucosa e dos tecidos maxilofaciais.”*'® Na
engenharia de tecidos orais a selegcdo de um arcaboug¢o que suporte as células
e permita a migracdo destas para o seu interior, e seja biocompativel e
bioestavel é fundamental para o sucesso da terapia '°. A matriz dérmica
acelular (MDA-AlloDerm™) foi utilizada para esse propésito por lzumi et al.,'” e
dentre as vantagens que fazem esse material tdo popular estdo a sua alta
durabilidade e capacidade de manter suas propriedades estruturais. '®#'

A fonte celular para o -cultivo in vitro também influencia o
desenvolvimento de substitutos orais a serem transplantados. Uma terapia de
base celular para regeneracéo dos tecidos orais deve utilizar, de preferéncia,
células autdégenas a fim de evitar que a resposta imunologica do hospedeiro
venha destruir esse enxerto alégeno ou xendgeno.?? A cultura de células,

queratindcitos e fibroblastos, tem sido associada & MDA.'®* Os fibroblastos

sdo células importantes na cicatrizacdo e reparo dos tecidos por acelerar o



processo de cicatrizagao, regular a deposicdo da matriz extracelular, além de
sintetizarem uma grande variedade de fatores de crescimento como, por
exemplo, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), #***fator de

2426 o fator de crescimento de

crescimento transformador, (TGF-B1)
queratindcitos (KGF).?’

A pesquisa por novas alternativas, que possam melhorar a incorporagéo
dos enxertos alégenos e o tempo de cicatrizagdo desses materiais, quando
usados na cavidade oral para reconstrucdo ou aumento de tecido mole, ainda é
limitada. Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi avaliar, in vitro, diferentes

aspectos relacionados ao cultivo prévio de fibroblastos gengivais humanos em

MDA.
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1 INTRODUCAO

O recobrimento radicular, por motivos estéticos ou funcionais, tem se
tornado parte importante da terapia periodontal. Durante muitos anos, diversas
técnicas e materiais foram sendo aplicados com o propésito de corrigir defeitos
gengivais e muitos deles demonstraram ser eficientes para esse propésito.' A
correcao de defeitos mucogengivais a partir de constituintes autdégenos séao os
procedimentos mais comumente usados, no entanto, em decorréncia da
quantidade insuficiente de tecido doador, esses procedimentos se tornam
limitados. Além disso, esse tipo de intervengéo cirurgica normalmente resulta

em maior morbidade do paciente, ja que sdo necessarios dois sitios cirargicos.

2,3

Os enxertos autdgenos obtidos de diferentes regides da boca, como o
palato e o rebordo edéntulo, sdo comumente usados nas cirurgias
mucogengivais. Apesar dos excelentes resultados estéticos e da alta
previsibilidade da técnica,*® apresentam alguns problemas, incluindo
morbidade da darea doadora, quantidade limitada de tecido doador e
manutengao das caracteristicas originais dos tecidos doadores.

A matriz dérmica acelular (MDA) foi introduzida na periodontia como
substituto aos enxertos autdgenos. A MDA é uma preparagao especial de pele
humana proveniente de bancos de tecidos, da qual sdo removidas as células e
os constituintes celulares, sem que sejam alteradas a membrana basal e a
organizagao da matriz extracelular, mantendo as fibras coldgenas e elasticas
intactas. ® O processamento da MDA permite que esse tecido liofilizado

mantenha a integridade estrutural de toda a matriz extracelular da derme e que

“ AlloDerm ™, Lifecell Corp, Branchburg, NJ



as células mortas durante o processamento sejam eliminadas. Todo esse
processamento também é importante na eliminacdo de antigenos que
poderiam induzir reagdes imunes ou mesmo transmitir doengas. -’

Na medicina, a MDA ¢é usada desde o inicio da década de 90 no
tratamento de pacientes com queimaduras graves € em cirurgias plasticas
reconstrutoras e estéticas.® Na Odontologia, o uso da MDA é mais recente e
pode ser indicado em diversos procedimentos periodontais. Aichelmann-Reidy
et al.® e Novaes Jr et al.'®, em estudos clinicos comparativos, controlados e
randomizados, avaliaram o uso da MDA e do enxerto subepitelial de tecido
conjuntivo (ESTC) no recobrimento radicular e nao observaram diferencas
clinicas entre as técnicas ap6s controle de 6 meses. Tal et al.'" avaliaram o uso
da MDA como substituto ao ESTC e também n&o encontraram diferencas entre
os métodos avaliados em relagao ao recobrimento radicular.

Haeri & Parsell’® compararam o uso da MDA e do ESTC no aumento
gengival e ndo observaram diferengas nos resultados em relacado a reducao da
recessao, ganho clinico de insercao ou profundidade de sondagem. Os estudos

de Woodyard et al."

compararam, numa avaliagdo de 6 meses, os efeitos
clinicos do uso da MDA e do retalho deslocado coronariamente (RDC) para
recobrimento radicular e aumento da espessura da gengiva queratinizada,
verificando que os casos tratados com MDA resultavam em maior ganho de
espessura de gengiva queratinizada.

A MDA também pode ser usada na eliminacao de manchas melanicas

gengivais. Novaes Jr. et al."

relataram que a aplicagcdao de MDA foi superior em
reduzir a pigmentacao, na preservacao dos resultados obtidos e previsibilidade

quando comparada a técnica convencional. Na correcdo de defeitos de tecido



mole em rebordos edéntulos, Batista et al. "> demonstraram ganho de tecido
mole horizontal e melhor estética. Mais recentemente, Fowler et al.'®
verificaram a funcionalidade da MDA como barreira na regeneracao 0ssea
guiada, obtendo regeneracao 6ssea e melhores resultados estéticos. Seguindo
esse principio, Novaes Jr & Souza " também observaram regeneragdo éssea
completa em alvéolo fresco sem perda em altura ou largura, o que foi

posteriormente comprovado por Luczyszyn et al.'®

, em estudo que avaliou,
clinica e histologicamente, o uso da MDA como membrana na prevencao de
deformidades de rebordo resultantes de exodontia.

As vantagens em utilizar a MDA, em substituicdo a enxertos
subepiteliais, incluem quantidade ilimitada do material, menor tempo cirurgico,
menor desconforto para o paciente; ja que nao necessita de uma area doadora,
e menor risco de complicacdes pds-operatérias.’* No entanto, a auséncia de
células e vasos torna sua incorporagado lenta quando comparada a enxertos
subepiteliais. Diferentemente dos enxertos autdégenos, que sado incorporados
aos tecidos por meio de anastomoses dos vasos do tecido enxertado com os
do leito receptor, os enxertos alégenos, por serem acelulares e avasculares,
dependem, exclusivamente, da reorganizacao de células e vasos sanglineos
no sitio receptor,®'®> mostrando que as interagdes célula-célula e a manutencéo
de vasos sanguineos tém influéncia na maturacéo dos enxertos.'>' Devido a
essas diferencas Barros et al.?° propuseram modificacdo na técnica cirlrgica,
segundo a qual o leito receptor e o tamanho do retalho deveriam ser
estendidos com o intuito de aumentar a fonte de nutricdo vascular e,

consequentemente, de células, e desta forma compensar clinicamente essa

deficiéncia.



Na tentativa de contornar essas dificuldades, a cultura de células
epiteliais (queratindcitos) e fibroblastos em MDA tem sido investigada como
alternativa para melhorar o tempo de cicatrizacao, incorporacédo e diminuicao
da contragdo dos tecidos.?’. No entanto, a eficiéncia de incorporagdo dessas
células em substitutos dérmicos ainda nao esta bem estabelecida.

A MDA funciona como um arcabougo para as células do hospedeiro,??
permitindo a formacdo de uma estrutura biologicamente compativel para que
queratinécitos e fibroblastos possam aderir, migrar, repovoar e incorporar o
material no novo tecido formado. Os fibroblastos tém papel principal na
regeneracgao dos tecidos. Essas células chegam ao local da injuria nos estagios
iniciais e proliferam rapidamente, levando a cicatrizacdo. Além disso, os
fibroblastos sdo capazes de sintetizar uma série de fatores de crescimento,
como o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), fator de crescimento
de queratindcitos (KGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF), fator de crescimento
transformante (TGF), e citocinas envolvidos no processo de cicatrizagdo, além
de regular a deposicdo de matriz coldgena e estimular a diferenciacao de
células epiteliais.’® Além disso, uma vez presentes no equivalente dérmico, os
fibroblastos nédo apenas estimulam a producdo de queratindcitos e sua
diferenciagdo, bem como a regeneragdo da membrana basal pelos
queratinécitos da camada basal, acelerando e aumentando a qualidade dos
tecidos regenerados.?

A pesquisa de novas alternativas que possam melhorar a incorporagao
dos enxertos alégenos e o tempo de cicatrizacdo desses materiais em

reconstrucées ou aumentos de tecido mole na boca é ainda limitada. Diante



disso, o objetivo desse estudo foi avaliar, in vitro, diferentes aspectos

relacionados ao cultivo prévio de fibroblastos gengivais humanos em MDA.



MATERIAL E METODOS



2 MATERIAL E METODOS

Foram selecionados 3 pacientes saudaveis, ndao fumantes, sem
complicacbes sistémicas, sem doenca periodontal ou qualquer outra infeccao
bucal, submetidos a cirurgias periodontais que envolviam a remocao de tecidos
gengivais sadios.

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Humanos da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de

Sao Paulo (Protocolo n®. 2007.1.1234.58.5).

Cultura Celular

Os fibroblastos gengivais foram cultivados a partir da técnica do
explante. O tecido removido foi entdo colocado em tubos de centrifuga’ de 50
mL, contendo meio de transporte — Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM, da sigla em inglés)*, 500 ug/mL de vancomicina, 250 pg/mL de
gentamicina e 250 ng/mL de fungizona. Apés trés lavagens de 15 minutos cada
com o meio, o tecido foi colocado em placas de Petri para a obtencao de
fragmentos de aproximadamente 1 mm® com lamina cirlrgica e,
posteriormente, transferidos para um frasco® de 25 cm®, contendo DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino™ (FBS- da sigla em inglés), 50
puL/mL de vancomicina, 0,5 pL/mL de gentamicina e 0,2 puL/mL de fungizona e

mantidos em atmosfera imida a 37°C e com 5% de CO».

" Corning, NY

¥ Gibco, Gaithersburg, MD
¥ Nunc, Roskilde, Denmark
* FBS, Hyclone, UT



O meio foi trocado 3 vezes por semana. Apos confluéncia, os
fibroblastos foram destacados das garrafas com solugéo de tripsina/EDTA™ a
0,05%, seguida de inativagdo com o meio de cultura. As células destacadas e
inativadas foram centrifugadas por 3 minutos a 30000 rpm e o pellet formado,
ressuspendido em novo meio de cultura. As células utilizadas estavam entre a

primeira e a quarta passagem.

Cultura de tecido

Primeiramente, seguindo as orientagbes do fabricante, o material foi
recortado e lavados em 50 mL de solucéo salina estéril por 10 minutos. Apds
flutuar sobre o papel protetor de suporte, o material foi transferido para outra
cuba com 50 mL de solucéo salina e mais duas lavagens de 10 minutos foram
realizadas. Uma amostra de aproximadamente 20 X 40 mm foi recortada em
pedagos de 10 x 7 mm cada. As amostras foram posicionadas no fundo dos
pocos de placas de poliestireno de 24 pocos e as células, plaqueadas na
densidade de 60000 células/mL. A densidade de células plaqueadas sobre a
matriz foi determinada com base em avaliagbes preliminares, nas quais
puderam ser comparadas diferentes densidades de plaqueamento (dados nao

mostrados). As culturas se desenvolveram por periodos de 14 ou 21 dias.

Distribuicédo dos fibroblastos na MDA
Para verificar a distribuicdo dos fibroblastos pela MDA, realizou-se
protocolo de fluorescéncia direta para marcacoes do citoesqueleto de actina e

nucleos celulares. Ap6s 14 e 21 dias, as amostras de MDA + fibroblastos foram

" Gibco, Gaithersburg, MD



removidas dos pogos, congeladas com gelo seco e montadas com um
composto de temperatura étima de corte OCTH (OCT, da sigla em inglés). Os
fragmentos congelados foram recortados em criostato numa espessura de 10
um e colocados em laminas gelatinizadas. As amostras foram recortadas em
trés diferentes profundidades denominadas de borda (B), transicao (T) e centro
(C), permitindo a localizagdo das células na superficie (S) ou no interior (I) da
MDA (Fig. 1). As laminas com os cortes congelados foram lavadas em solucéo
de fosfato tamponado (PB, da sigla em inglés) e as células, permeabilizadas
com Triton X-100 a 0,5% em PB por 10 minutos, seguido de bloqueio em leite
desnatado a 5% em PB por 30 minutos. Procedeu-se em seguida a incubacao
com faloidina conjugada com Alexa Fluor 488% (fluorescéncia verde, 1:200),
por 60 minutos, em ambiente Umido e a temperatura ambiente, para deteccao
do citoesqueleto de actina. Apds lavagem em PB, foi feita incubacdo com
DAPI™ a 300 nM, por 5 minutos, para identificacdo dos nicleos com
fluorescéncia azul. Apés a montagem, com meio de montagem anti-fade’’, as
marcagdes foram analisadas por epiluminacdo em microscopio de

fluorescéncia Leica¥.

* Tissue- Tek OCT compound; Miles Inc., Elkhat, IN
¥ Molecular Probes, Eugene, OR

" Molecular Probes, Eugene, OR

" Vectashield, Vector Labs, Burlingame, CA

* Leica, Benstein, Alemanha
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Figura 1. Representacdo esquematica dos cortes na MDA segundo a profundidade e
localizagédo das células.

Proliferagéo Celular

O método de imunofluorescéncia indireta foi utilizado para se determinar
a proporcao de células no ciclo celular, por localizacdo da molécula Ki-67 nos
nucleos celulares.?* O procedimento histoquimico para marcagdo com Ki-67
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segue o0 mesmo protocolo descrito anteriormente,” utilizando-se o anticorpo

primario policlonal anti-Ki-67 humano®?¥ (1:70), seguido de secundario cabra

*kk ok

anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 594 (1:200)

Viabilidade celular
A viabilidade das células foi determinada por citometria de fluxo usando

como marcadores a anexina V™" e o iodeto de propideo™** (PI, da sigla em

% Diagnostic Biosystems, Pleasanton, CA
~Molecular Probes, Eugene, OR
""" Dako, Golstrup, DK



inglés). Para o isolamento/obtencdo das células presentes na superficie e no
interior da MDA, as amostras foram submetidas a 9,5 mL de tripsina®%%, 500 pL
de colagenase e 500 uL de EDTA por 15 min em atmosfera timida a 37°C e
com 5% de CO,. Em seguida o processo foi inativado com 2,5 mL do meio
contendo soro, e as células, centrifugadas por 10 min a 20000 rpm. O
sobrenadante foi removido e o pellet, ressuspenso em 445 uL de tampao de
ligacdo diluido. Incubou-se a anexina V por 10 min em gelo no escuro.
Adicionaram-se as amostras nao marcadas, 50 pL de Pl a 100 pg/mL. A

marcagao com anexina V detecta células em apoptose, enquanto que o PI,

células nao viaveis.

Analise estatistica

Cada experimento foi realizado trés vezes, utilizando-se para isso
células de trés diferentes doadores. Para cada grupo experimental e para cada
parametro as avaliagdes foram realizadas em triplicata. Os dados foram
comparados pelo teste ndao paramétrico de Mann-Whitney para amostras

independentes (nivel de significancia: 5%).

¥ Sigma Chemical CO, St. Louis
% Gibco Gaithersburg, MD
" Gibco, Gaithersburg, MD
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3 RESULTADOS

Distribuicdo dos fibroblastos na MDA

Observou-se, por epifluorescéncia, que em 7 dias os fibroblastos
estavam aderidos e espraiados sobre a MDA, mas nado formavam camada
continua, deixando segmentos da superficie da matriz destituidos de células
(Fig. 2, A e B). Aos 14 dias, notava-se a formac¢do de monocamada confluente
sobre a MDA (Fig. 2, C e D), cujos fibroblastos, de distribuicdo homogénea,
exibiam morfologia alongada e citoesqueleto de actina com fibras de estresse
(stress fibers). Eram apenas ocasionais as células no interior da MDA nesse
periodo, as quais eram observadas nos corte da borda e em areas de menor
densidade de fibras (Fig. 2D). Em 21 dias, os aspectos eram semelhantes aos
observados em 14 dias, apesar de se notar menor densidade de células na
monocamada (Fig.2, E e F).

A tabela 1 mostra 0 numero de células encontradas nas diferentes
profundidades dos cortes (B- borda, T- transicdo, C- central) e a relagdo entre o
namero de células que estavam na superficie (S) e no interior (I) da matriz. Em
14 dias foi possivel observar uma maior quantidade de células no interior da
MDA nos cortes considerados como borda (Bl=16,5%), enquanto que no corte
considerado como centro a quantidade de células que penetrou na MDA foi
menor (Cl= 2,5%).

Com 21 dias de cultivo, observou-se uma redugdo na quantidade de
células na superficie da MDA se comparado ao de 14 dias (BS149= 41,1%, BS
21d= 29,7%). No entanto, esse numero foi maior nos cortes centrais (Cligg=

2,5%; Cl14=4,3%).



Faloidina + DAPI Ki-67 + Faloidina + DAPI
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14 d

Figura 2. Epifluorescéncia de culturas de fibroblastos gengivais humanos sobre MDA (indicada
por asterisco em A) em 7 (A e B), 14 (C e D) e 21 dias (E e F), marcados com faloidina
(fluorescéncia verde) e DAPI (fluorescéncia azul), para visualizagdo do citoesqueleto de actina
e nucleos, respectivamente. Em B, D e F, imunomarcacdo ao antigeno nuclear Ki-67,
representada em magenta por sobreposicao das fluorescéncias vermelha (Ki-67) e azul (DAPI).
Notem-se: em A e B, células aderidas e espraiadas, mas distantes umas das outras; em C e D,
a formagcao de monocamada de células e, em E e F, menor densidade celular. Detalhe em B
evidencia predominancia de células no ciclo celular (Ki-67 positivas) em 7 dias, as quais sao
apenas ocasionais em 14 (D, cabega de seta) e 21 dias. Objetivas de 20X (A, C, D, E, F), 10X
(B) e 30X (Detalhe). Barra equivalente a 100 um (A, C, D, E e F), 50 um (B) e 75 um (Detalhe).



Tabela 1. Proporcao de fibroblastos aderidos na superficie ou no interior da MDA em 14
e 21 dias.

14 dias 21 dias

Média Mediana (amplitude) _Média _Mediana (amplitude) 2" %P
B 165 10,2 (8,7-30.6) 133 14 (8-18) 05
BS 41,1 33(28,4-62) 297 243 (24-41) 0.2
T 5,1 5 (4-6,4) 76 6 (4-13) 0,42
S 206 19,6 (16,1-26) 29 31 (24-32) 0.1
a 25 3.4 (0.7-3,5) 43 4 (4-5) 0,05*
s 141 10,4 (5-27) 15,6 11 (8-28) 0,35

Teste U de Mann-Whitney. Significancia estatistica * p < 0.05.

Proliferacao Celular

Em 7 dias, observou-se um elevado percentual de fibroblastos que
exibiam expressdo nuclear do marcador de ciclo celular Ki-67, cerca de 90%
das células aderidas a superficie da MDA (Fig. 2B). No entanto, nos tempos de
14 e 21 dias, eram apenas ocasionais 0s nucleos imunomarcados para Ki-67
(Fig. 2, D e F, respectivamente; em D, indicado por cabeca de seta). Os
resultados da tabela 2 mostram que nesses periodos, as proporgdes de células
Ki-67 positivas tanto na superficie como no interior da MDA foram, em geral,
reduzidas, sendo relativamente maiores na superficie da MDA. N&o foi
observada diferenca estatisticamente significante para a comparacéao entre 14

e 21 dias.



Tabela 2. Proporg¢ées de fibroblastos no ciclo celular por imunomarcacao para Ki-67 na
MDA

14 dias 21 dias

Média Mediana (amplitude) _Média _Mediana @amplitude) 2" %P
] 0.7 0,6 (0.4-1) 0.7 0,6 (0-1,6) 0,57
BS 23 25(1,335) 19 1,1 (0-4,7) 0,35
T 05 o 5(0,4-0,8) 04 0,5(0,2-0,5) 0,35
TS 09 6(0,4-1,8) 12 0.7(0.32.7) 05
a 0 0(0-02) 0,4 0,5(0,2-0,6) 0,07
s 03 0(0-09) 07 0,7 (0-1,4) 0,35

Teste U de Mann-Whitney. SignificAncia estatistica * p < 0.05.

Viabilidade Celular

Os resultados de viabilidade celular mostram um elevado percentual de
células viaveis sobre a MDA em 14 e 21 dias (Fig. 3), com valores médios de
96,4% e 94,9%, respectivamente. Nao houve diferenga para o indice de
apoptose nos tempos de 14 e 21 dias (Fig. 4), sendo os valores médios de
19,5% e 22,7%, respectivamente. N&o houve diferenca estatisticamente

significante para a comparacao de viabilidade e de apoptose em 14 e 21 dias.
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Figura 3. Viabilidade celular de células fibroblasticas derivadas de tecido gengival

cultivada sobre MDA, avaliada em 14 e 21 dias. Os dados sdo apresentados como

desvio padrao (n=3).

humano

média *

14 dias

Periodo

21dias

Figura 4. indice de apoptose em fibroblastos gengivais humanos cultivados sobre a MDA por

marcagao positiva para anexina V. Os dados sao apresentados como média + desvio padrao

(n=3).
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4 DISCUSSAO

No presente estudo foi investigada a possibilidade de se adicionarem
fibroblastos gengivais humanos a MDA, com o propésito de criar um arcabouco
com nova configuracdo, capaz de minimizar os eventos inflamatérios e
cicatriciais, melhorar a reorganizacdo dos tecidos, bem como acelerar o
processo de neoangiogénese. Enquanto que em 7 dias, os fibroblastos
estavam aderidos, espraiados e dispersos sobre a superficie externa da MDA,
em 14 dias formavam de monocamada de células de morfologia alongada e
quiescentes (Ki-67 negativos) em sua maioria, sendo apenas ocasionalmente
observadas no interior da MDA. Em 21 dias a monocamada exibia menor
densidade celular.

Em estudo in vitro, Bell et al?® descreveram cultura de fibroblastos
dérmicos autdégenos em matriz coldgena com arranjo tridimensional e
demonstraram a formacao de uma estrutura semelhante ao tecido dérmico. O
comportamento dos fibroblastos cultivados in vitro sobre matriz colagena com

arranjo tridimensional assemelha-se ao de fibroblastos in vivo em relagéo a

7 8 29,30

morfologia,?’” sintese protéica,?® expressdo de enzimas e regulagcédo do
crescimento celular.”’

O estudo da morfologia celular por epifluorescéncia permitiu a
observacao de células fibroblasticas aderidas e espraiadas sobre a MDA, com
citoesqueleto de actina organizado em fibras de estresse (stress fibers). A
adesao celular ao substrato regula o crescimento, migracao, diferenciacéo e
viabilidade celular, além da organizacdo tecidual e remodelamento da
matriz.%*3® A distribuicdo das células no arcabouco e sua proliferagdo sdo

aspectos importantes para a engenharia de tecidos.®* A formacdo de



monocamada de células ao longo de toda a superficie da MDA em culturas de
14 dias possivelmente esta associada ao fato de haver reduzida migracéao
celular para o interior de sua estrutura. A arquitetura densa de
matrizes/arcabougos parece ser um fator limitante a penetracao das células e,
desta forma, a proliferacao fica restrita as camadas periféricas, sobre as quais
as células aderem, espraiam. Resultados semelhantes foram relatados por
Ojhe et al,* que utilizaram derme humana produzida segundo os mesmos
principios de fabricagdo da MDA. No entanto, essa caracteristica ndo se
restringe @ MDA. Hillmann et al.,*® avaliando a funcionalidade de matrizes
colagenas reabsorviveis sintéticas como carreadoras de células, observaram
que, em matrizes com fibras colagenas densamente organizadas, a migracao
celular é reduzida, enquanto que em membranas com arranjo mais frouxo, as
células migram por todo o arcabouco.

Maasser et al®’ demonstraram que a migracdo de fibroblastos em
matrizes com arranjo tridimensional requer adesao celular e remodelacédo da
matriz. No presente estudo, apesar de as células fibroblasticas estarem
aderidas e espraiadas sobre a MDA, sua presenca em reduzido nimero em
regides mais profundas da matriz, principalmente nos cortes mais centrais,
sugere a incapacidade dessas células, decorridos 14 e 21 dias, de remodelar
fibras coldgenas densamente organizadas, as quais funcionariam como uma
barreira fisica. Ainda que um tempo maior de cultivo permitisse que as células
conseguissem remodelar a matriz colagena e migrar para o seu interior, €
importante considerar que o maior tempo de cultivo implica em maior interacédo
célula-célula durante a confluéncia, o que pode induzir as células a apoptose,

por inibicdo de contato.*®* Além disso, quando cultivadas por longos periodos,



essas células podem apresentar alteracdes fenotipicas relevantes,”® o que

influenciaria a qualidade do enxerto.

O aumento progressivo da densidade celular na superficie da MDA
favorece o estabelecimento de interagdes célula-célula, que em culturas de
fibroblastos, é um fator limitante & proliferacdo.®® Esse fato fica bastante
evidente quando a proliferagdo é avaliada em 7 dias, com fibroblastos aderidos
e espraiados sobre a MDA, distribuidos de forma descontinua, exibem, em sua
maioria, cerca de 90% de marcagado positiva para o anticorpo anti-Ki 67. A
baixa proliferacdo celular observada, nos tempos experimentais de 14 e 21
dias, ratifica resultados de outros autores que também observaram uma menor

proliferacdo dessas células quando cultivadas sobre matrizes colagenas.*'*?

Croce et al.,*

estudando o comportamento de fibroblastos dérmicos humanos
cultivados em camadas de fibras colagenas, observaram que o indice de
proliferagdo desses fibroblastos era menor do que aquele observado em

células crescidas sobre superficie de poliestireno. Schor *

relatou que a
provavel razao para o crescimento lento dos fibroblastos em matrizes
colagenas pode ser resultado de diversos fatores, entre eles a reduzida
disponibilizagdo de nutrientes. A baixa porosidade e a baixa interconectividade
dos poros na MDA pode dificultar a difusdo de nutrientes, inviabilizando a
penetracdo das células para o interior da MDA, e favorecendo crescimento
celular apenas na superficie.

A MDA é uma importante fonte de matriz extracelular colagena e nao
colagena, e nesse sentido pode atuar como um arcabougo que favorece a

formacdo de uma estrutura biologicamente compativel sobre a qual os

fibroblastos podem aderir, espraiar, proliferar e migrar. A maior importancia do



cultivo prévio de fibroblastos sobre matrizes colagenas estd relacionada a
possibilidade de essas células sintetizarem, in vitro, alguns fatores de
crescimento que ficam depositados sobre a matriz, mantendo-se ativos mesmo
depois de transplantados in vivo.** Dessa forma, contribuiriam para o processo
de revascularizac¢ao e cicatrizagao da MDA.

O cultivo de fibroblastos gengivais em MDA por 14 dias pareceu ser
suficiente para garantir a adeséao celular, espraiamento, proliferagcdo e migragao
celular sobre a superficie da MDA, que neste contexto, funcionaria como
carreadora de células e proporcionaria acelerada revascularizagao,'® aumento

tecido gengival queratinizado, ***®

e menor desconforto para o paciente. Para a
engenharia tecidual, os dados sugerem que seria necessaria uma modificagao
no arranjo denso das fibras colagenas da matriz de forma que a estrutura fosse

alterada sem comprometer a funcionalidade ou durabilidade, permitindo a

migragao de células por toda a MDA.
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5 CONCLUSAO
Diante dos resultados obtidos, podemos concluir que no cultivo de
fibroblastos sobre a MDA:

e A adesdao e morfologia celulares nao foram afetadas pela
composicao e estrutura da MDA. Sendo a MDA capaz de
proporcionar um ambiente biologicamente compativel no qual as
células podem aderir, espraiar, proliferar e migra.

e A alta densidade de fibras colagenas parece ser um fator limitante

a migracgao celular.
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ABSTRACT

Background: Acellular Dermal Matrix, ADM, is a biomaterial that has been
used in periodontal procedures to treat mucogingival defects. Mucogingival
defects can be corrected by autogenous grafts that is the most common
procedure used in periodontology, however, because of the limited source of
donor’s tissue this procedure became limited. The aim of this investigation was
to verify, in vitro, different aspects related to human gingival fibroblasts seeding
onto the ADM.

Methods: Human gingival fibroblasts were established from explant culture
from the connective tissue of keratinized gingiva collected from three healthy
patients. ADM was seeded with gingival fibroblasts for 14 and 21 days, and
then cell adherence, proliferation and viability were analyzed.

Results: Results revealed that, at day 7, fibroblasts were adherent and spread
on the ADM surface, and were unevenly distributed, forming a discontinuous
single cell layer, at day 14, a confluent fibroblastic monolayer lining ADM
surface was noticed. At day 21, the cell monolayer exhibited a reduction in cell
density.

Conclusion: The results suggests that fibroblasts seeding on the ADM for 14
days can allow good conditions for cell adhesion and spreading on the matrix,
however, because of the high collagen fiber bundle density cell, migration inside

the matrix was limited.

Key words: Acellular Dermal Matrix, Human Gingival Fibroblasts



INTRODUCTION

Root coverage, for esthetic as well as for functional reasons, has become
an important part of periodontal therapy. Over the years, various materials and
techniques have been applied to correct gingival recession defects and most of
then seem to be effective." Autogenous gingival grafts for the treatment of
mucogingival defects are the most common procedure in periodontology;
however, the insufficient source of donor area makes the process limited.
Besides the, surgical procedures result in morbidity and a certain degree of
discomfort to the patient due to the two surgical sites involved.??

Autogenous grafts can be harvested from different regions of the mouth,
such as the palate and the edentulous ridges, and are commonly used on
mucogingival surgeries. Regardless the excellent esthetic results and the high
technical predictability,*® they present some limits including donor area
morbidity, amount of available of donor tissue and maintenance of the clinical
characteristics of the donor area.

The acellular dermal matrix'"™* (ADM) was introduced in periodontology
as a substitute for the autogenous grafts. ADMis produced from human dermis,
from tissue banks, by a carefully controlled process that removes the epidermis
and the cells from the dermis without altering the basement membrane and
extracellular matrix organization leaving undamaged the collagen and elastin
fibers®. It is made from a patented process that does not damage the crucial
elements of the tissue structure allowing the structural integrity of the entire

extracellular matrix from dermal substrate from which dead cells are eliminated

1177 AlloDerm ™, Lifecell Gorp, Branchburg, NJ



after the freeze-drying process. The whole process is important for antigen
destruction although a small risk of inflammatory or immune response by the
host’s recipient tissue or for disease transmission exists.®’

ADM, in medicine, has been used since 1990s, in burn victims ®’ and in
esthetic and reconstructive plastic surgeries.® In Dentistry, the ADM’s use is
recent and can be indicated in various periodontal procedures. Aichelmann-
Reidy et al.’ and Novaes Jr et al.'’, in clinical comparative studies, controlled
and randomized studies, evaluated the ADM and the subepithelial connective
tissue graft (SCTG) for root coverage. No clinically or statistically significant
differences between the two techniques was shown after 6 months. Tal et al.’
evaluated clinically the efficiency of ADM and STCG in the treatment of gingival
recessions, and they did not find differences on root coverage between
techniques.

Haeri & Parsell'® compared the use of ADM and SCTG on gingival
augmentation, and they did not observe differences on root coverage, clinical
attachment gain or probing pocket depth. Woodyard et al.'®, compared, in a 6-
month study, the effect of ADM and coronally positioned flaps (CPF) on root
coverage and gingival thickness and they verified a significant increase in
gingival thickness in the ADM group.

The ADM can be used in the elimination of gingival melanin
pigmentations. Novaes Jr. et al'*. related the effectiveness of ADM use in the
reduction of gingival pigmentation, longer clinical maintenance and predictability
of the results were obtained when compared to conventional methods. In soft

11

tissue augmentation on edentulous ridges, Batista et a showed horizontal

soft tissue gain and better esthetic results. Recently, Fowler et al.'® reported the



efficiency of the ADM as a barrier on guided bone regeneration and good
results were obtained both on bone regeneration and on the esthetic result.

" observed the formation of

Attending to this principle, Novaes Jr & Souza,’
adequate new bone and an increase in the width of keratinized tissue in recent
alveoli, which was confirmed by Luczyszyn et al.'® that on a study that
evaluated, clinically and histologically the effect of the ADM on bone
regeneration, concluded that the ADM was able to prevent ridge deformities
after tooth extraction.

Advantages of using the ADM allograft as a substitute for the
subepithelial connective tissue graft would be the unlimited quantity of material,
decreased surgical time, reduction in discomfort, due to elimination of the donor
surgical procedure, and decreased risk of postoperative complications.'
However, the absence of cells and vessels makes tissue incorporation slower if
compared to the SCTG. Differently from autograft, that can be revascularized
based on the anastomoses between blood vessels and those pre-existing in the
graft, the allograft, as an acellular and avascular structure, depends on cells

and blood vessels from the recipient site to achieve reorganization,®'®

showing
that the cell-cell interactions and the vessel structure have influence on graft
maturation.'® Based on these differences Barros et al.?’ proposed a modified
surgical technique based on a extended flap to increase vascular nutrition, and
cell source to improve its incorporation by the host’s tissue.

In an attempt to solve these difficulties, the epithelial cell (keratinocytes)

and fibroblasts cultures on the ADM has been investigated as an alternative to

achieve early wound healing, improve incorporation, and decrease wound



contraction.?' However, the efficiency of cell incorporation throughou the matrix
is still under investigation.

The ADM acts as a scaffold for host cells,??

and as a biologically
compatible framework into which epithelial cells, keratinocytes, and fibroblasts
can adhere, migrate, repopulate and incorporate the material into the newly
formed tissue.!” Fibroblasts play an important role in wound healing and tissue
repair. These cells accelerate the healing process because they appear at the
injury site very fast and proliferate rapidly. These cells are responsible for the
synthesis of a variety of growth factors, insulin growth factor (IGF), keratinocyte
growth factor (KGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), platelet-derived
growth factor (PDGF), transforming growth factor (TGF), and cytokines involved
on the healing process, in addition to extracellular matrix deposition and
epithelial cells differentiation.”® Thus, in dermal equivalent, fibroblasts are
responsible for keratinocyte differentiation and proliferation, as well as for basal
membrane deposition by the keratinocytes from the basement stratum, that
results on greater velocity and quality of the newly formed tissue. 23

Research on new alternatives to improve allograft incorporation and
healing time, on soft tissue reconstruction or tissue augmentation in the mouth,
are still limited. Then, the aim of this investigation was to verify, in vitro, different

aspects related to human gingival fibroblasts seeding on to the ADM.



MATERIAL AND METHODS

Three healthy patients were selected to this study, non- smokers, without
systemic diseases or periodontal disease or any other bucal infection that
needed to be submitted to periodontal surgery which involves a healthy gingival
tissue removal.

Protocol was approved by the Faculty of Dentistry of Ribeirdo Preto
University of Sao Paulo’'s Human Research Committee (Protocol n°.

2007.1.1234.58.5).

Cell culture

Human gingival fibroblasts were seeded by the explant technique. The
tissue removed were stored on a 50 mL falcon tube***** containing transport
medium — Dubelcco’s Modified Eagles Medium (DMEM)Y888 500 pg/mL of
vancomicin, 250 pg/mL of gentamicin and 250 ng/mL of fungizone. After 3
washes of 15 minutes each with the medium, the tissue were placed in a Petri
dish, sliced into 1-mm?® piece with a surgical blade and transferred to 25-cm?®
flask’, with DMEM supplemented with 10% Fetal Bovine Serum” (FBS) and
5uL/mL of vancomicin, 0.5 pL/mL of gentamicin and 0.2 pL/mL of fungisone in
a humidified incubator at 37°C in a 5% CO, air atmosphere.

The medium was changed three times a week. After confluence,

fibroblasts were detached from culture flasks by treatment with a solution of

trypsin/EDTA at 0.05%'T, followed by its inactivation with culture medium.

TTTTT Corning, NY

5% Gibco, Gaithersburg, MD
Nunc, Roskilde, Denmark
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Cells detached and inactivated were centrifuged for 3 minutes at 30000 rpm
and the pellet formed suspended on a new culture medium. Fibroblasts from

first to fourth passage were used in the experiment.

Tissue Culture

Primarily, following supplier instructions, the specimens were cut and
washed with sterile saline solution on 50 mL flasks for 10 minutes. The
specimens were washed with sterile saline solution until the protect paper
flotation, after that the specimens were transferred to a new solution and this
procedure repeated for two times more. A specimen of 20 X 40 mm was sliced
into pieces of approximately 10 X 7 mm each. Before use they were adapted in
the bottom of a well in a 24-well-plate and the cells were seeded at a density of
60000 cell/mL on the specimens. The cell density seeded on the MDA was
determined under previously experiments where different cells seeding
densities were compared (data not show). The specimens were carried out at

14 or 21 days post seeding.

Fibroblasts distribution on the ADM

To verify the fibroblasts distribution over the ADM a direct fluorescence
microscopy labeling protocol for actin cytoskeleton and the nucleus detection
were processed. After 14 and 21 days, the ADM + cells specimens, were
removed from the well-plates and frozen on dry ice and mounted using Optimal
Cutting Temperature (OCT) compound™#*_Frozen specimens were sectioned

at 10 um in a cryostat and the semi-serial sections adapted on a gel coverslip.

#HH Tigsue-Tek OCT; Miles Inc., Elkhat, IN



Freeze specimens were sliced into three different depth named border (B),
transition (T) and center (C), which allow cell identification and their localization,
whether at the surface (S) or inside (l) the ADM (Fig. 1). The coverslip with the
freeze specimen were washed in buffer phosphate solution (PB) and the cells
were permeabilized with 0.5% Triton X-100 in PB for 10 min, followed by
blocking with 5% skimmed milk in PB for 30 min. Incubation was proceeded
with Alexa Fluor 488%%8 (green fluorescence, 1:200) conjugated phalloidin,
was carried out in a humidified environment for 60 minutes at room
temperature, for actin cytoskeleton detection/labeling. After PB rinsed, DAPI”
were incubated at 300 nM, for 5 minutes, to identify the nuclei in blue

fluorescence. After mounted with an anti-fade kit the samples were then

examined by using a fluorescence microscope under epifluorescence*###+

Cell Proliferation

Indirect immunofluorescence method was used to establish the
percentage of cell in the cell cycling, by Ki-67 molecular localization on cellular
nucleus.?*Hystochemical proceding for Ki-67 labeling follows the same protocol
described previously,?® using a polyclonal human primary antibody anti-Ki-

675598888 (1:70), followed by a secondary antibody goat anti-rabbit 594

(1:200).

" Molecular Probes, Eugene, OR
T Vectashield, Vector Labs, Burlingame, CA
HHEY gica, Benstein, Germany
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Cell Viability

Cell viability was determined by flow cytometry with anexina V TTiTiTft
and propidium iodeto (P1)*### staining. To cell isolation from ADM surface
and inner, the specimens were submitted to 9.5 mL of tripsin in 0.25%, 500 uL
collagenase¥¥%88% and 500 uL EDTA for 15 min in a humidified incubator at
37°C in a 5% CO; air atmosphere. All process was inactivated in 2.5ml of
culture medium and centrifuged for 10 min at 2000 rpm. Cells were suspended
on a 445 L of buffer solution ligand. Anexin V was incubated for 10 min on ice
and dark. Pl at 50 pL, at 100pug/ml, was added to labeling non viable. Anexin V

is specific for apoptosis pathway, and Pl for the non viable cells.

Statistical Analysis

Data presented in this work are the representative results of three
separate experiments in cell culture estabilished from three different donors. All
experiments were carried out in triplicate (n=3). Comparisons were performed
using the nonparametrical Mann-Whitney U Test, for independent samples

(level of significance: 5%).

RESULTS

Fibroblast distribution on the ADM
Epifluorescence revealed that, at day 7, fibroblasts were adherent and
spread on the ADM surface, and were unevenly distributed, forming a

discontinuous single cell layer (Fig. 2, A and B). At day 14, a confluent

T Dako, Golstrup, DK
HEEE Sjgma Chemical CO, St. Louis
S Gibco, Gaithersburg, MD



fibroblastic monolayer lining ADM surface was noticed (Fig. 2, C and D), whose
cells exhibited an elongated shape and the actin cytoskeleton assembled into
stress fibers. At this time interval, rare cells were observed inside the ADM,
mostly in the border slices and in areas of low collagen fiber bundle density. At
day 21, the organization of the cell monolayer did not alter compared to day 14,
despite the reduction in cell density (Fig. 2E).

Table 1 shows the mean number of adherent cells on different ADM
slices, named border (B), transition (T) and central (C), and their localization,
whether at the surface (S) or inside (I) the ADM (Fig. 1). At day 14 a higher
number of cells was observed inside the ADM on the border slices compared to
the central ones (41.1% and 2.5%, respectively).

At day 21, total cell number at the ADM surface was reduced compared
to day 14 (BSq414= 41.1%, BS 421= 29.7%). However, on the central slices, the

cell number was higher (Clg14= 2.5%; Cly21=4.3%).

Cell Proliferation

At 7 days, about 90% of adherent cells at the ADM surface exhibited Ki-
67 nuclear labeling (Fig. 2B). However, the number of Ki-67 positive cells at 14
and 21 days was significantly reduced (Fig. 2, D and F, respectively; D,
arrowhead). Table 2 shows the proportions of cycling cells on the ADM surface
or inside the matrix. No statistically significant difference was observed between

14 and 21 days.



Cell Viability

High proportions of viable cells were detected on the ADM surface at
days 14 and 21 (96.4% and 94.9%, respectively; Fig. 3), with no statistically
significant difference between both time points. No significant differences as to
the apoptotic index were observed between days 14 and 21 (19.5% and 22.7%,

respectively, Fig. 4).

DISCUSSION

The present study evaluated the seeding of gingival fibroblasts onto
the ADM, aiming to create in vitro a hybrid scaffold that could be able to reduce
the inflammatory and the wound healing events in vivo, ultimately improving
tissue reorganization and neoangiogenesis. While at day 7 fibroblasts were
adherent and spreaded on the ADM surface, forming a discontinuous single cell
layer, at day 14 the monolayer was confluent, exhibiting mostly non-cycling cells
with an elongated shape. At day 21, the cell monolayer exhibited a reduction in
cell density. Only rarely were cells observed inside the ADM throughout the
culture interval.

Bell et al?® were the first to describe three-dimensional collagen
matrices with autologous skin fibroblasts in the construction of a dermal-like
tissue. This led to the observations that fibroblasts behavior in vitro in collagen

matrices is closer to the in vivo situations with respect to cell morphology,?’

8 29,30

protein synthesis,?® enzyme expression, and also the regulation of cell

growth.”’



In the present study, epifluorescence revealed fibroblasts adherent
and spreaded on the ADM surface, exhibiting actin stress fibers. It is well known
that cell-matrix interactions regulate cell growth, migration, differentiation,
survival, tissue organization and matrix remodeling.**® The cell distribution on
the scaffold and its proliferative rate are key aspects for tissue engineering
using hybrid constructs.®* The formation of a cell monolayer lining the ADM
surface at day 14 was probably due to the reduced migration throughout the
ADM scaffold. The dense architecture of the ADM seemed to limit cell
penetration in its structure and, therefore, cell proliferation and migration took
place mostly on its outer surface, where cells could adhere and spread. Similar
results were described by Ojhe et al.,*® using a dermal equivalent reminiscent of
ADM. However, these characteristics are not restricted to dermal matrices.
Hillmann et al.,*® evaluating biodegradable synthetic collagen matrices as a cell
carrier, observed that cell migration was lower on matrices with dense collagen
fibrillar network, whereas cells were distributed homogenously throughout the
scaffold with a loose fibrillar structure.

Maasser et al®” showed that fibroblast migration in 3-D collagen
matrices requires cell adhesion and matrix remodeling. In the present study,
although cells adhered and spread on the ADM surface, the low number of cells
inside the matrix, especially at the central slice, suggests that during the culture
interval cells were unable to alter the dense organization of the collagen
bundles, which acted as a physical barrier. Even if long-term cell cultures could
allow the cells to modify the collagen structure and penetrate the ADM, it should
be taken into consideration that the cell contact inhibition that takes place as the

fibroblastic monolayer reaches confluence triggers the apoptosis pathway, %



therefore reducing the number of viable cells. Moreover, relevant phenotipic
changes can occur in long-term cell culture,*® which could have an impact in the
graft quality.

In cell cultures, increasing cell number depends on the establishment
of cell to cell interactions, which for fibroblasts limit cell proliferation and induce
its exit from the cell cycle.®® Indeed, while at day 7 the majority of non-confluent
fibroblasts were cycling cells, at days 14 and 21 the monolayer exhibited

reduced cell proliferation rate, a finding consistent with the results obtained by

/'41 /.42 I.43

Mio et al™ and Hillmann et al.™ Croce et al.™ observed that human dermal
fibroblasts cultured into layered collagen fibrils exhibited a significantly lower
proliferation rate when compared to cells grown on plastic surfaces. Schor **
reported that the reason for the slower growth of fibroblasts within the collagen
matrix could be due to several factors, including the availability of nutrients.
Thus, the low porosity and poor pore interconnectivity in the ADM could
decrease diffusion of nutrients and consequently impair cell migration
throughout the matrix, restricting the cell growth to the surface.

ADM is an important source of collagenous and non-collagenous
extracellular matrix proteins, which has been used as a scaffold for fibroblasts
to adhere, spread, proliferate, and migrate. In addition, the growth of fibroblasts
on the ADM in vitro allows these cells to synthesize and release growth factors,
which can be sequestered into the matrix and be eventually available in the in
vivo environment,*® therefore contributing to the ADM revascularization and
wound healing.

In conclusion, the 14-day culture of gingival fibroblasts on the ADM

seems to be ideal to support cell growth and the formation of a confluent



monolayer on the matrix surface, characterized by mostly viable, non-cycling
fibroblasts. The use of a hybrid ADM scaffold in vivo would promote a quick

46-48 and

revascularization'®, greater amount of keratinized gingival epithelium,
less patient discomfort. For tissue engineering applications, our data indicate
that fiber bundle arrangement should be modified without altering the ADM

functionality and durability, aiming to allow cell migration and colonization

throughout the entire matrix.
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FIGURE LEGENDS

Fig. 1. Scheme from the specimen sections according to cell distribution on the

ADM and cell localization.

Fig. 2. Epifluorescence of human gingival fibroblast cultures on the ADM
(indicated by a asterisc on A) at 7 days (A and B), 14 days (C and D) and 21
days (E and F), stainning by phalloidin (green fluorescence) and DAPI (blue
fluorescence), to actin cytoskeleton and nucleus observation, respectively. On
B, D and F, Ki-67 nuclear labeling, represented in magenta as a result of the
superimposition of red (Ki-67) and blue (DAPI) fluorescence. Note: on A and B,
fibroblasts were adherent and spreadED on the ADM surface, and were
unevenly distributed, forming a discontinuous single cell layer; on C and D, a
confluent fibroblastic monolayer lining the ADM surface was observed, on E and
F, lower cell density is seen. Detail on B shows the prevalence of cells at the
cell cycling (positive to Ki-67) at day 7, which were just occasionally seen at day
14 (Fig. 2 D and F, respectively; D arrowhead) and at day 21. Objectives from
20X (A, C, D, E, F), 10X (B) e 30X (Detail). Bar of equal value of 100 um (A, C,

D, E and F), 50 um (B) e 75 um (Detalil).

Fig. 3. In vitro cell viability in human fibroblastic cells derived from human
gingival tissue cultured on the ADM evaluated at 14 and 21 days. Data are

reported as mean and standard deviation (n=3).



Fig. 4. In vitro cell apoptosis rate of human gingival fibroblastic cells derived
from human gingival tissue cultured on the ADM evaluated at 14 and 21 days.

Data are reported as mean and standard deviation (n=3).
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Table 1.

Relative proportions of fibroblasts adherent to the surface of and

migrated into the ADM scaffold at days 14 and 21

Day 14 Day 21 p- value
Mean Median (range) Mean Median (range)
Bl 16.5 10.2 (8.7-30.6) 13.3 14 (8-18) 0.5
BS 411 33(28.4-62) 29.7 24.3 (24-41) 0.2
T 5.1 5(4-6.4) 7.6 6 (4-13) 0.42
TS 20.6 19.6 (16.1-26) 29% 31 (24-32) 0.1
a 25 3.4(0.7-3.5) 4.3 4 (4-5) 0.05*
(03] 14.1 10.4 (5-27) 15.6 11 (8-28) 0.35

Mann- Whitney U-test. ~ Statistically significant at p<0.05.



Table 2.
Relative proportion of fibroblasts in the cell cycle by Ki-67

immunostaining on the ADM

Day 14 Day 21 p- value
Mean Median (range) Mean Median (range)
Bl 0.7 0.6 (0.4-1) 0.7 0.6 (0-1.6) 0.57
BS 2.3 2.5(1.3-3.5) 1.9 1.1 (0-4.7) 0.35
T 0.5 0.5(0.4-0.8) 0.4 0.5(0.2-0.5) 0.35
TS 0.9 0.6 (0.4-1.8) 1.2 0.7 (0.3-2.7) 0.5
a 0% 0(0-0.2) 0.4 0.5(0.2-0.6) 0.07
(03] 0.3 0(0-0.9) 0.7 0.7 (0-1.4) 0.35

Mann- Whitney U-test. ’ Statistically significant at p<0.05.



