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RESUMO

A regeneracgao 6ssea alveolar tem sido um dos principais alvos de estudo na
odontologia, tanto humana como veterinaria, principalmente na implantodontia
e nas cirurgias periodontais e buco-maxilo-faciais. Em fungdo disto, este
trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a regeneragédo 6ssea alveolar,
utilizando como enxerto osso liofilizado e células-tronco mesenquimais (MSCs),
oriundas da polpa dentaria de um doador macho para enxerto alogénico.
Foram utilizados 57 coelhas, Nova Zelandia, sendo um coelho doador das
MSCs, distribuidos em sete grupos: controle (G1), osso liofilizado (G2),
Matrigel® (G3), Matrigel® e MSC (G4), osso liofilizado e Matrigel (G5), Osso
liofilizado, Matrigel® e MSC (G6) e somente MSC (G7). Apds a exodontia do
incisivo inferior esquerdo, o alvéolo recebia o implante de acordo com cada
grupo e avaliados em sete dias. As amostras foram coletadas para analise
microscopica, desmineralizadas e ndo desmineralizadas, PCR, além de terem
sido submetidas a analise radiografica, a qual também era realizada no pré e
no pos-operatério imediato. Macroscopicamente, foi observado espessamento
do ramo mandibular dos animais dos grupos que receberam Matrigel® e
aceleracdo do crescimento dos dentes incisivos remanescentes nos animais
que receberam terapia celular. Na analise microscopica, constatou-se que,
todos os grupos que receberam como enxerto o osso liofilizado, o tempo de
regeneracao foi menor, embora o grupo controle tenha apresentado melhor
organizagdo na regeneracdo 6ssea, sendo que o tratamento com Matrigel®
resultou ainda em uma reacao inflamatoria exacerbada, dado este confirmado
também nas amostras ndo desmineralizadas. As radiografias periapicais
também apontaram que os grupos que foram tratados com osso liofilizado
apresentavam maior area de radiopacidade, sugerindo aceleragéo do processo
de regeneragdo. Porém, o teste de PCR nao detectou a presenga do
cromossomo Y do doador nas fémeas receptoras das MSCs. Os resultados
sugerem que o uso da terapia celular diminui o tempo de regeneracdo déssea
alveolar e, quando aliada ao osso liofilizado, acelera este processo. Entretanto,
decorridos sete dias da aplicacdo do Matrigel®, houve aumento da espessura
do ramo mandibular no alvéolo onde foi aplicado, necessitando maior tempo de
avaliagao para melhor elucidar seu uso clinico.

Palavras-chave: odontologia, alvéolo dentario, scaffold, células-tronco
mesenquimais, polpa dentaria, Lagomorfo



ABSTRACT

The alveolar bone regeneration has been a major focus of study in dentistry,
both human and veterinary medicine, especially in implant and periodontal
surgery and in the bucco-maxillo facial. Because of this, this study was to
evaluate alveolar bone regeneration, using lyophilized bone and implant as
mesenchymal stem cells (MSCs) derived from the dental pulp of a male donor
for allogeneic graft. We used 57 female New Zealand rabbits, one rabbit MSCs
from donor, divided into seven groups: control (G1), lyophilized bone (G2),
Matrigel® (G3), Matrigel® and MSC (G4), lyophilized bone and Matrigel®(G5),
lyophilized bone, MSC and Matrigel® (G6) and MSC only (G7). After extraction
of the left lower incisor, the socket receiving the implant according to each
group and evaluated in seven days. The samples were collected for
microscopic analysis, demineralized and non-demineralized, PCR, and they
have been subjected to X-ray analysis, which was also held in pre-and post-
operatively. Grossly, there was thickening of the mandibular branch of animals
that received and accelerate growth of the incisor teeth remaining in the
Matrigel® animals that received cell therapy. Under microscopic analysis, we
found that all groups that received the bone graft as lyophilized, regeneration
time was lower, although the control group had a better organization in bone
regeneration, and treatment with still resulted in a Matrigel® exaggerated
inflammatory response, since this is also confirmed in samples not
demineralized. The periapical radiographs also showed that the groups were
treated with lyophilized bone had a greater area of radiopacity, suggesting
acceleration of the regeneration process. However, the PCR test failed to detect
the presence of Y chromosome in female recipients of the donor of MSCs. The
results suggest that the use of cell therapy reduces the duration and alveolar
bone regeneration when combined with lyophilized bone, accelerates this
process. However, Matrigel®, there was increased thickness after seven days of
applying of the mandibular alveolus in which it was applied, requiring longer
evaluation to elucidate its clinical use.

Key words: dentistry, dental socket, scaffold, mesenchymal stem cells, dental
pulp, Lagomorph
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1 INTRODUGAO

A doenga periodontal consiste em uma das afecgdes de grande
prevaléncia, tanto em humanos como animais, a qual tem como consequéncia
destruicdo dos tecidos conectivos responsaveis em manter o dente,
denominado periodonto. Com o avanc¢o da doenca periodontal, ocorre maior
reabsorcdo Ossea, que aliada a auséncia do dente, prejudica tratamentos

reconstrutivos, como por exemplo, colocagdo de implantes, predispondo

inclusive a fraturas, tanto em mandibula quanto em maxila.

Nos ultimos anos, diversos procedimentos foram desenvolvidos com a
finalidade de regeneracgao tecidual, incluindo regeneracgéao tecidual guiada com
aplicagao de varios fatores de crescimento, como 0sso, plasma rico em
plaquetas e uso de membranas biolégicas. Para o preenchimento do alvéolo
dentario pode-se optar por enxerto autélogo, heterélogo ou xendégeno, que tem
como objetivo recuperar a altura, espessura e manter a qualidade 6ssea. Os
xenoenxertos bovinos sao comercializados como material inerte, livre de
antigenos e, quando liofilizado, parece nao afetar sua capacidade

osteoindutiva.

Entretanto, pesquisas mais recentes utilizando células-tronco tém sido
discutidas para tratamento periodontal e implantodontia dental na regeneragéo
0ssea, assim como qual seria a melhor fonte para coleta dessas células. As
células-tronco podem ser obtidas de diversos tecidos como medula dssea,
tecido adiposo e, atualmente, a polpa dentaria, tanto de dentes deciduos como
de dentes permanentes, tem ganhado destaque. Estudos realizados com

células-tronco provenientes da polpa dentaria (DPSCs) tém mostrado
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capacidade de diferenciagcdo em odontoblastos, em linhagem osteoblastica e
regeneragcdo do complexo dentina-polpa e 6sseo. Além disso, as DPSCs
podem também apresentar potencial para uso em doengas sistémicas, como
doencas cardiacas e neuroldgicas, e apresentar melhora nos casos de

doencas isquémicas.

Todavia, as células-tronco tém sido aplicadas no local da leséo
associadas a scaffolds e tém demonstrado interatividade com biomaterais

tornando-as ideal para reconstrugao tecidual.

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a regeneragcdo Ossea
alveolar apds exodontia do incisivo inferior esquerdo e preenchimento do
alvéolo com osso liofilizado bovino, células-tronco mesenquimais obtidas a
partir da polpa dental e avaliar qual a influéncia do Matrigel® como scaffold das

MSCs e de seus fatores de crescimento.



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a regeneracao Ossea alveolar apés exodontia do dente incisivo de
coelhos Nova Zelandia que receberam como enxerto osso liofilizado, Matrigel®
e células-tronco mesenquimais, separadamente e em associacado, de acordo

com cada grupo.

2.2 ESPECIFICOS

- Avaliar a influéncia do Matrigel® como scaffold das MSCs e de seus

fatores de crescimento.

- Comparar radiograficamente a regeneragdo O0ssea no alvéolo dentario
apos utilizagdo de enxerto com osso liofilizado e MSCs oriundas da polpa
dentaria.

- Comparar o crescimento dos incisivos remanescentes, apos sete dias,
entre os grupos através da mensuracdo das coroas clinicas com sonda
periodontal.

- Avaliar histologicamente o processo de cicatrizagdo do alvéolo dentario
apds enxerto com o osso liofilizado, associado ou nao com as ceélulas-tronco

mesenquimais oriundas da polpa dentaria.
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- Comparar os resultados das avaliagdes histopatolégicas do material
desmineralizado com o ndo desmineralizado, através da analise microscopia.

- Verificar a presengca do cromossomo Y do doador nas fémeas
representadas nos grupos receptores das células-tronco mesenquimais através

da reagao de polimerizagao em cadeia (PCR).



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Modelo Experimental

Atualmente, diversas pesquisas tém sido realizadas na area da
odontologia, utilizando o coelho como modelo experimental, principalmente
para avaliar regeneragcao oOssea alveolar (LALANI et al., 2005); cicatrizagao
Ossea, utilizando enxertos dsseos para reconstrugcao de maxila, especialmente
em casos de reabsorcdo o6ssea (KAHNBERG et al.,, 1998); distracédo
osteogénica (HWANG & CHOI, 2010; CLARK et al., 2006); osteointegracéo de
implantes dentarios (MORI et al., 1997) e regeneracédo do complexo dentina-

polpa (EL-BACKLY et al., 2008).

Os coelhos (Oryctolagus cuniculus) pertencem a Ordem Lagomorfa, da
Familia Leporidae, e caracterizam-se por serem animais difiodontes,
caracterizando-se por apresentar denticio decidua e permanente, e
heterodontes, ou seja, possui incisivos, pré-molares e molares distintos. A
erupcao da denticdo permanente ocorre entre a terceira e a quinta semana de
vida nesta espécie, embora possa ocorrer ainda na vida intra-uterina
(CAPELLO et al.,, 2005). A formula dentaria permanente da espécie esta

representada logo abaixo (FIGURA 1) (WIGGS & LOBPRISE, 1997).

Formula dentaria da denticio permanente:

2 X (12/1, PM3/2, M3/3) = 28 dentes

FIGURA 1 — Férmula dentaria do Lagomorfo (Oryctolagus cuniculus)
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Os lagomorfos diferem dos roedores por apresentarem quatro incisivos
superiores com crescimento continuo (elodonte), sendo um dente em cada
hemiarco dentario, denominado de duplicidentata (FIGURA 2). Devido a nao
distingdo entre coroa e raiz dos dentes, sdo denominados hipsodonte, ou seja,
possuem uma coroa clinica (supragengival) e uma coroa de reserva
(subgengival), cuja extremidade é semelhante a um apice aberto, onde existem
células germinativas responsaveis pela produgdo das estruturas dentarias e
crescimento continuo dos dentes (FIGURA 3). O conjunto das coroas clinica e

de reserva é denominado coroa anatémica (WIGGS & LOBPRISE, 1997).

FIGURA 2 - Normocluséo dos dentes incisivos na espécie Oryctolagus cuniculus.
(B) Vista ventrodorsal da maxila indicando os dentes pré-molares e
molares; (C) Vista dorsoventral da mandibula mostrando os dentes
pré-molares e molares.

(Fonte: http://www.lavocedeiconigli.it/malattie/patologiedenti.htm)

Coroa Clinica

Coroa de Reserva

edljwojeuy eolo) [

FIGURA 3 - Denominacao anatémica do dente incisivo
do coelho (Oryctolagus cuniculus).
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3.2 Doenga Periodontal

A doencga periodontal € um processo progressivo que consiste na perda
da sustentacdo dental, causada pelo acumulo de placa bacteriana no dente e
em sua estrutura de sustentagdo. Com o avancgo desta, o quadro clinico torna-
se irreversivel resultando em perda dental e reabsor¢cédo do alvéolo dentario, o
qual é dependente do dente (WIGGS & LOBPRISE, 1997; NEWMAN et al.,
2004; BASHUTSKI & WANG, 2009).

A partir da auséncia do dente, o alvéolo dentario inicia o processo de
reparo e regeneragao, que ira depender do tipo celular que chegar primeiro.
Existem quatro populagdes de células que compde o periodonto: a lamina
propria da gengiva, o ligamento periodontal, o osso alveolar e o cemento.
Células do ligamento periodontal, do osso alveolar e, possivelmente,
cementoblastos possuem toda capacidade de regeneragdo periodontal.
Entretanto, células epiteliais migram aproximadamente 10 vezes mais rapido
que outras células periodontais, resultando em um longo epitélio juncional,
impedindo o potencial regenerativo das demais células (BASHUTSKI & WANG,
2009).

Historicamente, aumento ou “regeneragdo” do osso alveolar perdido,
resultante de uma extracdo dentaria, reabsorgcao ou trauma, representam um
desafio significativo aos clinicos. Porém, quando n&o ha intervengdo de
procedimentos regenerativos, defeitos dos sitios de extragdo cicatrizam com o
tecido conjuntivo fibroso e com formagéo de cicatriz e frequentemente ndo séao
preenchidos por osso. Por outro lado, a exclusdo de tecido epitelial e conjuntivo

da ferida periodontal por um periodo de seis a oito semanas permite que os
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tecidos adjacentes de crescimento mais lento ocupem o espago adjacente ao
dente. Osteoblastos, cementoblastos e células do ligamento periodontal podem
proporcionar a oportunidade de regenerar um novo suporte periodontal (um
novo 0sso e novas fibras de tecido conjuntivo inseridas dentro do novo
cemento formado) na superficie da raiz anteriormente doente (NEWMAN et al.,
2004).

A cicatrizacido Ossea pode ser classificada em primaria e secundaria.
Assim como ocorre nos tecidos moles, a cicatrizacdo 6ssea primaria implica no
contato direto, ou em um espago menor que 1mm, entre os fragmentos ésseos,
onde inicia o trabalho em grupo dos osteoclastos para criar tunel com a
finalidade de os osteoblastos secretarem ostedides para futura mineralizagao
(RODEN JR, 2010).

Na cicatrizacdo 6ssea secundaria ocorre a formagao do calo dentro do
qual ostedides sdo produzidos e ocorre a mineralizacdo. Este tipo de
cicatrizagdo pode ser dividido em trés grandes fases: inflamatéria, reparo, e
remodelagdo. A fase inflamatéria ocorre imediatamente com a formagao do
hematoma, que eventualmente forma o tecido de granulagédo. A segunda fase
de reparo inicia quando as células inflamatorias e fibroblastos invadem o
tecido. Estas células causam diferenciagcao e recrutamento dos osteoblastos e
fornecem um arcabougo (scaffold) para aumentar neoformacgdo vascular.
Entretanto, os ostedides produzidos pelos osteoblastos formam o calo mole, o
qual é eventualmente ossificado. O ultimo estagio de remodelagdo ocorre ao
longo de meses a anos e restaura o osso em sua forma e forga original

(RODEN JR, 2010).
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A regeneracgao tecidual guiada (RTG) tem como principio ordenar células
especificas a contribuirem para a formagao de tecidos especificos, enquanto
que na regeneragao o0ssea guiada (ROG) o objetivo € regenerar um unico
tecido, isto €, o osso. Na ROG, a absor¢cdao do enxerto dsseo no espaco
alveolar deve anteceder a ocupac¢ao do 0sso, pois, apesar de ser o unico tecido
com capacidade de regenerar-se, sua estrutura calcificada rigida possui
perfusdo limitada, enquanto que o enxerto € dependente da estabilidade do
suprimento sanguineo. A tabela abaixo ilustra os requisitos minimos para

regeneracao ossea (NEWMAN et al., 2004).

TABELA 1 - Requisitos para regeneracao dssea.

Requisitos Biolégicos Procedimentos Cirurgicos
Suprimento sanguineo Perfuracdes na cortical

Estabilizagao Parafusos de fixagao

Osteoblastos Enxerto 6sseo (autégeno)

Espaco confinado Membrana

Manutencao do espaco Efeito tenda, materiais de enxerto 6sseo
Cobertura da ferida Manuseio do retalho, sutura sem tenséo

(Fonte: NEWMAN et al., 2004)

HUJA et al. (2006) afirmam ainda que o turn over 6sseo pode sofrer
influéncia dentro do processo alveolar, na mandibula e na maxila, e entre
dentes anteriores e posteriores, indicando provavel interferéncia do
envolvimento mecanico na regeneragéo.

Em humanos, a reabsor¢do 6ssea alveolar também prejudica tratamentos
estéticos, como colocagao de implante, e posterior prétese, devido a auséncia
de suporte ésseo, necessitando realizar enxerto ésseo, autégeno ou sintético

(MORSCZECK et al., 2008).
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Na tentativa de reconstrugcdo total ou parcial das estruturas perdidas
desenvolveram-se técnicas com o objetivo de recuperar o contorno anatémico
normal, eliminar espagos mortos, favorecer a cicatrizagao, além de prevenir a
invaginagao de tecidos moles para o interior dessa cavidade, reduzindo assim

as chances de infecgbes secundarias (IAMAGUTI & BRANDAO, 2007).

3.3 Enxertos

Os enxertos sido definidos como a tranferéncia de tecido vivo e sao
classificados quanto a sua estrutura em enxerto 6sseo esponjoso e cortical

(MILLIS & MARTINEZ, 2007).

Com relagdo a histocompatibilidade, os enxertos sao classificados em

(MILLIS & MARTINEZ, 2007):

¢ Auto-enxerto: transplante do enxerto de um ponto do individuo para outro
local no mesmo individuo;

¢ Aloenxerto (homoenxerto): tecido obtido de um individuo e transplantado
para outro da mesma espécie;

e Aloimplante: € um osso nao viavel preparado de enxertia por congelamento,
congelamento-dessecacgao, irradiagdo, ou substadncias quimicas, e
implantados em outro individuo;

e Xenoenxerto (heteroenxerto): transplante de tecido de um individuo a outro
de espécie diferente.

¢ Isoenxerto (sinenxerto): tecidos transplantados de um individuo para outro

geneticamente idéntico.
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A composi¢cao de enxertos O0sseos pode incluir 0SSO esponjoso, 0SSO
cortical, osso corticoesponjoso, medula 6ssea ou osso e cartilagem articular
(osteocondral). Um enxerto 6sseo ideal ou um substituto ésseo tem como
funcao propiciar (1) células osteogénicas que produzem 0sso novo, (2) fatores
osteoindutores que induzem a diferenciacdo de células désseas a partir de
células mesenquimais indiferenciadas, (3) uma matriz osteocondutora que atua
como estrutura para crescimento interno de 0sso novo e (4) suporte estrutural

para a coluna 6ssea (MILLIS & MARTINEZ, 2007).

Normalmente, dependendo do tipo de enxerto Osseo eles, acabam
realizando uma ou mais fungdes quando incorporado ao tecido do hospedeiro.
Entretanto, a escolha do enxerto d6sseo substituto dependera das funcdes
requeridas: osteogénese (formagdo de novo o0sso), osteoindugdo (células
mesenquimais indiferenciadas sdo estimuladas a se diferenciarem em
osteoblastos e condroblastos), osteocondugédo (crescimento de capilares,
tecido perivascular e células mesenquimais dentro do 0sso novo) ou suporte
estrutural (promovem resisténcia e estrutura aos enxertos em grandes defeitos

6sseos) (MILLIS & MARTINEZ, 2007; GONCALVES, 2010).

Acredita-se que o sucesso do tratamento de perda 6ssea requer uma
combinacao de sinais osteoindutivos, de matriz osteocondutiva e de resposta

celular ao potencial osteogénico (OAKES et al., 2003; GONCALVES, 2010).

Biologicamente, a melhor fonte para a obtengcdo desse material seria, o
proprio animal, com a utilizagdo do enxerto autélogo. Entretanto, o transplante
autdélogo, considerado o padrdao ouro na regeneragdo Ossea, tem taxa de

insucesso acima de 30%. Porém, tal op¢do acaba sendo muitas vezes
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preterida por aumentar a morbidade, a dor, os tempos cirurgico e anestésico e,
principalmente, por nao fornecer volume suficiente para a reconstru¢gao de uma
grande falha d&ssea (ALIEVI et al.,, 2007; MILLIS & MARTINEZ, 2007;
KRETLOW, 2009). Gongalves (2010) acrescenta como desvantagens dos
enxertos autdlogos riscos de infecgdo, hematoma e hipersensibilidade do

tecido.

O enxerto 6sseo xenodgeno tem sido uma opgéo viavel, desde que tratado
adequadamente para reducdo da antigenicidade. Todavia, as técnicas de
esterilizacdo utilizadas diminuem as propriedades osteoindutivas destes

enxertos (OLIVEIRA et al., 2005; RIZZO et al., 2005; GONCALVES, 2010).

O osso liofilizado bovino tem sido utilizado como enxerto ésseo em
humanos e apresenta osteointegracdo similar ao enxerto liofilizado humano.
Além disso, apresenta como vantagem a facil obtencéo e a grande quantidade
de material disponivel, considerando o porte do animal (GALIA et al., 2009;

GONCALVES, 2010).

Biomateriais a base de fosfato de calcio também podem ser utilizados
como enxerto alveolar e tém como caracteristica a excelente compatibilidade
tecidual e ndo desencadeiam qualquer resposta inflamatéria ou reagao a corpo
estranho. Esses materiais s&o osteocondutivos, e nao osteoindutivos,
significando que eles conduzirdo a formagao 6ssea quando colocados préximo
de osso viavel, porém nado quando cercados por um tecido que nao induzem
formagdo o6ssea. Os dois tipos de cerdmicas mais utilizados sdo a

hidroxiapatita e o fosfato de tricalcio (NEWMAN et al., 2004).
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A combinacao de técnicas costuma ser realizada frequentemente, como
por exemplo, a regeneragdo tecidual guiada com enxertos 6sseos e outros

métodos, enxertos e membranas (NEWMAN et al., 2004).

3. 4 Células-tronco

A célula-tronco € definida como um tipo de célula indiferenciada, capaz de
se multiplicar mantendo-se indiferenciadas por longos periodos, tanto in vitro
como in vivo, mas que diante de estimulos especificos podem diferenciar-se
em células maduras e funcionais. Além disso, tem a propriedade fundamental
de divisdo assimétrica, ou seja, ao mesmo tempo que originam ceélulas
precursoras com capacidade de diferenciagao restrita a um determinado tecido,
produzem células indiferenciadas que repde a populacdo de células-tronco

(ZAGO & COVAS, 2006) (FIGURA 4).

As células-tronco tém sido o principal alvo de estudo e trabalhos
experimentais devido a sua plasticidade, a qual permite a diferenciagcdo dessas
células em diversos tecidos como figado, sistema nervoso central, rins,
pancreas, pulmbes, pele, trato gastrointestinal, coragdo, musculo esquelético
(RIZZO et al., 2005; NAKAGE & SANTANA, 2006). Portanto, a plasticidade é
definida como a capacidade de uma célula de originar varios tipos celulares
diferentes, como por exemplo, células-tronco hematopoiéticas dando origem a
células musculares cardiacas ou hepatécitos, ou seja, a capacidade de

transdiferenciacao (ZAGO & COVAS, 2006; KOLYA & CASTANHO, 2007).
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Pool de Células-Tronco

. Divis&o Assimetrica

Células-Tronco ..

Células
Diferenciadas

FIGURA 4 - Desenho ilustrativo da propriedade fundamental de divisdo assimétrica
das células-tronco (Fonte: ZAGO & COVAS, 2006).

Com relacéo a potencialidade dessas células denominam-se totipotentes,
pluripotentes e multipotentes. Alternativamente, quanto a origem podem ainda
ser classificadas como embrionarias e adultas (OKAMOTO & SANTOS, 2004;

CIRNE-LIMA, 2007).

As células-tronco embrionarias sdo derivadas de estagios iniciais de
embrides. As células-tronco embrionarias obtidas de embrides de 2 ou 4
células possuem a capacidade de se diferenciar em todos os tipos celulares
que compde um organismo adulto, além dos anexos embrionarios, por isso sdo
denominadas de fotipotentes. Entretanto, quando as ES sdo derivadas de um
estagio embrionario mais avangado, o blastocisto, estas possuem a capacidade
de originar as trés camadas germinativas embrionarias — mesoderme,
ectoderme e endoderme — passam a ser classificadas como pluripotentes. As

células pluripotentes possuem capacidade de dar origem a qualquer tipo
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celular, que compde um individuo adulto; porém, nunca a um novo individuo,
pois nao possuem a capacidade de gerar os anexos embrionarios (SLACK,

2000; CIRNE-LIMA, 2007; FONTANA, 2009).

Para manutencido e expansao das células-tronco embrionarias e adultas
faz-se necessaria a realizagdo de repiques conservando as linhagens
especificas desejadas, com perda de algumas células (NARDI & MEIRELLES,

2006).

Até o presente momento, as células-tronco adultas, que podem ser
obtidas de diferentes tecidos que compdéem um individuo adulto, melhor
estudadas, sao as células presentes na fragdo mononuclear da medula éssea,
que contém as células tronco hematopoiéticas e as células-tronco
mesenquimais (MSCs), podendo ser encontradas tanto no sangue periférico
como no sangue de corddo umbilical, correspondendo a 0,1-1% do total de

ceélulas (OKAMOTO & SANTOS, 2004; NAKAGE & SANTANA, 2006).

As células-tronco mesenquimais podem ser isoladas de medula 6ssea, de
tecido adiposo, de varios tecidos fetais e numerosos outros tecidos de adultos.
A propriedade basica que permite o isolamento e a cultura dessas células é a
sua facilidade de aderir a superficies como vidro e plastico, e possuem a
capacidade de se diferenciar in vitro e in vivo em osteoblastos, em adipdcitos,

em condroblastos e em mioblastos (ZAGO & COVAS, 2006).

As células-tronco mesenquimais apresentam pluripotencialidade para
células derivadas do mesoderma: células contrateis, células endoteliais,
condrocitos (OKAMOTO & SANTOS, 2004; CHEN et al., 2008). Atraves destas

células descobriu-se que as células-tronco mesenquimais aderem-se as placas
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de cultura, e apresentam morfologia semelhante a fibroblastos in vitro,
formando colénias ap6s um determinado periodo de cultivo. Todas as células
terminalmente diferenciadas acabam morrendo, exceto as células aderentes,
que sobrevivem, que sao por definicdo, as células-tronco mesenquimais
(NARDI & MEIRELLES, 2006; ZAGO & COVAS, 2006; BYDLOWSKI et al.,

2009; HWANG & CHOIN, 2010).

Durante o crescimento inicial in vitro, as MSCs fibroblastéides, ou seja,
com formato fusiforme, formam colénias denominadas, em analogia com as
células-tronco hematopoiéticas, de unidades formadoras de colbnias de
fibroblastos (CFU-F). Apesar de ndo serem imortais, as MSCs tém capacidade
de se expandir numerosas vezes em cultura, mantendo seu potencial de
crescimento e pluripotencialidade. Entretanto, estas células apresentam
inibicdo do crescimento ao atingir a confluéncia, levando a necessidade de
varias passagens sucessivas para se obterem quantidades de MSCs altamente
enriquecidas, com auséncia de outros tipos celulares. Porém, em humanos,
apds as primeiras trés semanas de cultura e cerca de 12 a 15 duplicagdes,
passagens sucessivas levam a diminuigdo das taxas de proliferagao celular, e
as células progressivamente mostram perda da multipotencialidade. Essas
alteragdes sdo mais pronunciadas quando se utiliza material originario de
individuos adultos do que as células derivadas de individuos jovens

(BYDLOWSKI et al., 2009).

As células-tronco mesenquimais correspondem a uma pequena
populagao celular da medula éssea, compondo cerca de 0,01% a 0,0001% de

todas as células nucleadas medulares. Entretanto, podem ser isoladas e
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expandidas com alta eficiéncia e induzidas a se diferenciarem em multiplas
linhagens em condi¢gdes de culturas definidas. O interesse neste tipo celular
cresceu exponencialmente nos ultimos anos devido ao seu grande potencial de
uso na regeneragao de tecidos e orgaos lesados (ZAGO & COVAS, 2006;

BYDLOWSKI et al., 2009).

Embora as MSC possuam aptidao de diferenciagao mais limitada que as
células-tronco embrionarias, apresentam grandes vantagens, considerando a
facilidade de isolamento destas células, sua capacidade de propagacédo em
cultura, e de ndo serem imunogénicas, podendo ser teoricamente empregadas

em transplantes alogénicos (BYDLOWSKI et al., 2009).

Estas células podem ser derivadas da medula éssea, além de outros
orgaos como rim, baco, pulm&o, pancreas, figado, aorta, veia cava, e
musculatura estriada esquelética (NARDI & MEIRELLES, 2006). Entre os sitios
de colheita de células-tronco provenientes da medula dssea pode-se destacar:
a crista dorsal do ilio, o trocanter maior do fémur, a abordagem trans-iliaca e a

regido epifisaria proximal do umero (RASKIN, 2007).

A utilizagdo de sangue de corddo umbilical (OKAMOTO & SANTOS,
2004) e da gordura de lipoaspirados também apresentaram células aderentes
com aspecto de célula-tronco mesenquimal, sendo que “células-tronco
adiposo-derivadas” tém sido aplicadas no reparo de lesbes cutédneas e outras
cirurgias plasticas (ZUK et al., 2002; NARDI & MEIRELLES, 2006; SANDOR &
SUURONE, 2008). O tecido adiposo consiste em uma fonte alternativa para
obtencdo de células-tronco mesenquimais autdlogas adultas, presente em

grandes quantidades nestes tecidos podendo ser coletada com o paciente sob
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anestesia local gerando minimo desconforto (ZUK et al., 2002). Abaixo segue

uma figura representativa das possiveis fontes de MSCs (FIGURA 5).
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FIGURA 5 - Desenho ilustrativo dos diferentes sitios para obtencao de células-tronco
(Fonte: SEONG et al., 2010).

Apesar das evidéncias de que as MSCs podem transdiferenciar em
multiplos tipos celulares, in vivo, a real contribuicdo ao reparo tecidual das
MSCs ainda nao é claro. Por exemplo, na ortopedia, que tem sido proposto que
as MSCs poderiam ser utilizadas para regenerar qualquer tecido; porém, as
evidéncias mostram que o uso destas células na reconstrugcédo exclusivamente
através de mecanismos de diferenciagao serviria somente para o reparo 6sseo

(BYDLOWSKI et al., 2009).

3.4.1 Células-tronco aplicadas na odontologia

Atualmente as pesquisas no campo da odontologia estdo voltadas para as
células-tronco, seja na formacédo dental ou na regeneragdo de tecido bucal
(KOLYA & CASTANHO, 2007), devido ao seu alto poder osteoindutor

(RASKIN, 2007).
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Algumas fontes dessas células sdo bastante exploradas, onde pode-se
destacar as MSCs, as quais tém sido isoladas da medula 6ssea, tecido adiposo
e dentes deciduos e permanentes. As MSCs podem diferenciar-se em
fibroblastos, cementoblastos, osteoblastos, componentes de tecido conjuntivo e
odontoblastos envolvidos na formagdo da dentina (FIGURA 6) (KOLYA &

CASTANHO, 2007; SEONG et al., 2010).
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FIGURA 6 - Desenho ilustrativo das possiveis diferenciagdes a partir do isolamento
das células-tronco oriundas da polpa dental (Fonte: SEONG et al., 2010).

Porém, analises recentes do epitélio dental e da variedade
ectomesenquimal dos tipos celulares dentais revelaram existir células-tronco na
polpa dentaria (DPSCs), no ligamento periodontal, no precursor do foliculo

dental e na papila apical (MORSCZECK et al., 2008).

Duas grandes categorias de células-tronco sédo discutidas na odontologia:

(1) as células-tronco embrionarias, e (2) as células-tronco somaticas ou
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adultas. O isolamento e a aplicagdo das células-tronco embrionarias em
humanos possuem controvérsias éticas, mas esses primeiros estudos
experimentais mostraram o caminho para os tratamentos atuais. Precursores
de células dentais tém sido grande atrativo para novos tratamentos por serem
de facil acesso, comparando-se com os procedimentos para obtengao das
MSCs derivadas da medula o&ssea, evitando preocupagdes éticas e

manipulagdes extras (OHAZAMA et al., 2004; MORSCZECK et al., 2008).

As células-tronco provenientes da polpa dos dentes deciduos
permanecem vivas por um curto periodo de tempo, apos sua exfoliagao,
podendo ser armazenadas e cultivadas (GRONTHOS et al., 2000; MIURA et

al., 2003).

A presenca de células-tronco indiferenciadas no ectomesenquima oral,
apos a erupcao dentaria em humanos, serviu como marco para o isolamento
dessas células na polpa dentaria. Em contraste, as células-tronco derivadas da
medula 6ssea sdo capazes de se diferenciar em odontoblastos. As DPSCs
podem induzir também a diferenciacdo em células musculares esqueléticas,
neurbnios, cartilagem e células o6sseas a partir de culturas definidas
quimicamente. As células-tronco extraidas da polpa dentaria de incisivo
deciduo humano tém capacidade de se diferenciar em odontoblasto, adipdcitos
e células neurais (MORSCZECK et al.,, 2008). D'Aquino et al. (2008)
acrescentam facil acesso e coleta de células da polpa dentaria, além de baixa

morbidade.

El-Backly et al. (2008) afirmam que a polpa dentaria contém células que

podem se diferenciar em tecido duro apds o dano. Os odontoblastos que foram
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lesados podem ser substituidos por uma nova populagdo regenerativa de
células tipo odontoblastos derivadas de células-tronco residentes na polpa

dentaria.

Muitos estudos tém sido realizados com as DPSCs e descobriram
principalmente que estas células estromais multipotentes podem ser
criopreservadas com seguranga, usadas com diversos scaffolds, e podem
proliferar extensivamente, com grande longevidade e construir in vitro osso de
adulto com canais de Havers e vascularizagdo adequada (D"AQUINO et al.,

2008).

Diversos estudos estdo sendo feitos com o objetivo de reduzir o tempo
da consolidagao 6ssea incluindo ultra-som, pulso eletromagnético, calcitonina,
ED-71, rFGF-2, rpOP-1, BMP-4, rhBMP-2, exposi¢cdo ao oxigénio hiperbarico,
células da medula 6ssea autdloga e plasma rico em plaquetas (PRP) (HWANG

& CHOIN, 2010).

Atualmente, muitos estudos tém sido feitos sobre a regeneragédo Ossea
com MSC. Todavia, a regeneragao 0ssea usando a engenharia tecidual pode
apresentar desvantagens de enxerto 6sseo autdégeno como uma limitagao da
quantidade e a necessidade de novas intervengdes cirurgicas. Muitos fatores
da regeneragcdo Ossea usando engenharia tecidual incluem MSC
indiferenciadas, fatores de crescimento e scaffolds 3D (HWANG & CHOIN,

2010).
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3.5 Scaffolds Utilizados nas MSCs na Odontologia

Os scaffolds sdo materiais utilizados como “arcabougo”, que servem de
sustentagcdo para algum material, como por exemplo, as células-tronco

(SEONG et al., 2010).

As MSCs derivadas da polpa dentaria possuem grande eficiéncia,
habilidade de diferenciacdo extensiva e tem demonstrado interatividade com
biomaterais tornando-as ideal para reconstrugcao tecidual (D’AQUINO et al.,

2008).

3.5.1 Scaffolds tridimencionais

Estudos recentes de engenharia de tecidos 6sseos tém mostrado grande
potencial da utilizagdo das células-tronco mesenquimais da polpa dental em
combinagdo com uma matriz de suporte 3D, como por exemplo, a associacao
destas células, isoladas a partir de polpa dental de dente de coelho, com PLGA
(poliacido lactico glicdlico), que foram transplantadas via subcutanea.
Histologicamente, a evolugdo deste transplante heterdlogo relevou grande
formagao de tecido mineralizado, sugerindo que as DPSCs possuem potencial
para regeneragao tecidual 6ssea para uso clinico (EL-BACKLY et al., 2008;

SEONG et al., 2010).

3.5.2 Scaffolds fluidos

Além dos requisitos basicos para qualquer biomaterial poder ser aplicado

clinicamente, como biocompatibilidade, eles devem apresentar trés requisitos
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fundamentais: 1) capacidade de ajuste ao defeito anatébmico, 2) fornecem
suporte mecanico para regenerar e sustentar os tecidos circundantes, e (3)
entregar fatores bioativos para auxiliar a regeneragao do tecido (KRETLOW et

al., 2009).

Atualmente, o scaffold injetavel mais utilizado tem sido o plasma rico em
plaquetas (PRP), que visa acelerar o reparo de ferida cirurgica e regeneragao
0ssea, pois estdo presentes fatores de crescimento derivado das plaquetas que
assumem propriedades antiinflamatorias e regenerativas. A agao conjunta dos
fatores de crescimento resulta na sinalizagcdo para as células mesenquimais e
epiteliais migrarem para o local lesado. O PRP é obtido pela centrifugagéo
dupla em baixa velocidade de uma amostra de sangue, que pode ser retirada

do proprio paciente (DUSSE et al., 2008).

3.5.2.1 Matrigel®

O Matrigel® (BD, CA, USA) é uma preparacgdo de membrana solubilizada
extraida do sarcoma do EHS (Engelbreth-Holm-Swarm) do rato, um tumor rico
em proteinas da matriz extracelular, que possui a laminina como seu maior
componente, além de fatores de crescimento, que ocorrem naturalmente no
tumor de EHS. O Matrigel® tem como objetivo fornecer substrato necessario
para o estudo da angiogénese, tanto in vitro como in vivo (KEMPTON et al.,

2009).

As indicagbes de uso deste produto sdo: (a) crescimento e diferenciagao

celular; (b) estudos sobre metabolismo e potencial toxicologico; (c) ensaios
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sobre invasao in vitro e em ensaios de angiogénese in vivo; (d) estudos de
angiogénese in vivo e aumento de tumores em camundongos
imunossuprimidos (Bula Matrigel® - http://www.bdbiosciences.com/external

_files /dl/doc/manuals/live/web_enabled/354248 Guidelines.pdf).

O fabricante alerta sobre a importancia de manter o produto a -20°C, e
quando for aliquotar para ser utilizado deve-se deixa-lo overnight a 4°C. Estes
dados tornam-se fundamentais para o uso do Matrigel®, uma vez que este
adquiri a forma de gel, quando atinge temperatura entre 22°C e 35°C (Bula
Matrigel® - http://www.bdbiosciences.com/external_files/dl/doc/manuals/live/

web _enabled/354248 Guidelines.pdf).

3.6 Técnica de Radiografia de Subtragao

A radiografia convencional exibe imagens bidimensionais resultantes das
diferencgas entre as densidades dos tecidos que sao atravessados pelos raios X
(FERREIRA et al., 1999). Entretanto, a imagem digital tem sido utilizada para
acompanhamento de alteragbes Osseas, por meio de subtracdo radiografica
digital (SRD) (HAUSMANN, 2000; SCHMITD, 2005).

A técnica de subtracao digital oferece a possibilidade de eliminagéo da
superposicao estrutural, o que aumenta a sensibilidade visual para a detecgéo
de modificagdes sutis, as quais s&o imperceptiveis no exame de radiografias

convencionais (FERREIRA et al., 1999).
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A técnica de SRD consiste no alinhamento perfeito de duas imagens
obtidas com um intervalo de tempo, as quais s&o subtraidas matematicamente.
As regides onde ndo apresentam mudangas sao eliminadas da imagem
subtraida, de forma a ressaltar visualmente as diferengas entre elas. Desta
forma, pequenas alteragdes nos tecidos seriam prontamente visualizadas nas

imagens subtraidas (HAUSMANN, 2000; SCHMITD, 2005).

Os tons de cinza de uma radiografia podem ser quantificados,
especialmente nas radiografias digitais ou digitalizadas, com o auxilio de um
software. O olho humano é capaz de visualizar apenas 32 tons de cinza,
enquanto que o computador identifica 256. Esta escala vai de zero a 255,
sendo que zero corresponde a area mais radiolucida (preto) e 255 a area mais
radiopaca (branco). Varios softwares tém sido usados na manipulagdo de
imagens, tais como Adobe Photoshop®, Digora®, Image Tool®, VixWin® (LEDA

2010).

Além de ser expressa de forma visual (subjetiva e qualitativa), a SRD
pode ser expressa de forma numérica (objetiva ou quantitativa). A SRD
quantitativa, expressa em unidades relativas aos valores dos pixels é
denominada CADIA (Computed Assisted Densitometric Image Analysis —
analise densitométrica assistida por computador) (HAUSMANN, 2000;

SCHMITD, 2005).

No CADIA, a area ou regiao de interesse selecionada tem a média dos
valores dos pixels medida e multiplicada pelo numero de pixels da area onde
ocorreu a mudanga, na imagem subtraida, dando como resultado um valor

numérico que pode ser positivo ou negativo. Valores negativos indicam
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diminuicdo da densidade O&ssea e valores positivos o aumento desta

(SCHMITD, 2005).

Além da avaliagdo através dos valores de pixels, pode-se utilizar o
histograma e tons de cinza para mensurar a densidade 6ptica pré-selecionando
uma ou mais areas de interesse, mantendo fixo o valor de pixels a ser utilizado

(LEDA, 2010).

3.7 Teste de Reagao em Cadeia da Polimerase

A Reacdo em cadeia da polimerase (PCR) € uma técnica de biologia
molecular, que permite a replicagdo in vitro do DNA de forma extremamente
rapida, que amplifica quantidades minimas de material genético em milhdes de

vezes, para posterior detecgdo dos marcadores desejados (PINHO, 2006).

A realizagdo deste teste consiste em trés passos, que em conjunto se
designam como um ciclo e que se repete em numero especifico de vezes. A
ordem dos passos para fazer a PCR sao desnaturacdo, hibridizacdo e

extenséo (PINHO, 2006; FONTANA, 2009).

3.7.1 Desnaturacao térmica

A desnaturagao térmica consiste na elevagao da temperatura, geralmente
acima de 90°C, e tem como objetivo desfazer as ligagbes quimicas fracas

(hidrogénio) da cadeia dupla de DNA. Portanto, as ligagdes covalentes mais
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fortes entre as moléculas de fosfato e desoxirribose, permanecem intactas

(PINHO, 2006; FONTANA, 2009).

3.7.2 Hibridizagao

A fase de hibridizagdo tem como objetivo replicar apenas a sequéncia de
interesse de DNA. Para isto sdo utilizados iniciadores, os quais sao
denominados de primers, que sao curtas sequéncias sintéticas de nucleotideos

(PINHO, 2006; FONTANA, 2009).

Em uma reagdo de PCR séo incluidos dois primers, um para cada cadeia
simples de DNA, que foi produzida no processo de desnaturagdo. O inicio da
sequéncia de DNA alvo é marcada pelos primers, que se ligam (hibridizam)
com a sequéncia complementar. Para isto, a temperatura encontra-se entre 40
e 65° dependendo do comprimento dos primers e da sequéncia que sera

avaliada (PINHO, 2006; FONTANA, 2009).

3.7.3 Extensao

Apoés a ligagcdo dos primers a temperatura eleva-se a aproximadamente
72°C e a enzima Taq polimerase replica a cadeia de DNA. A Taq polimerase é
uma enzima, que ao contrario de outras polimerases, se mantém ativa a
temperaturas elevadas. O processo de sintese inicia-se em uma zona de
cadeia dupla (onde estao ligados os primers), incorporando os nucleotideos
complementares a sequéncia alvo e utilizando os dNTPs em solugéo (PINHO,

2006; FONTANA, 2009).
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Ao final do primeiro ciclo da PCR sao obtidas duas novas cadeias de DNA
idénticas a original; porém com a inclusdo do primer. A partir desta etapa,
realiza-se um novo ciclo, que ira servir de molde a sintese da nova cadeia até a
obtencdo de uma cadeia amplificada. Em outras palavras, a sequéncia
flagueada pelos primers € a sec¢cao do DNA que se amplifica e que sera

analisada (PINHO, 2006; FONTANA, 2009).

Desta forma, a técnica de PCR viabiliza a amplificacdo in vitro de
sequéncias especificas de DNA. Em experimentos de terapia celular, a técnica
de PCR tem sido utilizada para avaliar a presencga das células transplantadas
nos receptores. Para tanto, utiliza-se um doador macho e a receptora deve ser
uma fémea. Com este esquema € possivel aplicar-se a técnica de PCR com o
intuito de verificar a presenca das células do doador, em tecidos da receptora,

através da amplificagdo do cromossomo Y (CIRNE-LIMA, 2007).

Esta técnica tem sido adotada, uma vez que as células-tronco
apresentam a capacidade de expulsar os corantes vitais, como Hoesh, por
exemplo, perdendo a marcagao. Neste sentido, a deteccdo da presenca do
cromossomo Y, por exemplo, viabiliza a deteccdo das células de macho

transplantadas para fémeas (TORRES, 2009).



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 57 coelhos (Oryctolagus cuniculus) da ordem
Lagomorfa, da raga Nova Zelandia albinos, sendo um doador macho e o
restante fémeas, com idade variando entre 4 e 5 meses, com peso corporal
entre de 2,5 a 3 kg, provenientes de cabanhas cadastradas a Unidade de

Experimentagdo Animal do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (UEA-HCPA).

Os animais foram encaminhados a UEA-HCPA, em dia e horario
previamente acordado, pois todos os coelhos passaram por um periodo de
adaptagao, que variava de trés a cinco dias, antes do procedimento cirurgico.
Estes permaneceram em gaiolas individuais sob temperatura controlada de
18°C e umidade de ar média de 68%, sendo sua alimentacao a base de ragao
comercial peletizada especifica para a espécie, eventualmente verduras, e a

agua ad libitum.

Todos os animais foram mantidos e manipulados segundo normas do
Colégio Brasileiro de Experimentacéo Animal (COBEA) e da Comissao de Etica
no Uso de Animais (CEUA), antes do inicio do projeto este foi avaliado e
aprovado pelo comité de ética em pesquisa do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (HCPA), onde esta cadastrado sob o protocolo numero 09-541.
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4.2 Verificagao do Volume do Alvéolo Dentario

Antes de iniciar os procedimentos cirurgicos, foi verificado qual o volume
ocupado pela coroa de reserva no alvéolo dentario do dente incisivo, utilizando
um cadaver de um coelho, com tamanho compativel com os animais que
seriam operados. Para isto foi utilizado uma micropipeta de 100uL, contendo
contraste a base de bario e Azul de Trypan para avaliar radiograficamente e
macroscopicamente o volume, a fim de definir o volume de enxerto a ser

utilizado.

Com este teste foi possivel saber o volume aproximado do alvéolo
dentario, que registrou 200uL. Entretanto, por tratar-se de um cadaver, o
sangramento apos a exodontia deste elemento dentario foi descontado do
volume a ser administrado, estipulando-se o volume final de 120uL, para que

nao ocorresse perda de material, seja MSCs ou BD Matrigel®.

4.3 Coleta da Polpa Dentaria

Para realizar a coleta da polpa dentaria, foi utilizado um unico doador da
mesma espécie, de 30 dias de idade, pesando 170g, macho. O animal foi pré-
medicado com cloridrato de petidina (2mg.kg™”), midazolam (0,1mg.kg™) e
quetamina (7mg.kg™) por via intramuscular (IM) e, posteriormente, foi induzido
e mantido sob plano anestésico cirurgico com isoflurano ao efeito através de

mascara confeccionada com seringa de 10mL.



50

Antes de iniciar a coleta, posicionou-se o doador em decubito lateral
para realizar uma radiografia latero-lateral do cranio, a fim de identificar se o
germe dentario era deciduo ou permanente. Para isto foi utilizado um filme
oclusal, onde sua revelacdo mostrou que os dentes incisivos ja eram

permanentes, mas os dentes posteriores ainda estavam esfoliando.

Para a obtencdo da polpa dentaria, foi realizada anti-sepsia com
gluconato de clorexidina 0,12% e promoveu-se exodontia do incisivo inferior
esquerdo a partir da luxagao do ligamento periodontal com uma agulha 40X12
e avulsdo com férceps pediatrico. Finalizada a extragao, o dente era colocado
dentro de um tubo de plastico estéril com fundo cénico de 15mL (Falcon®,
Brasil) contendo Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Invitrogen, CA,
USA) e enviado ao Laboratério de Embriologia e Diferenciagdo Celular
localizado ao lado da UEA no Centro de Pesquisa Experimental (CPE) do

Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

4.4 Obtengao da Cultura Celular das Células-tronco Mesenquimais

da Polpa Dentaria

A amostra de dente deciduo obtido foi processado no Laboratério de
Embriologia e Diferenciacdo Celular do CPE, HCPA. Assim, em capela de fluxo
laminar, a polpa era dissociada mecanicamente com auxilio de pipeta e meio
de cultura completo (DMEM low glucose suplementado com 10% de soro fetal

bovino — FCS, 1% de solugdo de antibidtico e antimicético, fornecido pela
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GIBCO). Ao final, a suspensao celular obtida era plaqueada em um pogo de

placa de seis pogos com meio completo acrescido de 10% de FCS.

Apos 24 horas, o meio de cultura era trocado e posteriormente o meio
era trocado com uma periodicidade de dois dias. Quando a cultura celular
atingia 80% de confluéncia, esta era repicada com solu¢cdo de Tripsina/EDTA
(GIBCO) numa proporgédo de 1:3, até a obtencdo do numero de células

necessarias para a realizagao das intervencdes de terapia celular.

4.5 Caracterizagcao das Células-tronco Mesenquimais a partir da

Polpa Dentaria

A caracterizagdo de uma cultura de células como células-tronco
mesenquimais esta relacionada com a capacidade destas de formarem
colonias fibroblastéides (Ensaio de CFU-F); capacidade de diferenciagéo in
vitro para adipdcitos, condrocitos e ostedcitos; ou através da
imunofenotipagem, técnica de pesquisa de marcadores presentes nas

membranas celulares.

Neste sentido, foi realizado o ensaio de CFU-F, no momento do
isolamento das células, a partir da dentaria, onde 4,5x10° células foram
plagueadas, por poco, em placas de cultivo de seis pogos, em meio de cultura
completo. O meio era trocado com intervalos de trés dias. Quinze dias apo6s o
inicio da cultura, as células eram lavadas, trés vezes, com PBS estéril e fixadas
e coradas por Pandtico rapido LB, segundo as instrugbes do fabricante

Laborclin® (FIGURA 7).
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FIGURA 7 — Fotomicrografias demonstrando a capacidade das células isoladas de
polpa dentaria de coelho de formar CFU-F. Em A e B pode-se observar,
12 dias apds o inicio da cultura, a formacao de colénia em contraste de
fase e aumento de 10X. 14 dias apds o isolamento das células, estas
foram fixadas e coradas por Panédtico®. Em C e D observa-se a
capacidade de formacao de coldnias tipicas do CFU-F em aumento de
4X. E, em E e F, em aumento de 40X, fica claramente demonstrada a
natureza fibroblastoide das células.
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4.6 Procedimento Anestésico

Para realizar o procedimento cirurgico de exodontia, os pacientes foram
escolhidos aleatoriamente e receberam como medicagdo pré-anestésica a
associacdo de cloridrato de petidina (5mg.kg™”), midazolam (0,2mg.kg™”) e
quetamina (15mg.kg™) por via intramuscular. Decorridos 10 minutos, procedia-
se a indugdo anestésica com isoflurano na mascara. Antes de realizar a
intubacgao, foi instilado 0,2mL de lidocaina 2%, sem vasoconstritor, na entrada
da glote e seguia-se com o anestésico volatil até atingir o relaxamento
suficiente para permitir a intubagdo, sendo geralmente utilizado o numero 2,5

ou 3,0 sem balonete.

O método de intubagéo realizado variava de acordo com a preferéncia
do anestesista. O primeiro método consistia em posicionar o paciente em
decubito dorsal e oclusdo do eséfago com o polegar para direcionar o tubo
para a traquéia. Ja no segundo meétodo, o animal ficava suspenso com o
pescoco em sentido vertical, onde o tudo era introduzido no momento da
expiracao. O tubo traqueal era fixado com atilho que passava atras das orelhas
e em seguida era colocado em decubito lateral direito para realizagcdo da

radiografia intra-oral inicial.

Todos os animais foram acompanhados com auxilio de um monitor
multiparamétrico, que registrava a frequéncia cardiaca, frequéncia respiratoria,

capnometria, oximetria e temperatura corporal durante o trans-operatorio.
4.7 Procedimento Cirargico

4.7.1 Procedimentos pré-operatérios
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Com o animal sob anestesia geral inalatéria realizava-se a radiografia
inicial dos incisivos inferiores e logo posicionava-se o paciente na mesa
cirargica odontolégica em decubito ventral com os dentes incisivos presos no

abre-boca preexistente nesta.

A anti-sepsia foi realizada com gluconato de clorexidina 0,12% aquoso e
gaze estéril, seguido da colocagdo do campo plastico e confecgdo de uma
janela para abordagem a cavidade oral (FIGURA 8). Esta foi avaliada com
auxilio de um afastador de bochechas e de um afastador de lingua, seguido da
sondagem do sulco gengival dos dentes incisivos com a sonda periodontal.
Além disso, todas as coroas clinicas dos dentes incisivos eram medidas com o

mesmo instrumental.
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FIGURA 8 - Realizagao do exame clinico da cavidade oral, com auxilio do afastador
de bochechas, com o animal sob anestesia geral inalatéria, na mesa
cirargica odontolégica de Roedores e Lagomorfos.
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4.7.2 Exodontia do dente incisivo

Finalizado o exame clinico oral, realizava-se a exodontia do incisivo
inferior esquerdo. Para luxar o ligamento periodontal duplo foi utilizada uma
alavanca apical prépria para a espécie, evitando traumas aos tecidos
adjacentes e para preservar o alvéolo integro para posterior analise. A
alavanca era posicionada entre o dente e 0 osso alveolar ao redor de todo o
dente, para posterior avulsdo com forceps pediatrico. Antes da avulsdo dental,
era realizada uma pressdo em diregcao apical a fim de destruir a camada de
células germinativas e em seguida extraia-se o incisivo. Além da pressao apical
exercida, curetava-se o alvéolo para remover qualquer resquicio de tecido

germinativo e formar o coagulo para auxiliar na cicatrizagao.

Apoés a curetagem, cada alvéolo recebia o implante de acordo com cada

grupo, exceto o grupo 1, que era o controle.

Para manter o coagulo e/ou implante, realizava-se duas incisées em
trapézio com lamina de bisturi n2 15, para confeccionar o flap mucoperiostal e
divulsdo com tesoura de iris curva, mesmo instrumental utilizado para reavivar
os bordos. A sintese foi realizada com fio poliglactina 910 5-0 agulhado e

padrio isolado simples.

Finalizada a sintese, todos os incisivos remanescentes tinham parte de
sua coroa clinica amputada com auxilio de um disco diamantado acoplado em
um micromotor. O limite era predeterminado pela superficie palatina, na arcada
superior, e pela superficie lingual, na arcada inferior, sem haver lesdo na

gengiva e na mucosa oral, mantendo a mesma angulagdo anatébmica na face



56

incisal destes dentes. E por fim, realizava-se mais uma medi¢ao da coroa

clinica de cada incisivo.
4.8 Procedimentos Terapéuticos
4.8.1 Grupos

As coelhas foram divididas em sete grupos, contendo oito animais cada,

totalizando 56 animais (FIGURA 9).

Os animais do grupo controle tinham seu incisivo inferior esquerdo
extraido, seguido da curetagem do alvéolo dentario, finalizando com a
confecgdo do flap mucoperiostal, o qual era realizado em todos os grupos.
Entretanto, a diferenca dos animais dos grupos dois ao sete foi o

preenchimento deste alvéolo com diferentes implantes (FIGURA 10).
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..

*: Osso liofilizado bovino; **: Matrigel® (BD, CA, USA); ***: MSCs

FIGURA 9 - Representagédo dos grupos de acordo com cada implante
recebido.
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FIGURA 10 — Sequéncia do procedimento cirargico. (A) Luxagao do ligamento
periodontal com alavanca na face lingual; (B) na face mesial; (C) na
face distal; e (D) na face vestibular; (E) avulsdo dentaria com
forceps; (F) curetagem do alvéolo; (G) sintese com padrao isolado
simples e fio poliglactina 910; e (H) corte dos dentes incisivos
remanescentes com disco diamantado.
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O grupo 2 (O) era representado pelos animais que recebiam como
implante o osso liofilizado bovino tridimensional (3D). Os fragmentos 6sseos a
serem utilizados nas cirurgias eram colocados em meio de cultura DMEM
completo (FIGURA 11) a 37°C por, pelo menos, 30 minutos antes da cirurgia,
em capela de fluxo laminar. O alvéolo era preenchido com varios fragmentos
de osso liofilizado, pré-cortados e esterilizados em autoclave, com auxilio de
uma pinga de dissecgao simples e com a alavanca utilizada na luxagcdo do
ligamento periodontal devido a sua curvatura. A quantidade de osso utilizada
dependia do volume do alvéolo desde a regidao apical até a crista alveolar

(FIGURA 12).

FIGURA 11 - Tubo contendo fragmento de osso liofilizado bovino e meio de cultura
(DMEM).
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FIGURA 12 - Preenchimento do alvéolo dentario do incisivo inferior esquerdo com
osso liofilizado.

Ja no grupo 3 (M) o alvéolo era preenchido com 120 uL de Matrigel®
(BD, CA, USA), o qual era aliquotado de forma estéril e a frio, a fim de que este
ndo solidificasse, visto que o Matrigel® (BD, CA, USA) é um composto que
mantém-se liquido, quando mantido a 4°C, e que gelifica rapidamente, quando
atinge temperatura de 22°C a 35°C. O Matrigel® (BD, CA, USA) (0,5ml) era
aplicado com seringa de 1 mL e agulha 08X25 21G. Com a agulha voltada para
baixo fazia-se uma curvatura acompanhando a anatomia do alvéolo, para
facilitar sua administragdo (FIGURA 13A), sendo que apds sua aplicagéo
passava a apresentar consisténcia de gel, permanecendo no sitio cirdrgico

(FIGURA 13B).
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FIGURA 13 - (A) Seringa contendo Matrigel®. Notar a curvatura na agulha
acompanhando o alvéolo dentario; (B) Aspecto gelificado do
Matrigel®, apds aplicagdo deste no alvéolo dentario do incisivo
inferior esquerdo.

Os animais do grupo 4 (MMSC) recebiam em seu alvéolo dentario
Matrigel® associado &s células-tronco mesenquimais, oriundas da polpa
dentaria. As células foram ressuspendidas em 120uL de Matrigel®. O ndmero
de MSCs em média utilizado era 3x10° céls./animal. Utilizando também seringa
de 1ml, mesma agulha e pré-curvatura citadas anteriormente, aspirava-se as

MSC com Matrigel® e realizava-se sua administrago.

Os animais do grupo 5 (OM) tinham o alvéolo dentario preenchido com
osso liofilizado e Matrigel®. Aplicava-se primeiramente 50uL de Matrigel®,

seguido dos fragmentos 6sseos previamente aquecidos a 37°C por 30 minutos.

Os animais do grupo 6 (OMMSC) recebiam osso liofilizado em
associacdo com Matrigel® e MSC, representando o grupo que recebia a maior
quantidade de material enxertado. As MSCs eram ressuspendidas em 50uL de
Matrigel® e, na recomposicéo do alvéolo, eram aplicadas antes dos fragmentos

de ossos liofilizados.
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E por fim, o grupo 7 (MSC) era composto pelos animais que recebiam
apenas uma suspensdo de MSCs em meio de cultura. Em fungcdo da
consisténcia mais fluida do DMEM (meio de cultura), quando comparada com o
Matrigel®, o volume administrado da suspensao celular foi reduzido para evitar
extravasamento do material. Assim, a suspensao celular, para aplicagdo no
alvéolo dentario, era de 90uL, aplicada com a mesma seringa e agulha

(FIGURA 14).

FIGURA 14 - Aplicacdo de MSCs no alvéolo dentario com uma seringa de 1mL e
agulha 23G, ressuspendidas em meio DMEM puro, representando o
grupo 7 (MSC).
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4.9 Procedimentos Pdés-operatorios

No poés-operatério imediato, todos os animais eram medicados com
cloridrato de tramadol (2mg.kg™"), via subcutanea (SC) e enrofloxacina (10
mg.kg'1) via IM. A aplicagao de cloridrato de tramadol era mantida durante 48h
em intervalos de 12 horas (BID) e a enrofloxacina, durante trés dias, a cada 24
horas (SID). Os animais eram observados diariamente, para avaliar apreensao

dos alimentos e mastigacao, além da ferida cirurgia.

4.10 Método de Inducao de Morte

Ao término do periodo de avaliagao (sete dias), todos os coelhos foram
mortos. Os animais eram sedados previamente com cloridrato de ketamina (15
mg.kg") e xilazina (2 mg.kg™) via IM, e apds 10 minutos, realizava-se a
venodclise na veia marginal da orelha com cateter n°24, para aplicagao
intravenosa do propofol até a parada respiratéria, seguida da administragéo do

cloreto de potassio, pela mesma via, até a parada cardiaca.

Tal procedimento foi realizado seguindo as normas estipuladas para
morte dos animais pela CEUA. Apds a coleta das amostras, as carcagas eram

descartadas juntamente com o lixo hospitalar do HCPA.
4.11 Avaliagao Macroscoépica
A primeira etapa das avaliagdes post mortem consistia-se em medir a

area da coroa clinica dos dentes incisivos remanecentes, com a sonda

periodontal e avaliar a ferida cirurgica (FIGURA 15). Em seguida, dissecava-se
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a mandibula desde a regiao rostral até o segundo molar inferior, onde esta era
cortada transversalmente com o disco diamantado no ramo horizontal direito e

esquerdo.

FIGURA 15 - Mensuragéo da coroa clinica com sonda periodontal de 10mm sete dias
pos-operatdrio. (A) Incisivo superior direito medindo 6mm; (B) Incisivo
superior esquerdo medindo 7mm, (C) Incisivo inferior direito medindo
5mm.

4.12 Avaliacao Radiografica

Para realizar as radiografias intra-orais, foi utilizado um aparelho de raio
X odontolégico modelo Odontomax 70/7P (Astex®, SP, Brasil) de 70kV e 7mA.
O tempo de exposigao utilizado foi 0,8 segundos. As peliculas odontoldgicas
utilizadas foram, na maioria, as de numero dois, também denominadas de

periapicais. Entretanto, em alguns animais, foram utilizadas as peliculas
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radiograficas pediatricas ou numero zero, devido ao relaxamento insuficiente

do coelho ou por este apresentar comissura labial muito pequena.

A técnica radiografica utilizada no trans-operatério foi a bissetriz, a qual
o raio deve incidir sobre a linha média formada entre o filme radiografico e o
dente formando um angulo de 90°. Entretanto para realizar as radiografias post
mortem foi adotado o método do paralelismo, em que o raio incide
paralelamente ao filme e a mandibula. Finalizada a radiografia, procedia-se a
revelacdo em camara escura. O processo de revelagao iniciava-se colocando o
filme no revelador, que permanecia nesta solugdo até formar a imagem,
seguido de banho de agua e posteriormente o filme era colocado no fixador,
sendo que a camara escura era aberta apdés 2 minutos. Cada pelicula
radiografica permanecia no fixador durante 20 minutos e logo era lavada em

agua corrente, e apods totalmente seca, era arquivada.

Para a realizagdo das radiografias intra-orais, todos os animais estavam
sob anestesia geral inalatoria, sendo radiografados no pré-operatorio e no pés-
operatdrio imediato, e apds sete dias. Com o coelho anestesiado, este era
colocado em decubito lateral direito, posicionava-se a pelicula radiografica
dentro da cavidade oral com o marcador em direcdo coronal, geralmente até o
primeiro molar inferior, para obter a imagem radiografica do apice dos incisivos
inferiores incidindo-se o raio no sentido ventrodorsal. Finalizada a primeira
radiografia, o lagomorfo era colocado na mesa cirurgica odontolégica e ao
término do procedimento era posicionado novamente em decubito lateral e

repetia-se todo o processo para a captura das imagens (FIGURA 16).
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FIGURA 16 - Técnica da Bissetriz sendo realizada para radiografar o
incisivo inferior esquerdo no pdés-operatdrio imediato com
o animal intubado e anestesiado com anestesia inalatoria.

Decorrido sete dias do pods-operatorio, os animais eram mortos e
removia-se 0 segmento mandibular, conforme descrito anteriormente, e
realizava-se a terceira radiografia dorsoventral e finalizava-se com outra
radiografia latero-lateral, apds disjuncdo da sinfise mandibular, somente do

segmento esquerdo, com a finalidade de evitar sobreposi¢gao na imagem.

Para avaliar as radiografias foi utilizada a técnica de subtragao
radiografica digital. Porém, inicialmente todas as radiografias realizadas foram
digitalizadas no scanner Afga ARGUSII para conseguir fazer a sobreposigéo da
imagem final sobre a inicial. O programa utilizado para aplicar a SRD foi o
Photoshop CS4, onde primeiramente padronizavam-se todas as imagens em

300dpi, escala de cinza e salvava-se em JPEG.
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Nas radiografias realizadas ventrodorsais, padronizou-se como area de
avaliacao 30X30 pixels, enquanto nas latero-laterais foi padronizado 25X25
pixels, sendo medida uma e trés areas, repectivamente. Na incidéncia latero-
lateral optou-se em realizar trés medidas, ja que no pré-operatério ndo era

possivel obter esta imagem, e validava a média destas aferigdes (FIGURA 17).

Devido as pequenas diferengas entre as peliculas radiograficas, no
momento da revelagdo, mensurava-se também uma area padrao sem qualquer
imagem (preta), apds inverter e unir as imagens, para descontar a diferenca e

para obter resultados confiaveis (quadrado roxo na FIGURA 17).

FIGURA 17 - (A) Radiografia periapical ventrodorsal dos dentes incisivos inferiores
no poés-operatorio imediato; (B) Radiografia periapical latero-lateral do
ramo mandibular esquerdo logo apds a exodontia do incisivo inferior.
Regido escolhida para fazer analise comparativa pré e apos sete dias
(quadrado verde). Regido pré-determinada para subtrair a diferenga
entre as radiografias (quadrado roxo).

Portanto, foram analisadas doze radiografias de cada grupo, sendo seis

de cada posigao, totalizando 84 novas imagens sobrepostas. O protocolo
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utilizado para obter apenas uma imagem com perfeito encaixe tinha como
objetivo realizar o encaixe perfeito do alvéolo dentario do pds-imediato (dia

zero) com o alvéolo que recebeu o enxerto (sete dias apds o transplante).

Ao término das radiografias, as amostras que seriam encaminhadas
para analises microscopicas eram identificadas e colocadas em recipientes
individuais contendo formol 10%. As amostras que seriam analisadas por PCR

eram criopreservadas.

4.13 Avaliagoes Microscopicas

4.13.1 Material desmineralizado

Trés amostras de cada grupo eram destinadas para avaliagédo
histolégica totalizando 21 laminas. Apdés a remogao do segmento mandibular,
cada uma era colocada em recipientes individuais contendo formol tamponado
10% e permaneciam nesta solugédo durante 48 horas. Para a desmineralizagao
das amostras, estas eram posteriormente lavadas em agua corrente e
mantidas em acido nitrico 5% durante sete dias com trocas diarias. Entretanto,
no sexto dia eram realizados cortes transversais de aproximadamente 1,5mm
de espessura e as amostras de tecido resultantes eram acondicionadas em
capsulas, denominadas cassetes, onde recebiam também a identificacdo da
amostra (FIGURA 18). No sétimo dia, as amostras ficavam imersas em alcool
absoluto overnigth, para serem incluidas nos blocos de parafina.
Posteriormente, cortes de tecidos eram obtidos com 3 um de espessura e estes
eram corados com hematoxilina-eosina (HE) para avaliagdo microscépica da

estrutura do tecido.
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FIGURA 18 - Cortes transversais da por¢ao mandibular, contendo o
alvéolo dentario, sendo colocados nos cassetes para
melhor penetracéo do acido nitrico 5%.

As analises dos cortes de tecidos foram executadas pelo Servigo de
Patologia do HCPA. Para esta analise foi utilizada a escala de Paz (2006), que
permitiu uma analise histoldégica quantitativa, utilizando os seguintes critérios

(TABELA 2).

A captacdo das imagens foi realizada com camara fotografica digital
acoplada no microscopio modelo Olympus BX51 e o programa de captura

utilizado foi o Q Capture Pro®.
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TABELA 2 — Detalhamento da pontuagao da escala histologica.

Critério Pontuagao Descrigdo da Pontuagao
Trabéculas Osseas 0 Auséncia de trabéculas neoformadas
Neoformadas
1 Trabéculas finas, isoladas, nao
ultrapassando 1/3 do campo microscopico
Trabéculas isoladas ou anastomosadas
2 ocupando entre 1/ e 2/3 do campo
microscoépico
Trabéculas espessas, ocupando mais de
3 2/3 do campo microscépio
Atividade Osteoblastica 0 Atividade inexistente
1 Menos de 1/3 das trabéculas o6sseas
neoformadas com atividade osteoblastica
2
Atividade observada entre 1/3 e 2/3 das
trabéculas 0sseas neoformadas
3 Mais de 2/3 das trabéculas neoformadas
apresentam atividade osteoblastica
Absorc¢éo do Implante 0 Auséncia de areas de lise 6ssea
1 Reabsorcao até 1/3 do transplante
2 Reabsorcédo entre 1/3 e 2/3 do transplante
3 Reabsorgéo de mais de 2/3 do transplante

4.13.2 Material ndo desmineralizado

4.13.2.1 Preparo das amostras

As analises de microscopia 6ptica foram realizadas no LMN / GEPSI —

Laboratério de Materiais e Nanociéncias - Grupo de Estudos de Propriedades

de Superficies e Interfaces e Nanotecnologia da Pontificia Universidade

Catdlica do Rio Grande do Sul (PUCRS), localizado na Av. Ipiranga, n° 6681,

prédio 96A, sala 103, Bairro Partenon, Porto Alegre — RS.
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Para esta anadlise, as mandibulas preservadas em um recipiente
contendo formol 10%, foram mantidas em agua durante 48 horas, a fim de
remover o excesso de formol. Apos este periodo, as amostras foram colocadas
em uma estufa a vacuo com temperatura controlada de 60°C durante 10
minutos apenas para extrair a umidade das mesmas. Apds a secagem, estas
foram emblocadas com resina de poliéster cristal como mostrado na Figura 19,
onde permaneceram em vacuo até sua cura total. O processo de polimerizagéo

completo durou em torno de uma hora para o volume das amostras utilizado.

Todas as mandibulas emblocadas na resina de poliéster foram
desgastadas de forma homogénea permanecendo com um diametro de 30 mm.
Com a resina transparente era possivel observar a amostra no seu interior e

assim realizar os cortes pré-estabelecidos do segmento a ser avaliado,

procurando deixar todas as pegas com uma altura de 8mm (FIGURA 19).

FIGURA 19 — Delimitagdo da regido mandibula (quadrado preto) onde foram
realizados os cortes na regiao rostral (traco amarelo) e na regido distal
(trago verde). No lado direito observa-se a amostra apos realizagdo do
corte transversal do ramo mandibular esquerdo envolvendo o alvéolo
que sera avaliado.
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Para permitir a observagdo das estruturas biolégicas do osso a ser
estudado, as amostras sofreram um processo de lixamento e polimento. Este
processo consistiu de uma sequéncia de lixas com gramatura de: 180, 220,
400, 600, 1200 e 2500, sempre aplicadas em duas direcdes diferentes para
garantir a planicidade das amostras. Apds o processo de lixamento foi iniciado
o polimento com solu¢des diamantadas com didmetros de 9um, 1um e 0,25um
respectivamente. O acabamento final foi realizado com solugédo coloidal de

carbeto de silicio com didmetro de 50um.

Todas as amostras foram limpas em um Becker contendo alcool
isopropilico P.A. e permaneciam suspensas por um gancho de metal em um
orificio confeccionado e colocadas no aparelho de ultra-som de limpeza

durante 10 minutos.

4.14 Analise da Expressao do Cromossoma Y nas Amostras de

Tecido das Receptoras

A coleta das amostras de tecido, para analise de PCR, era realizada
sempre com luvas e materiais estéreis. Para tanto, removia-se uma pequena
porcao do flap mucogengival, com tesoura de iris, expondo o alvéolo dentario,
para coletar o material a ser analisado buscando identificar a presenca do

cromossomo “Y”, oriundo das MSCs do doador.

O material era colocado em tubo de microcentrifuga (Eppendorf®) e
levado para o Laboratorio de Embriologia e Diferenciagdo Celular, onde

permanecia na microcentrifuga durante 5 minutos com rotagédo de 2.000rpm, a
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fim de sedimentar-se a amostra, a qual era criopreservada a -20°C, para

posterior analise molecular.

4.14.1 Protocolo de extragdo de DNA com trizol das amostras de tecido

Na ocasido da extracdo do DNA das amostras, o material era
descongelado e homogeneizado com trizol em equipamento para dissociagéo
de tecido do Laboratério de Psiquiatria Molecular do HCPA. A seguir, as
amostras eram incubadas com cloroférmio e centrifugadas, para a separagéo
das fragbes que contém o DNA daquela que contém RNA. Apés a retirada e
descarte da fragcdo que contém RNA, a fracdo que contém o DNA da amostras
foi incubada por uma sequéncia de solugdes alcodlicas e centrifugagdes, com o
objetivo de retirar o fenol das amostras. Ao final, as amostras eram

ressuspendidas em agua.

4.14.2 Amplificacao do DNA

As reacgbes de polimerizagdo em cadeia (PCR) foram realizadas em
aparelho termociclador DNA “Thermal Cycler” (MJ Research), modelo PTC
100. As reagbes continham 1 ug de DNA , 0,2 mM de cada oligonucleotideo
iniciador, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM de MgCl2, 0,5 U de Taq DNA Polimerase
(Invitrogen) em 10x (Tris-Hcl 200 mM pH 8,4; KCI 500 mM) em um volume de
um décimo do volume final da reagao. A reacgao foi incubada por um minuto, a
94 °C, seguida de 40 ciclos de incubagdes a 94°C, por um minuto, a 55°C, por
um minuto (para os dois iniciadores utilizados) e a 72°C, por um a dois minutos.

Por ultimo, seguiu-se incubagao a 72° C, por 10 minutos.
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4.14.3 Desenho dos Iniciadores (primers)

Os iniciadores utilizados para as reagdes de PCR foram desenhados
com base nas sequéncias codificadores dos genes: GAPDH e SRY (TABELA

3).

TABELA 3 - Desenho dos primers e sequéncia do DNA.

Nome do primer Sequéncia do DNA

GAPDH (65 bp) 5 GGATTT GGC CGC ATT GG -3
5’- CAA CAT CCACTT TGC CAG AGT TAA -3
SRY (600bp) 5-ATG TAT GCC CTT ATG TTC GG -3’

5-TCACGG CTG TAATTT ATG GTA -3’

4.14.4 Confirmagéo da amplificacdo do DNA das amostras

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% (SRY) e 2%
(GAPDH) em 0,5X TAE (Tris-Hcl 44,5 mM, &cido bérico 44,5 mM, EDTA 1 mM).
As amostras de DNA foram adicionadas de tamp&o de amostra (azul de
bromofenol 0,25%, glicerol 30%, EDTA 1 mM), e aplicadas no gel contendo 0,5
pg/ml de Gel Red®. O gel foi submetido a voltagem de 80-100V em tampéao
0,5X TAE. O DNA foi visualizado por iluminagdo ultravioleta, a 512 nm, e

fotografado em maquina digital (Nikon).
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4.15 Analise Estatistica

Apos tabulagdo dos dados, realizou-se a analise estatistica aplicando-se
a analise de variancia (ANOVA) para todas as analises. Para avaliagcéo
comparativa do crescimento dos dentes incisivos remanescentes foi aplicado o

teste de Tukey.

Entretanto, para as analises histoldgicas de atividade osteoblastica,
formacédo de trabécula 6ssea e absorcdo do implante aplicou-se o teste de
Kruskal-Wallis; enquanto para as analises radiograficas, através da técnica de
subtracdo, foi utilizado o teste Student Newman Keuls, também conhecido
como SNK. Para todos os testes considerou-se um nivel de significancia de 5%

(p<0,05).



5 RESULTADOS

5.1 Modelo Experimental

A utilizacdo de coelhos da raca Nova Zelandia, selecionados para a
realizacao deste trabalho, mostrou-se satisfatoria, visto seu décil temperamento
e facilidade de manipulacido. Além disto, seu amplo alvéolo dentario permitiu
excelente estrutura anatémica para elaboragcdo dos procedimentos cirurgicos e

radiograficos.

5.2 Procedimento Anestésico

O protocolo anestésico empregado nos animais mostrou-se adequado
em todos os procedimentos cirurgicos, visto ndo ter morrido nenhum animal,
tanto no pré como no trans e pds-operatério. A recuperagao péds-operatéria dos
coelhos foi excelente e rapida apds a suspensao do anestésico volatil, assim
como a analgesia, onde pode-se constatar retorno a alimentagcdo logo que

retornavam para seu alojamento.

A utilizacdo de um relaxante muscular como medicagao pré-anestésica
auxiliou na colocacdo das peliculas radiograficas e no posicionamento do

paciente na mesa cirurgica odontolégica com ampla abertura da cavidade oral.

Apesar da utilizagdo de dois métodos distintos para intubagdo, ambos
foram eficientes e de facil realizagcdo, de acordo com a pratica do anestesista,

nao influenciando os resultados finais.
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5.3 Coleta da Polpa Dentaria

A coleta da polpa dentaria em um filhote de coelho, com 30 dias de
idade, foi realizada facilmente a partir da exodontia do dente incisivo,
considerando também o facil acesso por tratar-se de um dente anterior em

evidéncia.

5.4 Procedimento Cirurgico

A escolha do alvéolo dentario do incisivo inferior esquerdo proporcionou
a avaliacdo da regeneragéo 6ssea, visto seu amplo comprimento, que variava

entre 15 e 18 mm, de acordo com o tamanho do dente incisivo do coelho.

A utilizagdo de uma mesa odontologica, especifica para a espécie,

permitiu uma facil abordagem cirurgica e bom posicionamento do paciente.

As amputagdes das coroas dos incisivos remanescentes mostraram-se
eficientes, uma vez que nao foi observado deiscéncia dos pontos no sitio

cirargico, que poderiam ser causados por trauma no local.

Durante a realizacdo do experimento houve a exclusdo, e posterior
substituicdo, de um animal, que apresentava aumento de volume, de
consisténcia firme, na regido rostral da mandibula. Radiograficamente, a
imagem revelou tratar-se de um abscesso periapical, confirmado apods
drenagem da regido com uma seringa, onde visualmente tinha coloragao e

aspectos fisicos caracteristicos de secrecao purulenta para a espécie.
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5.5 Exodontia do dente incisivo

A extragao do dente incisivo foi considerada um procedimento de facil e
rapida execugao, nao apresentando qualquer complicagao trans-operatéria. Por
outro lado, apesar da pressao aplicada em direcédo apical, para destruicdo das
células da camada germinativa, estas nem sempre estavam presentes ao
realizar a avulsdo dentaria. Nestes casos especificos, a curetagem alveolar era
realizada de maneira mais cuidadosa e intensa para nao influenciar

futuramente nos resultados obtidos.

Ap6s a realizacdo da exodontia pode-se observar que os habitos
alimentares ndo sofreram quaisquer mudancas, seja pela boa analgesia ou por
tratar-se de um procedimento cirurgico pouco invasivo e pouco doloroso,
quando comparado a cirurgias bucomaxilofaciais mais extensas, como por

exemplo, mandibulectomia.

5.6 Procedimentos Terapéuticos

Com excecgao do grupo controle (C), os demais grupos tiveram seu
alvéolo dentario preenchido com diferentes enxertos, conforme descrito

anteriormente.

O emprego do osso liofilizado bovino em um alvéolo longo e curvo, como
o do coelho, foi considerado, em relacio a dificuldade de execu¢do, moderado.
Todavia, quando o implante era colocado em banho-maria a 37°C, dentro de

um tubo contendo DMEM, este tornou-se mais maleavel, facilitando sua
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introdugao no sitio cirurgico. Porém, houve uma pequena variagao do volume e
da quantidade de osso liofilizado aplicados nos animais, uma vez que o0s
fragmentos foram confeccionados manualmente, buscando realizar cortes finos
e alongados; onde se tomava como base o preenchimento até crista alveolar e

a saturagao da area de trabalho.

Por outro lado, a aplicagdo do Matrigel® foi de facil realizacdo, sendo
que, logo apds a sua administracdo, adquiria consisténcia mais gelificada a
medida que a temperatura ambiente aumentava, permanecendo assim dentro
do alvéolo. Por esse motivo, este scaffold era aliquotado sobre uma barra de

gelo e somente saia do refrigerador no momento de sua aplicagéo.

Ainda com relagdo a aplicacdo, pode-se concluir que a administragao,
tanto do Matrigel® como das MSCs, utilizando uma seringa de 1 mL e agulha
08X25 21G foi eficiente. Porém, devido a consisténcia mais fluida das células-
tronco mesenquimais contendo DMEM, aumentava-se a cautela no momento
da aplicacdo para nao haver extravasamento e, consequentemente, perda do

material.

Devido a utilizagdo apenas de um unico doador da polpa dentaria
durante o experimento, foram utilizadas diferentes passagens nos grupos que

receberam a terapia celular, oscilando no intervalo P4-P11.

5.7 Avaliagao Macroscopia

Na avaliagdo macroscopia, apos sete dias do procedimento cirurgico, foi

observado a cicatrizagdo do sitio cirdrgico, e o crescimento dos dentes
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incisivos remanescentes, o qual apresentou um padrao bem variado (FIGURA
20). Apesar dos desgastes ndo terem sido de forma homogénea, ndo houve
alteragcdo na obtencédo dos resultados da avaliacdo da regeneragcéo Ossea

alveolar.

FIGURA 20 - Avaliagdo macroscopica do crescimento dos dentes incisivos
remanescentes apds sete dias do procedimento cirdrgico. Notar a
irregularidade dos desgastes e crescimentos durante o mesmo
periodo de tempo (A, B e C).

As coroas clinicas dos incisivos superiores e do incisivo inferior direito
foram medidas novamente e os resultados subtraidos do valor inicial no dia
zero, no periodo pés-operatério. Apds analise estatistica de variancia pode-se
concluir que, os animais pertencentes aos grupos MSC, MMSC e M
apresentaram maior crescimento dos dentes incisivos superiores esquerdos,
quando comparados aos demais grupos (FIGURA 21 — elipse verde). Em
contra partida, os coelhos dos grupos OM e OMMSC apresentaram a menor
média de crescimento das coroas clinicas apos sete dias (FIGURA 21 — elipse
vermelha). Porém, somente houve diferenga estatistica dos animais do grupo

MMSC com os do grupo OMMSC (p=0,049).

Apesar do grupo OMMSC ter recebido enxerto com dois scaffolds

distintos, sendo um 3D e outro fluido, além das células-tronco mesenquimais,
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foram os animais que apresentaram menor crescimento deste dente, seguidos

dos grupos OM, C e O.
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FIGURA 21 - Valores da mediana e escores maximo e minimo do crescimento dos
dentes incisivos superiores esquerdos (IES) (Teste de Tukey). Notar em
destaque (elipse verde) os grupos que apresentaram maior crescimento
dos ISE, e os grupos com os menores indices (elipse vermelha). * =
diferencga estatistica (p=0,049). C = controle; O = osso liofilizado bovino;
M = Matrigel®; MMSC = Matrigel® + célula-tronco mesenquimal; MSC =
célula-tronco mesenquimal; OM = osso liofilizado + Matrigel®; OMMSC
= o0sso liofilizado + Matrigel® + célula-tronco mesenquimal.

Outro dado relevante observado, com relacédo a avaliagdo macroscopica
das amostras, foi o crescimento exacerbado do ramo mandibular esquerdo
correspondente ao segmento do alvéolo que recebeu o enxerto. Todos os

animais que tiveram o sitio cirurgico preenchido com a associagao de 0sso



82

liofilizado e Matrigel®, como os grupos OM e OMMSC, apresentaram esta

alteracao (FIGURA 22).

FIGURA 22 - Aumento de volume do ramo mandibular esquerdo correspondente ao
segmento do alvéolo que recebeu como enxerto osso liofilizado bovino
e Matrigel® (seta amarela). (A) Vista ventrodorsal; (B) Vista latero-lateral
esquerda. Observacao: todos os animais dos grupos OMMSC (osso
liofilizado bovino + Matrigel® + célula tronco mesenquimal) e do M
(Matrigel®) também apresentaram esta mesma alteragao.

5.8 Avaliagao Radiografica

Nos estudos radiograficos comparativos, entre todos os grupos, nao
houve diferenga estatistica. Por outro lado, observou-se uma maior
radiopacidade nos grupos que receberam o implante de osso liofilizado,

quando comparado com os grupos C, M, MSC e MMSC.

A técnica da subtracdo (FIGURA 23) utilizada para as avaliagbes
mostrou-se eficiente nas duas incidéncias — ventrodorsal e latero-lateral.
Porém, devido a presencga do tubo traqueal no pds-operatério imediato, a area

avaliada foi restringida a 30X30 pixels, a fim de evitar alteragdes no resultado
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da sobreposicao deste no alvéolo. Na incidéncia LL, realizada no post mortem,
ap6s separar o ramo mandibular esquerdo do direito na regido da sinfise
mandibular, foi possivel mensurar uma area de 25X25 pixels em trés pontos
distintos, onde a média destas medidas foram utilizadas na analise. Além da
técnica de subtracao, as radiografias também foram avaliadas individualmente,

conforme ilustra as Figuras 24 e 25.

A Figura 26 ilustra os resultados obtidos apos analise estatistica dos

valores da média dos histogramas em todos os grupos.
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FIGURA 23 — Realizagdo da técnica de subtracdo radiografica digital, utilizando o
programa Photoshop CS4 com sobreposicdo da radiografia final
sobre a inicial mostrando o registro no histograma (elipse vermelha).
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FIGURA 24 - Imagens das radiografias periapicais, apos sete dias, na incidéncia
dorsoventral e latero-lateral, primeira e segunda linha, respectivamente. C,
C’” = grupo controle; O, O" = grupo osso liofilizado bovino; M, M" = grupo
Matrigel®. Notar em C” e O preservagdo das paredes do osso alveolar; e
perda da definigdo no M’. Preenchimento alveolar homogéneo com osso
liofilizado nas imagens O e O’ resultando em maior radiopacidade.

FIGURA 25 - Imagens das radiografias periapicais, apos sete dias, na incidéncia
dorsoventral e latero-lateral, primeira e segunda linha, respectivamente.
MSC, MSC": grupo célula-tronco mesenquimal; MMSC, MMSC: Matrigel®
+ grupo célula-tronco mesenquimal; OM: osso liofilizado bovino + Matrigel®;
OMMSC: osso liofilizado bovino + Matrigel® + célula-tronco mesenquimal.
Notar maior radiopacidade nas paredes do osso alveolar no MSC’, inicio da
perda da definicdo no MMSC’, e auséncia da delimitagdo desta estrutura
nos grupos OM™ e OMMSC’. Espessamento do ramo mandibular nos
grupos OM" e OMMSC".
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Valores das Médias do Histograma obtidos
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FIGURA 26 - Grafico da mediada obtido com os valores médios do histograma, apés
analise das radiografias periapicais na incidéncia latero-lateral (Teste
SNK — gréafico Boxplot). Notar que a mediana, em todos os grupos,
apresentou valores negativos, resultando em perda da densidade
O0ssea, sem diferenga estatistica significativa entre todos os grupos
(trago preto dentro da barra verde). Porém, os grupos O (osso liofilizado
bovino) e MSC (célula-tronco mesenquimal) apresentaram valores
positivos, o que indica aumento da densidade éssea (acima da linha
vermelha).

5.9 Avaliagao Microscépica

5.9.1 Analises histologicas de material desmineralizado

Histologicamente, devido ao curto periodo de avaliacdo de sete dias,
nao foi possivel acompanhar a regeneragdo 6ssea alveolar completa. No

entanto, somente houve diferenca estatistica quanto a avaliagdo da atividade
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osteoblastica, que foi menor no grupo OMMSC (FIGURA 27), visto ainda que

foi descartado um animal deste grupo, que apresentou formagao de abscesso.

Atividade Osteoblastica

2,8

25

244
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C o M MMSC MSC oM OMMSC
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FIGURA 27 - Representagdo grafica de varidncia apontando menor atividade
osteoblastica nos animais do grupo OMMSC (Teste de Kruskal-
Wallis).

Entretanto, a partir desta analise, foi possivel observar que no grupo
controle houve uma melhor organizagéo tecidual, quando comparado com os
demais grupos (FIGURA 28A), e muito semelhante ao grupo que recebem

apenas terapia celular (MSC) (FIGURA 28B).

Com relacdo a atividade osteoblastica, todos dos grupos atingiram a

pontuagdo maxima (3), mostrando que no periodo de avaliagdo de sete dias
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mais de 2/3 apresentavam neoformacdo de trabéculas Osseas. A Unica
excecdao foram dois animais do grupo OMMSC, onde foi observada uma

atividade osteoblastica moderada (FIGURA 28F).

Devido ao curto periodo de avaliagdo, todos os implantes de osso
liofilizado bovino encontravam-se presentes, sendo classificados com relagao a
absor¢cado do implante como moderado, tanto no grupo OM como no grupo

OMMSC e no O (FIGURAS 28E, 28F e 28G).

Ja os animais, que receberam como implante o Matrigel®, apresentaram
degeneragao hialina e presengca de hemaceas na regido central do alvéolo

(FIGURA 28C).

Os grupos tratados somente com terapia celular, ou em associagdo com
o Matrigel®, apresentaram resultados muito semelhantes nas analises
histolégicas indicando uma possivel aceleragdo no processo de regeneragao

ossea (FIGURA 28B e 28C).

Por outro lado, os alvéolos dentarios que foram preenchidos com o
Matrigel® evidenciaram presenga de hemécias, como pode-se observar nos

grupos M, MSC e, com menor intensidade, no grupo OM.
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FIGURA 28 - (A-G) Imagens de cortes histolégicos corados com HE (obj 50x). C:

grupo controle; O: grupo osso liofilizado bovino; M: grupo Matrigel®;
OM: grupo osso liofilizado bovino + Matrigel®; MSC: grupo célula-tronco
mesenquimal; MMSC: grupo célula-tronco mesenquimal + Matrigel®;
OMMSC: osso liofilizado bovino + Matrigel® + célula-tronco
mesenquimal. GD = germe dentario; TO = trabécula o6ssea; * =
Neoformacgédo 6ssea; OL = osso liofilizado bovino; Al = absor¢ao do
implante; AO = atividade osteoblastica.
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5.9.2 Andlises histolégicas de material ndo desmineralizado

A analise de amostras n&do desmineralizadas mostraram ser um
excelente método comparativo com as analises histolégicas de material

desmineralizado, principalmente no auxilio da interpretacado dos resultados.

A escolha da regido central (FIGURA 29 e 30) para avaliagado do enxerto
em cada grupo foi adequada, visto que nas extremidades, rostral e distal,
poderia haver um preenchimento incompleto do alvéolo com os diferentes
enxertos. Entretanto, no processo de lixamento e polimento das mandibulas,
foram perdidos alguns enxertos devido a fragilidade do alvéolo em um periodo
cicatricial de sete dias. Nestes casos, as superficies, que apresentaram perda
parcial do enxerto no alvéolo dentario, foram substituidas, a fim de n&o

prejudicar os resultados.

No grupo controle, o coagulo encontrava-se dentro do alvéolo com suas
margens bem definidas, assim como no grupo O, exceto pela presenga do 0sso
liofilizado. No grupo MSC houve uma aceleragédo do processo de regeneragao
Ossea, assim como nos demais grupos. Entretanto, os grupos que receberam o
Matrigel® apresentaram extravasamento deste material para o osso mandibular
estimulando a medula 6ssea, que nas laminas de HE revelaram hemorragia, e
nesta analise espessamento do ramo mandibular do alvéolo que recebeu o

implante.

Além disso, houve perda da delimitacdo entre o alvéolo e o 0sso
mandibular nos grupos OM, MMSC e OMMSC sugerindo uma aceleragdo do

processo de cicatrizagao.
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FIGURA 29 - Amostras ndo desmineralizadas emblocadas com resina de poliéster
cristal na coluna da direita, e analise microscépicas correspondentes na
coluna da esquerda. C e C": grupo controle; O e O": grupo 0sso
liofilizado bovino; M e M": grupo Matrigel®; OM e OM": grupo 0sso
liofilizado bovino + Matrigel®. (-) osso liofilizado bovino; (-) presenga do
Matrigel® na regido extra-alveolar.
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FIGURA 30 - Amostras ndo desmineralizadas emblocadas com resina de poliéster
cristal na coluna da direita, e analise microscopicas correspondentes na
coluna da esquerda. MSC e MSC': grupo célula-tronco mesenquimal;
MMSC e MMSC": grupo célula-tronco mesenquimal + Matrigel®;
OMMSC e OMMSC: osso liofilizado bovino + Matrigel® + célula-tronco
mesenquimal. (-) presenca do Matrigel® na regido extra-alveolar; (.)
regeneragao alveolar semelhante dos grupos MSC" e MMSC".

5.10 Analise da Expressao do Cromossoma Y nas Amostras de

Tecido das Receptoras

O comprimento longo do alvéolo do dente incisivo permitiu realizar as

coletas para as analises de PCR de maneira satisfatéria, embora a quantidade
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deste material ndo tenha sido grande, por tratar-se de um tecido ainda friavel

apds uma semana.

A eficacia do primer, que foi especialmente desenhado para a analise da
expressdo do cromossoma Y no teste de PCR, mostrou-se satisfatéria,
conforme ilustra a Figura 31. Porém, a identificacdo do cromossoma Y, nao foi
observada em nenhuma das amostras, provavelmente devido a fuséo,
transdiferenciagdo ou acado paracrina das células-tronco, que ainda nao esta

completamente elucidada.
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FIGURA 31— Anadlise da expressao do cromossoma Y. Na imagem em gel
superior pode ser visualizada a expressédo do gene constitutivo
(GADPH), que comprova a eficacia do PCR na amplificagdo génica
(controle positivo). Enquanto que na imagem inferior, o gel
demonstra a n&do deteccdo da expressdo do cromossoma Y nas
amostras de tecidos, dos diferentes tratamentos. Notar que na
ultima coluna do gel inferior, a imagem demonstra a expressao do
cromossoma Y na amostra de tecido de um animal macho, como
controle positivo, comprovando a eficacia da técnica.



6 DISCUSSAO

A escolha da espécie como modelo experimental atendeu as expectativas
e necessidades do presente projeto, bem como foi ao encontro das ultimas
pesquisas realizadas em odontologia (LALANI et al., 2005; ZAHID, 2002),
inclusive quando associadas a terapia celular (MORI et al., 1997; CLARK et al.,
2006; EL-BACKLY, 2008; HWANG & CHOI, 2010). Estes animais tém como
vantagem seu temperamento ddécil, facil manipulagdo, exigem pouco espacgo
para alojamento e possuem porte fisico adequado para experimentagao

cirurgica (GOMES, 2008).

Embora nenhum autor tenha mencionado a presenga das células
germinativas na regido apical nos dentes desta espécie, o resquicio deste
tecido pode interferir nos resultados finais uma vez que pode desenvolver novo
germe dentario (WIGGS & LOBPRISE, 1997). Por este motivo, a curetagem
alveolar apdés a avulsdo dentaria representou uma etapa importante do

experimento.

Entre todos os dentes presentes nos Lagomorfos, o dente incisivo inferior
€ o0 elemento dentario que possui o maior alvéolo dentario, sendo a melhor
opgao para avaliagdo da regeneracao alveolar (ZAHID, 2002; LALANI et al.,
2005). Além disso, o incisivo inferior possui uma curvatura menos acentuada
quando comparada ao incisivo superior, que aliada a forga da gravidade, torna-
se mais favoravel para avaliar a cicatrizagdo alveolar com auséncia ou

menores indices de perda do material enxertado.
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A maioria dos protocolos anestésicos utilizados em animais desta espécie
sdo injetaveis e dissociativos, e nao realizam a intubagdo endotraqueal (EL-
BACKLY, 2008; HWANG & CHOI, 2010). Porém, foram encontrados somente
dois trabalhos experimentais que mantiveram os animais anestesiados com
farmaco volatil, tanto halotano como isoflurano, através de tubo traqueal
(FONSECA et al, 1999; ZAHID, 2002). Em contra partida, em um destes
trabalhos nao foi mencionado o uso de medicagdes pré-anestésicas para
auxiliar na contegao quimica, e posteriormente mecanica, dos animais, assim
como diminuir a quantidade fornecida de anestésico volatil, que possivelmente

foi requerida.

A intubagdo orotraqueal, realizada pelo anestesista veterinario, exige
treinamento, independente do método adotado devido as particularidades
anatdmicas do coelho, como a pequena rima labial, protrusao da parte dorsal
da base da lingua e laringe obliqua, que dificultam a visualizagdo direta da
abertura da glote. A inclusdo de um relaxante muscular na medicagao pre-
anestésica assume um papel importante, considerando as particularidades das
estruturas anatbmicas citadas anteriormente. Provavelmente este seja o
principal motivo da ndo utilizagdo desta via para manutengdo anestésica neste
modelo experimental. O wuso de traqueotubo sem balonete torna-se
fundamental para alcangar o éxito no processo de intubagdo (FONSECA et al,
1999). A taxa de mortalidade de 0% obtida durante o experimento mostrou a
eficacia do protocolo anestésico juntamente com o fornecimento de oxigénio
através do tubo traqueal.

A escolha do dente incisivo como fonte de obtengdo das células-tronco

mesenquimais seguiu o protocolo realizado por El-Backly (2008), assim como a
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necessidade de realizar a exodontia para alcancar a polpa dentaria, que
diferente de outras espécies, se localiza na regidao subgengival e ndo apresenta
um tecido conjuntivo frouxo organizado (WIGGS & LOBPRISE, 1997). A
extracao dentaria foi considerada um procedimento de facil execugao conforme
descrito por outros autores. Em relagdo ao sitio de obtencdo das MSCs,
D’Aquino et al. (2008) fizeram um comparativo com as células isoladas a partir
do tecido adiposo, afirmando que este ndo possui grande quantidade de
células-tronco, quanto a polpa dentaria, embora este problema possa ser

resolvido no momento em que aumenta-se o volume de tecido coletado.

O posicionamento do paciente em decubito ventral, aliado a utilizagao de
uma mesa cirurgica odontologica propria para roedores e lagomorofos,
porporcionou um excelente acesso cirurgico, conforme as ilustragdes
encontradas nos materiais e métodos desta dissertagdo, também citado por
Capello et al. (2005). Apesar dos trabalhos publicados ndo fazerem referéncia
a este fato, a literatura mostra tal importancia, inclusive beneficiando a postura

do cirurgiao.

Com relagédo aos procedimentos cirurgicos, a etapa inicial, representada
pela exodontia do dente incisivo, apresentou controvérsia quanto a inclusdo do
tecido germinativo no momento da pressédo exercida em diregao apical para
sua destruicao (WIGGS & LOBPRISE, 1997; CAPELLO et al.; 2005). Foi
observado, na maioria das vezes, que quando esta pressdo nio era exercida,
este tecido acompanhava o germe dentario. Uma possivel explicagao seria a
forca realizada sobre o dente em conjunto com o movimento de avulsdo

dentaria, embora ndo tenha sido encontrado referéncia justificando tal fato.
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A regeneracao tecidual guiada consiste em uma modalidade de
tratamento regenerativo que requer a colocagdo de uma barreira fisica sobre o
defeito 6sseo, de modo que a proliferagao de tecidos moles adjacentes para
dentro do alvéolo protegido seja evitada (IAMAGUTI & BRANDAO, 2007). Esta
técnica pode nédo ser totalmente vantajosa para a cicatrizagao de feridas, pois
acaba comprometendo o peridosteo, um importante fornecedor de células
osteogénicas em processo de formacao 6ssea (NAMPO et al., 2010), o que

justifica a ndo utilizagado destas no experimento.

A enxertia 6ssea alveolar representa um procedimento frequentemente
realizado nas diferentes espécies, como em cédes (DUARTE et al., 2006; HUJA
et al., 2006; SIMSEK et al., 2010) e em seres humanos (NEWMAN et al., 2004;
OLIVEIRA et al., 2005). Apesar do enxerto autdlogo ser conhecido como o
padrao ouro, principalmente devido a biocompatibilidade, e por promover a
osteogénese, osteocondugcdo e osteoindugdo, a necessidade de outra
abordagem cirurgica pode resultar em infecgdo, dor, hematoma e apresenta
limitagdo quando necessitar um grande volume para reconstrugdo de uma
grande falha o6ssea (MILLIS & MARTINEZ, 2003; ALIEVI et al., 2007;
GONCALVES, 2010; HWANG & CHOI, 2010). Talvez, o preparo do enxerto,
utilizando o dente extraido do préprio paciente, possa ser uma excelente
alternativa, com baixo custo, biocompativel, e ainda contar com a presencga de
células-tronco da polpa dentaria, como o experimento realizado por Nampo et

al. (2010), que mostra resultados satisfatérios com este método.

A escolha do osso liofilizado bovino como implante xendégeno veio ao

encontro do uso deste material na rotina clinica (OLIVEIRA et al., 2005).
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Porém, na odontologia, este comumente é comercializado em forma de pé para
preenchimento alveolar, enquanto o scaffold 3D, é frequentemente utilizado
para reconstrugbes Osseas maiores, como por exemplo, fratura com perda

ossea significativa.

Nampo et al. (2010) relataram que o tamanho das particulas do enxerto
influencia futuramente na formacao éssea, visto que acabam aumentando o
tempo de reabsorgdo quando s&o utilizadas particulas muito grandes.
Entretanto, o scaffold 3D tem como objetivo servir como um arcabougo e
auxiliar na regeneragao 0ssea alveolar, tendo em vista ser o ultimo tecido a ser
reparado, impedindo a invaginagéo do epitélio neste local. Estas caracteristicas
distintas entre os enxertos particulados e os em 3D resultam em diferentes
tempos de reabsor¢cdo do implante, assim como suporte sanguineo. Fisher et
al. (2004) afirmaram ainda sua dificuldade em preencher o sitio cirurgico com
biomateriais, principalmente particulado, devido a extensao e curvatura alveolar

nesta espécie.

A colocacéao do osso liofilizado no sitio cirurgico foi sucedida de maneira
eficiente, sendo comprovada nas radiografias no pds-operatorio imediato. Até o
presente momento ndo foi relatado a utilizacdo deste scaffold em especifico no
alvéolo dentario. As analises das amostras, tanto desmineralizadas como néo
desmineralizadas, apds sete dias, mostrou que o implante ainda encontrava-se
presente, e quando associado as MSCs e ao Matrigel®, apresentou um
espessamento do ramo mandibular esquerdo. Este fato pode ser justificado
pela composicdo de Matrigel® (fatores de crescimento e sarcoma de rato, este

rico em matriz proteica extracelular) que pode ter aumentado a permeabilidade
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vascular e ativagdo da medula 6ssea, uma vez que foi observado presenca de

hemorragia no alvéolo dentario.

Tendo em vista o uso do Matrigel® como substrato no processo de
angiogénese, optou-se em utiliza-lo neste experimento com o objetivo de
aumentar a neovascularizagao, principalmente pela necessidade requerida pelo
implante de osso liofilizado de suporte sanguineo (KEMPTON et al., 2009).
Além disso, este material também serve como scaffold para as MSCs. A
transformacao da consisténcia fluida, quando em baixa temperatura, para a
gelificada, quando atinge temperaturas entre 22°C e 35°C, foi observada
rapidamente no trans-operatério, contendo inclusive a hemorragia intra-
alveolar. O didmetro da agulha utilizada de 21G atendeu as informagdes do
fabricante (Bula Matrigel® - http://www.bdbiosciences.com/externalfiles/dl/doc/
manuals/live/webenabled354248 Guidelines.pdf), que indica um didmetro
minimo de 19G, mas quando este faz referéncia ao uso adjuvante com as
células-tronco cultivadas, recomenda-se um didmetro da agulha de 23G.
Apesar de ter utilizado um didmetro menor, o meio de cultura, que também
estava presente, tornou a solugio final um pouco mais fluida, facilitando sua

aplicacao.

Quando foi langado mao do uso das células-tronco mesenquimais,
diversos trabalhos surgiram em busca de alternativas terapéuticas com o
objetivo de acelerar o reparo 6sseo alveolar, que normalmente pode levar de
90 a 120 dias em humanos (OLIVEIRA et al., 2005). As fontes de MSCs mais
exploradas atualmente provém da medula éssea (HWANG & CHOIN, 2010), do

tecido adiposo (NARDI & MEIRELLES, 2006; SANDOR & SUURONE, 2008) e
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da polpa dentaria (MORSCZECK et al., 2007; MIURA et al. 2003; EL-BACKLY

et al., 2008; NAKAMURA et al., 2009).

Nakamura et al. (2009) realizaram um estudo comparativo utilizando
células-tronco mesenquimais de medula 6ssea, com aquelas derivadas de
polpa dentaria de dente deciduo e de dente permanente. Os resultados deste
experimento apontaram que a polpa dentaria de dente deciduo possui uma
grande proliferagédo significativa de MSCs, além de ser considerado indolor e
minimamente invasivo. Devido a rapida troca, da denticdo decidua pela
permanente, nos coelhos, e o alto indice de mortalidade em filhotes, optou-se
em isolar células-tronco da polpa dentaria de um dente permanente recém
erupcionado. A manutencao anestésica com isoflurano via mascara resultou no
rapido retorno anestésico, sendo que apds a extracdo dentaria este doador

alimentou-se normalmente.

As células-tronco mesenquimais oriundas da polpa dentaria vao ao
encontro da descrigdo da literatura, que sao facilmente obtidas (MIURA et al.,
2003; MORSCZECK et al., 2007; D"'AQUINO et al., 2008; EL-BACKLY et al.,
2008; NAKAMURA et al., 2009; HONDA et al., 2010). Porém, quando
comparadas com as culturas de MSCs da medula 6ssea, parecem apresentar
uma redugao da capacidade de manutengado por longos periodos em cultura.
Embora ainda sem comprovagao experimental ou cientifica, observou-se uma
diminuicdo do vigor das culturas de MSCs provenientes da polpa dentaria em

torno da vigésima passagem.

A utilizacdo de terapia celular associada aos diferentes scaffolds tem

sido foco de muitas pesquisas, porém nem sempre os resultados obtidos in
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vitro seguem aqueles aplicados in vivo. Em 2010, Gongalves (2010) realizou
um trabalho comparativo utilizando osso liofilizado bovino em co-cultura com
células-tronco mesenquimais isoladas a partir da medula éssea com e sem
movimentos rotatérios, o que resultou em superior capacidade destas células
em se fixarem ao enxerto. O autor ressalta ainda que no método convencional
de co-cultivo, a baixa quantidade e viabilidade das MSCs provavelmente
ocorreram por tratar-se de um cultivo bidimensional em um scaffold 3D, onde
as células permaneceram somente na camada superior que foram colocadas.
O autor levanta ainda a hipétese da associacdo entre células-tronco e osso
liofilizado, que poderia promover uma melhor regeneragao 6ssea, ja que esta

possui capacidade osteoindutiva.

Apesar da auséncia, neste experimento, de um grupo que tivesse como
enxerto a associagdo de osso lioflizado com MSCs, talvez a propria
movimentagdo do animal em conjunto com o0s movimentos mastigatorios

poderia substituir estes movimentos rotatérios citados no experimento acima.

El-Backly et al. (2008) levantaram a hipétese da influéncia do tamanho
dos poros do scaffold. Apesar do implante com tamanho de poros grandes
suportar uma maior quantidade substancial de regeneracdo dos tecidos
mineralizados, talvez um scaffold com menor diametro destes poros possa
proporcionar uma matriz mais organizada favorecendo a angiogénese. Embora
nao tenha sido realizada uma analise do didmetro dos poros do osso liofilizado
utilizado neste experimento, acredita-se que haja uma diversidade de
diametros, indo ao encontro da afirmacgao realizada por estes mesmos autores,

onde o ideal seria uma combinacdo de tamanho dos poros para atender as
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duas necessidades, ou seja, suportar os tecidos que estdo regenerando nao

prejudicando a neovascularizagao.

Tendo em vista a reparagdo de um tecido, as células-tronco geralmente
s&o administradas na forma indiferenciada. Em contra partida, Seong (2010);
Hwang & Choi (2010) passaram a diferenciar estas células na linhagem
osteogénica para posterior aplicacdo, tendo como objetivo acelerar a
neoformagéo 6ssea, como em casos de distragdo osteogénica. Este protocolo
apresenta premissas diferentes, pois € um protocolo de terapia celular, visando
incrementar a regeneragado de tecidos; porém, utilizando para tal células
diferenciadas, que nao poderao realizar as importantes e potencias fungdes de
agao paracrina, por exemplo, mediadas pelas MSC, tendo em vista justamente

sua caracteristica celular indiferenciada (CHEN et al., 2008).

Em relacdo ao desenho do projeto experimental, optou-se em realizar o
desgaste das coroas clinicas dos dentes incisivos remanescentes, a fim de
evitar trauma e deiscéncia dos pontos no flap mucoperiostal apds sete dias. A
existéncia de células indiferenciadas no tecido germinativo dos dentes dos
Lagomorfos (WIGGS & LOBPRISE, 1997; CAPELLO et al.,, 2005) pode
justificar o crescimento destes incisivos nos animais que foram, por noés,
tratados com terapia celular e/ou Matrigel® (MSC, MMSC e M), apesar de ndo

ter sido realizado nenhum teste que comprove tal hipotese.

As avaliagdes radiograficas foram realizadas cautelosamente utilizando
a técnica de subtracdo para a anadlise estatistica (FERREIRA et al., 1999;
LEDA, 2010). A auséncia de um aparelho de radiografia digital tornou esta

analise mais trabalhosa, havendo também uma pequena variagao na técnica,
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justificada pela singular anatomia oral desta espécie, que dificulta inclusive o
posicionamento do filme periapical intra-oral. Outro fato relevante foi a variagao
no tempo de revelagdo destas peliculas radiograficas, que sofria grande
influéncia da temperatura ambiente e dos liquido propriamente ditos —
revelador e fixador. Para corrigir esta diferenca de contraste foi estipulada uma

area da imagem radiografica para subtrair e excluir e ndo alterar os resultados.

A presenga do tubo traqueal acabou prejudicando algumas imagens
quando foram realizadas as radiografias iniciais e no pos-operatorio imediato,
sendo que esta ultima sempre acabava apresentando maior facilidade de
colocacédo do filme radiografico dentro da boca do animal devido ao bom

relaxamento muscular (FONSECA et al., 1999).

Assim, foi possivel demonstrar que os grupos de animais que foram
tratados com fragmentos de ossos liofilizados apresentaram os melhores
resultados radiograficos, quando foram comparados individualmente, devido ao
aumento da radiopacidade, que significa aumento da densidade 6ssea (LEDA,
2010). Ja quando as radiografias eram sobrepostas, na técnica de SRD, os
melhores resultados foram obtidos nos animais que foram tratados com MSCs

e fragmentos 0sseos.

As analises dos resultados histologicos das amostras de tecido que nao
foram desmineralizadas ndao apontaram qualquer alteracao frente a formacao
neoplasica (KEMPTON, 2009); porém os animais tratados somente com o
Matrigel® apresentaram um espessamento do ramo mandibular pertencente ao
alvéolo que recebeu o enxerto. Este resultado, que foi observado em um

intervalo de apenas sete dias apds o tratamento, recomenda cautela para a
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adogdo e uso clinico da utilizacdo de Matrigel® nestes casos, necessitando
mais estudos para melhor compreensdo e esclarecimentos sobre o
espessamento do ramo mandibular observado nos animais que receberam tal

tratamento.

Ainda nas analises histoldégicas dos tecidos desmineralizados, a
descalcificagdo com acido nitrico 5% foi eficiente; porém, o tempo de
permanéncia foi maior do que relatado por Hwang & Choi (2010), ou seja, sete
dias e ndo cinco. No 5° dia de imersdo nesta solugdao, as mandibulas eram
cortadas transversalmente e posteriormente permaneciam nesta solugao por
mais dois dias, com o objetivo do acido nitrico penetrar internamente nas

amostras e evitar perda do material utilizado no enxerto alveolar.

Decorridos sete dias, os resultados histopatologicos revelaram a
presenga do inicio da formacdo de um germe dentario no grupo controle, indo
ao encontro da citagdo inicial da importancia da curetagem alveolar para
remogao do tecido germinativo. Os grupos que receberam somente células-
tronco mesenquimais ou associadas ao Matrigel® apresentaram maior
formacédo de osso no alvéolo dentario, com intensa atividade osteoblastica e
formacdo de trabécula Ossea. Todavia, os grupos que receberam 0sso
liofilizado apresentaram excelentes resultados nas amostras néo
desmineralizadas, inclusive com perda na delimitacdo do osso alveolar nos
grupos que foram tratados com osso e Matrigel® e fragmentos 6sseos em
associacdo com Matrigel® e células-tronco mesenquimais. Nesta analise, os
grupos controle, e tratados somente com MSCs e destas associadas com

Matrigel® encontravam-se muito semelhantes. Lalani et al. (2010)
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desenvolveram um trabalho sobre a cicatrizagdo do alvéolo dentario, apos a
extracdo dentaria em coelho, a fim de localizar os fatores de crescimento de
fibroblastos (FGF-2) e de crescimento vascular endotelial (VEGF). Embora
ainda ndo tenha sido realizada a avaliacdo por imuno-histoquimica nas
amostras dos animais deste experimento, os achados histopatoldgicos desses
autores, com duas semanas de avaliacdo, onde existe inicio de formacao de

0ss0, sao muito semelhantes as deste trabalho em apenas sete dias.

Segundo Seong et al. (2010) a evolugao histolégica dos transplantes de
DPSCs juntamente com scaffold tem revelado grande formacédo de tecido
mineralizado, que sugere grande potencial dessas células para regeneracéo

tecidual 6ssea clinica.

A utilizacido do teste de PCR para detectar a expressao do cromossomo
Y, nas amostras de tecidos avaliadas, apds sete dias, vai ao encontro dos
resultados encontrados na literatura. Atualmente, pesquisadores tém
conseguido este isolamento, quando realizam precocemente este teste,
sugerindo que talvez a influéncia das MSCs na regeneracgao tecidual ocorre,
aproximadamente, nas primeiras 24 horas, através da acao paracrina. Os
resultados positivos obtidos no processo regenerativo mostram que ha uma
aceleragao da regeneragao dos tecidos, quando os animais foram tratados com

as MSCs



7 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho € possivel concluir

que:

v O Matrigel® como scaffold das MSCs parece ser eficiente; porém, seu
uso clinico exige cautela, visto que existem fatores de crescimento em sua
formulacdo, o que pode justificar o espessamento 6sseo, verificado no
presente trabalho, no grupo de animais, que foi tratado somente com

Matrigel®.

v A avaliagdo radiografica através da técnica de subtracdo é um método
comparativo eficiente, pois permite sobrepor a imagem final sobre a inicial e
avaliar qual o grau de regeneracéo de tecido 0sseo. Entretanto, ha limitacéo
quando é realizada a sobreposicdo das imagens, visto nao existir

posicionadores para a espécie.

v A avaliagao radiografica dos alvéolos dentarios dos animais dos grupos
que receberam o implante de fragmentos de ossos liofilizados, apresentaram
imagem compativel com maior densidade Ossea, apds sete dias de
tratamento, quando comparadas com as imagens radiograficas dos animais

que receberam outros tratamentos.

4 Histologicamente, a utilizagdo das células-tronco mesenquimais oriunda
da polpa dentaria acelerou o processo de regeneragao 6ssea alveolar, uma
vez que nesses grupos € observado maior atividade osteoblastica nos grupos

MSC e Matrigel® em sete dias.
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4 Os resultados das analises microscopicas dos tecidos néo
desmineralizados sao compativeis aqueles apresentados nas amostras dos

tecidos desmineralizados corados com HE.

v Sete dias apds os transplantes, néo foi possivel detectar a presenca de
cromossoma Y nas amostras de tecidos analisadas. O que sugere que as
células MSC, de doador macho, transplantadas, deixaram o local antes da

coleta das amostras de tecidos.
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