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AS TRES PENEIRAS

Augustus procurou Sdcrates e disse-lhe:

- Socrates, preciso contar-lhe algo sobre alguém! Vocé ndo imagina o que me contaram a
respeito de...

Nem chegou a terminar a frase, quando Sdcrates ergueu os olhos do livro que lia e perguntou:
- Espere um pouco Augustus. O que vai me contar ja passou pelo crivo das trés peneiras?
- Peneiras? Que peneiras?

- Sim. A primeira, Augustus, é a da verdade. VVocé tem certeza de que 0 que vai me contar é
absolutamente verdadeiro?

- Ndo. Como posso saber? O que sei foi 0 que me contaram!

- Entdo suas palavras ja vazaram a primeira peneira. Vamos entdo para a segunda peneira: a
bondade. O que vai me contar gostaria que os outros também dissessem a seu respeito?

- Nao, Socrates! Absolutamente, ndo! - Entdo suas palavras vazaram, também, a segunda
peneira.

-VVamos agora para a terceira peneira: a necessidade. Vocé acha mesmo necessario contar-me
esse fato, ou mesmo passé-lo adiante? Resolve alguma coisa? Ajuda alguém? Melhora alguma
coisa?

- Nao, Socrates... Passando pelo crivo das trés peneiras, compreendi que nada me resta do que
iria contar. E Socrates sorrindo concluiu:

- Se passar pelas trés peneiras, conte! Tanto eu, quanto vocé e os outros iremos nos beneficiar.
Caso contrario esquega e enterre tudo. Serd uma fofoca a menos para envenenar o ambiente e
fomentar a discérdia entre irmdos. Devemos ser sempre a estacdo terminal de qualquer
comentario infeliz! Da proxima vez que ouvir algo, antes de ceder ao impulso de passa-lo
adiante, submeta-0 ao crivo das trés peneiras porque:

Pessoas sabias falam sobre idéias;
Pessoas comuns falam sobre coisas;

Pessoas mediocres falam sobre pessoas.
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RESUMO

As profissdes da area da saude estdo inseridas em um contexto de progresso
tecnoldgico permitindo com que os biomateriais sejam cada vez mais utilizados para acelerar
0 processo de regeneracdo Ossea. Proteinas, como a fibronectina e coladgeno, e Fator de
crescimento de endotélio vascular, tm um papel importante na formacdo dssea, pois tem a
capacidade de induzir a ativagdo de osteoclastos funcionais, neovascularizagéo e influenciar a
diferenciacdo de células mesenquimais em células osteogénicas ou osteoprogenitoras. Varios
destes fatores detectados no tecido 6sseo tambem foram isolados da dentina e podem atuar
como determinantes da formacdo 6ssea. A dentina humana desmineralizada pode representar
uma alternativa a matriz éssea, para a indugdo do reparo 6sseo, devido a seu facilidade de
processamento, biocompatibilidade e capacidade de estimular a angiogénese e a formagao
Ossea. Além disso, a sua utilizacdo ndo acarretaria os problemas que estdo associados ao auto-
enxerto, dentre eles morbidade do sitio doador e fornecimento limitado de tecido. O objetivo
deste estudo foi analisar os efeitos da Matriz dentindria humana desmineralizada na
regeneracdo de defeitos cirargicos. Neste trabalho, foram utilizados trinta e dois ratos da raca
Rattus norvegicus albinus, variedade Wistar, divididos em quatro grupos experimentais: grupo
I, composto por 8 animais sacrificados apds trés dias da exodontia; grupos II, 1l e IV
compostos por 8 animais cada, submetidos a eutanasia respectivamente, aos sete, quatorze e
vinte e um dias apds procedimentos cirdrgicos. Neste procedimento, os segundos molares
maxilares esquerdo e direito foram extraidos e os alvéolos do lado esquerdo preenchidos com
matriz dentinaria humana desmineralizada e os direitos, utilizados como controles. As regifes
onde foram realizados os experimentos foram removidas e examinadas e em seguida as pecas
foram desmineralizadas em é&cido etilenodiamino tetra-acético a 10 % , processadas para
analise em microscopia de luz. A média de densidade de volume de matriz 6ssea neoformada
foi significativamente maior no grupo tratado em relagcdo ao controle, principalmente nos trés
primeiros dias. As laminas foram processadas para técnica imunohistoquimica utilizando
anticorpos especificos Anti-Fator de crescimento de endotélio vascular o que sugere também
que a matriz dentinaria humana desmineralizada estimula a expressdo de crescimento de

endotélio vascular.

Palavras-chave: VEGF. Matriz dentindria humana desmineralizada. Imunohistoquimica.
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ABSTRACT

The health &rea professions are inserted in a context of technological advancement.
Biomaterials have been used with the purpose of accelerating the bone regeneration process.
Neovascularization as well as the proteins secretion, such as fibronectine and collagen, and
growing factors as the vascular endothelium growing factor have a significant role in bone
formation, since they are capable of inducing the activation of functional osteoblasts,
neovascularization and of influencing the differenciation of mesenchymal cells in either
osteogenic or osteoprogenitor cells. Several of these factors, detected in bone tissue were also
isolated from dentin and can actuate as determinants of bone formation. Demineralized
human dentin can represent an alternative to the bone mattrix, for the induction of bone repair,
due to its processing easiness, biocompatibility and capacity of stimulating the angiogenesis
and bone formation. Besides, its utilization would not bring on the troubles which are
associated with the autograft, such as morbidity of donor site and limited supply of tissue.
The aim of this study was to analyze the effects of demineralized human dentin matrix on
surgical defects regeneration. Thirty-two Wistar rats divided into four groups of eight animals
each one were used. The second right and left maxillary molars were extracted and the left
side alveoli filled with demineralized human dentin mattrix, and the right alveoli were the
controls. The animals were divided into four groups: group I, composed by 8 animals
sacrificed after three days of exodontics; groups I, 11l and 1V composed by 8 animals each
sacrificed, respectively, at seven, fourteen and twenty-one days after surgical procedures. The
regions where the experiments were performed were removed and macroscopically examined,
demineralized in ethylene-diamine-tetra-acetic acid, and paraffin embedded for obtaining
histological cuts of 5um of thickness, stained with Hemtoxylin and Eosin, and bone tissue
cytology was described. The average of volume density of neoformed bone mattrix was
significantly larger in the treated group mainly in the first three days. It was concluded that
demineralized human dentin matrix is biocompatible, acting as an osteopromoter material in
bone regeneration, thus promoting the neoformatin of bone tissue in a more rapid way and in a
larger volume. Laminae were processed for immunohistochemical technique using specific
antibodies anti-growing factor of vascular endothelium, which allowed us also to conclude
that demineralized human dentin matrix stimulates the growing expression of vascular

endothelium.
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Key-words: Vascular endothelium growing factor-VEGF. Demineralized human dentin
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Figura histologica mostrando a presenga da matriz dentro do alvéolo
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Corte longitudinal de alvéolo. Experimental (fig4) Corte
longitudinal do alvéolo Controle (figs) . Tempo: 7 dias. HE--------

Experimental - Corte longitudinal do alvéolo esquerdo mostrando
area com diminuigdo dos espacos medulares (setas). Controle - Corte
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em alvéolo 7 dias. Experimental - Expressdo do VEGF em
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Mostra a neo-formacdo 6ssea no lado esquerdo (preenchido com
Matriz dentinaria) do que no lado direito (lado controle), sendo
estatisticamente maior (P<0.05) aos sete, quatorze e vinte e um dias--
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bFGF
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CDPM
FGF
GDF
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IGF- 11
IGF-I
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Proteinas morfogenéticas derivadas de cartilagem 1
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TGF-a-11 - Fator de crescimento transformador beta Il

VEGF - Fator de crescimento vascular endotelial

Var - Gene do grupo transformador de fator de crescimento
VPF - Fator de permeabilidade vascular
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1 INTRODUCAO

Baseados na necessidade do desenvolvimento de técnicas de manuseio de biomateriais
de enxerto 6sseo e, principalmente no entendimento da cascata molecular da osteoinducéo,
acreditamos que a avaliacdo da matriz dentindria humana desmineralizada (MDHD) e sua
influencia na expressdao de VEGF, fator de crescimento importante para o reparo 0sseo,
aplicada ao processo de reparacdo Ossea seja de relevancia, sobretudo na area odontoldgica,
onde sdo inumeras as condi¢fes patologicas que levam a significativas perdas 0sseas na
cavidade bucal. (DUMAS ET AL. 2006)

1.1 Tecido Gsseo e mecanismos de reparo.

A capacidade de regeneragdo do tecido 06sseo € limitada e mesmo quando o reparo
acontece, pode ser acompanhado de defeitos intradsseos (KRYST, 1997), e devido a esse fato
o0 reparo de fraturas complexas e defeitos 0sseos de grande extensdo, causados por diversos
fatores etioldgicos como traumas, doencas, deformidades de desenvolvimento ou ressecgdo de
tumores, ndo raro se torna frustrante. As técnicas classicas de enxertia ésseas, quando usadas,
nem sempre fornecem resultados satisfatorios (HAMMERLE et al., 1998; KARRING et al.,
1982; DAHLIN et al., 1988).

Encontramos no tecido 6sseo células como fibroblastos, osteoblastos, osteoclastos que
constituem os principais agentes da modificacdo da matriz 6ssea, como 0 osteoblasto que
produz a matriz que se mineraliza de maneira bem regulada e o osteoclasto que quando
ativado, remove esta matriz (MARTIN e NG, 1994). A formacdo do tecido resulta de uma
complexa cascata de ocorréncias que envolvem a proliferacdo de células mesenquimais
primitivas, diferenciacdo em células precursoras osteoblasticas (osteoprogenitora,
préosteoblasto), maturacdo dos osteoblastos, formacdo de matriz e mineralizacdo (ERIKSEN;
MOSEKILDE; MELSEN, 1986).

No processo de formacdo Gssea ocorre inicialmente a atragdo quimiotatica dos
precursores dos osteoblastos, provavelmente mediada por fatores locais. Em seguida, ocorre a
proliferagdo de células precursoras dos osteoblastos. A quimiotaxia e a indugdo mitdtica
dessas células é mediada por fatores de crescimento liberados a partir do tecido 0sseo
degradado durante o processo de reabsor¢do. Um dos mediadores responsaveis por este efeito
é o fator de crescimento transformador beta (TGF-&). (PFEILSCHIFTER; BONEWALD,
MUNDY, 1990; MARTIN e NG, 1994).
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Na busca por melhores resultados nas regeneracdes Osseas, reparos 0sseos guiados
(ROG), mecénica, quimica e biologicamente, vém sendo exaustivamente estudados
(BOLOURI; HAGHIGHAT; FREDERIKSEN, 2001; CHRISTGAU et al., 1997,
CORTELLINI; PINI PRATO; TONETTI, 1993 ; SATO, 2000; WOJTOWICZ et al., 2001).

O 0sso € capaz de reparar-se por remodelagdo ou por regeneragao apds o trauma, 0 que
inclui a exodontia e insercdo de implantes. Enxertos e implantes podem ser colocados,
segundo Misch e Dietsh (1993), visando aumento de massa 0ssea, podendo incorporar-se a
este tecido dando suporte ou estimulando o crescimento 6sseo em areas onde este tecido
poderia ser reabsorvido como resultado de processos fisiologico ou patoldgico. Estes
substitutos podem agir no 0sso hospedeiro por meio de dois diferentes mecanismos que séo a
osteoconducéo e a osteoinducdo (BOLOURI; HAGHIGHAT; FREDERIKSEN, 2001).

As profissbes da area da saude atuais estdo inseridas em um avancado contexto de
progresso tecnologico, e isso fez com que surgissem  diferentes aplicacdes na area de
biomateriais, permitindo sua utilizagdo com o intuito de acelerar o processo de regeneracao
Ossea. As pesquisas realizadas com materiais de enxertos 6sseos vao desde o uso em alvéolos
dentérios pds-exodontia, até a complementacdo de cirurgias de implantes osseointegrados ou
defeitos 0sseos periodontais e deformidades craniofaciais. Existem, portanto, duas classes de
biomateriais: 1 osteoindutores e 2 osteocondutores. Os materiais osteoindutores se
caracterizam pela capacidade de induzir a transformacdo de células indiferenciadas em
osteoblastos ou condroblastos, mesmo em areas onde ndo se espera tal comportamentoe tém
participacdo na reparacdo de uma ferida estimulando a formacao de novo tecido 6sseo. Dentre
0s biomateriais osteoindutores mais estudados destaca-se 0 0sso autdégeno, a matriz organica
de 0sso humano, a matriz organica de 0sso bovino, o 0sso liofilizado e matriz dentinaria
desmineralizada (NOCITI et al., 2001).

Ja os materiais osteocondutores preenchem a cavidade orientando o tecido 6sseo em
sua neoformagdo. A osteoconducdo caracteriza a regeneragdo 0ssea por aposi¢do sobre o
tecido Gsseo pre-existente e também sobre o material enxertado. Portanto, este processo deve
ocorrer na presenca de 0sso ou celulas mesenquimais diferenciadas. Os materiais
osteocondutores sdo biocompativeis, ndo apresentando reagdo tdxica evidente. ja 0s
autoenxertos Gsseos constituem, uma alternativa muito comumente utilizadas nas
reconstrucdes Osseas craniofaciais pelo fato das &reas doadoras serem limitadas podendo
provocar defeitos locais existe a preocupagdo dos especialistas em procurar novos materiais
que possam substitui-los com resultados satisfatorios. (CARVALHO et al., 2004) Estes

materiais de enxerto apresentam-se com grande variedade de texturas, tamanho de particulas e
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formas, prontamente disponiveis. Podem ainda, ser separados em cerdmicos, polimeros e
compositos, existindo também a categoria de materiais osteocondutores reabsorviveis para
manutencgdo e aumento do tecido 6sseo, como 0 0sso congelado ou irradiado (GOMES, 2001).

Os enxertos 6sseos homogenos, pertencentes a um individuo da mesma espécie que o
receptor, porém de genotipo diverso, surgem como alternativa nas cirurgias econstrutivas,
pelo fato de serem armazenados e utilizados sem aumentar a morbidade, eliminando a
necessidade de um local doador pelo préprio paciente. Além disso, sua disponibilidade
permite seu emprego em grande quantidade e possuem, ainda, capacidade osteoindutora
(MACEDOQO et al., 2007).

Na osteoindugdo o material € capaz de induzir a transformacdo de células
indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, mesmo em areas onde ndo se espera tal
comportamento. Os materiais osteoindutores contribuem mais eficientemente para a formacao
de osso durante o processo de remodelacdo (MACEDO et al., 2007).

De acordo com Tuominem et al. (2001) em 1931, Huggins demonstrou a osteoinducéo
em cdes, através de um auto implante de epitélio de transicdo da bexiga urinaria no masculo
da parede abdominal, e percebeu que havia a formagdo de 0sso ectdpico. Posteriormente
Levander em 1937 obteve neoformacdo éssea injetando extrato alcodlico de 0ssos crus em
tecido muscular isto permitiu que em 1938, Spemann formulasse sua teoria explicando o
processo através de substdncias indutoras que estimulam células mesenquimais a
diferenciarem-se em células dsseas.

Tais descobertas estimularam as pesquisas acerca das substéncias osteoindutoras na
matriz 0ssea. Urist (1965) descreveu a formacdo de 0sso ectopico em implante intramuscular
de matriz 6ssea desmineralizada em roedores como coelhos e ratos. A partir dessa pesquisa, a
busca pela “substancia osteoindutora”, dentro da matriz 6ssea, tornou-se o foco de muitas
pesquisas que demonstraram que as proteinas de baixo peso molecular, nomeadas de proteinas
Osseas morfogenéticas (BMP- Bone Morphogenetic Proteins), poderiam ser extraidas da
matriz 6ssea desmineralizada (URIST; DELANGE; FINERMAN, 1983).

A aplicacdo da dentina como material de enxerto originou-se da observacao clinica e
experimental de que particulas de cemento e dentina, acidentalmente ou intencionalmente
deixadas no leito cirdrgico, serviam de foco estimulador da osteogénese e da cementogénese
(KLEINHEINZ et al., 2005).

Substitutos 0sseos representam alternativa para reduzir a necessidade de mobilizacéo
de areas doadoras (CIANI et al., 2006).
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A dentina humana desmineralizada pode representar uma alternativa para a inducao do
reparo 6sseo, por oferecer vantagens como facilidade de processamento, biocompatibilidade e
capacidade de estimular a angiogénese e a formacdo 6ssea. (MACHADO, 2008) Esse tecido
conjuntivo mineralizado poderia ser utilizado no tratamento de defeitos 0sseos e fraturas
causadas por traumas, doencas, deformidades de desenvolvimento ou resseccdo de tumores,
visto que as técnicas classicas de enxertia 6ssea nem sempre fornecem resultados satisfatorios
(MENDES et al., 2008).

Durante o processo de reparo 0sseo a angiogénese, que € é altamente regulada, pois
inicia-se sobre breves periodos (dias) e entdo é inibida completamente (FOLKMAN e SHING,
1992).,tem um papel importante para a formagdo de novos vasos sangiliineos a partir de
capilares pré-existentes (CHAIN; JONES; TARNAWSKI, 2004).

Os fatores de crescimento sdo polipeptidios sintetizados por uma variedade de células
que, em determinadas situacdes, podem agir como agentes sistémicos, mas geralmente agem
como substéncias reguladoras locais, aumentando a replicagdo celular e também induzindo a
diferenciacdo celular. Entre eles estdo os membros da superfamilia do TGF-a e varios outros
que sdo sequestrados da matriz dssea e estimulam a proliferacdo do osteoblasto, incluindo os
fatores de crescimento insulinico | e 1l (IGF-I e 1), fator de crescimento do fibroblasto (FGF)
e fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF). Estes fatores de crescimento podem,
inclusive, evitar a apoptose osteoblastica in vitro (HILL; TUMBER; MEIKLE, 1997).

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) é o fator mais importante da
neovascularizacdo, tanto fisiolégica quanto patoldégica. O VEGF estimula as células
endoteliais na degradacdo da matriz extracelular, migracdo e formagdo de tubulos que dardo
origens aos novos vasos sanguineos in vitro. Ja in vivo, funciona como regulador da
permeabilidade vascular sendo considerada importante para o inicio da angiogénese. A
sobrevivéncia de células endoteliais em vasos recém formados é VEGF-dependente. Coerente
com seu papel na sobrevivéncia celular, o VEGF induz a expressdo de proteinas anti-
apopitoticas nas células endoteliais.

Numa fase mais avangada tem-se a diferenciacdo dos osteoblastos em células maduras
que promovem a sintese de matriz 6ssea com posterior mineralizagdo. Varios fatores de
crescimento podem causar o surgimento de marcadores dos fenotipos dos osteoblastos
diferenciados incluindo a expressdo da atividade da fosfatase alcalina, colageno do tipo | e
osteocalcina, sendo os mais importantes o IGF-I1 e a BMP-2 (MASSAGUE, 1985; ROBERTS
et al., 1985). O tecido 6sseo difere dos demais tecidos ndo s6 na sua estrutura fisico-quimica

como também na sua capacidade de remodelacdo e de regeneracdo durante todo o periodo
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pos-fetal. O 0sso, em diversos momentos, precisa modificar sua forma ou sua estrutura seja
para um 0sso primario se tornar maduro, para crescer mantendo sua forma, para um 0sso
esponjoso se tornar compacto, ou para se adaptar a novas situagdes fisiologicas ou
patoldgicas. Em todos esses casos, fendmenos simultdneos ou seqlenciais de formagéo e de
reabsorcédo 0ssea constituem o processo de remodelagéo.

A habilidade inata do tecido 6sseo de remodelacdo e regeneracdo ao longo da vida tem
sido atribuida tanto a proliferacdo de células osteoprogenitoras pré-formadas quanto a indugao
da proliferacdo e diferenciagdo de células mesenquimais indiferenciadas, resultante de
complicadas interac6es entre mediadores quimicos liberados localmente de forma ativa, como
consequiéncia do processo de reabsor¢do (CORMACK, 1991; MANOLAGAS e JILKA,
1995).

Os mecanismos que controlam a remodelagem 0Ossea ainda ndo sdo compreendidos.
Uma questdo-chave é como os osteoclastos sdo direcionados a um lugar especifico para
realizar a reabsorcao 6ssea. Osteoblastos estimulados por horménios ou, talvez, por alteracbes
locais, como a movimentacdo dentéria, podem proporcionar um mecanismo de controle para
reabsorcdo Ossea. Sabe-se que o0s osteoclastos s6 podem reabsorver superficies mineralizadas.
Deve ocorrer, também, sinalizacdo hormonal, uma vez que a calcitonina e a leupeptina inibem
a liberacdo de célcio e a atividade colagenolitica, presumivelmente por terem como alvo os
osteoclastos. Por outro lado, o processo de reabsorcdo pode ser autoregulavel devido a
dissolucdo mineral que precede a degradacdo da matriz organica no interior da lacuna de
Howship, formada pelo osteoclasto. A repetida atividade de deposicdo e remocdo de tecido
6sseo acomoda o crescimento de um 0sso, sem que ele perca a fun¢do ou o relacionamento

com as estruturas adjacentes durante o processo de remodelacdo (TEN CATE, 2008).

1.2 reparo 0sseo

O 0sso é um dos tecidos do organismo com capacidade de regeneracdo, restaurando,
completamente, a sua estrutura e funcdo original quando lesado (SCHENK, 1994;
SZACHOWICZ, 1995; HOLLINGER e WONG, 1996). O processo de reparacdo Ossea €
similar ao desenvolvimento 6sseo embriogénico normal, incluindo migracdo de células
mesenquimais, proliferacdo e diferenciacdo em células osteogénicas. Essa resposta ocorre
como uma seqiiéncia continua de eventos celulares que se inicia pelo dano tecidual,
terminando com completa remodelagdo sem deixar cicatriz, sendo esse processo semelhante a
ossificacdo intramembranosa ou endocondral (BOSTROM, 1998; JUNQUEIRA et al., 2002).
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A regeneracdo e remodelacdo Ossea sdo reguladas por horménios sistémicos e por
fatores locais que afetam as células da linhagem dos osteoclastos e osteoblastos e exercem
seus efeitos sobre a replicacdo de células ndo diferenciadas, no recrutamento das mesmas e na
funcéo diferenciada destas (CANALIS, 1983; MARTIN e NG, 1994).

O uso de barreiras mecanicas para isolar um sitio anatdmico (JUNQUEIRA et al.,
2002), no intuito de selecionar determinado tecido e excluir outros, direcionando a
regeneracdo da éarea, foi relatado primeiramente por Murray et al. (1957). Os autores
removeram um fragmento do iliaco de cdes e recobriram o defeito com material plastico,
rigido o suficiente para manter um espaco entre o tecido 6sseo e a face interna do material
quando os retalhos fossem suturados em posicao. Apds dez semanas verificaram crescimento
de tecido désseo com as caracteristicas histoldgicas proprias deste tecido. Posteriormente,
outros autores empregaram 0 mesmo principio para a reconstrucdo dos defeitos de 0ssos
longos e mandibulares. Na década de 1980, essa técnica foi testada em varios estudos
experimentais para a regeneracdo de tecidos periodontais, onde foi criado o conceito de
regeneracdo tecidual guiada (NYMAN et al., 1982). A aplicacdo dessa técnica para a correcao
de defeitos dsseos periodontais foi 0 passo seguinte, criando-se o conceito de regeneracao
Ossea guiada (DAHLIN et al., 1988).

Sendo assim, busca-se um melhor conhecimento de todos esses fatores que permitam
manipulagdo da reparacdo Ossea. Atualmente, o reparo 6sseo guiado (ROG) € um dos campos
de maior crescimento principalmente na Odontologia e Medicina. Muitas pesquisas tém sido
realizadas para acelerar a resposta de regeneracdo 6ssea em cirurgias utilizando-se materiais
osteoindutores de agdo local como, por exemplo, a matriz 6ssea desmineralizada autégena
(ALPER et al., 1989; BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1992), a matriz dentinaria autégena
desmineralizada (GUIMARAES et al., 1986; BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1990;
GUIMARAES, 1993; GONCALVES et al., 2002; GOMES et al., 2001, 2002; ALMEIDA e
ALVES, 2007) e ainda alguns fatores de crescimento 6sseo (BECKER et al., 1992), sendo a
acdo destes baseada no aumento da proliferacdo osteobléstica e da sintese de matriz dssea.
Segundo Guimaraes (1993) todo o processo de osteoinducgdo e/ou osteopromocao é controlado
por complexas interacbes moleculares e mensagens celulares de curta e longa extensdo que
influenciam quimiotaxia, proliferacdo, diferenciacdo e subseqlientemente, a velocidade e
duracdo do trabalho das células de linhagem osteobléstica e osteoclastica. Alguns autores
afirmam que a proliferacdo celular, no processo de regeneragdo 0ssea, € iniciada por fatores
estimuladores locais como a proteina morfogenética 6ssea (BMP) (URIST e STRATES, 1971;
GOMES et al., 2001, 2002). Esses fatores locais sdo sintetizados por células do tecido 6sseo e
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incluem fatores de crescimento, citocinas e prostaglandinas. Os fatores de crescimento
regulam a replicacdo e funcdo diferenciada das células, exercendo seus efeitos sobre as células
da mesma classe (fatores autdcrinos) ou sobre as células de outras classes dentro do tecido
(fatores paracrinos), porém, também podem os fatores produzidos localmente possuirem
fungbes mais diretas e importantes no crescimento celular, podendo desempenhar papel
fundamental na aposicdo da matriz 0ssea e reabsorcdo da mesma e, possivelmente, na
patofisiologia das disfun¢Ges dsseas (HILL; TUMBER; MEIKLE, 1997).

Dessa maneira, a matriz 6ssea é uma rica fonte de fatores de crescimento, como o fator
de crescimento insulinico I e Il (IGF | e Il), o transformador & (TGF-a-1 e TGF-a-Il), o
derivado de plaquetas (PDGF), o fibroblastico acido e basico (aFGF e bFGF) e a proteina
morfogenética dssea (BMP) que, segundo Busch et al. (1996), teriam sua producédo regulada
por hormonios sistémicos e estresse mecanico local. Dentre os fatores de crescimento acima
citados, a proteina morfogenética 6ssea foi originalmente identificada como proteina da matriz
Ossea com capacidade de induzir formacdo 0ssea heterotdpica quando enxertada em masculo
de ratos (URIST, 1965). Foi a partir desse estudo que surgiu a idéia de que fatores indutores
de formacdao 6ssea residem dentro do tecido 6ésseo (BROWNELL, 1990).

Por meio de técnicas moleculares, identificou-se uma familia de proteinas
morfogenéticas Osseas estruturalmente relacionadas, contendo seqiiéncias de aminoécidos
homdlogas as proteinas do TGF-&. A andlise de identificacdo das BMPs permitiu sua divisao
em varias subfamilias. O exame da sequéncia de aminoacidos das proteinas morfogenéticas
demonstrou que as proteinas BMP-2 e BMP-4 s&o constituintes do subgrupo mais relacionado
na literatura. Estas proteinas apresentam 86% da seqiiéncia de aminoacidos idénticas entre si e
33-35% idénticas a seqliéncia do TGF-a. O segundo subgrupo, formado por BMP-5, BMP-6
(Vgr), BMP-7 (OP-1) e BMP-8 (OP-2), exibe cerca de 73-83% de aminoacidos similares entre
si e sdo provavelmente homdlogos do gene Vgr/60. A BMP-6 humana apresenta 91% da
seqliéncia de aminoécidos do Vgr-1, um peptideo derivado da hibridagdo cruzada de
aminoacidos do embrido de camundongo com Vgr-1, uma proteina envolvida com o
desenvolvimento embrionario. Por esta razdo, considera-se o Vgr-1 como homdlogo, nos
roedores, da BMP-6 humana. A BMP-7 diferencia-se das demais BMPs por ndo apresentar
atividade morfogenética e ndo pertencer a familia do TGF-&, sendo hoje considerada como
uma procoladgeno C-proteinase. O terceiro subgrupo é formado apenas pela BMP-3, ou
osteogenina, com 45% de sequéncias idénticas ao BMP-2. Descreve-se, ainda, uma subfamilia
de proteinas similares a BMP, importantes na formacdo éssea clonadas mais recentemente, as

quais foram denominadas de fator de crescimento e diferenciacdo 5 (GDF-5) ou proteinas
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morfogenéticas derivadas de cartilagem 1 (CDPM-1), GDF-6 ou CDMP-2 e GDF-7 ou BMP-
12. Estas sdo homologas em 80-86% entre si, e 46-57% idénticas as BMP-2 e até & BMP-8
(RIPAMONTI e REDDI, 1994; ROSEN e THIES, 1995, HELDER et al., 1998;
GONCALVES et al., 2002).

BMPs sdo um produto do metabolismo dos osteoblastos, odontoblastos e de vérias
celulas tumorais, sendo armazenada na forma de concentrados no 0sso, dentina e em células
neoplasicas do osteossarcoma e de certos tumores odontogénicos, tais como: fibroma
cementificante, cementoblastoma benigno, dentinoma, fibroma odontogénico e odontoma
(URIST e STRATES, 1971; RAVAL et al., 1996; GAO, YANG, YAMAGUCHI, ., 1997).

As BMPs tém funcdo de regular a diferenciacdo do tecido cartilaginoso e 6sseo in
vivo, apresentando varios papéis durante o desenvolvimento embrionario e durante a
organogénese, incluindo a esqueletogénese e o desenvolvimento créanio-facial dos tecidos
0sseos e dentarios. Durante a reabsor¢do 0ssea, 0s osteoclastos degradam a matriz 0ssea,
propiciando a liberacdo da BMP que induz quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacdo das
células osteoprogenitoras em osteoblastos, bem como aumentam a sintese de matriz Gssea
(URIST e STRATES, 1971; BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1990; 1992). Entretanto,
pouco se conhece sobre o papel das BMPs na regeneracdo Gssea de fraturas ou das demais
lesBes no tecido 6sseo (BOSTROM, 1998).

Jin e Yang (1990) foram os primeiros autores a descrever a presenca de proteinas
morfogenéticas dsseas durante a reparagcdo de fraturas. Usando um anticorpo contra essa
proteina, os autores revelaram a presenca de BMP nas células mesenquimais ao redor do
periosteo e dentro da medula déssea. Ishidou et al. (1995) também verificaram a presenca de
BMP na reparacdo de fraturas em ratos utilizando técnicas de imunohistoquimicas mostraram
que as expressdes de BMP-2, BMP-4 e BMP-7 foram consideravelmente maiores nas células
osteogénicas do peridsteo proximo as extremidades da fratura durante estagios iniciais da
reparacdo. O reparo 0sseo decorrente de lesBes, fraturas, defeitos e/ou apds inser¢do de
enxertos € ativado pela liberacdo de fatores de crescimento, como as BMPs abundantes na
matriz éssea e produzidas por osteoblastos.

Relata-se a aplicacdo de fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento insulinico (IGF), fator de crescimento dos fibroblastos (FGF) e proteinas
morfogenéticas dsseas (BMP), pois estes sdo capazes de estimular a proliferacdo de células
com fenotipo osteoblastico ou do ligamento periodontal, promovendo a formagdo Gssea ou a

regeneracdo periodontal em estudos em animais ou in vitro. Seu uso na terapia periodontal é
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bastante promissor necessitando pesquisas mais extensas para garantir a utilizacdo em
humanos.

A osteoinducdo no processo de reparacdo 0ssea tem sido descrita como um fenémeno
de transformacgdo de células mesenquimais em células osteoprogenitoras ou osteoprecursoras,
classificadas como osteoprecursoras ou osteogénicas determinadas e osteoprecursoras
indiziveis, segundo Friedstein (1976) e Nakashima (1990), podendo estas Ultimas, serem
encontradas em varios tecidos conjuntivos. As células osteoprecursoras determinadas
encontram-se em tecidos diretamente relacionados ao tecido 6sseo, tais como medula déssea e
camada profunda do peridsteo e do enddsteo. Quando substancias osteoindutoras, como a
proteina morfogenética 6ssea purificada e/ou matriz 6ssea desmineralizada (GUIMARAES et
al., 1986; BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1990, 1992) atuam sobre estas células, a reagdo
ocorre pela neoformagdo Ossea direta, ou ossificacdo intramembranosa, também conhecida por
reacdo Gssea ortotopica. Neste caso, a osteogénese é mais rapida, sendo o 0sso neoformado
depositado diretamente sobre as superficies 6sseas pré-existentes.

Estas células reagem a inducdo diretamente com proliferacdo e diferenciacdo em
osteoblastos. As células osteoprecursoras podem ser encontradas em tecidos distantes do
tecido 6sseo, sendo abundantes no tecido conjuntivo subcutaneo, no tecido muscular
esquelético, baco e figado e, normalmente, ndo produzem 0ssos. Entretanto, em contato com
um indutor adequado, como a proteina morfogenética dssea, estas células diferenciam-se em
condroblastos e/ou osteoblastos resultando na producao ectdpica de cartilagem e tecido 6sseo
imitando a ossificacdo endocondral (REDDI, 1981; GONCALVES et al., 2002).

No contexto da ROG, ndo esta claro se as macromoléculas indutoras que atuam nas
células osteoprecursoras predeterminadas sdo as mesmas que atuam nas osteoprecursoras, no
entanto sabe-se, que 0s eventos em cascata, que culminam com a formagao ¢ssea heterotdpica
envolvem etapas da ossificacdo endocondral como a migracdo, a proliferagdo de células
mesenquimais precursoras indiziveis, a condrogénese, a mineralizacdo de cartilagem, a
reabsorcdo, a invasdo da cartilagem por tecido conjuntivo vascular e neoformacdo Gssea
estimulada por membros da superfamilia do fator de crescimento transformador beta ( BUSER
et al., 1994; GONCALVES et al., 2002; GOMES et al., 2001).

Os eventos celulares acima descritos, fundamentais no processo de regeneracdo 6ssea
podem, eventualmente, serem inibidos pela proliferacdo de tecido mole no defeito dsseo. A
penetracdo e a rapida formagdo de tecido conjuntivo frouxo na éarea de reparacdo constituem
obstaculo para o sucesso do processo de neoformacdo Gssea, pois podem alterar ou impedir
totalmente a osteogénese (BRUDER et al., 1994).
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Os mecanismos que atuam no tecido conjuntivo frouxo interferindo na osteogénese
ainda ndo estéo totalmente conhecidos. Experimentos, in vivo, demonstram que os fibroblastos
produzem um ou mais fatores sollveis inibidores da diferenciacdo de células Osseas e
osteogénicas (OGISO et al., 1991). Outra possivel explanacdo sugerida por Schmitz et al.
(1990) é que a ocorréncia da reparagdo conjuntiva, ndo 0ssea, pode ser devida a uma falha das
celulas presentes para calcificar a matriz, talvez causada pela auséncia de formacdo dssea
adequada e pela diferenciacdo osteoblastica deficiente em grandes defeitos dsseos. Visando
impedir a proliferacdo tecidual indesejada na area a ser reparada, o principio da
osteopromogdo indica o uso de meios fisicos como membranas ou barreiras, para vedar um
local anatbmico de modo a prevenir que outros tecidos, principalmente, o tecido conjuntivo,
interfiram com a osteogénese bem como com a formagdo 6ssea direta (DAHLIN et al., 1998).

Um polimero denominado politetrafluoretileno (PTFE), que consiste em um polimero
quimicamente estavel e biologicamente inerte, capaz de resistir ao ataque enzimatico e
microbioldgico, tem sido muito utilizado. Schmitz et al. (1990) em estudo experimental da
utilizacdo de barreiras mecénicas na técnica de ROG analisaram o reparo de alvéolos
dentérios, com e sem o0 uso de PTFE em estudo imuno-histoquimico. Os alvéolos foram
recobertos por PTFE no grupo teste e observados microscopicamente quatro semanas apés a
exodontia. Observou-se que nos dois grupos analisados havia a presenca de infiltrado de
células inflamat6rias mononucleares, sendo este, entretanto, escasso no grupo que recebeu a
protecdo da PTFE. A marcagdo histoquimica das células e matriz extracelular na regido de
reparacdo evidenciou colageno tipo |, osteonectina e sialoproteina 6ssea indicando que essas
células eram de linhagem osteoblastica.

Strates et al. (1988) analisaram o uso de PTFE quanto as mudancgas cronoldgicas no
0sso neoformado e alteragcGes em sua natureza estrutural, assim como os efeitos dos periodos
de aplicacdo da membrana no 0sso neoformado e seu processo de remodelagdo apos a
remocdo da membrana experimental. Apds duas semanas de aplicacdo da técnica de ROG as
cavidades 6sseas do grupo tratado haviam sido completamente preenchidas por tecido 6sseo
neoformado. J& no grupo controle a corticalizacdo na superficie do 0sso neoformado mostrava
um decréscimo. Os espagos 6sseos medulares alargaram-se por volta da 122 semana pds-
cirurgia no grupo tratado, denotando-se maior atividade de remodelacdo 6ssea no referido
grupo. Concluiu-se que a aplicagdo de membrana em defeitos 6sseos durante o processo de
reparacdo dos mesmos leva a um aumento do volume dos espacos 6sseos medulares.
Atualmente, a regeneracdo Ossea guiada apresenta uma vasta indicacdo e tem sido também

testada no tratamento de fratura dssea continua, em defeitos de 0ssos longos, na corre¢éo de
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rebordos edéntulos ou defeitos residuais, em alvéolos apds exodontia, em implantes imediatos
e na recuperacao de implantes por perimplantite (JUNQUEIRA et al., 2002).

1.3 Materiais biologicos de enxertos 6sseos

Os enxertos estdo sendo aplicados cada vez mais em defeitos nos 0ssos maxilo-faciais,
especialmente na mandibula, reconstruindo desde pequenas fendas alveolares até grandes
defeitos resultantes de mandibulectomia. O enxerto de tecido mais comumente utilizado para
reconstrucdo dessas estruturas anatdmicas € o 0sseo. Esses enxertos tém sido utilizados ha
varias décadas alcancando graus variados de sucesso. Os recentes avangos na compreensdo da
fisiologia Ossea, nos conceitos imunoldgicos, nos procedimentos de armazenamento, na
criacdo de bancos de tecidos e nos principios cirurgicos tém aumentado bastante a margem de
sucesso e qualidade dos resultados dos enxertos (SIMOES, 1997).

Existem trés classes de materiais para enxertos 0sseos, baseados na origem e no modo
de agdo (MISCH e DIETSH, 1993), podendo ser autdgenos, homdgenos ou heterdgenos. Os
enxertos 6sseos mais usados sdo 0s autdgenos, compostos de tecido do préprio individuo,
devido a sua maior compatibilidade imunoldgica e por apresentar melhores resultados em
relacdo a regeneragdo Ossea. Além do tecido 6sseo, hidroxiapatita e particulas de dentina e de
cemento tém sido usados para induzir a osteogénese em cirurgias 0sseas, particularmente em
cirurgias periodontais e tratamento de perimplantite (GUIMARAES et al., 1986; NOCITI et
al., 2001).

Os enxertos 0sseos mais comumente utilizados tém sido os de 0sso esponjoso,
especialmente em &reas com grande perda tecidual, como nas corre¢des de defeitos maxilo-
faciais, em cirurgias 6sseas oncoldgicas, em cirurgias corretivas do periodonto e no tratamento
de perdas Gsseas alveolares (KNUDSEN et al., 1974; VEIS et al., 1989; NADE, 1994;
CHIAPASCO et al., 1999; PALLESEN et al., 2002). Enxertos autégenos, intramembranosos
e endocondrais podem ser usados frescos ou s. Alguns estudos demonstraram que a matriz
6ssea endocondral desmineralizada induz a formagdo Ossea via cartilagem, enquanto outros
trabalhos mostraram que na ossificagéo intramembranosa o 0sso se forma sem que haja uma
fase de cartilagem intermediaria (ISAKSSON e ALBERIUS, 1992; RABIE et al., 1996;
SCHLIEPHAKE et al., 2000).

Para analizar clinicamente a reconstrucéo de rebordos estreitos e desdentados antes da
instalagdo do implante, Chiapasco et al.,(1999). enxertaram fragmentos 6sseos retirados de
outras areas da cavidade bucal, que foram fixados com parafusos de aco inoxidavel. Estes

autores observaram um ganho dsseo significativo de até 4 mm com a utilizagdo desse tipo de
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enxerto. Pallesen et al. (2002) testaram o papel de diferentes tamanhos de particulas (entre 2 e
10 um3) de osso autdégeno mineralizado e triturado em estagios iniciais da reparacdo 0ssea. As
particulas menores se mostraram preferenciais, pois aceleraram a reparagdo 0Ossea nos
periodos iniciais, além de induzir formacdo de maior quantidade de 0sso, o qual também
apresentou um maior grau de maturacdo. Observou-se ainda, neste experimento, que a reagéo
de reabsorcdo foi mais intensa com particulas de tamanho menor, apresentando, portanto, alto
grau de substituicdo 6ssea ap0s quatro semanas.

Lundgren et al. (1997a) avaliaram o enxerto de particulas de osso liofilizado autdgeno
mineralizado, apds doze semanas do implante de titdnio de Branemark e notaram aumento de
volume do osso neoformado pelo aumento do espago medular, ndo havendo, entretanto,
aumento de massa dssea mineralizada. Ainda Lundgren et al. (1997), enxertaram particulas de
0sso liofilizado autdgeno em defeitos 6sseos em calota craniana de coelhos com e sem
cobertura de membrana reabsorvivel. Os autores concluiram que a associacdo de membrana
reabsorvivel mais 0sso autdgeno resultou em um aumento significante de formagédo 6ssea ap0s
doze semanas, tanto em volume, quanto em massa estrutural do tecido neoformado. Trabalhos
utilizando enxertos 6sseos liofilizados heterdgenos também sdo relacionados na literatura e
testaram particulas de 300um de o0sso bovino desproteinizado em calvaria de coelhos e
observaram sua propriedade osteocondutora, acelerando a neoformacdo Ossea nas fases
iniciais do processo de regeneracdo guiada, pelo aumento no recrutamento dos osteoblastos.
(CAPLANIS et al., 1998; CHO et al., 1998, e HAMMERLE et al., 1997).

Efeitos do osso desproteinizado liofilizado bovino (BIO OSS) (HAMMERLE et
al.,1998) foi utilizado em deiscéncia de defeitos em torno de implantes, em macacos e apds
seis meses da cirurgia, os autores puderam concluir que o BIO OSS exibiu propriedade
osteocondutora, sendo recomendado para enxertos em defeitos de deiscéncia, pois promoveu o
crescimento ésseo vertical e horizontal, j& Carvalho et al. (1998) testaram a capacidade de
neoformacdo 6ssea da matriz de 0sso esponjoso bovino liofilizado associado a implantes de
titdnio em ratos e concluiram que esse material de enxerto atuou como osteocondutor nos
estagios iniciais da reparacdo, alem de ser parcialmente reabsorvido durante o processo de
regeneracdo 6ssea. A neoformagdo éssea devido a implantacdo de matriz 0Ossea
desmineralizada ou de proteina morfogenética dssea purificada, em defeitos 0sseos cirlrgicos
também tem sido bastante estudada. A atuagdo das proteinas morfogenéticas dsseas e de
fatores de crescimento 6sseo seria primeiramente local, atuando de forma coordenada e
seqliencial. A proteina morfogenética 6ssea atuaria na proliferagdo e na diferenciacdo das

celulas mesenquimais indiferenciadas enquanto o TGF estimularia a producéo da matriz dssea
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neste sistema estimulado, tanto in vivo quanto in vitro (URIST e STRATES, 1971; BESSHO;
TAGAWA; MURATA, 1992).

Foi sugerido para a regeneragdo 0ssea guiada uma combinacdo de enxertos de 0sso
mineralizado com matriz 6ssea desmineralizada (BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1990). Os
autores acreditam que a fungdo do enxerto com fragmentos 0sseos mineralizados seja induzir
a neovascularizagdo no interior do defeito, enquanto que as ceélulas mesenquimais
indiferenciadas da regido perivascular dos novos vasos sangiiineos seriam induzidas a se
diferenciarem em osteoblastos pelas proteinas morfogenéticas 0sseas da matriz Gssea
desmineralizada.

Alper et al. (1989), Rabie et al. (1996) e Lundgren et al. (1997) afirmaram que 0s
enxertos em 0ssos podem agir como barreira fisica, prevenindo o crescimento do tecido
conjuntivo para o interior do defeito e favorecendo, desta maneira, a regeneracdo 6ssea por
celulas especificas osteogénicas. Assim também, Caplanis et al. (1998) utilizaram enxertos
homdgenos de matriz dssea desmineralizada em defeitos periodontais induzidos em cées e
concluiram que as particulas de matriz 6ssea auxiliaram no processo de reparacdo por meio de

osteoconducédo e também por impedirem a proliferagdo conjuntiva na area estudada.

1.4 Dentina

Em 1989, um estudo de Linde mostra que a dentina pode ser considerada um tecido
conjuntivo mineralizado cuja fase orgénica, a matriz, é fundamental na determinacdo da
velocidade de formacdo e das caracteristicas da fase mineral. Nos dentes humanos a fase
mineral constitui 70% da dentina por peso enquanto que 20% é formado pela fase organica,
entretanto no mesmo artigo ele diz que a composi¢do quimica da dentina varia em diferentes
espécies, dependendo do estagio maturacional da mesma (p. ex. pré-dentina e dentina madura)
e da sua localizagcdo no dente (p. ex. dentina peripulpar e dentina marginal)

Uma rede fibrosa de colageno | predomina na matriz organica dentinaria constituindo
assim 90% do contetido organico, além de outros tipos de colageno em menores quantidades.
Os outros 10% da matriz dentinaria sdo formados por proteinas ndo colagenosas (NCPs) que
podem ser classificadas nas seguintes categorias: fosfoproteinas, Gla-proteinas,
proteoglicanas, glicoproteinas acidas e proteinas séricas. As NCPs da dentina, em geral, estdo
fortemente associadas a fase mineral, sendo extraidas apenas apds a desmineralizagdo do
tecido (LINDE, 1989).
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A dentina humana desmineralizada apresenta caracteristicas osteocondutoras, uma vez
que tabulos dentinarios se prolongam por toda a parede e funcionam como matriz por onde
penetram células e capilares, permitindo assim a deposi¢do de matriz 6ssea bem préximo ao
material do enxerto (KING et al., 1998; ALMEIDA e ALVES, 2007).

Ainda dentre as caracteristicas desejadas de um material de enxerto, a dentina humana
desmineralizada apresenta: o custo baixo, a facilidade de obtengéo e processamento, a baixa
antigenicidade, a auséncia de problemas médico-legais associados ao seu uso, a facil
confeccdo de préteses e a facil adaptacdo a superficies (GEBHART E LANE, 1991).

Paralelamente as pesquisas realizadas com a aplicagdo de matriz 6ssea e 0SSO
liofilizado como materiais de enxerto ésseo, desde 1960, com os estudos de Urist (1965),
enxertos de dentina desmineralizada vém sendo pesquisados em animais experimentais.
Vaérios estudos tém utilizado dentina desmineralizada para reconstru¢do 6ssea em cirurgias
bucais e defeitos 6sseos (URIST e STRATES, 1971; VEIS et al., 1989; GONCALVES et al.,
2002; CARVALHO, 2001; GOMES et al., 2001, 2002).

O potencial quimiotatico e osteogénico da matriz 6ssea e dentinaria estdo associados a
proteina morfogenética 6ssea (BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1990). A matriz 0ssea, a
rigor, é a maior fonte de fatores de crescimento dentre os tecidos mineralizados. Alguns
fatores de crescimento séo produzidos pelos osteoblastos, como o IGF-1 e Il, TGF-a, FGF e o
PDGF. Além da proteina morfogenética 0ssea, a matriz dentinaria também € rica nestes outros
fatores de crescimento (BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1990, 1992; BUSER et al., 1994;
TZIAFAS et al.,, 1995; GONCALVES et al., 2002; GOMES et al., 2001). Estes dados
sugerem fortemente a importancia da matriz dentinaria desmineralizada como material de
enxerto (GUIMARAES et al., 1986; ALPER et al., 1989; CARVALHO, 2001; GOMES et al.,
2001, 2002; ALMEIDA e ALVES 2007).

Butler et al. (1977) removeram 0s componentes sollveis presentes na matriz dentinaria
desmineralizada de rato sem prejudicar a atividade da BMP e caracterizaram as proteinas nao
colagenas (NCP) que permaneceram na matriz insolivel. Neste estudo, os autores verificaram
que a matriz dentinaria desmineralizada mostrava atividade da proteina morfogenética 6ssea,
pois permitiu a inducdo da formacdo de cartilagem e 0sso quando enxertada em regido
intramuscular de ratos. A partir deste trabalho, a atividade da BMP foi atribuida as proteinas
ndo colagenas do 0sso e da dentina e, entdo, a natureza destas proteinas da dentina de ratos foi
examinada. ApOs o tratamento da matriz dentindria desmineralizada com colagenase
bacteriana purificada, trés NCP foram solubilizadas concomitantemente, com a digestédo do
colageno da dentina para peptideos menores. Das trés proteinas separadas, duas eram ricas em
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aspartato, glutamato, glicina, serina e alanina e, desta forma, exibiam composic¢des similares
as das proteinas acidicas de outros tecidos conjuntivos. A terceira NCP mostrava composicao
de aminoécidos como aspartato e fosfoproteinas ricas em serina, as quais encontravam-se
principalmente na forma sollvel na dentina de rato. Os autores notaram que a atividade da
BMP da dentina desmineralizada de rato, similar aquela encontrada no tecido ésseo, estava
presente no tecido apos remocgdo dos principais componentes sollveis.

Kawai e Urist (1989) implantaram fracGes de proteinas ndo colagenas (NCP) de dente
descalcificado, no musculo de camundongo. Estas fragdes protéicas foram extraidas de dentes
bovinos em trés diferentes estagios de evolucdo: germe dentério, dente ndo erupcionado e
dente erupcionado. A atividade osteoindutora de cada fracdo protéica, dos respectivos
elementos dentérios, foi mensurada por meio da analise de imagem computadorizada, apés a
sua implantacdo. Induziram formacao 6ssea, 71% a 83% dos 41 implantes de fragdo de NCP
de dente. A quantidade de formacéo Gssea foi maior quando se implantou fracdo de NCP, de
dentes ndo erupcionados, quando comparada com a fragdo de NCP de dentes erupcionados.

Um estudo comparou o papel osteoindutor da dentina desmineralizada enxertada in
vivo no tecido muscular, no tecido conjuntivo subcutéaneo, na cavidade medular do fémur e no
ligamento periodontal de ratos, em relagdo ao 0sso enxertado nestes mesmos tecidos. E
observaram a ocorréncia de osteoinducdo em todos os tecidos enxertados e relataram haver
indugdo da condrogénese in vivo por enxerto de dentina desmineralizada, ocorrendo mais
rapidamente e em maior quantidade no tecido muscular, seguida do tecido conjuntivo
subcutaneo, cavidade medular do fémur e por fim, num processo mais lento, no ligamento
periodontal de ratos. (INOUE et al. 1986)

Além de a dentina desmineralizada induzir a formagdo 6ssea em areas heterotopicas e
ortotépicas Nakashima (1990, 1992, 1994), Sovieiro et al. (1998) e Torres et al. (2000)
verificaram que a diferenciacdo de células ectomesenquimais em odontoblastos na polpa
dentaria de cdes, apdés o enxerto de matriz dentinaria desmineralizada ou da BMP
parcialmente purificada. Os autores como Tziafas et al. (1995) sugerem ainda que a matriz
dentinéria enxertada, poderia constituir uma superficie adequada para a fixagdo das células
mesenquimais indiferenciadas, auxiliando a orientacdo celular e induzir a diferenciagéo das
células ectomesenquimais em células semelhantes a odontoblastos na polpa dentaria de
molares de cées, promovendo a sua polarizacdo ou a secrecdo de uma zona intermediaria de
matriz.

Gould et al. (1982) sugeriram a utilizagdo de gelatina de matriz dentinéaria, como um

material de enxerto universal em cirurgias periodontais. Os autores utilizaram matriz
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dentinaria desmineralizada homégena em defeitos 6sseos de tamanho critico no 0sso parietal
de ratos. Decorridas duas, quatro, oito e dez semanas, a andlise microscdpica permitiu
observar que o processo de reparo 6sseo foi completo em todos os periodos de observagdo do
grupo tratado, enquanto que, no grupo controle, o defeito foi reparado por cicatrizagéo fibrosa.
Os pesquisadores concluiram, entdo, que a gelatina de matriz dentinaria homdgena parece ter
um forte potencial osteoindutor. Guimardes et al. (1986) enxertaram matriz dentinaria
autégena na forma de fatias e de particulas em defeitos experimentais na mandibula de cées
que posteriormente, foram analisados em microscopia 6ptica, nos periodos de 15, 30 e 90 dias.
No enxerto de particulas de matriz dentinéria, observou-se reabsor¢do e substituicdo das
particulas dssea e na matriz dentindria em fatias, verificou-se a incorpora¢do das mesmas ao
tecido 6sseo neoformado. Enxertos de matriz dentinaria apresentaram algumas propriedades
relevantes como: facil manuseio, facilidade de obtencdo, presenga de potencial osteindutor e
biocompatibilidade.

Guimaraes (1993) relatou que enxertos de matriz de dentina desmineralizada, nas mais
variadas formas ou apresentacfes (gel, particulas, fatias, etc.), induziram formacdo de
trabéculas Osseas, cortical e medula 6ssea em quaisquer sitios de implantacéo. A osteoindugao
seria controlada por complexas interages moleculares que atuariam sobre as células
osteoprogenitoras derivadas das células mesenquimais, influenciando sua proliferacgdo,
migracdo, ancoragem e, subseqlientemente, a velocidade e duragdo das células das linhagens
osteoblastica e clastica. Sugeriu que a dentina possui BMP labil e que suas propriedades
osteoindutoras estdo firmemente associadas com a matriz colagénica.

Estudos sobre os efeitos da associacdo da matriz dentinéria desmineralizada autdgena a
membrana amniodtica humana em defeitos cirdrgicos no 0sso parietal de coelhos, Gomes et al.
(2001), concluiram que a membrana amnidtica humana ndo interferiu no processo de
regeneracdo Ossea e que a reparacao do defeito foi acelerada pela presenca das fatias de matriz
dentinaria, as quais foram degradadas durante o processo de remodelacdo. Gomes et al. (2002)
avaliaram a atividade osteoindutora da matriz dentinaria desmineralizada autdgena (MDDA)
em defeitos 0sseos cirdrgicos tratados pela técnica de ROG associada a utilizagcdo da PTFE.
Os resultados possibilitaram concluir que a PTFE néo interferiu no processo de regeneracao
Ossea, permanecendo na regido de implantacdo durante todos os periodos e que as fatias de
MDDA estimularam a neoformacao 6ssea de forma direta, sendo rapidamente incorporadas ao
0sso neoformado e reabsorvidas durante o processo de remodelacdo Ossea. Estes autores
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relataram, ainda, a propriedade quimiotatica das fatias de matriz dentinaria autégena sobre as
celulas osteoprogenitoras da regido de reparo 6sseo como fator acelerador de osteopromocéo.

O comportamento biolégico da matriz dentindria humana no processo de reparo em
alvéolos dentéarios de ratos avaliado por Gomes et al. (2002) mostrou que MDH possui
propriedade osteocondutora, sendo biocompativel e diminuindo a reacdo inflamatoria na area
experimental. Abreu (2003) avaliou o comportamento bioldgico da matriz orgénica dentinéria
autdgena na reparacao 0ssea de alvéolos dentérios humanos, concluindo que a mesma possui
propriedade osteocondutora, sendo ainda compativel com a regeneracdo 0ssea alveolar.

Bang (1972) comparou o grau de antigenicidade da matriz dentinéria desmineralizada
xenogeénica (pertencente a individuos de diferentes espécies) com o da matriz dentinaria
desmineralizada homdgena. Neste estudo, notou-se o alto grau de antigenicidade do enxerto
xenogénico, sem a presenca de osteoindugcdo, enquanto a matriz dentinaria homdgena
provocava discreta reacdo imunoldgica, evidenciando ainda, certo potencial osteoindutor.

Yoshida et al. (1998) realizaram estudo histopatoldégico da biocompatibilidade da
matriz dentinaria homégena liofilizada aplicada como barreira biolégica na regido periapical
apos pulpectomia em dentes de cdes. Apds trés meses de observacdo pdde-se constatar a
formacdo de tecido calcificado envolvendo a regido periapical, o que demonstra a boa
compatibilidade bioldgica deste material com os tecidos periapicais, indicando sua
aplicabilidade clinica. Em 1999, Okamoto et al. (2009) avaliaram os efeitos do enxerto de
matriz dentinaria homdgena preservada em glicerina a 98%, estocada no maximo por 20 dias,
em tecido conjuntivo subcuténeo de ratos. Os resultados apos 10, 20, 30, e 60 dias mostraram
que a matriz dentinaria é parcialmente reabsorvida e substituida por tecido ésseo neoformado,
sobretudo, apds 30 a 60 dias. A dentina, portanto, se comportou como material osteoindutor.
Carvalho (2001) utilizou a matriz dentinaria desmineralizada homdgena como material de
enxerto em defeitos 6sseos cirdrgicos em mandibulas de coelhos, concluindo que a matriz
dentinéria atuou de forma efetiva na osteopromocdo, aumentando significativamente a
quantidade de matriz 6ssea neoformada, apresentando boa tolerancia bioldgica, ndo obstante o
fato de ser um material bioldgico oriundo de outro individuo da mesma espécie.

Hamata et al. (2002) realizaram estudo histomorfométrico comparativo entre a
capacidade osteoindutora da matriz 6ssea e dentinaria homdgena, quando enxertadas na regiao
intramuscular de ratos e concluiram que, as diferencas na composicdo quimica e estrutural da
matriz 6ssea e dentindria alteram os mecanismos de osteoinducdo. Houve formacdo de

cartilagem numa fase intermediaria da osteogénese nos animais que receberam enxerto de
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matriz dentinaria, entretanto, a quantidade e a qualidade final do tecido 6sseo neoformado
foram semelhantes.

Cheng et al. (2001) utilizaram a matriz dentinaria desmineralizada autégena em
reparos de fraturas 0sseas decorrentes de traumatismos cranianos em 22 pacientes submetidos
a neurocirurgia. O acompanhamento pds-operatorio permitiu observar que 0s pacientes que
receberam enxertos de matriz dentinaria apresentaram sinais de ossificacdo sete dias ap0s a
cirurgia. Os pacientes apresentaram reparo adequado com compatibilidade ao material de
enxerto, sendo este recomendado para o uso em defeitos 6sseos de calota craniana. Kim et al.
(2002) avaliaram o efeito de particulas de dentina associadas ou ndo ao plasma rico em
plaguetas (PRP) e aplicadas a defeitos 6sseos em cdes. ApOs analise histomorfologica e
histomorfométrica os autores puderam concluir que houve a formacgdo de grande quantidade
de tecido 6sseo nos grupos que receberam os enxertos de particulas de dentina, mesmo quando
estas ndo foram associadas ao PRP..

Kim et al. (1999) avaliaram o desempenho da dentina particulada associada a
emplastro de Paris como material de enxerto 6sseo em defeitos mandibulares de mais de 20
mm de didmetro em humanos. Apo6s analises radiografica e clinica os pesquisadores
concluiram que a mistura de pasta de dentina foi biocompativel e acelerou o processo de

regeneracao dssea.

1.5 Fator de Crescimento Vascular Endotelial (VEGF)

A angiogénese é um processo fundamental, altamente regulado, para a formacdo de
NOVOoS vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes, e a regeneracao tecidual somente
ocorre com a formacdo adequada dos vasos sanguineos (CHAIN; JONES; TARNAWISK,
2004).

A formac&o de vasos sanguineos ocorre por 2 mecanismos diferentes, a vasculogénese
e a angiogénese. Na vasculogénese ocorre a diferenciacdo de células endoteliais a partir de
precursores mesodérmicos (angioblastos), manifestando-se somente durante o periodo
embrionario, levando a formagdo de um plexo vascular priméario. Com o tempo, esses canais
endoteliais vdo se desenvolvendo formando um sistema mais complexo e se ramificando. Na
angiogénese, 0s novos vasos sao formados a partir de outros ja existentes (AUERBACH;
AUERBACH, 2002). Em adultos a angiogénese é essencial para o reparo, remodelacdo e
regeneracao dos tecidos (FOLKMAN e SHING, 1992).
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O processo de angiogénese é regulado por fatores de crescimento, citocinas pro-
angiogenicas e inibidores da neovascularizacdo. Mediadores angiogénicos podem ser
divididos em dois grupos: estimuladores e inibidores (POLVERINI, 1995). A maioria as
moléculas estimuladoras sdo proteinas e muitas delas sdo fatores de crescimento, que
participam da formagdo de um novo vaso (POLVERINI, 1995; CARMELIET; KERBEL,
2000; TOMANEK e SCHATTEMAN, 2000).

Os inibidores fornecem o equilibrio requerido para manter a populacdo de células
endoteliais inativas porém altamente responsivas através de sinais anulados, que, se ativados,
podem levar a uma resposta angiogénica deletéria para o organismo. Eles agem bloqueando
ou atenuando a proliferacdo de células endoteliais, transducéo sinalizadora, migracao celular,
expressdo de metaloproteinases matriciais, sobrevivéncia celular, desenvolvimento de
precursor celular endotelial e ou recrutamento (POLVERINI 1995; CARMELIET;
YANCOPOULOS, 2000).

Vasos sanguineos capilares consistem de células endoteliais e pericitos. Esses dois
tipos de células carregam toda a informagdo genética necessaria para as ramificagdes,
formacdo de tubos e redes capilares. Moléculas angiogénicas especificas podem iniciar esse
processo, enquanto as moléculas inibitorias desempenham funcdo contréria. Fatores
angiogénicos e inibidores tém sido investigados durante décadas quanto as suas propriedades,
porém o estudo de suas interacOes estd apenas comegando a ser descoberto (FOLKMAN e
KLAGSBRUN, 1987; FOLKMAN e SHING, 1992).

Os fatores angiogénicos sdo classificados como diretos e indiretos. Os fatores
angiogénicos diretos (aFGF, bFGF, IL-8 e VEGF) tem a funcdo de estimular a proliferacdo
das células endoteliais e ou migracdo da mesmas. Quando o fator angiogénico ndo estimula as
células in vitro, ele ¢ chamado fator angiogénico indireto porque é assumido que a
proliferagcdo endotelial e migracdo, observada in vivo, deve ter sido induzida por algum outro
fator ou célula (FOLKMAN e KLAGSBRUN, 1987; FOLKMAN e SHING; 1992). O
macrofago alem de reger o papel central no processo de reparo é responsavel por coordenar a
formacdo e remodelacdo do tecido durante o processo de cicatrizagdo (POLVERINI, 1995).
Ele libera VEGF, e sua atividade angiogénica ocorre em regioes mais profundas do tecido em
processo de cicatrizagdo (FOLKMAN e SHING, 1992).

O VEGF é um mitégeno potente para o endotélio vascular; modula e expressdo de
muitas enzimas proteoliticas envolvidas no processo de angiogénese. Ele é capaz de regular
todos os passos do processo de neovascularizagdo sendo importante nos processos fisioldgicos
e patoldgicos da angiogénese.VEGF é encontrado em tecidos adultos, demonstrando ser
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importante ndo somente na angiogénese mais também na manutengdo dos vasos existentes
(COLBATZKY e HERMANNS, 1987).
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2 OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho séo:

a) objetivo geral

Avaliar, o potencial osteoindutor da matriz dentindria humana desmineralizada na
cicatrizacdo de feridas alveolares de ratos.

b) objetivo especifico

Avaliar por meio de técnicas imunohistoquimicas e histoquantitativas a presenca e
distribuicdo de VEGF em alveolos de ratos preenchidos com matriz dentindria humana

desmineralizada.
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3 MATERIAL E METODOS

Para o presente trabalho, foram utilizados trinta e dois ratos da raca Rattus norvegicus
albinus, variedade Wistar, machos com massa corporal média de 160 gramas , fornecidos pelo
Biotério do Campus aeroporto da Universidade de Uberaba — UNIUBE. Estes foram divididos

em quatro grupos, sendo oito animais para cada grupo, distribuidos da seguinte forma:

a) grupo | - 8 animais, sacrificados apos trés dias da exodontia;

b) grupo Il - 8 animais, sacrificados apos sete dias da exodontia;

c) grupo 11l - 8 animais, sacrificados apds quatorze dias da exodontia;
d) grupo IV - 8 animais, sacrificados apds vinte e um dias da exodontia.

Em todos os grupos, uma ferida éssea provocada pela exodontia do segundo molar
superior, de ambos os lados, sendo que do lado esquerdo introduziu-se matriz dentinaria
humana desmineralizada dentro do alveolo e o lado direito foi conduzido como controle,
recebendo somente a sutura das bordas mucosas, para contengdo do codgulo usando-se fio
agulhado Vycril® 6.0 (Ethicon) reabsorvivel.

Os animais foram submetidos a um periodo de observacéo especifico para cada grupo,
como citado anteriormente, mantidos em gaiolas com 5 animais, forradas com maravalha, com
dieta de racdo amolecida durante os trés primeiros dias e in natura nos demais bem como agua
ad libitum, conforme aprovagdo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal parecer
numero 022/2009 (ANEXO).

Os animais ndo receberam antibi6ticos durante os experimentos. A anestesia foi
realizada por via intramuscular com associacdo de Cloridrato de Ketamina (80mg/kg) e
Cloridrato de Xilazina (15mg/kg), e os segundos molares superiores foram extraidos,
utilizando-se um instrumento de Hollemback (Duflex) para sindesmotomia e uma pinga dente
de rato (Edlo) para a luxacdo e remocdo do dente.

A matriz dentinaria humana desmineralizada foi obtida a partir de dentes humanos sem
qualquer lesdo cariosa e sem outro procedimento. Suas raizes foram seccionadas e limpas de
quaisquer residuos da polpa dental ou do ligamento periodontal, sendo em seguida
desmineralizadas em EDTA a 10%, pH 7,2, a temperatura ambiente, durante

aproximadamente trés meses, sendo posteriormente cortadas em criostato.
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3.1 Eutanésia dos animais

A eutanasia dos animais foi feita com a administracdo intraperitonial de dose excessiva
de tiopental sédico (Thiopentax®) soluto 50mg/ml dose 50mg/kg de massa corporal seguida
de deslocamento cervical. A seguir as cabecas dos animais foram removidas e dissecadas.
Fragmentos dos maxilares envolvendo as areas experimentais e controles foram removidos e

imediatamente fixados em formol a 10% tamponado, por 48 horas, em temperatura ambiente.

3.2 Preparacdo dos espécimes para avaliagdo histologica e histoquantitativa

Apos dois dias em solucdo de formol a 10% tamponado, os fragmentos dos maxilares,
correspondentes as areas experimentais e controle, foram colocados em solucéo ra de EDTA a
10% tamponado pH 7,2, por aproximadamente quatro semanas. Posteriormente a
desmineralizagéo, o palato foi seccionado por um corte na sutura palatina mediana, e as duas
hemimaxilas preparadas para estudos histolégicos microscépicos, procedendo-se a inclusdo do
material nas etapas abaixo:

Desidratacdo: Série crescente de &lcool (70%, 80%, 90%, 95%, absoluto I, absoluto 11,
absoluto 111) com um tempo de 30 minutos em cada banho.

Diafanizagdo do tecido em trés banhos de xilol, com duragdo de 15 minutos cada.
Infiltragdo: foram realizados trés banhos em parafina a 58° C, com duragdo de 20 minutos
cada banho. Apds o ultimo banho o material foi incluido em parafina.

Os blocos de parafina foram cortados em micr6tomo. Cortes transversais seriados com
5 micrémetros de espessura, das areas correspondentes aos alvéolos dos primeiros molares
direitos e esquerdos foram coletados em laminas histoldgicas previamente tratadas com silano
(SIGMA cddigo 3648) e mantidos a temperatura ambiente durante no minimo 12 horas para
secagem. Apos este procedimento, foram coradas com Hematoxilina-Eosina (HE).

Para coloracdo imunohistoquimica, foi utilizado anticorpo anti-VEGF de acordo com
instrucBes do fabricante, laboratério Santa cruz biotenology-Inc. Apds desparafinizacao e re-
hidratacdo foram cobertas com 3% de H202 por 5 minutos para bloqueio da peroxidase
endogena, lavadas em &gua destilada e posteriormente em PBS. Em seguida foram colocadas
em camara Umida e encubadas por 30 minutos com 0s anticorpos primarios anti-VEGF. Ap0s
duas lavagens em tampao foram cobertas com o anticorpo secundario, utilizando-se o kit

KC6090 (Dako). Controle negativo foi realizado pela omissdo do anticorpo primério. As
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preparagdes foram contra-coradas com hematoxilina de Harris montadas com Etelam e

laminulas conforme técnicas laboratoriais comumente utilizadas e avaliadas.

3.3 Anélise histoldgica qualitativa

Os cortes foram feitos com 5um de espessura e cerca de 10 cortes do maior eixo do
alvéolo foram considerados, tomando como referencia cortes onde se observa a raiz distal
inteira do terceiro molar, as laminas foram preparadas pelas técnicas histoldgicas rotineiras
para coloracdo com hematoxilina-eosina. Em seguida, as laminas foram analisadas pela
microscopia de luz convencional para estudo histomorfologico. Os cortes foram analisados
procedendo-se a leitura em varredura longitudinal, através de microscopia de luz, utilizando-
se um microscopio (Nikon, Eclipse E200).

Os parametros para analise histolégica foram:

a) caracteristica do tecido conjuntivo que preenche o alvéolo, sua organizagdo e
maturacao;

b) presenga de células 6sseas imunomarcadas (osteoclastos, osteoblastos), bem como a
presenca de tecido 6sseo neoformado, vasos sanguineos e;

c) presenca de reacdo inflamatoria nas areas experimental e controle.

3.4 Analise histométrica

Para analise semiquantitativa dos pardmetros avaliados, foi utilizado um reticulo
milimetrado (MANDARIM-DE-LACERDA, 1995), construido no programa Power Point &
2003. Este reticulo foi elaborado a partir de um sistema de linhas, dividindo a imagem em
quadrados espacados por um intervalo de 1 cm, que foi superposto as fotomicrografias obtidas
atravez do programa Confocal Assistance© evitando assim, distor¢do durante superposicao de
imagens. Foram avaliadas as estruturas localizadas na interse¢do das linhas do reticulo. Para
contagem das células foi utilizado o software UTHSCSA Image Tool®© 2.03.

Ap0s a contagem, os dados foram avaliados estatisticamente. Esta técnica foi aplicada
em todos os grupos de estudo, com o propésito de quantificar a matriz dssea neoformada
dentro dos periodos considerados. Segundo o sistema, a contagem morfométrica, conforme
figura 1, foi obtida pela quantificacdo do nimero de pontos que incidiram sobre as trabéculas

0sseas neoformada.
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Figura 1: Figura histoloégica mostrando a coloca¢do de reticulo milimetrado com o propésito de quantificar a o
numero de células himunomarcadas dentro dos periodos considerados. ( objetiva de 40x)
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4 RESULTADOS

4.1 Analise histomorfoldgica

Os resultados da andlise histomorfoldgica dos grupos experimental, esquerdo e
controle, direito, referem-se respectivamente ao lado tratado com MDHD e controle dentro de
cada periodo considerado no experimento.

4.1.1 Grupo |

No grupo I, 3 dias, a area do defeito 6sseo cirurgico, considerado experimental (figura
1 lado esquerdo), apresentou-se preenchida por tecido inflamatério, em toda a extensdo do
alvéolo. Ainda nesse grupo, a area do defeito 0sseo cirdrgico, considerado controle (figura 2
lado direito), apresentou-se preenchida por reagdo inflamatdria, em toda a extensdo do

alvéolo.

Experimental Controle

A

Figuras 2 e 3: Experimental - Figura histoldgica mostrando a presenca da matriz dentro do alvéolo esquerdo
(setas). Controle - Figura histoldgica mostrando a presenca de processo inflamatorio (setas). Coradas com HE,
(objetiva de 20x).

4.1.2 Grupo 11
No grupo 11, 7 dias lado experimental (fig 4), a regido do defeito 6sseo apresentou-se

com maior quantidade de tecido 6sseo em formacdo, principalmente no fundo do alvéolo. Na
regido central do defeito foi observada maior quantidade de tecido conjuntivo frouxo,
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apresentando este, maior quantidade de células osteogénicas. O tecido 6sseo desta regido era,
bastante celularizado, apresentando espa¢os medularesado menores

ja no grupo controle, ( fig 5) a regido do defeito 6sseo apresentou-se preenchida por
tecido 6sseo em formagdo, principalmente no fundo do alvéolo. Na regido central do defeito
foi observada grande quantidade de tecido conjuntivo frouxo, apresentando este, pequena
quantidade de células osteogénicas. O tecido 0sseo desta regido era imaturo, bastante

celularizado, apresentando amplos espagos medulares.

Figuras 4 e 5: Experimental - Corte longitudinal do alvéolo esquerdo. Controle - Corte longitudinal do alvéolo
direito. Tempo: 7 dias. Ambas Coradas com HE, (objetiva de 40x).

4.1.3 Grupo Il

No grupo 111, 14 dias lado controle, a regido do defeito 6sseo apresentou-se preenchida
por tecido 6sseo em formacgdo, em quantidades mais significativas que os grupos controles
citados anteriormente. Na regido central do defeito foi observada grande quantidade de tecido
6sseo, bem como no fundo do alvéolo. O tecido désseo desta regido era imaturo, bastante
celularizado, apresentando amplos espacos medulares, porém ja era possivel observar a
presenca de tecido 6sseo maduro,

No lado experimental, a regido do defeito 6sseo apresentou-se preenchida por tecido
6sseo em formacgdo, em quantidades mais significativas que o lado controle do mesmo grupo.
Na regido central do defeito foi observada grande quantidade de tecido 6sseo, bem como no
fundo do alvéolo. O tecido 6sseo apresentou-se em sua maioria maduro menos celularizado,

apresentando espacos medulares DIMINUIDOS (figuras 6 e 7).
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Figuras 6 e 7: Experimental - Corte longitudinal do alvéolo esquerdo mostrando &rea com diminuicdo dos

espacos medulares (setas). Controle - Corte longitudinal do alvéolo direito mostrando areas dos espagos
medulares (setas). Ambas Coradas com HE, (objetiva de 40x)..

4.1.4 Grupo IV

No grupo 1V, 21 dias lado controle, a regido do defeito 6sseo apresentou-se quase que
completamente preenchida por tecido 6sseo. Observou-se no alvéolo grau avangado de
formacdo Ossea, sendo este tecido maduro, pouco celularizado, apresentando espacos
medulares estreitos. No grupo 1V, lado experimental, a regido do defeito 6sseo apresentou-se
em estagio mais avancado de regeneracdo tecidual que o lado controle do mesmo grupo.
Observou-se no alvéolo praticamente regenerado grau avancado de formacdo Ossea, sendo
este tecido maduro, pouco celularizado, apresentando espagcos medulares estreitos. (figuras 8
e9)

Figuras 8 e 9: A - Corte longitudinal do alvéolo direito, lado controle. B - Corte longitudinal do alvéolo esquerdo,
lado controle. Ambas Coradas com HE, (objetiva de 40x)..
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4.2 Analise imunohistoquimica

A expressdo de VEGF nos fibroblastos e osteoblastos durante o periodo estudado
(3,7,14 e 21 dias) mostrou baixos niveis de reatividade aos 3 e 21 dias em ambos os alvéolos.

Aos 7 e 14 dias observou-se aumento significativo (P<0,05) no nimero de células
marcadas, nos alvéolos do lado experimental quando comparado com o lado controle (Fig. 9).

Figuras 10 e 11: Experimental - Expressdo do VEGF em fibroblastos do tecido cicatricial em alvéolo (marcacdo
intensa no tecido cicatricial) (setas) e Controle - Expressdo do VEGF em fibroblastos do tecido cicatricial em
alvéolo 7 dias.. (objetiva de 40x).

Anélise Histoquantitativa

A anélise histoquantitativa teve como finalidade determinar a area de trabéculas 6sseas
e 0 numero de células expressando VEGF, durante o processo de reparo nos defeitos 6sseo
dos grupos I, II, 11l e 1V, bem como fornecer os dados necessarios a analise estatistica. As
medias e desvios estdo expressos nos graficos | e Il

O gréfico | mostra que o nimero de células imunomarcadas com anti-VEGF foi
estatisticamente maior no lado esquerdo (P<0.05) do que no lado direito

Grafico Il mostra que a &rea de neo-formacéo déssea foi sempre maior no lado esquerdo
(preenchido com matriz dentindria) do que no lado direito (lado controle), sendo
estatisticamente maior (P<0.05) aos sete, quatorze e vinte e um dias (figura 10). Segundo teste
de Kruskall-wallis, seguido pelo teste de Dunn.
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Gréficos 1: Mostra a neo-formagéo 6ssea no lado esquerdo (preenchido com matriz dentinéria) do que

no lado direito (lado controle), sendo estatisticamente maior (P<0.05) aos sete, quatorze e vinte e um dias Gréafico
Il. mostra que a area de neo-formagdo Gssea foi sempre maior no lado esquerdo (preenchido com matriz
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dentinéria) do que no lado direito (lado controle), sendo estatisticamente maior (P<0.05) aos sete, quatorze e
vinte e um dias

5 DISCUSSAO

Numerosas pesquisas tém sido relatadas na busca de biomateriais para enxertos 6sseos
homdgenos que proporcionem a aceleracdo do processo de regeneracdo Ossea. Os enxertos
homdgenos eliminam a necessidade de um local doador pelo proprio paciente e permitem
maior disponibilidade em seu uso pela possibilidade de armazenamento em grandes
quantidades e por longos periodos. Entretanto, ressalta-se a necessidade da biocompatibilidade
que esses biomateriais homdgenos devem apresentar, para que nao sejam desencadeadas
reacOes de incompatibilidade imunologica com conseqiente rejeicdo do material de enxerto
utilizado e prejuizo da regeneracdo 0ssea desejada.

A angiogénese é um processo fundamental, altamente regulado, para a formacdo de
NOVOoS vasos sanguineos a partir de capilares preexistentes, e a regeneracao tecidual somente
ocorre com a formacdo adequada dos vasos sanguineos (CHAIN; JONES; TARNAWISK,
2004).

O VEGF ¢é o fator mais importante da neovascularizagdo, tanto fisioldgica quanto
patoldgica. Ele estimula as células endoteliais na degradacdo da matriz extracelular, migracao
e formagdo de tabulos in vitro. In vivo, funciona como regulador da permeabilidade vascular,
que é considerada importante para o inicio da angiogénese. A sobrevivéncia de células
endoteliais em vasos recém formados é VEGF-dependente. Coerente com seu papel na
sobrevivéncia celular, o VEGF induz a expressdo de proteinas anti-apoptoticas nas células
endoteliais (ALMEIDA e ALVES, 2007). No presente trabalho, o enxerto 6sseo homdgeno de
MDHD mostrou-se biocompativel, apresentando reacdo imune desprezivel do hospedeiro,
verificada na analise histomorfologica pela presenca de infiltrado discreto de células
inflamatorias mononucleares na regido de reparacdo 0ssea, assim como, pela incorporagdo das
particulas do enxerto de MDHD ao tecido 6sseo neoformado

Segundo Smiler et al. (1992), um enxerto ideal deve ser atoxico, ndo antigénico,
sempre vidvel, de fabricacdo simples e barata, permitindo facil manipulacdo e insercdo
tecidual, além de ndo apresentar risco de transmissao de infecgdes. A MDHD preparada nesta
pesquisa satisfaz 0s requisitos mencionados, pois a técnica de preparo utilizada requer
procedimentos e aparelhos mecanicos e eletrénicos de baixa complexidade, e componentes
quimicos rotineiros, de baixo custo, facilmente obtidos no mercado, ermitindo assim, o

preparo da MDHD em grandes quantidades e viabilizando sua aplicagdo clinica em larga
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escala. Além disso, sua apresentacdo permite facilidade no manuseio trans-operatério e na
insercdo 6ssea do material durante o procedimento cirurgico.

Relacionando ainda a técnica de preparo da MDHD, observou-se que a
desmineralizacdo das particulas de dentina contribuiu para a aceleracdo da reparacdo dssea
estudada. A observacdo relatada pode ser explicada pelo fato de ser a matriz orgénica
dentinaria um reservatorio de fatores indutores da proliferagdo celular e quimiotaxia como
IGF-1 e Il, TBF-4 e as BMPs (BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1992; GUIMARAES, 1993).
Acredita-se que a desmineralizagdo das particulas de dentina, neste estudo, proporcionou uma
maior disponibilidade e acesso aos componentes polipeptidicos estimuladores da matriz
dentinaria no local de reparacdo 0ssea. Desta maneira, a agdo osteopromotora da MDHD néo
se restringiu apenas a osteoconducdo, mas também a inducdo da proliferacdo de células
osteogénicas e quimiotaxia das mesmas.

A osteoinducdo no processo de reparacdo 0ssea tem sido descrita como um fenémeno
de transformacdo de células mesenquimais em células osteoprogenitoras ou osteoprecursoras
classificadas como osteoprecursoras ou osteogénicas determinadas e osteoprecursoras
indiziveis, segundo Friedenstein (1976) e Nakashima, (1990, 1992), sendo que estas Ultimas
podem ser encontradas em tecidos distantes do tecido 6sseo, como subcutaneo, tecido
muscular esquelético, baco e figado onde, normalmente, ndo produzem osso. Entretanto, em
contato com um indutor adequado, como a proteina morfogenética Ossea, estas células
diferenciam-se em condroblastos e/ou osteoblastos resultando na producdo ectopica de
cartilagem e tecido 6sseo imitando a ossificagdo endocondral (REDDI, 1981).

Segundo Gongalves et al. (2002), Urist, (1965) e Torres et al. (2000), defeitos 6sseos
sdo passiveis de sofrerem instabilidade biomecénica, principalmente nas areas centrais dos
defeitos, sujeitas a acdo dos musculos adjacentes. A mobilidade acima do nivel fisiol6gico
prejudica a angiogénese e reduz tensdo de oxigénio, criando assim um microambiente
condrogénico. Uma vez que o tecido cartilaginoso possui necessidades metabdlicas reduzidas
em relacdo ao tecido 0sseo, este poderd se desenvolver em areas sem estabilidade funcional.
Sendo assim, a matriz dentinaria pode induzir a formagdo de cartilagem em areas
heterotdpicas ou quand enxertada em defeitos 6sseos .

O processo de reparagdo Ossea envolve migracdo de células mesenquimais,
proliferacdo e diferenciagdo de células osteogénicas. (Junqueira et al., 2002). Segundo
Guimardes (1993), Canalis (1983), Martin e Ng (1994) todo o processo de osteoinducdo é
controlado por complexas interagdes moleculares que influenciam quimiotaxia, proliferacéo,

diferenciacdo das células de linhagens osteoblastica e osteoclastica. A matriz organica
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dentinaria além da inducdo da proliferacdo e diferenciacdo osteoblasticas possui propriedades
quimiotaticas (GUIMARAES, 1993; GOMES et al., 2001; CARVALHO, 2001; GOMES et
al., 2002). Fatores estimuladores locais, presentes na matriz dentinaria, como as BMPs,
iniciam a proliferacdo celular no processo de reparacdo 6ssea (URIST e STRATES, 1971)
podendo, também, proteinas estruturais como 0s coladgenos participarem deste processo
(MUNDY, 1994).

Houve formacdo de grande quantidade de células do tecido conjuntivo osteogénico que
se formou no local de reparacdo Gssea guiada. O que esta de acordo com a literatura.
(TUOMINEN, 2001; ALMEIDA e ALVES, 2007). Esta proliferacdo celular, provavelmente,
é decorrente da liberacdo de fatores indutores da multiplicagdo celular durante o processo de
reabsorcdo da MDHD. Além da proliferacdo evidente de células osteogénicas, pbde-se
constatar que ,grande nimero dessas células envolvia as particulas de MDHD, demonstrando
a capacidade quimiotatica para VEGF deste material de enxerto, portanto levantamos a
hipotese de que atividade estimulante, por parte da MDHD, provoque a diferenciacdo de
células indiferenciadas em células osteogénicas, ndo terem sido realizadas analises que
permitissem o reconhecimento das células da linhagem osteogénica no local de reparacdo
6ssea. No entanto, para a caracterizagdo da atividade osteoindutora da MDHD, anéalises para
evidenciacdo imunohistoquimica da expressdo de VEGF nas células osteoprecursoras foram
realizadas.

A funcdo do enxerto de matriz Ossea desmineralizada, seja de induzir a
neovascularizacdo no interior do defeito, enquanto que as células mesenquimais
indiferenciadas da regido perivascular dos novos vasos sangliineos, seriam induzidas a se
diferenciarem em osteoblastos pelas proteinas morfogenéticas da matriz dssea
desmineralizada (BESSHO; TAGAWA; MURATA, 1990; 1992). No presente estudo as
observacOes a respeito da expressdo de VEGF no interior do defeito ficaram evidentes no
periodo de 7 dias (lado experimental) onde o tecido 6sseo neoformado apresentou amplos
canais vasculares permeando suas trabéculas, caracterizando intensa vascularizagdo na regido
de reparagéo.

A ocorréncia de grande quantidade de células osteogénicas localizadas sobre as
particulas de MDHD, nos periodos de 7 e 14, lado experimental, vem confirmar os resultados
de Nakashima (1990), Guimarées et al. (1986), Gomes et al., (2001, 2002) e Carvalho (2001)
que analisaram matriz dentindria desmineralizada sob as formas de particulas e/ou fatias,

sugerindo que a matriz dentinaria enxertada, poderia promover uma superficie adequada para
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fixacdo das células mesenquimais indiferenciadas, auxiliando na orientacdo celular,
caracterizando sua agédo osteocondutora.

Estes autores Nakashima (1990), Guimardes et al. (1986), Gomes et al., (2001, 2002) e
Carvalho (2001) também descreveram a atividade osteocondutora da matriz dentindria em
fatias, porém, alguns deles constataram osteoconducdo também com emprego de dentina
particulada. Este fato deve-se, provavelmente, a maior superficie de contato oferecida pelas
numerosas particulas de MDHD com o tecido osteogénico da regido, fornecendo substrato
favoravel a deposicdo de matriz Gssea.

Os reparos 0sseos decorrente de lesdes, fraturas e defeitos sdo ativados pela liberacao
de fatores de crescimento, como as BMPs abundantes na matriz 6ssea e produzidas por
osteoblastos (HELDER et al., 1998). Entretanto, autores como Lundgren et al. (1997, 1997a),
Hammerle et al. (1997, 1998) e Caplanis et al. (1998), relatam a osteoconducéo inicial, no
processo de reparacdo Ossea, de biomateriais de enxertos particulados. Essa acao
osteocondutora aceleraria a neoformacdo déssea provocada pelo aumento do recrutamento de
celulas osteoprogenitoras.

Segundo Simdes (1997), a atividade inicial de condugdo da regeneracdo dssea levaria
a aceleracdo do processo de remodelacdo no local, com conseqiente liberacdo de fatores de
crescimento e proteinas morfogenéticas. Acredita-se que esta mesma sequéncia de fenbmenos
ocorra no enxerto de MDHD no processo de regeneracdo 0Ossea, pois a capacidade de
osteoconducédo e de osteoinducdo da matriz dentinaria foi constatada em inimeros trabalhos
relacionados na literatura como os de: Butler et al. (1977), Alper et al. (1989), Bessho;
Tagawa; Murata (1992) Buser et al. (1994), Tziafas et al. (1995), Yoshida et al. (1998),
Okamoto et al. (1999), Cheng et al. (2001), Hamata et al. (2002), Kim et al. (2002), entre
outros.

Os resultados das analises microscopica dos grupos estudados mostraram que no lado
experimental dos grupos Ill e IV, houve o completo preenchimento das lojas cirurgicas por
tecido 6sseo neoformado apds o enxerto, o que vai ao encontro dos trabalhos de varios autores
que usaram a matriz dentinaria (CARVALHO, 2001; GOMES et al., 2001, 2002).

Pesquisadores que utilizaram a gelatina de MDHD testando defeitos 0Osseos de
tamanho critico no 0sso parietal de ratos, evidenciaram regeneracdo completa, comprovando a
alta eficiéncia osteoformadora da dentina (GOULD et al., 1982). Considerando as
propriedades osteopromotoras da MDHD anteriormente discutidas, deve-se ressaltar a

significancia estatistica no aumento da neoformagéo 6ssea no lado experimental em relagdo ao
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lado controle, sobretudo aos 7 e 14 dias. Observou-se, no lado experimental, uniformidade e
constante aumento da quantidade de matriz 6ssea neoformada ao longo do tempo.

Este fato poderia estar relacionado a estimulagdo da proliferagdo e da atividade de
celulas osteoblasticas e clasticas pelas particulas de MDHD na regido do reparo, resultando na
extensdo deste processo de regeneragdo. Por outro lado, no lado controle observou-se a
heterogeneidade do processo e do volume de neoformacdo dssea. Isto pode ser decorrente de
uma compactacdo e organizacdo da cortical 6ssea, resultante do processo de maturacdo do
tecido formado, traduzindo uma diminuicdo do volume final do osso e talvez indicando a
presenca de menor quantidade de fatores estimuladores locais.

Além da superioridade quantitativa de tecido 6sseo neoformado no lado experimental,
é importante e notdria a superioridade qualitativa do 0sso neoformado, quando comparado ao
lado controle. A melhor qualidade estrutural 6ssea revela-se no maior grau de organizacao
deste tecido, além de apresentar trabeculado espesso e numeroso com distribuicdo regular e
uniforme tanto na extensao quanto na profundidade da loja cirdrgica.

Muitos parametros para 0s variados estudos sobre o0s materiais biol6gicos
osteoindutores tém sido considerados. Dentre eles, a biocompatibilidade, estocagem sem
perda da viabilidade, facilidade de obtencdo do material e relagdo custo/beneficio, importantes
requisitos a serem preenchidos por materiais biolégicos osteoindutores testados atualmente
(BANG, 1972; KNUDSEN et al., 1974; STRATES et al., 1988; VEIS et al. , 1989; NADE,
1994).

Considerando as caracteristicas acima mencionadas, verificamos propriedades
relevantes do emprego da matriz dentindria desmineralizada , neste estudo, uma vez que se
evidenciou significativo potencial osteopromotor, preenchendo plenamente 0s requisitos
acima descritos. Essas caracteristicas favoraveis contribuem para a indicagdo da MDHD como
material de enxerto em feridas dsseas, com resultados extremamente positivos e grandes
perspectivas de sucesso em sua aplicacdo nas mais variadas areas das ciéncias biomédicas e,
sobretudo na Odontologia. Futuras pesquisas, com metodologia especifica para a identificagdo
das outras substancias ativadas pelo processo de osteoindugdo da MDHD, poderdo
complementar os resultados obtidos neste experimento visando o esclarecimento necessario
das diversas etapas envolvidas na atividade indutora do enxerto homdgeno, bem como as

moléculas que tem sua expressdo induzidas pela MDHD.
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6 CONCLUSAO

Em conformidade com os objetivos propostos, os resultados obtidos e dentro das

condicdes experimentais desta pesquisa, pode-se concluir que:

a) A técnica desenvolvida no preparo da MDHD mostrou-se adequada para a
manutengdo das caracteristicas estruturais de seus componentes bioativos e, por conseguinte
sua avaliacdo histoldgica e imunohistoquimica;

b) A MDHD estimulou de forma significativa a proliferacdo de células osteogénicas,
evidenciando sua a¢do osteopromotora no processo de regeneracao 0ssea;

c) O uso da MDHD promoveu a neoformagdo Ossea de maneira mais rapida e em
maior volume no lado tratado, em todos os periodos observados e estatisticamente
significantes aos 7, 14 dias e 21 dias.

d) O tecido 6sseo neoformado no lado experimental apresentou, além da superioridade
quantitativa, notdria superioridade qualitativa quando comparado ao grupo controle;

e) A MDHD promoveu aumento na expressdao de VEGF, o que pode estar relacionado

com a superioridade regenerativa do tecido 0sseo.
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