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A sabedoria de Deus

Um homem que estéd preparando o terreno para semear trigo ndo gasta todo o seu
tempo arando a terra, cavando e remexendo nela. Depois de ter aplanado a terra,
ele semeia 0 endro e o cominho e planta o trigo, a cevada e outros cereais nos
lugares certos. Ele faz tudo direito porque Deus o ensinou. E no tempo da colheita
ele ndo usa um instrumento pesado para debulhar os grdos de endro e de cominho;
pelo contrario, ele usa varas pequenas e leves. Quando malha o trigo, ele ndo
continua malhando até quebrar os grdos. Ele sabe passar a carreta por cima das
espigas sem esmagar os graos. Esse conhecimento também vem do SENHOR Todo-

Poderoso. Os seus planos sdo maravilhosos, e ele é sabio em tudo o que faz.

Isaias 28:24 a 29



RESUMO

O processo de reparo 0sseo é mediado por uma cascata de eventos
moleculares. Neste trabalho foi avaliada a presenca e distribuicdo de colageno tipo
Il em feridas alveolares de ratos, preenchidas com matriz dentindria humana
desmineralizada (MDHD), foram utilizados 32 ratos, machos, linhagem Wistar com
aproximadamente 250 gramas. O procedimento consistiu da extracdo dos segundos
molares maxilares esquerdo e direito, e do preenchimento dos alvéolos esquerdos
com MDHD e os alvéolos direitos com coagulo, utilizados como controle. Os animais
foram divididos em quatro grupos experimentais: grupo |, grupos I, Ill e IV
compostos por 8 animais cada, submetidos a eutanasia respectivamente, aos 3, 7,
14 e 21 dias ap6s procedimentos cirdrgicos. As regides onde foram realizados os
experimentos foram removidas, examinadas, e em seguida processadas para
analise em microscopia de luz. Os resultados demonstraram que a expressao de
colageno tipo Il foi significativamente maior (p < 0,05) aos 3 e 7 dias no lado
experimental, apresentando um pico aos 7 dias, 0 que sugere a atividade
osteoindutora do material. A MDHD também apresentou capacidade osteocondutora
durante o reparo 6sseo, fato demonstrado pela sua intima relagdo com células
osteogénicas. Dessa forma, a MDHD pode ser um eficiente biomaterial para o

reparo 0sseo.

Palavras-chave: Reparo O6sseo, Fator de crescimento, Osteoconducdo.
Osteoinducéo.



ABSTRACT

The bone repair process is mediated by a series of molecular events, involving
growth factors. This work evaluated the presence and distribution of type Ill collagen
in rat alveolar wound filled with demineralized human dentin matrix (DHDM), thirty
two male Wistar rats weighing approximately 250 g were used. The procedure, the
second molar left and right jaws were extracted and the alveolus on the left filled with
DHDM and the right ones were used as controls. The animals were divided into four
experimental groups: group I, groups Il, Ill and IV consisting of eight animals each,
sacrificed respectively at 3, 7, 14, 21 days after surgical procedures. The area where
the experiments were made were removed, examined and processed for analysis by
microscopy. The results demonstrated that the expression of collagen type Il was
significantly higher (p <0.05) of 3 and 7 days, with a higher growth on the seventh
day, which showed osteoinductive activity of the material. The DHDM also presented
osteoconductive during bone repair, as demonstrated by its close relationship with
osteogenic cells. Further showed that DHDM may represent as efficient biomaterial

for bone repair.

Keywords: Bone repair, Growth factor, Osteoconductive, Osteoinduction.
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1 INTRODUCAO

Muitos procedimentos invasivos sao limitados pela presenca de injurias
0sseas tais como traumas, neoplasias, infecgbes, anomalias do desenvolvimento,
deformidades, tumores e outras condi¢cdes patoldgicas que levam a significativas
perdas dsseas (Dumas et al., 2006). Para tratar estas injarias, abordagens
terapéuticas sado desenvolvidas a fim de acelerar, melhorar, diminuir o periodo de
maturacdo do tecido 6sseo e restabelecer perdas 0sseas que ndo se regeneram
sozinhas. Assim, o desenvolvimento de biomateriais de enxerto 6sseo poderia
proporcionar condicbes adequadas para a recuperacdo e reconstrucdo 6ssea
(Schroeder e Mosheiff, 2011).

Diversos biomateriais podem ser utilizados como enxerto, dentre eles o
enxerto autdgeno, alégeno, xendgeno além dos materiais sintéticos. O enxerto
autégeno é o material de escolha, pois tem pouca possibilidade de provocar
resposta imune e pode conter propriedades de osteoinducdo e osteoconducdo. No
entanto, este enxerto € obtido a partir de uma area doadora, sendo necessarias
cirurgias adicionais, o que resulta em maior morbidade pos-operatéria e

enfraquecimento dos sitios doadores (Almeida e Alves, 2007).

A utilizagdo da dentina humana como um material de enxerto originou-se da
observacdo clinica e experimental de particulas de dentina, deixadas na loja
cirirgica de modo acidental ou intencional, que serviram de foco estimulador da

osteogénese (Kleinheinz et al., 2005).

A dentina € um tecido cuja composi¢cao, modo de formacao e caracteristicas
sdo semelhantes ao tecido 6sseo. Ha estudos que relatam que a dentina humana
desmineralizada (MDHD) € uma alternativa para a indu¢do do reparo 0sseo, por ser
biocompativel e apresentar capacidade de estimular a angiogénese e formacgéo

Ossea (Dimitriou et al., 2011).

Nesse contexto, o presente estudo avaliou a MDHD como biomaterial de
enxerto e sua influéncia na expresséo de colageno tipo Ill, marcador importante para

0 reparo 0sseo, pois pode ter grande relevancia, sobretudo em diversas areas onde
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a utilizacdo de materiais de enxerto € necesséria para se restabelecer a fungéo e

estética.

1.1 TECIDO OSSEO

Dotado de alto metabolismo e capacidade de regeneracéo, o tecido 6sseo é
classificado como tecido conjuntivo de suporte, formado por um conjunto de células
e matriz extracelular (MEC) mineralizada que representa o principal constituinte do
esqueleto, protege Orgdos vitais e funciona como reserva de moléculas envolvidas
na homeostase (Junqueira et al., 2000).

A fase inorganica da matriz 6ssea é composta por cristais de hidroxiapatita,
sendo o célcio e o fésforo os seus principais componentes. A por¢ao organica deste
tecido é formada por proteinas colagenas e nao colagenas, sendo o colageno tipo I,
seu principal componente. As proteinas ndo colagenas (NCPs) sdo divididas em
varias categorias, incluindo proteoglicanos e glicoproteinas, com atividades
potenciais de adeséo celular. Essas proteinas ainda ndo foram bem elucidadas, mas
€ possivel que tenham vérias funcées como a regulacdo da deposicdo mineral e
regulacdo da atividade das células 6sseas (Clarke, 2008).

Diferentes células sao responsaveis pela formacéao, reabsorcdo e manutencao
da arquitetura éssea. Essas células possuem morfologia distinta, de acordo com os
estagios de maturacéo e origem, sendo os osteoblastos e ostedcitos pertencentes a
mesma linhagem mesenquimal, enquanto os osteoclastos derivam de mondcitos do
sangue circulante (Aarestrup, 2012).

As células osteoprogenitoras originam o0s osteoblastos, e encontram-se
recobrindo as superficies 0sseas. Estas células exibem escassas organelas de
sintese e secrecdo de proteinas, e formam uma continua camada de células
interconectadas, capazes de manter a homeostase e regulando a concentracao
plasmatica de calcio, por mecanismos parcialmente independentes daqueles
relacionados a remodelacao 6ssea, sendo consideradas como sitio primario de troca
de ions entre sangue e tecido 6sseo (Nanci, 2008).

Os osteoblastos sédo células de origem mesenquimal, mononucleadas, de
nacleo esférico e citoplasma basdbfilo, responsaveis pela sintese da matriz organica

do tecido, denominada ostedide, a qual funciona como arcabouco para deposicao de



cristais de hidroxiapatita (Cardaropoli, Araujo e Lindhe, 2003). Essas células séo
capazes de concentrar fosfato e calcio, participando da mineralizacdo da MEC, e
apos a mineralizacao do tecido ficam aprisionadas na matriz, tornando-se osteocitos
(Kumar, 2011).

Constituinte do sistema mononuclear fagocitario, os ostoclastos sao células
moveis, gigantes, multinucleadas, de citoplasma granuloso e superficie ativa voltada
para a matriz 6ssea, onde tem lugar a reabsorcao do tecido. Essas células secretam
acidos, colagenase e outras hidrolases, capazes de digerir a matriz organica e
liberar os cristais de sais de calcio, sob a coordenacdo de citocinas e hormdnios
como a calcitonina e o paratorménio (Raggatt e Partridge, 2010).

Anatomicamente o tecido 0sseo pode ser classificado como compacto ou
cortical, localizado nas regibes externas dos 0ssos, e trabecular ou esponjoso,
caracterizado por um arranjo que delimita pequenas cavidades preenchidas por
medula 6ssea. As superficies internas e externas séo revestidas por uma membrana
conjuntiva, rica nas células osteoprogenitoras, e sdo denominadas respectivamente,
enddsteo e o periésteo (Junqueira et al., 2000).

O enddsteo proporciona a separacao fisica entre a superficie dssea e a
medula (Nanci, 2008). O peridsteo possui duas camadas, sendo a externa composta
de tecido conjuntivo irregular e denso, e a interna, em contato com o tecido 0sseo,
composta de células osteoprogenitoras e rico suprimento microvascular (Katchburian
e Histologia, 2004).

Histologicamente o tecido 6sseo pode ser classificado em imaturo ou primario
e maduro ou secundario. Apesar de possuirem as mesmas células e constituintes da
matriz, apresentam disposi¢do diferente das fibras colagenas. O tecido imaturo
possui fibras colagenas desorganizadas, menor quantidade de cristais de
hidroxiapatita e maior porcentagem de ostedcitos (Junqueira et al., 2000; Kumar,
2011). O tecido 0sseo maduro também conhecido como haversiano ou lamelar, é
altamente organizado, forte e bem mineralizado, surgindo em substituicdo ao tecido
imaturo formado imediatamente apOs fraturas, osteotomias e implantes &ésseos
apresenta fibras colagenas organizadas em lamelas paralelas ou concéntricas,

formando os sistemas de Harvers (Clarke, 2008; Kumar, 2011).



1.2 FORMACAO, REMODELACAO E REPARO OSSEO

Sabe-se que a reparacdo 0ssea segue caminhos ou etapas muito similares
aguelas vistas durante a remodelacdo e formacdo embriogénica desse tecido,
sugerindo que mecanismos moleculares e celulares sejam semelhantes em ambos
processos (Alves et al., 2009).

A formacdo 6ssea pode se dar por dois processos distintos: a ossificacao
endocondral e intramembranosa. O primeiro processo envolve a diferenciacao local
de células progenitoras em condrécitos, que sintetizam uma matriz de cartilagem
hialina. A cartilagem €é entdo substituida por osso, por meio de uma sequéncia de
acontecimentos que compreende a degradacdo da cartilagem, a angiogénese e
vasculogénese, diferenciacdo de osteoblastos e formacédo 6ssea (Shapiro, 2008). A
formacdo intramembranosa envolve a diferenciagcdo de células progenitoras
diretamente em osteoblastos, sem o intermédio cartilaginoso. Ambas as vias levam a
formacdo de osso imaturo (wovenbone), que sofre remodelagdo em osso maduro
lamelar. Estudos sobre osteogénese apontam fatores de crescimento com
capacidade de estimular um ou mais passos envolvidos na formacdo 6ssea, tanto
endocondral quanto intramembranosa (Simpson, Mills e Noble, 2006).

No alvéolo dentario, cavidade 6ssea deixada apds as exodontias, observa-se
apenas ossificacdo intramembranosa, sem presenca de condrdcitos ou formacao de
cartilagem (Kanyama et al., 2003).

Mesmo na auséncia de injurias, o tecido 6sseo apresenta-se em constante
modificacdo, na intencdo de preservar o tamanho, forma e a integridade estrutural
do esqueleto, além de regular a homeostase mineral (Clarke, 2008). Esse processo,
denominado remodelacdo, é fortemente coordenado, exigindo a atividade
sincronizada de varios participantes celulares para garantir que a reabsorcdo e
formacdo 0ssea ocorram sequencialmente, de forma discreta na superficie do 0sso
cortical e medular na mesma localizacdo anatémica, preservando assim a massa
0ssea (Raggatt e Partridge, 2010; Trouvin e Goéb, 2010).

De acordo com Senta e colaboradores (2009) o ciclo celular de remodelacao
0ssea pode ser dividido em cinco eventos: (1) quiescéncia; (2) recrutamento de pré-
osteoclastos e diferenciacdo osteoclastica; (3) reabsorcdo 6ssea pelos osteoclastos;
(4) recrutamento de pré-osteoblastos e diferenciacdo osteoblastica; (5) formacao

Ossea.



O fendbmeno de regeneragcdo Ossea acontece apos injurias, sendo
caracterizado por acdes integradas de diferentes células que atuam em fases
sequenciais de inflamacdo, migracdo, diferenciacdo e proliferacdo de células
osteogénicas (Raggatt e Partridge, 2010), sintese de MEC, mineralizacdo do
ostedide, maturacéo e remodelacdo 0ssea. (Lalani et al., 2005).

O reparo alveolar seguido da exodontia foi estudado em diferentes modelos
animais (Cardaropoli, Araujo e Lindhe, 2003; Sato e Takeda, 2007; Alves et al.,
2009; Mendes et al., 2010; Oliveira et al., 2013), e muitos estudos demonstraram
que esse processo de reparo passa por uma série de eventos, tais como (1)
formacdo e maturacdo do codagulo sanguineo; (2) infiltracdo de fibroblastos
substituindo o coagulo; (3) estabelecimento de uma matriz provisional que permite a
formacéao de tecido 6sseo (Cardaropoli, Araujo e Lindhe, 2003).

O processo de reparo do alvéolo dental parece ser histologicamente similar
aquele observado em outros sitios do esqueleto, no entanto, o ambiente oral abriga
grande numero de espécies microbianas e o reparo 0sseo, em um ambiente
contaminado e pode apresentar uma situacdo diferente daquela encontrada em
outros sitios 0sseos. (Lalani et al., 2005).

Um componente essencial ao reparo 6sseo, que sucede a extracdo dental, é
o adequado suprimento sanguineo. Durante as fases iniciais, o brotamento de
capilares angiogénicos invade o coagulo e em poucos dias, se organizam em uma
rede microvascular formando parte do tecido de granulagdo (Aguirre et al., 2010).

Para que ocorra o inicio do reparo, o coagulo sanguineo, os restos celulares e
a matriz devem ser removidos pelos macréfagos (Junqueira et al., 2000).
Sincronicamente a formacao do coagulo, o tecido proximo a injaria se necrosa. Esse
tecido necrdtico estimula uma resposta inflamatéria intensa, caracterizada por
vasodilatacdo, exsudacao do plasma, leucocitos e células mesenquimais (Amadei et
al., 2006).

O coagulo, passo fundamental para as fases subsequentes do reparo, é
progressivamente reabsorvido e invadido por fibroblastos derivados do ligamento
periodontal (LP), que proliferam ativamente, formando um tecido conjuntivo imaturo.
Posteriormente, ocorre a diferenciacdo de osteoblastos, responsaveis por produzir
novo tecido 0sseo durante o reparo alveolar (Teofilo, Brentegani e Lamano
Carvalho, 2001). E as fibras colagenas inicialmente depositadas pelos fibroblastos,

formam uma trama preliminar sobre a qual ocorre a deposi¢cao de 0sso neoformado



(Shyng et al., 1999). Ja os osteoclastos atuam na remodelacdo 6ssea das margens
do alvéolo e dos septos interradiculares remanescentes, presentes apos a cirurgia
(Lindhe, 2010). Por fim, os eventos de reparo alveolar levam ao preenchimento do
alvéolo com trabéculas 6sseas (Devlin e Sloan, 2002).

ApoGs dez dias da exodontia em ratos, os alvéolos ja se apresentam com
grande quantidade de trabéculas 0sseas, embora existam relatos de que o alvéolo
encontra-se, neste periodo, ocupado por grande quantidade de tecido conjuntivo
frouxo (Tedfilo, Brentegani e Lamano Carvalho, 2001). ApGs quinze dias de reparo,
a crista 6ssea esta completamente remodelada e recoberta com epitélio da mucosa
gengival (Zied et al., 2005). Ao final da terceira semana de reparo, o alvéolo é
preenchido por uma rede de trabéculas 6sseas espessas, circundando espacos
medulares contendo tecido conjuntivo frouxo (Tedfilo, Brentegani e Lamano
Carvalho, 2001). Apesar do preenchimento do alvéolo com trabéculas ésseas
espessas e bem definidas, aos vinte e quatro dias, a densidade Gssea alveolar
maxima € alcancada apenas em torno do trigésimo dia pés-operatério (Carvalho,

Bombonato e Brentegani, 1997).

1.3 MOLECULAS INDICADORAS DE REPARO OSSEO

O tempo de duracédo do reparo 6sseo depende de alguns fatores, como o tipo
de osso envolvido, a idade do individuo, o estado de salde geral e nutricional, a
intensidade do trauma, presenca ou ndo de forcas mecanicas, imobilizacdo e
auséncia de infeccdo. Essa capacidade de regeneracdo éssea € dependente de
muitas moléculas, envolvidas em todas as fases do reparo (Hing et al., 2004).

Os fatores de crescimento (FC), bem como a expressdo de algumas
macromoléculas da MEC como colageno, fibronectina, osteopontina (OPN),
osteocalcina (OC), dentre outras, tém sido referenciados como moléculas indicativas
do processo de reparo 0sseo (Stein et al., 2005).

Fatores de crescimento como fator de transformacdo de crescimento beta
(TGF-B), fator de crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), sao
expressos de modo sequencial nos processos de cicatrizagdo tecidual, e

provavelmente estdo envolvidos na sinalizacdo, controle e inducdo durante o
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processo de reparo 6sseo. Gracas a intima relagdo entre a angiogénese e a
osteogénese, a formacao de brotos capilares antecede a formacéo de tecido 6sseo,
e o VEGF é um dos mais importantes fatores de crescimento envolvidos na
angiogénese. A expressdo do VEGF é estimulada por citocinas e fatores de
crescimento, tais como o PDGF e TGF- (Almeida e Alves, 2007). Proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) e fator de crescimento insulinico (IGF) também estéo
presentes no reparo 0sseo, e funcionam em conjunto durante formacdo éssea e
processo de reparacao de fraturas (Lee e Shin, 2007).

De fato, o reparo 6sseo guiado (ROG) mediado pela aplicacdo de FC tem
demonstrado a inter-relacdo entre as moléculas envolvidas no reparo (Gerard et al.,
2006; Anitua et al., 2007; Mooren et al., 2007; Ranly et al., 2007; Da Silva e Alves,
2008). Nesse sentido, osteopontina, osteocalcina, osteonectina, fibronectina e
colageno tipo Il sdo marcadores moleculares do reparo 6sseo (Devlin; Sloan, 2002).

A OPN é uma proteina glicosilada, fosforilada e sulfatada, existente tanto intra
como extracelular, podendo interagir com varios receptores, incluindo as integrinas
(Gao et al., 2006). E produzida e secretada por osteoblastos e osteoclastos, e sua
expressdo coincide com a proliferacdo e diferenciacdo de células osteoblasticas
durante a formacdo do tecido Osseo (Perrien et al., 2002). Sendo, portanto,
considerada um marcador de maturacdo de células tronco osteogénicas (Shyng et
al., 1999). Essa molécula promove a adesdo e quimiotaxia, tanto para osteoblastos,
quanto para osteoclastos (Bouletreau, Warren e Longaker, 2002; Perrien et al.,
2002). Outro aspecto da estrutura da OPN € seu potencial de interacdo com outras
macromoléculas da matriz extracelular, tais como o colageno (Ritter, Farach-Carson
e Butler, 1992), e pode ligar-se também ao calcio e a fibronectina (Nemir, Devouge e
Mukherjee, 1989). Estas consideragdes nos levam a presumir que a OPN interage
com outras proteinas do osso para formar uma estrutura supramolecular (Ritter,
Farach-Carson e Butler, 1992), sendo essencial para a resisténcia do tecido.

A OC é derivada da sintese, tanto de osteoblastos quanto de osteoclastos.
Dessa maneira, também inibe a mineralizacdo, atuando na remodelacéo 6ssea, em
vez de ser um marcador especifico de formacgéo (Clarke, 2008).

A osteonectina é a proteina ndo colagena mais prevalente no 0sso,
representando aproximadamente 2% do total das proteinas responsaveis pelo
desenvolvimento desse tecido. Sua funcdo € regular o diametro das fibras

coldgenas, além de ser solicitada para assumir o crescimento e/ou a proliferacédo



dos osteoblastos e mineralizacdo da matriz (Clarke, 2008). Essa proteina funciona
como elo para minerais do 0sso e o colageno, pois se liga seletivamente com a
hidroxiapatita e a proteina (Termine et al., 1981).

A fibronectina € uma glicoproteina multifuncional, expressa por variedades
celulares, que possui papel importante em muitas funcdes celulares como a adesao,
migracédo, diferenciacéo, entre outras (Schmidinger et al., 2003; Clarke, 2008).

Os colagenos séo os principais componentes da matriz extracelular do osso
maduro, e parecem desempenhar papel critico durante a cicatrizacdo 0ssea, por
facilitar a formacdo de espiculas Osseas iniciais. A matriz extracelular do tecido
0sseo € composta por 90% de proteinas colagenas (97% colageno tipo | e 3%
colageno tipo V) e 10% de proteinas ndo colagenas. Estas e muitas outras proteinas
sdo sintetizadas por osteoblastos, sendo fundamentais no processo de
mineralizacdo, ou seja, na ligacdo do colageno aos cristais de hidroxiapatita
(Tzaphlidou et al., 2005).

Sendo assim, a formacdo MEC é necessaria para o reparo do tecido ésseo, e
as moléculas que compBem essa matriz sdo influenciadas pelos fatores de

crescimento.

1.4 COLAGENO

Atualmente, na superfamilia coldgena ha 28 tipos de moléculas, que
funcionam como componente essencial do tecido estrutural. Os colagenos estdo na
MEC da pele, tenddo, osso, cartilagem e outros tecidos, e devido a sua forca de
tracdo representam um material ideal para conferir regularidade a esses tecidos
(Schiller e Huster, 2012).

A sintese de colageno inicia-se nos ribossomos aderidos a membrana do
reticulo endoplasmatico rugoso (RER), que a partir deste momento desenvolvem
com o intuito de entrar no reticulo endotelial, formando o pré-colageno e ao deixar a
célula, o pré-colageno torna-se colageno (Clore, Cohen e Diegelmann, 1979). As
moléculas dos colagenos tipos I, Il e lll sdo capazes de interagir entre si,

associando-se de modo estavel entre os residuos de lisina.



Quando no tecido ocorre o rompimento da estrutura, faz-se necessério que o
coldgeno atue na reparacdo, restabelecendo tanto a estrutura como a funcdo do
tecido (Diegelmann, 2000).

Colageno tipo lll estd presente temporariamente no desenvolvimento de
fraturas mais frequentemente em regibes de deposicdo de matriz 6ssea inicial,
sendo um elemento importante das fibras reticulares (Page, Hogg e Ashhurst, 1986).
Sua funcéo é de sustentar os 6rgdos expansiveis, como 0s vasos sanguineos. No
decorrer da fase inicial de reparo, ha um aumento da por¢cao desse tipo de colageno,
por esta razdo sua importancia na cicatrizacdo da ferida cirtrgica (Diegelmann,
2000). A literatura relata a presenca do colageno tipo Ill na fase inicial do reparo
0sseo, ja presente em quantidades importantes apds 10 horas do inicio deste
processo (Barnes, Gordon e Macintyre, 1976; Clore, Cohen e Diegelmann, 1979).

Como principal constituinte para todos os tecidos conectivos intersticiais, o
colageno tipo lll é fundamental no estabelecimento da integridade estrutural e
fisiologica da regeneracdo dos tecidos (Ilvanovski et al., 2000). Previamente Tung e
colaboradores (1985) relatam que o colageno tipo Il tem papel na regulacdo da
composi¢do da MEC, sendo um marcador para células e tecidos que ainda estdo em
processo de modificacdo e/ou diferenciacéo.

Mendes e colaboradores (2010) em um estudo sobre o reparo alveolar apés
exodontia em ratos observaram que apos sete dias das extracdes, o colageno tipo
estava expresso nos alvéolos controles e tratados e a medida que expresséo de
colageno tipo | aumentou no ostedide o colageno tipo Il diminuia de forma

progressiva.

1.5 MATRIZ DENTINARIA HUMANA DESMINERALIZADA COMO MATERIAL
BIOLOGICO DE ENXERTO OSSEO

Os materiais de enxerto surgiram diante a necessidade de se restabelecer
regides de perda Ossea, que nao se regeneram sozinhas. A utilizacdo favorece o
processo de reparo do defeito 0sseo, apresentando-se como um arcabouco e
levando a neoformacdo Ossea, através de mecanismos de osteoinducdo e

osteoconducao (Dimitriou et al., 2011).
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Na osteoinducdo o material é capaz de induzir a transformacéo de células
indiferenciadas em osteoblastos ou condroblastos, mesmo em areas onde ndo se
espera tal comportamento (Macedo et al., 2007).

Ja a osteoconducéo é tratada como a propriedade de producdo de novo 0sso
por proliferacdo e migracéo de células 6sseas do leito receptor, através da superficie
do enxerto, que age como um arcabouco (Gao et al.,, 2006). O material é
considerado osteocondutor quando permite a aposicdo de um novo tecido 6sseo em
sua superficie, a partir da presenca de tecido 6sseo pré-existente como fonte de
células osteoprogenitoras. A matriz do enxerto deve ser reabsorvida e
simultaneamente substituida pelo tecido 6sseo neoformado (Xiao et al., 2004).

A aplicabilidade de materiais em organismos humanos depende de suas
propriedades biolégicas, como biocompatibilidade, estabilidade enzimética e
hidrolitica, além de suas propriedades quimicas, fisicas e mecanicas (Dimitriou et al.,
2011).

Héa relatos de que a dentina humana desmineralizada apresenta potencial
osteocondutor, pois os tubulos se prolongam por toda a parede dentinaria. (Almeida
e Alves, 2007; Guo et al., 2009).

Estudos demonstram que a dentina implantada apresenta no interior dos
canaliculos dentinarios extensas areas de reabsorcdo, assim como presenca de
células ao longo de extensas superficies (Oliveira et al., 2013). Este processo de
reabsorcdo na superficie da matriz dentinaria e no interior dos canaliculos origina
cavidades, que séo preenchidas por células mesenquimais em propagacao, além de
brotos capilares. AplGs este evento, as células mesenquimais indiferenciadas
transformam-se em células osteoprogenitoras e osteoblastos. Assim, a reabsorcéo
do material implantado é essencial, pois antecede a fase osteogénica.

A MDHD quando presente no interior do alvéolo é envolvida por um tecido
conjuntivo altamente vascularizado, sugerindo um efeito sobre a angiogénese. O
VEGF é o fator mais importante da neovascularizacdo, tanto fisiolégica quanto
patologica, pois estimula as células endoteliais na degradacdo da MEC, migracéo e
formacdo de tubulos in vitro e in vivo, funciona como regulador da permeabilidade
vascular, que €& considerada importante para o0 inicio da angiogénese. A
sobrevivéncia de células endoteliais em vasos recéem-formados também é VEGF-

dependente (Reis-Filho et al., 2012). A expressao deste fator é estimulada por certas
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citocinas e fatores de crescimento, tais como TGF-B e PDGF (Fukuyama et al.,
2004).

Véarios outros fatores de crescimento presentes no tecido 0sseo foram
também isolados da dentina, como fator de crescimento insulinico 1 (IGF-1), fator de
crescimento insulinico 2 (IGF-2), proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2) e proteina
morfogenética 6ssea 4 (BMP-4), com a finalidade de avaliar o potencial quimiotatico
e osteogénico da matriz dentinaria (Oliveira et al., 2013).

Um estudo demonstrou que preencher o alvéolo dental com a MDHD
aumenta a formacao 6ssea, o que pode ser correlacionado com o nimero avancado
de células imunomarcadas por BMP-2 e BMP-4. O estudo ao identificar uma rede de
fibras colagenas perto da matriz, sugere que a degradacédo da MDHD e, fatores de
crescimento retidos na matriz dentinaria (Guo et al., 2009; Oliveira et al., 2013).

Nesse contexto, a matriz dentinaria pode ser utilizada em defeitos 6sseos na
forma de fatias ou particulas, servindo de arcabouco e reservatério de fatores de
crescimento, acelerando a neoformacédo Ossea pelo aumento do recrutamento de
células osteoprogenitoras (Stern et al., 2009; Murata et al., 2011).

A biocompatibilidade da MDHD foi comprovada anteriormente quando, ao
verificar que este material acelera a formacdo 6ssea e € incorporado pelo tecido
0sseo neoformado (Carvaiho et al., 2004; Almeida e Alves, 2007). Gomes e
colaboradores (2002) também demonstraram que a MDHD induziu a formacéo
0ssea, e que ela foi incorporada pelo tecido 6sseo recém-formado, sem, contudo
perder sua individualidade.

Estes dados demonstram a importancia do uso da matriz dentinaria

desmineralizada como material de enxerto.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o potencial osteopromotor da matriz dentindria humana

desmineralizada na cicatrizacdo de feridas alveolares de ratos.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Avaliar por meio de técnicas histoldgicas, histomorfométricas e

imunohistoquimicas a presenca e distribuicdo de colageno tipo Ill em feridas

alveolares de ratos, preenchidas com matriz dentinaria humana desmineralizada.



13

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO DOS ANIMAIS

O estudo utilizou trinta e dois ratos da raca Rattus norvegicus albinus,
linhagem Wistar, adultos machos, com massa corporal média de 250 gramas,
fornecidos pelo Biotério da Universidade de Uberaba — UNIUBE, campus aeroporto.

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Universidade de Uberaba (UNIUBE), protocolo
namero 022/2009 (Vide anexo).

Durante o periodo experimental os animais foram mantidos em biotério,
acondicionados em gaiolas forradas com maravalha, contendo 4 animais cada, com
dieta de racdo amolecida durante os trés primeiros dias ap0s o procedimento
cirdrgico, a dieta de racao foi oferecida in natura nos dias restantes. A racao foi da
marca Labina®, Purina, agua ad libitum, os ratos foram mantidos sob temperatura
ambiente e controle de luz automatizada (07h-19h), sem controle de umidade (Reis-
Filho et al., 2012).

3.2. PROCEDIMENTO CIRURGICO

Observando as normas propostas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo

Animal (CoBEA), o procedimento cirurgico se deu da seguinte forma:

1. Pesagem do animal para determinacdo da quantidade de sedativo e
anestésico.

2. Sedacédo dos animais com injegao intramuscular de Cloridrato de Xilazina 2%
(Rompun®, Bayer) (0,1ml/100g).

3. Anestesia dos animais com injecéo intramuscular de Cloridrato de Ketamina
10% (Ketalar®, Parke-Davis) (0,1ml/100g).

4. Sindesmotomia, utilizando-se de um instrumental de Hollemback (Duflex).

5. Luxacéo e exodontia dos segundos molares superiores direitos e esquerdos,

por meio de uma pinc¢a dente de rato (Edlo).
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6. Introducdo de Matriz dentinaria humana desmineralizada (MDHD) no alvéolo
esquerdo, ficando o lado direito preenchido com coégulo (controle), sem

utilizacao de sutura.

3.3 MATRIZ DENTINARIA HUMANA DESMINERALIZADA

A matriz dentinaria humana desmineralizada foi obtida a partir de dentes
humanos, sem qualquer lesdo cariosa ou outro procedimento. Suas raizes foram
seccionadas e limpas de quaisquer residuos da polpa dental ou do ligamento
periodontal, sendo em seguida desmineralizadas em Acido etileno
diaminotetracético (EDTA) a 10%, pH 7,2, a temperatura ambiente, durante
aproximadamente trés meses. As fatias foram obtidas em criostato apropriado (Leica
CM1850UV) (Oliveira et al., 2013).

3.4 DISTRIBUICOES DOS ANIMAIS

A escolha dos periodos experimentais deve-se ao fato de o reparo ésseo do
modelo experimental escolhido se completar em aproximadamente de 21 dias,
ficando entdo as amostras analisadas dividida em quatro grupos, sendo de 03, 07,

14 e 21 dias, ap0Os 0 processo cirargico como apresentado na Figura 1
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Grupo 1(3°dia)
n=8
Grupo 2(7°dia)
32 alvéolos- n=8
Grupo 3(14°dia)
n=8

Controle

(Direitos)

Grupo 4 (21° dia)
n=8

Grupo 1(3°Dia)
n=8
32 alvéolos-
Experimental
. Grupo 2 (7°dia)
(Esquerdos) n=8

Grupo 3 (14° dia)
n=8

Grupo 4 (21°dia)
n=8

Figura 1: organograma demonstrando 0s grupos experimentais.
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3.5. EUTANASIA DOS ANIMAIS E PREPARACAO DOS ESPECIMES

Ao término do periodo experimental os animais foram eutanasiados por
superdosagem de anestésico e posterior deslocamento cervical. Em seguida foram
decapitados, e suas maxilas foram dissecadas. As maxilas foram fixadas por 48
horas, a temperatura ambiente, em solucdo de formalina neutra tamponada a 10%.
Apos fixacdo, as pecas foram rapidamente lavadas em agua corrente e transferidas
para solucdo tamponada de EDTA (pH entre 7,2 e 7,4) a 10%, a temperatura
ambiente, com trocas a cada 2 dias da solucao tampao durante um periodo de 40
dias. ApGs a desmineralizacdo, as maxilas foram lavadas em agua corrente por uma
noite, e separadas em metades, direita e esquerda. Os fragmentos foram entéo,
processados para analise histologica e imunohistoquimica, conforme protocolo a
seqguir:

- Desidratacdo: os tecidos foram mergulhados em uma série crescente de
alcool (70%, 80%, 90%, absoluto I, absoluto II, absoluto III), com um tempo de 30
minutos em cada banho;

- Diafanizagédo: os tecidos foram mergulhados em trés banhos de xilol,
durante 30 minutos em cada banho;

- Infiltrag&o: foram realizados trés banhos em parafina a 58°C, durante 90
minutos em cada banho. Apds o ultimo banho, as pecas foram incluidas em blocos
de parafina.

Os blocos de parafina de todos os animais foram cortados no sentido
longitudinal antero-posterior, em microtomo (Leica RM2125 RT), obtendo-se cortes
seriados de 5uym de espessura. Os cortes foram coletados em laminas de vidro e
deixados secar. Em seguida as amostras foram divididas em dois grupos: coloragéo

com picrosirius, e analise imunohistoquimica.

3.6 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

As laminas foram avaliadas em microscopia de luz convencional, para estudo
histomorfologico. Os cortes foram analisados procedendo-se a leitura em varredura
longitudinal, utilizando-se um microscopio Nikon, Eclipse E200.

Os critérios para analise histolégica foram:
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1) caracteristica do tecido conjuntivo que preenche o alvéolo, sua
organizacdo e maturacao;

2) presenca de reacao inflamatdria nas areas experimental e controle.

3.7 ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA

Foram utilizados cortes com 5 ym de espessura para os procedimentos de
imunohistoquimica. A padronizacdo da técnica foi obtida apds otimizacdo da
concentracdo e recuperacdo antigénica. Foi utilizado o anticorpo primario anti-
Colageno tipo lll de coelho, fabricante Santa Cruz Biotechnology Inc., California,
EUA COL3A1(S-17):sc-8780-R com diluicdo de 1:100 (V/V).

Os cortes foram montados em laminas histoldgicas, previamente limpas e
desengorduradas, preparadas com adesivo a base de 3-aminopropyltriethoxy-silano
(Sigma Chemical, Co., St. Louis, MO, EUA) e mantidos a temperatura ambiente para
secagem. Posteriormente realizou-se o seguinte protocolo:

1- Desparafinizagdo em quatro banhos de Xilol, por 10 minutos cada.

2- Hidratacdo em série decrescente de etanol: duas passagens em etanol
absoluto, seguidas por etanol 95%, 85%, 80%,70% por 5 minutos cada.

3- Lavagem (uma vez no PBS 1X para remocao do excesso do alcool).

4- Recuperacdo de Antigeno, com as laminas em Banho Maria (90°C) no
acido citrico 0,01M e pH 6 por 30 minutos.

5- Remocéao das laminas em Banho Maria e permanéncia dentro da solugao
tampéao.

6- Bloqueio das ligacbes inespecificas, com aproximadamente 100ul (ul
volume que cubra o corte) em cada corte de PBS-BSA 2% por 30 minutos.

7- Incubag&o com Anticorpo primario, sendo este diluido em PBS/BSA 2% de
acordo com as especificagbes. Deixando por este por aproximadamente 18 horas
em camara umida.

8- Lavagens (duas vezes com PBS 1X mais Tween 20, a 0,05% por 5 min
cada lavada).

9- Blogueio da peroxidase enddgena tecidual por 10 minutos em solucao de

3% de H,0, (30 volumes) em metanol.
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10- Lavagens (duas vezes no PBS 1X mais Tween 20, a 0,05% por 5 min
cada lavada).

11- Incubacdo do complexo streptoavidina-biotina (LSAB, Dakopatts,
Dinamarca), com o link amarelo, seguido do link vermelho.

12- Lavagens (quatro vezes em PBS 1X mais Tween 20, a 0,05% por 5 min
cada lavada).

13- Revelacéo da reacdo em solucdo cromoégena de diaminobenzidina (DAB)
(3,3'-diaminobenzidina, Sigma) a partir da imersédo dos cortes histologicos em 1 ml
de solucédo tampdo e 1 gota de DAB liquido, durante 3 minutos.

14- Lavagem em &gua corrente e contra-coloragdo rapida com hematoxilina
de Mayer.

15- Secagem das secc0Oes histologicas, seguida da montagem com Entellan ®
e laminulas de vidro conforme técnicas laboratoriais.

O controle negativo foi realizado pela omisséo do anticorpo primario.

3.8 ANALISE HISTOMORFOMETRICA

Para andlise dos parametros avaliados, foi utilizado reticulo milimetrado,
construido no programa Power Point® 2003. Este reticulo foi elaborado a partir de
sistema de linhas, dividindo a imagem em quadrados espacados por intervalo de 1,0
cm, que foi superposto as fotomicrografias obtidas através do programa Confocal
Assistance© evitando assim, distorcdo durante superposicdo de imagens. Foram
avaliadas as estruturas localizadas na interse¢cdo das linhas do reticulo. Para
contagem da regidao imunomarcada foi utilizado o software UTHSCSA Image Tool©
2.03 (Reis-Filho et al., 2012).

Posteriormente a contagem, os dados foram avaliados estatisticamente. Esta
técnica foi aplicada em todos os grupos de estudo, com o propdésito de quantificar a
expressdo do colageno tipo Il dentro dos periodos considerados. De acordo com o
sistema, a contagem morfométrica, foi obtida pela quantificacdo do numero de

pontos que incidiram sobre as regides imunomarcadas (Figura 2).
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Figura 2: Reticulo milimetrado com o propésito de quantificar a imunomarcacgéo dentro dos periodos
considerados. (Aumento 40x)

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os valores gquantitativos da imunomarcag¢ao obtidos dos grupos controle e
experimentais: 3, 7, 14 e 21 dias foram submetidos ao teste de Kruskall-Wallis,

seguido pelo teste de Dunn. Os grupos foram analisados quando p <0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 ANALISE HISTOLOGICA QUALITATIVA

Apés a observacao dos espécimes corados em picrosirius, constatou-se que
tanto o lado direito (controle), quanto o esquerdo (experimental) de todos os grupos,
apresentaram os periodos classicos da reparacdo 6ssea em graus diferentes de:
inflamacéo, formacéo do tecido de granulacao, formacédo de tecido 6sseo primario e
substituicdo deste por osso lamelar.

Para o grupo | (periodo de 3 dias) a area do defeito 6sseo cirurgico (lado
experimental), apresentou-se preenchida por MDHD e tecido inflamatério, em toda a

extensdo do alvéolo (Figura 3).

Figura 3 — Lado experimental — Corte histologico
mostrando a presenca de MDHD dentro do
alvéolo dentario esquerdo (seta ) apés 3 dias de
intervencao. Picrosirius (10 x).

Para o grupo Il (periodo de 7 dias) observou-se no lado experimental tecido
0sseo em formacédo partindo do fundo do alvéolo ( Figura 4 A), células localizadas
sobre e dentro das particulas de MDHD (figuras 4 C e D).

Ja no lado controle ndo foi observado tecido 6sseo em formacdo secundaria,
estando a regido do defeito preenchida com tecido conjuntivo frouxo (Figura 4B).
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apresentando a MDHD envolvida por tecido conjuntivo frouxo (seta amarela). B: Lado
controle — Corte longitudinal do alvéolo direito apresentando sequestro 6sseo (seta
vermelha): apds 7 dias de intervencgéo. Picrosirius (20 x)

Figura 4 C: MDHD incorporada ao
tecido conjuntivo: apés 7 dias de
intervencao. Picrosirius (40x)

Figura 4 D: Células dentro dos
tubulos dentinarios e envolvendo as
particulas de MDHD, demonstrando
a capacidade osteocondutora e
quimiotatica desse material. Apods
7 dias de intervencao
Imunohistoquimica (40x)

No grupo Il (periodo de 14 dias apoés intervencgdo) lado experimental, a regido
do defeito 6sseo apresentou-se preenchida por tecido 6sseo em formacdo, em
guantidades mais significativas que o lado controle do mesmo grupo. O tecido 6sseo
apresentou-se em sua maioria maduro, menos celularizado e com menores espacos
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medulares. Reabsor¢des foram visualizadas na superficie da MDHD irregular nesse
periodo. J& no lado controle a regido da injUria apresentou-se preenchida por tecido
0sseo em formacédo, em quantidades mais significativas que o grupo controle aos 7
dias. O tecido 0sseo desta regido apresentou-se imaturo com amplos espacos
medulares, no entanto, ja era possivel observar regiées pontuais com tecido 6sseo

maduro.

]

Figura 5. A: Lado experimental — Corte longitudinal do alvéolo esquerdo mostrando
menor distancia entre o tecido ésseo e o epitélio que recobre o alvéolo (linha). B:
Controle — Corte longitudinal do alvéolo mostrando maior quantidade de tecido
conjuntivo frouxo dentro do alveolo. 14 dias ap6s intervencéo. Picrosirius (20x).

No grupo IV (periodo de 21 dias apos intervengdo) observou-se no lado
controle, um estagio avancado de formacdo Ossea, preenchendo quase todo o
alvéolo, apresentando ainda grande quantidade de espacos medulares (Figura 6B).

No lado experimental observou-se que 0 processo de reparo se apresentava
em um estagio mais avancado, quando comparado ao lado controle, totalmente
preenchido por tecido 6sseo maduro (Figura 6A) e com MDHD incorporada ao tecido

0sseo neoformado (Figura 6).

Figura 6. A — Lado experimental: Corte longitudinal do alvéolo esquerdo. B —
Controle: corte longitudinal do alvéolo direito. 21 dias apOs intervencéo.
Picrosirius (40x).
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Figura C: Lado experimental -
MDHD incorporada ao tecido
neoformado. 21  dias apos
intervencao

4.2. ANALISE IMUNOHISTOQUIMICA E HISTOMORFOMETRICA

A expressdo de colageno tipo Il foi observada durante todo o periodo
estudado (3, 7, 14 e 21 dias), porém com baixos niveis de expressividade aos
experimentos de 14 e 21 dias apos a intervencao em ambos os alvéolos ( figura 8).

Nos grupos | e 1l (3 e 7 dias) observou-se aumento significativo (p<0,05) da
expressao do colageno tipo lll, tanto no lado controle quanto experimental, com pico

de expresséo no 7° dia apés os procedimentos cirdrgicos.

Figura 7: A - Lado experimental e B — Lado controle. Grupo Il (7 dias). Marcacdo
intensa para Colageno tipo lll, principalmente para o lado experimental (setas
vermelhas), o que sugere que a MDHD favorece a expressao de colageno tipo Il
durante o reparo 6sseo. Imunohistoquimica (Aumento 20X)

Para os demais periodos, grupo Il e IV, foi verificada uma menor expressao
de colageno tipo Il tanto para o lado controle quanto para o lado experimental, com
menor expressao para o lado experimental, sugerindo um efeito adaptativo\reacional
do animal ao biomaterial. Os valores obtidos foram submetidos ao teste de Kruskall-

wallis, seguido pelo teste de Dunn. Os dados histoquantitativos da expresséo de
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coladgeno tipo Il na matriz extracelular intra-alveolar estdo demonstrados no grafico
l.
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Figura 8. Resultados da imunomarcacao para todos os grupos, com significancia
estatistica (p<0,05) lado experimental, quando comparado com o lado controle e
com os demais grupos.

Tabela 1. Resultados estatisticos da imunomarcacdo para todos o0s grupos, com significancia
estatistica (p<0,05).

3 dias 7 dias 14 dias 21 dias
Controle Experimental Controle Experimental Controle Experimental Controle Experimental
12 18 17 33 6 7 5 6
14 19 16 34 9 6 6 4
13 20 17 33 7 7 6 3
13 19 17 31 9 8 6 6
13 20 16 34 8 8 5 5
12 20 16 34 7 6 6 5
14 18 17 33 9 7 6 5
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5. DISCUSSAO

Diversos biomateriais sdo estudados como alternativas para tratamento das
injurias 0sseas que ndo se curam sozinhas. Atualmente, 0s enxertos 0sSseo0s
autdogenos sdo os melhores e muito usados, porém, possuem desvantagens,
principalmente quanto & morbidade e a quantidade de enxerto disponivel (Almeida e
Alves, 2007).

Um bom modelo experimental deve ser capaz de simular situacdes clinicas, e
o escolhido para essa pesquisa possibilitou condi¢des ideais para criacao de injarias
pés-exodontia, servindo como meio benéfico para o entendimento dos processos
moleculares.

Entre diversos modelos animais utilizados, os ratos sdo os de primeira
escolha, pois sédo baixo custo, facil manutencdo e enquadram-se nos conceitos de
bioética (Fagundes e Taha, 2004). A utilizagdo dos mesmos mostra-se satisfatoria,
uma vez que elimina problemas tais como o controle genético e outras variaveis.
Além disso, possibilita que o experimento seja realizado com um maior nimero de
animais, em um menor intervalo de tempo entre o0 experimento e a andlise dos
resultados, considerando seu metabolismo mais acelerado em comparacao a outros
animais (Karaharju-Suvanto, 1994). Consideramos que a imediata recuperacdo dos
animais submetidos ao procedimento de exodontia ocorreu devido ao seu acelerado
metabolismo.

Quanto a escolha do peso dos animais, deve-se ao fato de que o0 0sso é um
tecido metabolicamente dinamico, influenciado por fatores nutricionais e deficiéncias
protéico-nutricionais (Junqueira et al., 2000).

A escolha dos periodos experimentais deve-se ao fato de o reparo 0sseo do
modelo experimental escolhido se completar em aproximadamente de 21 dias,
ficando entdo a amostra dividida em quatro grupos, sendo de 03, 07, 14 e 21 dias
(Carvaiho et al., 2004).

No que se refere a procedimentos de antissepsia intrabucal, nenhum
procedimento pré-operatorio foi realizado, pois de acordo com o estudo realizado por
Magro-Filho e colaboradores (1996), o uso prévio de gluconato de clorexidina (0,2%)

para a exodontia do incisivo superior direito em ratos de linhagem Wistar ndo
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interferiu na cronologia da reparagéao das feridas de extracao dental. Desta maneira,
a eliminacao de tal procedimento ndo comprometeu o processo de reparo, uma vez
gue néao foi observado nenhum sinal de infeccdo nos dias seguintes a insercédo do
material de enxerto.

Apés as exodontias ndo foi utilizada sutura, fato que ndo comprometeu a
formacdo do coagulo e o reparo 6sseo. Possivelmente o efeito da anestesia e
relaxamento muscular no pos-operatorio foi suficiente para a organizacdo e
verificacdo do coagulo.

A reconstrucdo Ossea ideal depende, principalmente, da atividade da
populacdo de células osteoprogenitoras (Marsell e Einhorn, 2011). Entretanto, seu
namero é limitado e sua acdo é dependente de estimulos, como os promovidos por
fatores de crescimento.

Atualmente, reconhece-se que o hematoma formado proximo as linhas de
fratura ndo é um codgulo estatico, mas sim uma miscelanea de mediadores
guimicos que sdo capazes de favorecer a formacéo do calo 6sseo, proporcionando a
unido da fratura e fornecendo estabilidade temporaria. A coagulacdo pode ativar
ainda o sistema complemento, e atrair células inflamatérias, especialmente
macrofagos, que liberam interleucinas a fim de estimular a sintese e liberagdo de
prostaglandinas. As plaquetas séo ricas em fatores de crescimento, como o PDGF e
o EGF (Oliveira et al., 2013). Analisando todas essas propriedades favoraveis do
coagulo, nosso estudo ndo teve como objetivo a remocdo do mesmo, mas sim
avaliar o efeito da implantacéo das fatias de MDHD no processo de reparo do 0Sso
alveolar.

A matriz dentinaria pode ser empregada em defeitos 6sseos sob a forma de
particulas ou fatias. No presente estudo, optou-se pela utilizacdo de fatias de MDHD
pois de acordo com Catanzaro-Guimardes (1993), desta maneira 0 processo de
reparo 0sseo € mais eficiente pela maior capacidade osteoindutora. Essa resposta
deve-se ao maior contato das células mesenquimais do hospedeiro com a superficie
da matriz dentinéria implantada, o que possibilita uma citodiferenciacdo mais rapida
(Catanzaro-Guimaraes et al., 1986).

O enxerto ideal deve ser atdxico, ndo antigénico, de fabricacdo simples e de
baixo custo permitindo facil manipulacdo e insergéo tecidual, além de ndo apresentar
risco de transmisséo de infec¢des (Knabe et al., 2005; Fardin et al., 2010). A MDHD

preparada nesta pesquisa satisfaz os requisitos mencionados, permitindo assim, o
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preparo em grandes quantidades e viabilizando sua aplicacdo clinica. Aléem disso,
sua apresentacao permite facilidade no manuseio trans-operatério e na insercéo
0ssea do material durante o procedimento cirargico.

No presente trabalho, o enxerto 6sseo xenégeno de MDHD mostrou-se
biocompativel, apresentando reacao imune desprezivel do hospedeiro, verificada na
andlise histoldgica pela presenca de infiltrado discreto de células inflamatérias na
regido de reparacdo Ossea, assim como, pela incorporacdo das particulas do
enxerto de MDHD ao tecido 6sseo neoformado (Figura 3). Foram observadas
células dentro dos tubulos dentinarios, bem como envolvendo as particulas de
MDHD, demonstrando a capacidade quimiotatica desse material. Essa quimiotaxia e
a morfologia da matriz dentinaria enxertada favorece o reparo, promovendo uma
superficie adequada para fixacdo das células mesenquimais indiferenciadas, que
auxilia na orientagdo celular e caracteriza sua agao osteocondutora.

Mesmo com todas essas evidéncias a respeito do potencial da MDHD como
material de enxerto xendgeno, de acordo com Yagihashi e colaboradores (2009), ha
ainda a possibilidade de utilizacdo do enxerto autégeno de MDHD, se utilizados
dentes extraidos ortodonticamente ou terceiros molares. I1sso reduziria ainda mais as
possibilidades de insucesso e os riscos de infeccdo ou reacgdes imunogénicas.
Assim, tecidos que normalmente sdo desprezados poderiam representar uma eficaz
e segura alternativa para o enxerto na reparacdo 0ssea.

A dentina é um tecido conjuntivo mineralizado, cuja fase organica €
fundamental na determinacdo da velocidade de formacdo e das caracteristicas da
fase mineral. Nos dentes humanos 70% da dentina constitui a fase mineral,
enquanto 20% séo formados pela fase organica. Uma rede fibrosa de colageno |
predomina na matriz organica dentinaria constituindo 90% do conteddo organico,
além de outros tipos de colagenos. Os outros 10% da matriz dentinaria sdo
formados por proteinas ndo colagenosas (NCPs), como os fatores de crescimento
(Linde, 1989).

As NCPs da dentina, em geral, estdo fortemente associadas a fase mineral,
sendo extraidas apenas apos a desmineralizacdo do tecido (Linde, 1989). Para a
realizacdo desse estudo optou-se pela desmineralizacdo da dentina na intencao de
expor a matriz organica dentinaria, um reservatorio de fatores indutores da
proliferagdo celular e quimiotaxia, como IGF-1 e 2, TBF- e as BMPs (Catanzaro-
Guimardes et al., 1986; Bessho, Tagawa e Murata, 1990). Indicios que



28

proporcionam uma maior disponibilidade e acesso a estes componentes
estimuladores no local do reparo 6sseo.

Além destes achados que fortalecem o uso da dentina desmineralizada como
biomaterial de enxerto 0sseo, pesquisas relatam que o uso de cristais de
hidroxiapatita foi associado com a presenca de exacerbada reacdo inflamatéria,
formacao de reacdo granulomatosa com consequente inibicdo do reparo (Salata,
Craig e Brook, 1998).

Nossos resultados histoloégicos mostraram grande quantidade de células
osteogénicas localizadas sobre as particulas de MDHD, no periodo de 3 e 7 dias
(figura 4) confirmando os resultados de Nakashima (1990), Catanzaro-Guimaraes et
al., (1986), Carvalho (1997), Gomes et al. (2002) e Gomes et al. (2006), que
analisaram o potencial osteoindutor e osteocondutor da matriz dentinaria
desmineralizada. Ainda nestes periodos, no lado experimental, os resultados
demonstraram que a MDHD parece atuar como substrato favoravel a deposicéo de
matriz 0ssea, uma vez que tubulos dentinarios se prolongam por todo o tecido
funcionando como matriz por onde penetram células, permitindo assim a deposicéo
de matriz 6ssea bem préxima ao material do enxerto, achados que confirmam com
os de King, King e Hughes (1998) e Almeida e Alves (2007).

No grupo de 14 dias, a MDHD na ferida 6ssea apresentou-se com superficie
irregular, o que indica um processo de reabsor¢do na superficie da matriz dentinaria
e no interior dos canaliculos, produzindo lacunas que foram preenchidas por células
mesenquimais em proliferacdo e brotos capilares. Posteriormente, as células
mesenquimais indiferenciadas transformaram-se fenotipicamente em células
osteoprogenitoras e osteoblastos. Estes achados corroboram com os dados
encontrados por Gould, Westbury e Tillman, (1982); Catanzaro-Guimaraes et al.,
(1986) e Gomes et al., (2002), que observaram a presenca de uma populagao
celular em intimo contato com a matriz dentinaria.

Aos 14 e 21 dias (lado experimental) foi evidenciada também a incorporacao
da MDHD ao osso neoformado e um estdgio mais avangcado de reparo, quando
comparado ao lado controle, fato esse também observado por outros pesquisadores,
como Gomes et al., (2006) e Almeida e Alves (2007). Tal achado sugere a baixa
antigenicidade, propriedades e ressalta o potencial quimiotatico da matriz.

As fibras de colageno sdo produzidas por fibroblastos e formam uma rede
fibrilar no inicio do processo de cicatrizacdo tecidual. Este scaffold ou suporte
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tridimensional de fibras colagenas, o que chamamos de matriz provisional, permite a
deposicdo de matriz 6ssea no alvéolo dentario (Shyng et al., 1999; Bouletreau,
Warren e Longaker, 2002). Em concordancia com estudos prévios, os resultados na
analise imunohistoquimica demonstraram um aumento significativo na expresséao (p
<0,05) de colageno tipo Il aos 3 e 7 dias. Estes resultados vdo ao encontro de
dados previamente reportados, onde altas concentracdes de fatores de crescimento
foram encontradas durante as etapas iniciais de reparo, quando a matriz 6ssea esta
sendo simultaneamente estruturada por proteinas da matriz, inclusive colageno tipo
[l (Gurkan, Gargac e Akkus, 2010). No entanto, aos 14 e 21 dias observou-se menor
expressao de colageno para o grupo experimental, fato decorrente de uma provavel
adaptacdo compensatéria do tecido frente a maior exposicdo a moléculas
provenientes da MDHD em reabsorcéao.

As BMPs liberadas da MDHD em reabsorcdo sdo responsaveis, assim como
outros fatores de crescimento, pela osteoinducdo e aumento da producédo de
colageno tipo Ill. Pesquisas adicionais deverdo ser realizadas no sentido de
identificar novos mecanismos responsaveis por estas propriedades da matriz
dentinaria e outros elementos que podem ter sua expressao alterada pela presenca
da MDHD.

O grau de resposta do hospedeiro a um enxerto pode também estar
relacionado a concentracdo do antigeno e a dose total (Burchardt, 1983). Apesar de
gue os molares de ratos assemelham-se aos molares humanos (Macapanpan,
Weinmann e Brodie, 1954), as dimensdes do alvéolo sdo muito reduzidas, o que
possivelmente dificultou a padronizacdo da insercdo da quantidade de matriz
dentinaria nos alvéolos. Para esclarecer melhor este evento, novos estudos devem
ser realizados no sentido de estabelecer critérios para a espessura e quantidade

ideal de fatias deste material a ser inserido.
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7. CONCLUSAO

Os resultados obtidos dentro das condicBes experimentais desta pesquisa
demonstraram que a MDHD possui capacidade osteocondutora e indutora durante o
reparo 6sseo e promoveu aumento na expressdo de coladgeno tipo Ill, com maior
intensidade no periodo de 7 dias, devido a regulacdo da expressao desta proteina
pelas moléculas presentes na dentina.

Assim, o tratamento dos alvéolos com MDHD favorece o reparo trazendo
grandes beneficios a reabilitacdo de pacientes com lesdes dsseas que ndo se
regeneram adequadamente por si sO, devolvendo assim as funcdes e

restabelecendo a qualidade de vida aos pacientes.
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