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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pos-Graduacdo em Medicina Veterinaria
Universidade Federal de Santa Maria

HIDROXIAPATITA SINTETICA ASSOCIADA OU NAO A FRAQAO
TOTAL DE CELULAS MONONUCLEARES NA REGENERAQAO DE
OSSO ALVEOLAR DE CAES
Autora: ERICA BATISTA FONTES
Orientador: NEY LUIS PIPPI
Data e local da defesa: SANTA MARIA, 09 DE MARCO DE 20009.

Vérios fatores, dentre eles a doenca periodontal, podem levar a reabsorcdo do osso alveolar. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar a fragdo total de células mononucleares (FTCM) proveniente da medula 6ssea
(MO) na regeneracéo alveolar da mandibula de cées, quando associadas a hidroxiapatita sintética (HA). Para isso,
foram utilizados 18 cdes divididos em 2 grupos (Gl e GII). No Gl o defeito foi preenchido somente com o
biomaterial. O GlI foi tratado com HA associado & FTCM. Defeitos de 4,3 mm de didmetro foram criados entre as
raizes do quarto pré-molar direito no osso alveolar. Esses foram preenchidos com o implante correspondente a cada
grupo. A MO foi coletada dos quatro membros do animal. O acesso para a coleta no membro pélvico foi o trocanter
maior do fémur, j& 0 acesso no membro toracico consistiu no condilo maior do tmero. Da MO coletada, foi extraida
a camada mononuclear por meio de centrifugacdo em gradiente de Histopaque® 1.077. As células mononucleares
foram transplantadas logo ap6s separacdo. Com a finalidade de investigar e comparar a eficiéncia da regeneracgao
6ssea foi realizado avaliagdes clinicas diarias durante uma semana; avalia¢des radiograficas no pés-operatério
imediato, aos 14, 45 e 60 dias; e exames histoldgicos aos 14, 45 e 60 dias. A cicatrizacdo da ferida ocorreu de forma
satisfatdria e semelhante para ambos os grupos. O exame radiografico revelou evolucdo semelhante para os dois
grupos. No pos-operatério imediato, esse exame, permitiu avaliar o adequado preenchimento do defeito no Gl e GlI.
Nos dois grupos, aos 14 dias, observou-se uma diminui¢do da radiopacidade,em relagdo ao p6s-operatdrio imediato,
seguida por um aumento na mesma aos 45 dias em relagdo aos 14 dias. Essa evolucédo é esperada em um processo de
reparacdo 6sseo onde é usado como a HA. A radiopacidade aos 60 dias foi superior daquela observada aos 45 dias,
mas o defeito ainda era perceptivel. Os exames histol6gicos indicaram um processo de formacao 6sseo progressivo
nos dois grupos. Aos 14 dias, havia presenca de trabéculas dsseas no Gll, ndo sendo observadas no Gl nessa data.
De fato, o GII apresentou um processo de regeneracdo 6ssea mais acelerada em relacdo ao Gl até os 45 dias, sendo
comprovado estatisticamente pela presenca em maior quantidade de matriz dssea no GllI aos 45 dias, ao nivel de
significancia de 5%. Ainda era perceptivel a presenca da HA em algumas amostras aos 60 dias indicando que essa
néo foi completamente reabsorvida. Nenhuma reacéo do tipo corpo estranho foi observada, portanto, comprovando a
biocompatibilidade do material. Coletivamente, os resultados obtidos neste trabalho mostraram que a associagao da
FTCM provenientes da medula 6ssea de cdes a HA favoreceu a regeneragdo 6ssea em defeitos realizados no 0sso
alveolar da mandibula de cdes. Quando comparada ao uso somente da hidroxiapatita sintética, esse processo de
regeneracgdo ocorreu de forma mais rapida em defeitos preenchidos com o biomaterial associado & FTCM.

Palavras-chave: células mononucleares da medula 6ssea, hidroxiapatita, 0sso alveolar, cdo
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EFFECT OF BONE MARROW-DERIVED MONONUCLEAR CELLS
COMBINED WITH HYDROXIAPATITE ON THE REGENERATION OF
ALVEOLAR BONE IN DOGS
Author: ERICA BATISTA FONTES
Adviser: NEY LUIS PIPPI
Date and local of defense: SANTA MARIA, March 9", 2009

Several factors, including periodontal disease, can lead to alveolar bone reabsorbtion. The aim of this study
was to investigate and compare the efficiency of mononuclear bone marrow cells (MN-BMC) associated with
hydroxiapatite with hydroxiapatite alone, to promote bone regeneration. The dogs were separated in two groups (Gl
and GII) of nine animals. A defect of 4,3 mm diameter was surgically induced by a trephine bur between the dental
roots of the fourth pre-molar tooth. In each dog the wound was treated with FMCB associated with HA (GII) or HA
alone (GI). Bone marrow was extracted from all four members, the surgical access for this procedure consisted in
the major tracanter of the femur and humerus condyle. In order to process the bone marrow a Histopaque® 1.077
gradient was used to separate the layer of mononuclear cells. A small sample of this layer was used for verification
of total cell count and viability. The obtained mononuclear cells were then transplanted to the patients as soon as
possible. Clinical evaluations for 7 days, radiologic examinations at 14, 45 and 60 days, and histological analyzes at
14, 45 and 60 days were made in order to investigate and compare the efficiency of the treatments in bone
regeneration and/or reparation. The surgical procedure was adequate for the investigation purpose and the trephine
bur permitted standardization of the bone defects. Adequate cell number and viability were obtained from the four
bone marrow extractions followed by their processing. Scarring of the surgical wound was satisfactory and occurred
similarly for the two groups. Both groups presented similar progress by radiological examination. Immediate post-
surgical exams indicated that the bone defect had an adequate fulfillment. At 14 days, radiopacity had diminished
when compared with immediate post-surgical finding; this was followed by an increase in radiopacity at 45 days, in
both groups. Even though bone defect was still visible, radiopacity at 60 days was higher than that of 45 days.
Histological evaluation indicated a progressive bone formation process in both groups. Immature bone was already
visualized at 14 days in GlI. In fact, histological and statistical analyzes provide reliable data that bone regeneration
occurred in a less amount of time in Gl at a probability of 5%. HA was still present at the 60 day group evaluation
witch indicates that this biomaterial had not been completely absorbed at this time. Additionally, foreign body
reactions were not present proving that the bone grafts used was biocompatible. In summary, this study has shown
that the use of MN-BMC in combination with HA resulted in improvement in bone reparation when compared with
HA alone.

Key-words: mononuclear bone marrow cell, hydroxiapatite, alveolar bone, regeneration, dog
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal é uma das principais afec¢des bucais que acometem o0s cdes e
gatos, atingindo cerca de 80 a 85% dos cdes e gatos adultos. E um processo progressivo,
destrutivo e ndo regenerativo caracterizado por inflamagdo. Como consequéncia dessa
enfermidade ocorre danos as estruturas que protegem e sustentam o dente (periodonto), levando
a reabsorcéo dessas, inclusive do o0sso alveolar (HARVEY; EMILY, 1993; EMILY et al., 1999).
Além da doenca periodontal, outros fatores como doencas metabolicas e traumas, podem levar a
perda alveolar. As terapias periodontais ttm como objetivo ndo apenas estacionar a progressao
da doenca pela interrupcdo da acdo inflamatéria, mas também possibilitar a restauracdo das
estruturas perdidas, especialmente quanto a manutencdo da arquitetura e estado funcional das
mesmas (MATSUURA et al., 1995; GIANNOBILE et al., 1998).

Os animais portadores de doenca periodontal, normalmente, sdo encaminhados ao médico
veterinario quando o processo inflamatdrio encontra-se avangado. Nesses pacientes, ha grande
perda Ossea tornando-se importante no tratamento o emprego de técnicas que promovam a
regeneracao 6ssea (EMILY et al., 1999).

O principal objetivo dos procedimentos cirargicos empregados para o tratamento de
doencas periodontais é o0 uso de enxertos 6sseos autélogos para estimular o crescimento 4sseo e a
fixacdo do implante. Entretanto, a quantidade de enxerto que pode ser coletada de um paciente é
limitada e envolve morbidade do sitio doador. Outra alternativa seria o uso de aloenxertos
provenientes de bancos; porém as complicacGes dessa fonte envolvem alto risco de doenca do
hospedeiro-versus-enxerto, transmissao de doenca infecciosa e falha no enxerto. Existem ainda
0S xenoenxertos, apesar de ndo apresentarem grande aplicabilidade na medicina veterinéria pela
potencialidade em causar rejeicdo (PERMATTEI; FLO, 1999; DENNY; BUTTERWORTH,
2006). Portanto, ainda ndo ha um método ideal que promova a inducdo da formacdo de novo
0SSO Sem riscos ao paciente.

As células-tronco mesenquimais estdo sendo largamente estudadas e representam uma
alternativa em potencial, principalmente devido a sua capacidade de se diferenciar em varios
tecidos. Sabe-se ainda que essas células sdo um importante componente da fracdo total de células

mononucleares (FTCM). Assim sendo, torna-se relevante avaliar a regeneracao 6ssea promovida
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pela FTCM quando implantadas junto a substitutos 6sseos, ja que o emprego desse enxerto
fornecerd células capazes de se diferenciarem em osteoblastos. Ao incorporar a matriz
especificamente desenhada, ou seja, a hidroxiapatita sintética combina-se mais de uma estratégia,
favorecendo o processo de regeneracdo 0ssea (DE KOK et al., 2003). Para a técnica proposta,
ndo seria necessario a obtencdo de autoenxertos 6sseos e aloenxertos reduzindo a morbidade do
processo e reduzindo os riscos representados pelo uso de aloenxertos. O uso da bioengenharia
tecidual permitiria a producdo de um enxerto 6sseo ideal.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a regeneracdo dssea em defeitos alveolares
mandibulares de cdes quando tratados com FTCM, provenientes da medula 0ssea, associadas a
hidroxiapatita sintética quando comparado a introducao deste biomaterial somente. O uso dessa
FTCM baseou-se no fato de serem de facil extracdo, e por conterem células-tronco
mesenquimais que se diferenciam em mdltiplas linhagens quando em condi¢des especificas,
inclusive em linhagens osteogénicas (BARRY; MURPHY, 2004; COVAS, 2006; NARDI,
MEIRELLES, 2006). Para isso, foi proposto especificamente:

o Analisar a eficiéncia de um método alternativo de puncéo para a coleta da medula dssea
(MO);

o Analisar clinica, radiogréfica e histologicamente a biocompatibilidade do composito in
Vivo;

o Comparar por meio de analises clinicas, radiologicas e histologicas qual protocolo para

implante proposto favorece regeneracdo 6ssea mais rapida e eficiente.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - 0sso

O tecido 6sseo € um tipo especializado de tecido conjuntivo formado por uma parte
organica e uma parte inorganica (HILL; ORTH, 1998). A fase inorganica é composta por
minerais que fazem parte da matriz 6ssea extracelular. O mineral predominante no 0sso € um
anadlogo do mineral hidroxiapatita de ocorréncia natural, aquele é representado pela formula
Cayo(PO4)s(OH),. Além de célcio, fosfato e hidroxila, esta presente também nessa fase, porém
em menor quantidade, ions como sodio, fluor, citrato, magnésio e carbonatos (BOSKEY, 2006).
A parte inorgénica do tecido 6sseo consiste em uma fase amorfa e uma fase cristalina, a primeira
sendo basicamente fosfato enquanto que a Gltima é hidroxiapatita. A fase amorfa predomina em
0ss0s novos e é parcialmente transformada em fase cristalina. J& a fase orgénica consiste
primariamente de coldgeno tipo | e de uma pequena quantidade de proteinas ndo-colagenosas,
além dos componentes celulares (HILL; ORTH, 1998), que serdo citados posteriormente.

A macroestrutura do tecido 0sseo é composta por 0sso cortical, 0sso trabecular, medula
Ossea e vasos sanguineos; enquanto que sua microestrutura engloba 0 0sso primario ou
entrelagado, 0 0sso secundario ou lamelar, e as células Gsseas. O 0sso primario, constituinte do
0sso trabecular, apresenta, em sua composi¢do, espacos grandes que contém gordura, vasos
sanguineos e tecido conectivo, ja 0 0sso secundério, constituinte do osso cortical, é formado
pelas lamelas Haversianas ou concéntricas que comportam 0s vasos sanguineos. As células
componentes do 0sso incluem os osteoblastos, ostedcitos e 0s osteoclastos, sendo que cada uma
dessas possui uma funcdo importante na manutengéo desse tecido (WOODARD, 2000; DENNY;
BUTTERWORTH, 2006).

Os osteoblastos possuem funcdo osteogénica, ou seja, sintetizam 0s componentes
organicos e inorganicos da matriz 6ssea. A medida que ocorre a sintese da matriz 4ssea, 0s
osteoblastos ficam enclausurados pela prépria matriz neoformada, transformando em ostedcitos.
Os ostedcitos, portanto, nada mais sdo do que osteoblastos maduros incorporados a matriz
ostedide. Ja o0s osteoclastos sdo células gigantes multinucleadas, derivadas do sistema

monocitico-macrofagico, e estdo envolvidas com a remodelacdo e reabsorcdo Ossea. Os
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osteoclastos estdo associados a pequenas cavidades de reabsor¢cdo denominadas lacunas de
Howship (PERMATTEI; FLO, 1999; DENNY; BUTTERWORTH, 2006) e exercem importante
papel na reparacdo 6ssea (WOODARD, 2000).

O osso € um 6rgdo dinamico que cresce e remodela ao longo da vida. O remodelamento
6sseo é um processo complexo que envolve a reabsorcdo de tecido 6sseo em uma superficie,
seguido por uma fase de formacdo Ossea. Sabe-se que esse processo sofre influéncia hormonal
sisttmica e tem sido sugerido que ocorra também um controle local, exercido por fatores
autocrinos ou paracrinos gerados no microambiente ésseo (HILL; ORTH, 1998). Os hormonios
sistémicos regulam a sintese, ativacao e os efeitos desses fatores locais, que irdo agir induzindo a
replicacdo de células indiferenciadas, recrutando-as e influenciando no funcionamento de células
diferenciadas (CANALIS, 1983). Os fatores locais, como os fatores de crescimento, citocinas e
prostaglandinas, sdo sintetizados por células do esqueleto. Os fatores de crescimento sdo
polipeptideos que regulam a replicacdo e a funcdo celular, sdo importantes no processo de
regeneracao 0ssea sendo representados pelas proteinas dsseas morfogéneticas, pelos fatores de
crescimento fibroblasticos, fatores de crescimento derivados de plaquetas, interleucinas, fator de
necrose tumoral, fator estimulador de col6nias, entre outros (HILL; ORTH, 1998).

A regeneracdo 0ssea € derivada de um conjunto de eventos com etapas bem definidas.
ApoOs uma lesdo, ocorre a formacdo de um hematoma inicial, seguida de uma fase inflamatoria.
Nessa fase, ocorre dilatacdo vascular e exsudacdo de liquido e leucdcitos. A formacdo de um
coagulo organizado permite a neovascularizacdo e formacdo de tecido de granulacdo. Na fase
seguinte, denominada fase de reparagdo, células mesenquimatosas pluripotenciais provenientes
do tecido mole, periosteo e da medula 6ssea formam um tecido composto por fibrocartilagem. A
fibrocartilagem sofre mineralizagdo, formando 0sso esponjoso e finalmente osso. A Ultima fase
consiste na fase de remodelagem em que o calo ira sofrer reducéo, a medida que 0 0sso reticular
recém formado € convertido em osso lamelar (PERMATTEI; FLO, 1999; WOODARD, 2000;
HULSE; JOHNSON, 2002).

Sao comuns as doencas relacionadas a anormalidades quanto a remodelacdo 6ssea em
humanos, como exemplos, osteoporose, artrite, ostedlises induzidas por tumores e periodontite
(WOODARD, 2000). Em medicina veterinaria, essa Ultima é sem duvida a causa mais frequente

de perdas dentais e consultas odontoldgicas em pequenos animais (EMILY et al.,1999).
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2.2 — Doenga periodontal

A doenga periodontal é a doenga mais comum que acomete caes e gatos (HARVEY;
EMILY, 1993). Fatores como idade, peso, formato do cranio, dieta e habitos de mastigacdo
influenciam na prevaléncia. Doenca periodontal, também denominada de periodontite, se
caracteriza por um processo inflamatorio envolvendo estruturas que circundam o dente,
podendo ocorrer gengivite, degradacdo da membrana periodontal, reabsorcdo do o0sso alveolar
e retracdo de tecidos gengivais (EMILY et al., 1999). Essa enfermidade é causada pelo
acumulo de placa bacteriana no dente e estruturas adjacentes, sendo um processo destrutivo,
progressivo, ndo regenerativo e incurdvel se ndo houver medidas de controle para placa
bacteriana (HARVEY; EMILY, 1993).

As terapias periodontais tém como objetivo ndo apenas estacionar a progressao da
doenca pela interrupcdo da acdo inflamatoria da placa bacteriana, mas também possibilitar a
restauracao das estruturas perdidas, especialmente quanto a manutenc¢do da arquitetura e estado
funcional das mesmas (EMILY et al., 1999; WIKESJO; SELVIG, 1999). Assim, 0s
tratamentos tidos como reconstrutivos e regenerativos empregam um papel importante na
periodontopatia, j& que tem como finalidade a formacéo de novos tecidos.

Em periodontites graves, onde a perda déssea € intensa, 0 processo natural de reparo
6sseo nao é suficiente sendo necessaria a intervencado do cirurgido, com o objetivo de favorecer
0 processo de reparacdo. Portanto, as seguintes estratégias podem ser utilizadas para promover
a regeneracdo 0ssea: osteogénese (transferéncia de células), osteoinducdo (induzir células a se
tornarem 0sso), osteoconducdo (fornecer um arcabouco para as células produtoras de 0sso) e
osteopromocao (promover a regeneracdo Ossea fornecendo um ambiente bioldgica e
mecanicamente favoravel a regeneracdo 6ssea); sendo que, 0 objetivo seria combinar o maior
numero de estratégias possiveis (DE KOK et al., 2003; KRAUS; KIRKER-HEAD, 2006).
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2.3 — Células-tronco

As células-tronco vém sendo alvo de grandes pesquisas principalmente quanto a sua
potencial capacidade de originar tecidos especializados, entre eles, o tecido 6sseo. Estas células
possuem trés caracteristicas que as diferem das outras células do organismo: sdo células
indiferenciadas e ndo especializadas, com capacidade de se multiplicarem por longos periodos
por divisdo assimétrica e de se diferenciarem em células especializadas de um tecido particular
(ZAGO, 2006).

As células-tronco podem ser classificadas quanto a sua origem em célula-tronco
embrionéria, célula-tronco germinativa ou célula-tronco adulta (ZAGO, 2006). Podem também
ser classificadas quanto a sua capacidade de diferenciagdo em totipotentes, pluripotentes,
multipotentes ou unipotentes. As células totipotentes sdo capazes de se diferenciarem em todos
os tecidos que formam o individuo, incluindo a placenta e seus anexos. Elas sdo encontradas nas
primeiras fases de divisdo celular, desde o odcito fertilizado até o embrido no estagio de morula.
As células pluripotentes, representadas pelas células-tronco embrionérias, sdo capazes de se
diferenciarem em qualquer tecido das trés camadas germinativas. As células-tronco adultas
podem ser multipotentes ou unipotentes. Células multipotentes sdo aquelas que podem se
diferenciar em um tecido que ndo seja aquele que a célula reside, podendo dar origem a tecidos
de camadas germinativas diferentes. Ja células-tronco unipotentes sdo células indiferenciadas
que tém capacidade de se diferenciarem em somente um tipo celular especifico (FRITSCH et al,
2007).

As ceélulas-tronco adultas estdo presentes em pequenas quantidades no organismo, sdo
populacdes raras e se localizam em nichos especificos (FORTIER, 2005; MEIRELLES et al.,
2006; NARDI; MEIRELLES, 2006). A interacdo dessas células com seu nicho é essencial para
sua existéncia e funcionamento (FUCHS et al, 2004). Apesar de ndo haver um consenso quanto a
nomenclatura dessas células, devido a divergéncias entre diferentes laboratérios quanto ao
isolamento e caracterizacdo dessas células (NARDI; MEIRELLES, 2006), para este trabalho
usar-se-4 o termo célula-tronco mesenquimal. Além da célula-tronco mesenquimal, existe a
célula-tronco hematopoiética, a primeira célula-tronco a ser descrita, sendo ainda a mais bem
compreendida e a mais amplamente aplicada em protocolos clinicos (FORTIER, 2005; NARDI;
ALFONSO, 2006). Esta célula esta presente na medula 6ssea e é responsavel pela renovacao dos

componentes do sangue.
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As células-tronco mesenquimais sdo células multipotentes capazes de se diferenciarem
em osteoblastos, condrocitos, adipocitos, tendcitos e mioblastos, entre outros tecidos
(JOHNSTONE et al., 1998; PITTENGER et al., 1999; BARRY, et al, 2001; BARRY,;
MURPHY, 2004; CHO et al., 2005, COVAS, 2006; NARDI; MEIRELLES, 2006;
MCTAGGART; ATKINSON, 2007; MYGIND et al., 2007). Sabe-se que a medula ¢ssea possuli
uma pequena populacdo de células-tronco mesenquimais que corresponde a cerca de 0,001 a
0,01% de todas as células nucleadas medulares. Estas células compdem a fragdo mononuclear da
medula 6ssea (PITTENGER et al., 1999; FORTIER, 2005; COVAS, 2006). O uso dessas células
baseia-se no fato de serem de facil extracdo, facil cultivo e podem ser induzidas a se
diferenciarem em multiplas linhagens quando em condigdes especificas (JOHNSTONE et al.,
1998; PITTENGER et al., 1999; BARRY, et al, 2001; BARRY; MURPHY, 2004; CHO et al.,
2005; FORTIER, 2005; COVAS, 2006; NARDI; MEIRELLES, 2006; MYGIND et al., 2007).
Como ja foi dito, essas células possuem trés caracteristicas que as diferem das outras células do
organismo: sao células indiferenciadas e ndo especializadas, sdo capazes de se multiplicarem por
longos periodos por divisdo assimétrica e sdo capazes de se diferenciarem em células
especializadas de um tecido particular. A divisdo assimétrica consiste na capacidade da célula-
tronco se dividir dando origem a uma célula indiferenciada, repondo o “pool” de células-tronco,

ou alternativamente, pode se diferenciar em célula especializada (ZAGO, 2006) (Figura 1).

Pool de Células-Tronco

Divisdo Assimetrica

( ;{ S
Célula = -

L¥

Ceélulas-Tronco . Restrita | s i

"

| <

Células
Diferenciadas

Figura 1 — Desenho ilustrativo demonstrando a caracteristica das células-tronco
de se dividirem assimetricamente (Fonte: Zago, 2006).
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As células-tronco mesenquimais (CTM) tém sido extensivamente estudadas em
diversos tecidos, inclusive no 0sso. Nesse tecido, destaca-se sua capacidade osteoindutora e
osteopromotora (OREFFO et al.,, 1999; PITTENGER et al., 1999; OTTO; RAO, 2004,
BARRY; MURPHY, 2004; COVAS, 2006; NARDI; MEIRELLES, 2006). Além disso, tem-se
estudado e empregado atualmente os substitutos 6sseos na regeneracdo e reconstrucdo 0ssea,
pela sua capacidade osteocondutora (JENSON et al., 1996). Segundo De Kok et al. (2003), a
associagdo de CTM com substitutos 0sseos promove a formacdo dssea em defeitos

mandibulares extensos.
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2.4 — Substitutos 6sseos

2.4.1 — Enxertos 6sseos

Existem basicamente trés tipos de enxertos 0sseos empregados na rotina cirdrgica, a citar:
enxerto esponjoso, enxerto cortical e enxerto corticoesponjoso. Esses ainda podem ser
classificados em autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto, sendo que o Ultimo ndo possui ainda
grande aplicabilidade na rotina veterinaria. Os enxertos 6sseos possuem vantagens proprias,
sendo que o enxerto esponjoso fornece células e mediadores quimicos capazes de promoverem
osteoconducdo, enquanto o enxerto cortical fornece um arcabougo por onde havera migracao de
células que promoverdo a sintese do novo tecido 6sseo (DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

Os enxertos autdlogos sdo aqueles provenientes do préprio animal e sdo largamente
utilizados para tratamentos como fraturas com perdas de tecido 6sseo, unides retardadas ou nao-
unides, tumores 0sseos, entre outros (PERMATTEI; FLO, 1999; DENNY; BUTTERWORTH,
2006; BICALHO et al., 2008). A grande vantagem dessa pratica € o risco isento de ocorrer
reacao de imunogenicidade. Apesar de ser a técnica padrao empregada quando da necessidade de
realizar enxertias, a quantidade limitada de tecido 6sseo disponivel, o tempo envolvido na coleta
do material aumentando o tempo cirdrgico e consequentemente anestésico e o fato de resultar em
morbidade do sitio doador tém direcionado a busca de alternativas com os substitutos 4sseos
(NASR et al., 1999).

Aloenxerto refere-se a transferéncia de tecidos ou Orgdos retirados de um animal e
transplantado em outro da mesma espécie (DENNY; BUTTERWORTH, 2006). A grande
vantagem dessa técnica é a possibilidade de criacdo de um banco de tecidos 0 que proporcionaria
uma quantidade ilimitada de tecido doador. Assim como 0s autoenxertos, os aloenxertos sdo
utilizados com sucesso na cirurgia ortopédica, porém apresentam como desvantagens a
possibilidade de causar reacdo de imunogenicidade e a possibilidade de transmisséo de doencas
(NASR et al., 1999; DENNY; BUTTERWORTH, 2006).

Os xenoenxertos representam os enxertos compartilhados entre espécies diferentes, como
exemplos, 0 0sso bovino (OLIVEIRA et al., 2001; CONSOLARO et al., 2004; GOMES et al.,
2007) e os corais marinhos das familias Portitidae e Goniopora (NASR et al., 1999, PETITE et

al., 2000; BICALHO et al., 2008). Tecnicas atuais de processamento promovem a fabricacdo de
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enxertos biocompativeis e livres do risco de transmissdo de possiveis doencas, porém essa
possibilidade sempre existe (NASR et al., 1999).

Implantes aloplasticos sdo aqueles em que o material implantado € sintetizado no
laboratdrio, entre eles estdo os materiais metalicos, 0os polimeros, e as ceramicas. As ceramicas
podem ser divididas naquelas denominadas inertes (ou quase inertes), entre as quais se destaca a
alumina, a zirconia e o carbono, e as bioceramicas. As mais utilizadas na regeneracao 6ssea sdo o
fosfato tricélcio, que é uma forma porosa do fosfato de calcio, e a hidroxiapatita, essa ultima, tém
como caracteristica possuir constituicdo semelhante ao 0sso, ou seja, € formada basicamente por
ions célcio e fosfato, podendo variar dependendo do produto (NASR et al., 1999; PEREIRA et
al., 2006; WILSON et al., 2007). Ressalva-se a possibilidade de formacéo de compositos entre 0s
variados tipos de implantes possibilitando que vantagens especificas de determinado biomaterial
sejam somadas (PEREIRA et al., 2006).

2.4.2 — Hidroxiapatita

A hidroxiapatia (HA) tem despertado grande interesse bioldgico por ser o principal
constituinte inorganico dos 0ssos e dentes dos seres vertebrados. Baseado nisso, tem sido criado
formas sintéticas dessa substancia com grande utilidade na regeneracdo de defeitos 0sseos
(WOODARD, 2000; BOIVIN & MEUNIER, 2003; DENNY; BUTTERWORTH, 2006;
BOSKEY, 2006; BICALHO et al., 2008; YOSHIKAWA et al.,, 2008). As propriedades
bioldgicas da hidroxiapatita como biomaterial tém sido extensivamente descritas nos Gltimos
anos (REZENDE et al., 1998; NASR et al., 1999; YAMAMOTO et al., 2000; BORGES et al.,
2000; YOSHIKAWA; MYOQUI, 2005; DUARTE et al., 2006; MYGIND et al., 2006; VITAL et
al., 2008; YOSHIKAWA et al., 2008; PIERI et al., 2009; SA et al., 2009). Dentre as
caracteristicas da HA detalhadas destacam-se sua biocompatibilidade, seguranca (ndo € toxica,
nem alergénica ou carcinogénica), biodegradabilidade e principalmente, sua capacidade
osteocondutora.

Comercialmente estéo disponiveis basicamente trés formas de HA, em blocos densos, em
blocos compostos por microporos e em granulos. Essas possuem estrutura porosa diferenciando-
se em relacdo ao tipo de poros, se sdo intermoleculares ou intramoleculares. A vantagem do
produto denso formado por uma microestrutura com poros intermoleculares se refere a forca

ténsil superior, caracteristica importante quando se aplica a ossos longos (LEGEROS, 2002;
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PEREIRA et al., 2006). HA funciona como uma espécie de “arcabouco” (suporte passivo) por
onde ocorre neoformacéo vascular, proliferagdo celular, crescimento fibrovascular, formacéo de
ostedide e crescimento do 0sso mineralizado (BORGES, 1998; REZENDE et al., 1998; NASR et
al., 1999; LEGEROS, 2002; WILSON et al., 2007; PEREIRA et al., 2006; BICALHO et al.,
2008).

No presente trabalho, utilizou-se HAP-91®, que constitui uma forma granular de HA,
composta por microporos intermoleculares. Sua sintese consistiu na precipitacdo da HAP-91® a
partir da reacdo de H3PO4 com Ca(OH),. O precipitado foi submetido a um processo de filtragdo
seguida de secagem por passagem de ar. Posteriormente, o produto foi aquecido a 900°C por
uma hora (BICALHO et al., 2008).

A hidroxiapatita sintética ¢ um exemplo de um biomaterial sendo empregado em
cirurgias mandibulofaciais (LIMA et al., 2003). Essa é biocompativel, ndo é carcinogénica e nem
alergénica (GONZALEZ, 1993; OONISHI et al., 1997), sendo, portanto, um material seguro e
clinicamente aceitavel na obliteragcdo de varios defeitos periodontais (BROWN et al., 1998). A
FTCM € uma fonte de células-tronco mesenquimais com capacidade osteogénica. Ao utilizar a
FTCM provenientes do proprio animal associada a hidroxiapatita sintética forma-se um enxerto
ideal com caracteristicas osteoindutoras e condutoras, além de possuir caracteristicas autologas,

evitando assim a rejeicao do implante.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 - Modelo animal

Para os experimentos conduzidos nesse trabalho foram utilizados 18 cées higidos,
machos e fémeas, adultos, sem raca definida, pesando entre 15 a 20 kg, provenientes do biotério
central da Universidade Federal de Santa Maria. Estes passaram por uma fase de adaptacao de 15
dias, prévio ao inicio do experimento onde foram devidamente vermifugados® e vacinados?. Os
cées foram mantidos em baias individuais durante todo experimento, onde receberam ragdo® duas
vezes ao dia e agua ad libitum.

O presente estudo seguiu as normas de experimentacdo segundo o Comité de Etica e
Bem Estar Animal para o uso de animais da Universidade Federal de Santa Maria e foi aprovado
pelo parecer nimero 14/2008 (processo nimero 23081.003283/2008-50).

3.2 - Implantes

O compésito utilizado foi composto pela hidroxiapatita sintética (HAP-91®*

) no grupo
controle (GI) e uma associacdo de hidroxiapatita sintética com FTCM no grupo tratado (GlI).
Utilizou-se a HAP-91®, que constitui uma forma granular de HA, composta por microporos

intermoleculares.

Canex Composto — Vetbrands Satide Animal — Paulinia — SP

2 Bio Max — Lema Bioldgico do Brasil Ltda. — Lagoa Santa — MG

% pedigree — Waltham. Av. Caeteno Schincariol, 900 — Mogi Mirim — SP
4 HAP-91® - JHS - Laboratério Quimico Ltda. — Sabard — MG
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3.3 - Extracao e isolamento da fracdo total de células mononucleares (FTCM) provenientes

da medula 6ssea (MO)

Para a extracdo e isolamento da FTCM, os animais foram submetidos a jejum hidrico e
alimentar de 12 horas, pesagem, banho, e tricotomia dos membros pélvicos e toracicos. A
tricotomia se estendeu desde a regido da coluna lombar até a altura da articulagcdo femoro-tibio-
patelar, enquanto que a dos membros toracicos se estendeu da regido um pouco acima da
articulacdo escapulo-umeral até a articulagdo Umero-radio-ulnar. Os cdes foram entdo
encaminhados ao centro cirlrgico do Laboratério de Cirurgia Experimental do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Santa Maria, onde foram sedados com 0,1mg kg™ de
acepromazina® a 1% associado a 0,3pg kg™ de cloridrato de tramadol® por via intramuscular. A
inducdo anestésica foi realizada com propofol’ na dose 6mg kg™ por via intravenosa. Em
seguida, os animais foram entubados com auxilio de uma sonda orotraqueal e foram mantidos
em plano anestésico por anestesia inalatéria com halotano® vaporizado em oxigénio 100%. Logo
apos inducdo anestesica, foram colocados, num primeiro momento em decubito lateral direito, e
apos todos os procedimentos para cirurgia asséptica procedeu-se a coleta da medula 6ssea. As
amostras foram obtidas com auxilio de uma agulha do tipo Steis® sendo que, para penetrar no
espaco medular dos 0ssos, foi realizada uma pequena incisdo; em seguida, introduziu-se a agulha
mediante puncdo rotacional. O local da puncdo correspondeu a fossa trocantérica femoral no
membro posterior por acesso lateral ao osso (Figura 2) e ao condilo umeral no membro anterior

por acesso craniolateral (Figura 2). Esse procedimento foi realizado também do lado esquerdo.

% Acepran — Univet — S&o Paulo — SP

® Tramal — Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A — Pouso Alegre - MG

" Prpovan® - Cristélia Produtos Farmacéuticos Ltda. — Itapira — SP

8 Halotano Cristélia Produtos Farmacéuticos Ltda. — Itapira — SP

® Agulha Sties — Tucumedy — Marthan Med Tec-popper-PBN-M.D. Tech — Porto Alegre - RS
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a A
Figura 2 — Acessos para introdu¢do da agulha de Steis. No membro torécico o
acesso foi craniolateral na altura da articulagdo escapuloumeral,
correspondendo ao cdndilo umeral (seta vermelha), enquanto que ho membro
pélvico o acesso foi lateral ao fémur permitindo exposicdo a fossa trocantérica
femural (seta amarela).

O sangue da medula dssea foi extraido com auxilio de seringas de 10 mL previamente
heparinizadas'® mediante aplicacdo de press&o negativa na mesma (Figura 3A). Foram extraidos
aproximadamente 20 mL de cada local de colheita em um total de 80mL por animal. Esse
material foi transferido para a bolsa de colheita de medula, Kit Bone Marrow (Figura 3B),
contendo 0,1mL de heparina e 20 mL de solugdo salina 0,9%" para cada 80 mL de sangue de
medula. Depois de realizada a colheita o local da inciséo foi devidamente suturado utilizando fio

de nailon cirtrgico' 3-0 em um padréo de sutura simples separado.

10|_jquemine — Roche — Rio de Janeiro — RJ

1 Cloreto de sédio 0,9% - Texon — Viaméo - RS

12 Mononylon 3-0 — Ethicon Johnson & Johnson — S&o Paulo - SP
13 JP IndUstria Farmacéutica S.A.
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Figura 3 - Aspragéo da fnedula 6ssea com a_uxilio de uma seringa de 10
mL mediante aplicacdo de pressdo negativa por tracdo do émbolo(A);
bolsa de colheita de medula (Kit Bone Marrow) (B).

A MO foi submetido a uma filtragem que consistiu na passagem da medula colhida por
um pré-filtro de 500 micras seguida de um filtro de 200 micras, o que permitiu a filtragem de
espiculas 6sseas e coagulos oriundos do processo de colheita. A amostra colhida foi transferida
para uma bolsa de infusdo propria de MO acoplada no mesmo Kit e encaminhada, ainda estéril,
imediatamente ao laboratorio de terapia celular para a realizacdo da obtencéo do botdo de fracdo
total de células mononucleares (FTCM). Durante a transferéncia, uma aliquota de 1 mL de MO
foi colhida da bolsa de infuso®®, para a realizacio de mielograma. (osteomielograma).

A MO colhida foi centrifugada a 400 g por minuto em tubos Falcon de 50mL e isolada em
gradiente de densidade Histopaque® 1.077** (Figura 4A), de acordo com a técnica de Boyum
(1968), o que gerou uma solucdo em 3 camadas (Figura 4B). Com o auxilio de uma pipeta
automatica, a camada intermediaria, correspondente & FTCM foi removida e novamente
centrifugada para obtencdo de um botdo celular (Figura 4C). Apé6s a obtengdo do botdo de
FTCM, realizaram-se duas lavagens com cloreto de sodio a 0,9% para a remocdo do
Histopaque® 1.077 e uma lavagem com soro autélogo. Uma pequena fracdo (70uL) de FTCM
suspensa foi colhida com auxilio de uma pipeta automatica e enviada ao laboratério de analises
clinicas para contagem manual da porcentagem de células mononucleares e teste de viabilidade

celular com azul de Trypan®® 1%, sendo considerada aceitéavel uma viabilidade acima de 70%. O

“Histopague — Sigma — S&o Paulo — SP
15 Trypna blue — Comercial Quimica Americana Ltda. — Paulinia - SP
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restante do botdo com FTCM foi transferido para um tubo eppendorf (Figura 4D) e enviado para

0 bloco cirargico para ser administrado na les&o.

Figura 4 — Medula dssea sobre Histopaque® 1.077 em tubos falcon de
50 mL (A); medula 6éssea apds centrifugacdo em gradiente de
densidade com Histopaque® 1.077 e formacao de 3 camadas, a seta
indica a camada intermediaria formada por células mononucleares
(B); pellet formado ap6s centrifugacdo da FTCM (C); eppendorf
contendo a FTCM associada a soro autélogo (D).

Em todos os animais que receberam o enxerto composto por FTCM, durante o trans-
operatorio, foi extraido da jugular externa 10 mL de sangue para posterior separacdo do soro.
Esse foi utilizado para lavagem final do botdo de células monoucleares durante o processamento

da MO para separacao e isolamento da FTCM.
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3.4 - Procedimento cirdrgico

A proposta inicial era de utilizar, para o presente trabalho, pacientes isentos de doenca
periodontal, porém como a origem dos animais utilizados era incerta, isso se tornou inviavel.
Dessa forma, os cdes passaram por um rigoroso critério de selecdo em que foram escolhidos
animais que ndo apresentaram periodontites com uma evolucdo superior ao grau 2. Por isso,
previamente a cirurgia, todos os animais foram submetidos a tratamento para remocao de calculo
dentario uma semana antes.

Apos jejum hidrico e alimentar de 12 horas, pesagem e banho, os animais foram
encaminhados ao centro cirdrgico do Laboratorio de Cirurgia Experimental do Hospital
Veterinario da Universidade Federal de Santa Maria, onde foram sedados com 0,1mg kg™ de
acepromazina a 1% associado a 0,3pg kg™ de cloridrato de tramadol por via intramuscular. A
inducdo anestésica foi realizada com propofol na dose 6mg kg™ por via intravenosa, em seguida,
os animais foram entubados com auxilio de uma sonda orotraqual e foram mantidos em plano
anestésico por anestesia inalatéria com halotano vaporizado em oxigénio 100%. Logo ap0s a
entubacdo, foi introduzido um chumaco de algodéao na faringe do animal para prevenir aspiragdo
de fluidos oriundos do procedimento cirdrgico, esses chumagos foram removidos logo apos o
término do procedimento.

O procedimento cirdrgico para a criacdo dos defeitos 0sseos foi realizado em um mesmo
momento em que a FTCM estava sendo isolada e extraida. Para tal, o animal foi posicionado em
dectibito lateral esquerdo. A antissepsia da cavidade oral foi realizada com clorexidine® a 2%,
apos prévia higienizacdo com cloreto de sédio a 0,9%. Em seguida, um retalho mucoperiosteal
na gengiva correspondente ao quarto pré-molar foi criado com auxilio de uma lamina de bisturi
numero 15. Para isso, foi realizada uma incisdo ventral ao quarto pré-molar se estendendo desde
0 sulco gengival até a juncdo do l&bio inferior com o hemiarco mandibular (Figura 5A), da
mesma forma foi realizada uma incisdo dorsal ao mesmo dente (Figura 5B). Ato continuo foi
executada uma incis@o no sulco gengival no sentido rostrocaudal ou caudorostral se estendendo
ventralmente partindo das bordas rostral e caudal (Figura 5C). O “flap” criado foi deslocado

apicalmente expondo a superficie vestibular do osso alveolar (Figura 5D).
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Figura 5 — Realizacdo do “flap” mucoperiostial. Incisdo rostral ao quarto pré-molar se estendendo do sulco
gengival até a crista labial inferior (A); incisdo caudal ao quarto prémolar se estendendo do sulco gengival
até a crista labial inferior (B); inciséo no sulco gengival (C); deslocamento apical do retalho muco periostial

(D).

Com auxilio de uma trefina de didmetro 4,3'° mm (Figura 6A) acoplada a um motor de
baixa rotacdo (Figura 6B) foi criado um defeito no osso alveolar entre as raizes do quarto pré-
molar (Figura 6C). Para essa etapa tomou-se cuidado para néo atingir as raizes do dente e 0 0SS0
cortical localizado ventralmente na hemiarcada mandibular. O local exato correspondente a leséo
6ssea induzida so foi precisamente visualizado com o auxilio de exames radiograficos. Durante a
perfuracao do defeito, o local foi irrigado com solucéo fisioldgica estéril para evitar aquecimento

da regido (Figura 6D).

1% Broca Trefina 4,3 — Neodent Implante Osteointegravel — JJGC Ind. Com. De Materiais Dentarios Ltda. — Curitiba - PR
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Figura 6 — Broca trefina (A); motor de baixa rotacdo (B); ); irrigacdo do local cirtrgico com solugéo salina
0,9% com auxilio de uma seringa de 10 mL durante a perfuracdo (C); defeito 6sseo produzido com auxilio de
uma broca trefina e um motor de baixa rotagéo (D).

Os 18 cdes foram divididos aleatoriamente em dois grupos compostos de 9 cédes cada. O
Grupo | (GI) serviu como controle, portanto o defeito foi completamente preenchido somente
com hidroxiapatita sintética (Figura 7A). Ja no GlI, o defeito foi completamente preenchido com
hidroxiapatita sintética associada a FTCM. Esses compositos foram colocados de maneira a
preencher totalmente o defeito (Figura 7B), e para isso foram prensados levemente com um
instrumento de ponta romba, com o objetivo de preencher todos os espagos. As celulas
mononucleares foram injetadas entre camadas de hidroxiapatita sintética, de forma alternada,
com o auxilio de uma seringa de insulina (Figura 7C). Finalmente, o “flap” mucoperiosteal foi
reposicionado e suturado com pontos simples separados utilizando o fio absorvivel de
poliglactina 4-0%° (Figura 7D).

2 Vicryl® - 4-0 — Lab. Ethicon — S&o Paulo — SP
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eenchimento do defeito dsseo com hidroxiapatita sintética (A); preenchimento do
defeito 6sseo com FTCM (B); defeito 6sseo completamente preenchido com hidroxiapatita sintética (C);
sutura do “flap” mucoperiosteal em padrao simples separado (D).

Figura 7 — Inicio do pr
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3.5 - Cuidados pos-cirurgicos e avaliagdes clinicas

Todos os animais receberam cloridrato de tramadol, 2mg kg™, trés vezes ao dia, por via
intramuscular; e meloxicam® 0,1mg kg, uma vez ao dia, por via subcutanea; durante trés dias
ap6s o procedimento cirdrgico. Além disso, foram tratados com enrofloxacina (10mg kg™) e
metronidazol (30mg kg™) por via oral, uma vez ao dia, também por trés dias. Durante 14 dias,
esses animais receberam racdo comercial amolecida com &gua morna, duas vezes ao dia e 4gua
ad libitum.

O local operado foi higienizado com clorexidine 2% durante 7 dias. O exame clinico
constou de avaliacdo diaria da ferida durante os sete primeiros dias. A ferida cirargica foi
avaliada para presenca de reacao inflamatdria, sinais de deiscéncia e infec¢do da ferida cirurgica.
A avaliacdo da reagdo inflamatdria foi baseada na presenca de edema e dor. Todas as variaveis,
exceto a secre¢do purulenta e a deiscéncia de suturas, foram graduadas em ausente, discreta,
moderada e intensa, onde foram atribuidos os escores 0, 1, 2 e 3 respectivamente. A secre¢do
purulenta e a deiscéncia de suturas foram classificadas em ausente e presente, para as quais
foram atribuidos os escores 0 e 1, respectivamente.

O edema grau 0 (ausente) foi caracterizado pela auséncia de aumento de volume visivel.
Foi classificado em grau 1 (discreto) quando houve apenas um ligeiro aumento de volume no
local da incisdo cirurgica, o edema grau 2 (moderado) se apresentou como um aumento de
volume compreendendo a regido ventral do hemiarco mandibular, e foi atribuido grau 3 (intenso)
ao edema, quando este se estendeu por toda gengiva do hemiarco mandibular direito.

A dor foi classificada levando em consideracdo o desconforto apresentado pelo animal ao
toque digital e sua relutdncia em se alimentar. Dessa forma, foi classificada em dor grau 0
(ausente) quando o animal manifestou apetite imediatamente apds completo retorno anestésico e
ndo apresentou qualquer desconforto a leve compressdo da ferida cirdrgica. A dor foi
considerada grau 1 (discreta) se o animal apresentou desconforto ao toque digital no local
operado, apetite normal e ndo houve relutancia para se alimentar; grau 2 (moderada) se ocorreu
resisténcia em permitir a manipulagdo para higienizagdo; e grau 3 (intensa) se o animal
apresentou relutancia em se alimentar mesmo apresentando apetite normal. Com dor intensa,

além dos sinais apresentados acima, 0s cdes apresentaram-se prostrados.

2! Maxicam Injetavel 2%® - Ouro Fino Agronegdcio — Cravinhos — SP
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Outro parametro avaliado, ao qual também se atribuiu escores variando de 0 a 3, foi a
presenca de sangramento. Esse, portanto, foi classificado em grau 0 (ausente) quando a ferida
cirdrgica ndo apresentava qualquer vestigio de sangue durante as avaliagcdes clinicas no pos-
cirargico; grau 1 (discreta) caracterizada pela presenca de pequena quantidade de sangue em
gaze apos a higienizacdo da lesdo; grau 2 (moderado) evidenciado pela presenca de pequeno
volume de sangue represado e depositado entre o labio inferior e a gengiva. Enquanto que para o

grau 3 (intenso) foi atribuido a intensa perda sanguinea com necessidade de transfusao.

3.6 - Avaliacgao radiografica

Exames radiograficos da regido operada foram realizados no pds-operatério imediato, aos
14, 45 e 60 dias visando avaliar o processo de regeneracdo 6ssea. Para isso um filme intra-

I foi posicionado na regido lingual do quarto pré-molar direito utilizado a técnica do

ora
paralelismo com posicionamento obliquo ventrolateral-dorsomedial. As radiografias foram
analisadas quanto a radiopacidade em diferentes graus, no centro e na periferia do defeito,
comparando a falha provocada com o 0sso vizinho. Também foram feitas comparacdes entre 0s
dois grupos. A mensuracdo da radiopacidade foi feita atribuindo-se diferentes graus
comparativos: grau 3, radiopacidade do defeito acima do 0sso vizinho; grau 2, radiopacidade do
defeito semelhante ao 0sso vizinho; grau 1, radiopacidade do defeito abaixo do 0sso vizinho; e

grau 0 na auséncia de radiopacidade.

3.7 - Preparagdo e andlise histologica

Trés animais de cada grupo foram submetidos a avaliagdo histologica nas seguintes datas:
14, 45 e 60 dias. Esses foram submetidos ao mesmo procedimento cirdrgico citado acima para
realizacdo de biopsia da regido, em que foi utilizada a trefina de didmetro de 4,3mm acoplada a
um motor de baixa rotagdo. Para uma adequada avalia¢cdo microscopica dos parametros, matriz
6ssea, biomaterial, tecido conjuntivo, neovascularizacdo, atividade osteoclastica e avaliagdo da
interface enxerto-leito receptor, tomou-se o devido cuidado em incorporar nas amostras cerca de

50% de tecido 6sseo receptor e 50% de tecido em regeneracéo.

22 Filme radiografico Kodac DF 58.
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As amostras foram fixadas em formol 10% tamponado por um tempo médio de 7 a 15
dias. Apds esse periodo, as amostras foram descalcificadas em &cido formico a 10% tamponado
com citrato de soédio para pH 4,5. Retiradas dessa solucdo depois de completada a
descalcificacdo, as amostras foram lavadas em &gua corrente por pelo menos 24 horas. A seguir,
foram diafanizadas em 2 banhos de xilol por 30 minutos cada e embebidas em parafina em estufa
a 58 °C por 1 hora.

Os blocos foram seccionados longitudinalmente no centro do defeito. Foram obtidos
cortes de 5 um em secc¢des ndo seqlienciais com aproximadamente 50um de distancia, para
coloracdo com hematoxilina-eosina e anélise a microscopia de luz.

Os resultados histologicos foram submetidos a analise estatistica. Para essa anélise foi
realizada uma andlise descritiva das varidveis presencas de matriz Gssea, biomaterial, tecido
conjuntivo, neovascularizacdo e atividade osteoclastica, em que foi atribuido um escore

especifico conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Escala para avaliagdo da neoformacdo Gssea, presenca do biomaterial, presenca de tecido
conjuntivo (fibroblastico), atividade osteoclastica (taxa de reabsorc¢édo) e neovascularizagdo do
implante.

Escalas Escore (pontos)

Ausente 0
Discreta 1
Moderada 2

3

Intensa
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3.8 - Analises estatisticas

Os dados foram analisados por meio de analise de variancia e de regressdo. Para o fator
qualitativo as médias foram comparadas utilizando-se o teste de TUKEY adotando-se o nivel de
5% de probabilidade. Para o fator quantitativo (dias), os modelos foram escolhidos baseando na
significancia dos coeficientes de regressdo utilizando-se o teste “t” e no coeficiente de
determinacéo (r’=S.Q.Regressdo/S.Q. Tratamento).

Independentemente da interacdo grupo x dias ser ou ndo significativa, optou-se pelo

desdobramento da mesma devido ao interesse em estudo.

3.9 — Doacéo dos animais

Apos o término deste experimento todos os animais foram doados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Modelo animal

O modelo experimental utilizado demonstrou ser satisfatério para a avaliacdo da
regeneracdo do osso alveolar. N&o houve necessidade de fixadores externos e implantes
metalicos internos, o que permitiu que os resultados obtidos fossem atribuidos ao biomaterial
associado ou ndo a FTCM.

A utilizacdo de cdes como modelo experimental baseou-se na existéncia de pesquisas
prévias que fizeram uso desses animais para verificacdo do processo de cicatrizagdo do 0sso
alveolar e de ossos longos, permitindo a comparacao de resultados encontrados (REZENDE et
al., 1998; BORGES et al., 2000; MALARD et al., 2006; DUARTE et al., 2006; VITAL et al.,
2006; GOMES et al., 2007; YUAN et al., 2007; PIERI et al., 2009; SA et al., 2009). Contribuiu
ainda para essa decisdo a possibilidade de verificacdo do uso de uma técnica de regeneracédo
tecidual proximo a situacGes clinicas reais, diferente do que ocorre com o uso de modelos
experimentais menores como coelhos, ratos ou camundongos (CANCEDDA et al., 2007). Além
disso, os animais eram de facil manuseio e manejo.

Optou-se por utilizar a regido entre as raizes do quarto pré-molar como local para
realizacdo dos defeitos 6sseos ja que em um processo de periodontite, a perda 6ssea envolve
principalmente a regido de localizacdo dos dentes pré-molares. Comumente ocorre perda do
quarto pré-molar devido & intensa reabsorcdo 6ssea (EMILY et al., 1999). A escolha do local da
lesdo foi realizada baseando-se na localizagcdo anatdmica das raizes do quarto pré-molar na
hemiarcada mandibular tomando-se o cuidado em evitar o 0sso cortical localizado ventralmente.
A auséncia de um metodo mais apurado para a escolha do local permitiu uma pequena variacao
entre os animais. A localizacdo exata do defeito s6 pdde ser determinada em uma etapa posterior

com o auxilio dos exames radiograficos.
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4.2 — Aspectos clinicos e cirargicos

O procedimento cirdrgico propriamente dito foi de facil execucdo, conforme resultados
anteriormente descritos por F6fano (2004) e Yamada et al. (2004). Em trabalho realizado por
Fofano (2004), um dos problemas enfrentados foi a falta de padronizacdo do defeito 6sseo, ja
que foi usado para esse procedimento uma broca esférica nimero 8. Na tentativa de
padronizacdo do defeito entre os diferentes grupos, no presente estudo, foi utilizada uma trefina
4,3mm, a qual se mostrou eficiente, sendo, portanto de grande importancia funcional. Resultados
similares foram observados por Yamada et al. (2004) usando trefina 10mm. Entretanto, o uso da
trefina 4,3mm possui uma desvantagem relativa ao tamanho do defeito criado, ja que estad aquém
do defeito mandibular critico para cées, que seria de no minimo 10mm (WIKESJO; SELVIG,
1999). Apesar de o tamanho relativamente pequeno da falha permitir uma regeneracao éssea do
tipo esponténea, a proposta em avaliar a eficiéncia das células mononucleares provenientes da
MO em promover formacdo éssea quando adicionada “a hidroxiapatita sintética ndo foi
invalidada, j& que o pardmetro regeneracdo espontanea foi igualmente incorporado no controle
hidroxiapatita como Unico método de implante. Assim também em mandibulas de minisuino tem
se conduzido estudos de regeneracdo por implante usando o modelo de tamanho de defeito de
3.5mm de didmetro inferior ao tamanho critico de 5mm para defeitos alveolares nesta espécie
(PIERI et al., 2009).

A hemostasia foi realizada por compressdo manual com auxilio de gaze cirlrgica
mostrando-se eficiente, ndo sendo necesséria a infiltracdo da area correspondente ao quarto pré-
molar com lidocaina 2% associada a vasoconstritor, como recomendado por Féfano (2004).

A trefina 4,3mm ndo se mostrou adequada para realizacdo das biopsias, j& que em
algumas amostras houve dano no tecido a ser submetido ao exame histolégico, ndo permitindo a
avaliacdo da interface biomaterial-tecido. I1sso ocorreu principalmente nas biopsias de 14 dias
quando provavelmente havia a presenga de tecido fibrovascular em maior quantidade,
caracterizado ao toque por consisténcia amolecida a compressdao com instrumento rombo, o que
tornou a amostra mais delicada e mais propensa a danos fisicos. Aos 45 e 60 dias, a area do
defeito a ser avaliada apresentava uma consisténcia rigida a compressao nos dois grupos, o que
indica possivel substituicdo de tecido fibroso frouxo por tecido conjuntivo denso especializado
(mineralizado) (PIERMATTEI; FLO, 1999; BOSKEY, 2006). Essas amostras, por terem
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consisténcia rigida ndo sofreram grandes danos, o que permitiu uma adequada analise
histoldgica.

No presente estudo, optou-se por ndo realizar a transfusdo sanguinea autéloga no trans-
operatorio, na qual o sangue teria que ser colido na fase pre-operatdria para durante o
procedimento ser transfundido. Essa pratica € comum em pacientes humanos com o objetivo de
prevenir a queda na concentracdo dos niveis de hemoglobina durante o ato da coleta da MO
(PARKKALI et al., 2005). Em cdes, tem sido constatado que ndo ha queda significativa na taxa
de hemoglobina apresentadas por animais submetidos ao procedimento de espoliacdo da MO
(OLIVEIRA, 2008).

N&o houve diferenca perceptivel entre os animais dos dois grupos quanto ao edema
apresentado nos primeiros sete dias do pds-operatorio, sendo que aproximadamente 66,7% dos
animais do Gl e 77,8% dos animais do GIl apresentaram edema de grau 1 (Tabela 2),
corroborando com os resultados de Fofano (2004). Esse tipo de edema pode ser atribuido ao
trauma tecidual causado pela técnica cirdrgica, que por mais que proporcione uma cicatrizacao
por primeira intengéo, o trauma incisional e a manipulagéo tecidual levam ao desencadeamento
das reacdes de inflamagdo, com a morte celular e liberacdo de citocinas. Essas por sua vez
causam o aumento da permeabilidade vascular e extravasamento de células e fluidos para o
intersticio refletindo em aumento de volume (HEDLUND, 2002; VASCONCELOS, 2006).
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Tabela 2 - Classificagdo do edema no pés-operatério, avaliado durante exame clinico imediatamente
apo6s o procedimento cirdrgico (dia 0) até 7 dias nos animais do grupo controle (GI) e nos
animais do grupo tratado com hidroxiapatita associada a FTCM (Gl1).

DIA AUSENTE DISCRETO MODERADO INTENSO

n° de caes n° de caes n° de cles n° de cées
Gl Gll Gl Gl Gl Gll Gl Gll

0 9 9 0 0 0 0 0 0
1 2 3 7 6 0 0 0 0
2 3 4 6 5 0 0 0 0
3 4 4 5 5 0 0 0 0
4 5 6 4 3 0 0 0 0
5 7 6 2 3 0 0 0 0
6 8 6 1 3 0 0 0 0
7 8 6 1 3 0 0 0 0

Outras variaveis clinicas avaliadas no pos-operatorio foram hemorragia, dor, deiscéncia
de sutura e secrecdo purulenta, sendo que 55,5% dos animais do Gl e 11,11% dos animais do Gl
apresentaram sangramento de grau 1. Essa discrepancia entre os dois grupos se deve
provavelmente a ordem em que foram realizadas as cirurgias. Para uma maior eficiéncia quanto
ao aproveitamento do fator tempo, e um melhor aproveitamento do material disponivel, foram
realizadas, em um primeiro momento, as cirurgias dos animais do GI. Apesar de alguns animais
do Gll também terem sido operados durante esse periodo, 0 maior nimero foi submetida ao
procedimento cirdrgico em um tempo posterior. O melhor dominio da técnica por parte da
cirurgid, inclusive no que diz respeito a hemostasia adequada da regido, preveniu com maior
eficiéncia o sangramento no pdés-operatorio do Gll. Cabe ressaltar que uma leve hemorragia
observada ndo comprometeu os resultados da pesquisa em questao ja que apesar de existir, fora
infimo.

Nenhum animal apresentou dor durante o periodo de avalia¢do clinica o que pode ser
evidenciado pela manifestacdo de apetite imediatamente apds retorno anestésico e ndo houve
relutancia a compressdo digital da éarea lesionada. Acredita-se que a utilizacdo de

antiinflamatorios e opioides durante o pds-operatorio auxiliou no controle do edema e da dor. De
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fato, em procedimentos similares descritos anteriormente (FOFANO, 2004), porém sem uso de
um opiode durante o pos-operatorio, constatou-se dor em alguns animais.

Na presente investigacdo, trés animais apresentaram deiscéncia de sutura, sendo que um
animal era do GI (Figura 8A) e dois eram do GII (Figura 8B). Isso pode ser devido a
caracteristicas comportamentais inerentes aos animais. Aliado a isso, existe a possibilidade de ter
ocorrido, no animal do GI, uma pobre compactacdo do biomaterial no defeito dsseo, o que
permitiria extravasamento do material e consequientemente irritacdo do local. J& nos animais do
GlI, pode ter ocorrido falha de metodologia. Ressalta-se a necessidade de realizar uma adequada
profilaxia da cavidade oral, j& que € um local contaminado (HARVEY; EMILY, 1993; SEIM lIlI,
2002). O proprio local em que foi realizado o procedimento cirargico justifica a auséncia de
secrecdo purulenta nos animais do GlI, onde clinicamente e histologicamente comprovou-se a
presenca de um processo inflamatorio maléfico, similar ao descrito por Vasconcelos (2006). Esse
foi evidenciado clinicamente pela presenca de uma area hiperémica e tumefeita, associado a
deiscéncia da sutura, no local da ferida cirargica e histologicamente pela presenca intensa de

polimorfonucleares indicando um processo agudo. A constante secrecdo de saliva associado a

degluticdo possibilita um enxague constante dessa regido, dificultando o acimulo de secrecao.

Figura 8 — Animal do GI apresentando deiscéncia de sutura e extravasamento do biomaterial, indicado pela
seta preta (A); animal do Gll apresentando deiscéncia de sutura, local cirdrgico indica inflamagao detectada
pela presenca de tecido hiperémico e edemaciado, evidenciado pela seta amarela (B).
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4.3 — Colheita da medula 6ssea e aspectos laboratoriais

A colheita da medula 6ssea foi realizada dos quatro membros, de onde foi puncionada do
fémur e do umero, conforme descrito por Lucarelli et al. (2004). A facilidade de realizacdo deste
procedimento possibilitou realizar a puncdo em quatro locais distintos, permitindo uma maior
flexibilidade quanto ao nimero de acessos, diferindo de procedimentos realizados por Oliveira
(2008), nos quais foi colhido 10 mL kg™ de MO somente de um fémur do animal. A colheita em
quatro sitios distintos se mostrou vantajoso ja que refletiu na diminui¢do do tempo cirdrgico e
consequientemente do tempo anestésico ao qual o animal foi submetido. 1sso pode ser justificado
pelo fato de ao realizar a puncdo seguida de aspiracdo do sangue presente na medula 0ssea, a
velocidade de ejecdo dos primeiros 10 a 15mL é superior ao da velocidade do volume
conseguinte. Ao se realizar a coleta em sitios diferentes, se ganha tempo por estar captando o
volume inicial. Além disso, sabe-se que o volume inicial, cerca de 2 a 4mL da medula colhida,
contém as maiores concentracdes de células-tronco mesenquimais, componente da FTCM. No
volume subseqiiente, hd uma contaminagdo da amostra por sangue 0 que causa uma diluicdo das
células desejadas (MUSCHLER et al., 1997). O processamento laboratorial, em que houve a
extracdo da camada de células mononucleares, consistiu em uma purificacdo grosseira de
celulas-tronco presentes na medula, uma vez que essas ndo sdo as Unicas constituintes dessa
camada (PITTENGER et al., 1999; BARRY, et al., 2001; BARRY & MURPHY, 2004; COVAS,
2006; NARDI; MEIRELLES, 2006; MYGIND et al., 2007). Como o volume de MO coletado foi
superior ao recomendado por Mushler (1997), foi possivel promover a separacdo e extracdo da
camada mononuclear. Esse procedimento aumentou a eficiéncia da utilizacdo do implante
quando comparado aquele realizado pela administracdo da MO sem processamento.

Todos os animais do GII tiveram sua celularidade medular aferida por meio de
mielogramas, caso houvesse alguma anormalidade o animal seria descartado do experimento.
Nenhum apresentou contagem fora dos padrGes de referéncia. Além disso, durante o
processamento das células para extracdo da camada mononuclear, essas foram quantificadas e foi
verificada sua viabilidade. Apenas um cdo (animal 1) apresentou viabilidade celular abaixo de
90% e apenas um céo (animal 8) apresentou contagem celular na magnitude de 10’. Os outros
apresentaram uma contagem celular na magnitude de 108, aferido em 1mL. O tamanho reduzido
do defeito induzido experimentalmente permitiu utilizar 0,1mL do pelet obtido. Assim sendo, foi

utilizado uma quantidade celular efetiva na magnitude de 10’ e 10° no animal 8, superior aguela
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recomendada para transplante em cdes de 1,2 a 3,4 x 10° células (GENGOZIAN, 2000;
NAKAGE et al., 2005) (Tabela 3).

Tabela 3 — Indice de viabilidade celular em porcentagem e quantificacéo celular em 1mL e em 0,1mL.

Animal Viabilidade celular (%0) CM? totais/mL CM? totais/0,1mL
1 83 45 x 10° 4,5 x 10’
2 95 3,8x10° 3,8x 10’
3 96 5,1 x 10 5,1 x 10’
4 91" 1,7 x 10 1,7 x 10’
5 98 43x10° 43x10’
6 95 2,2 x 10° 2,2 x 10’
7 94 4,9 x10° 4,9 x 10’
8 90 9,1x 10’ 9,1 x 10°
9 96" 2,9 x 10° 2,9 x 10

a— CM (células mononucleares)
* presenca de aglomerados de células consideradas inviaveis.

Uma caracteristica comum a todas as amostras foi a presenca de granulécitos,

provavelmente devido a contaminagdo com sangue. Muschler et al. (1997) e Lucarelli et al.

(2004) observaram que, ap6s uma certa quantidade de MO aspirada, passa a ser coletado sangue,

resultando em uma contaminagdo da camada mononuclear por células mononucleares de sangue,

como os granuldcitos.
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4.4 — Resultados radiograficos

Os resultados radiograficos dos animais do Gl obtidos imediatamente apds a cirurgia
revelaram radiopacidade grau 3 na regido do defeito, uma vez que a falha dssea
experimentalmente produzida foi completamente preenchida com hidroxiapatita sintética (Figura
9A), semelhante a resultados descritos na literatura (BORGES, 1998; YAMAMOTO et al., 2000;
DUARTE et al., 2007; YOSHIKAWA et al., 2008). Ja no GlI, foi observado no mesmo periodo,
radiopacidade semelhante ao osso alveolar circunvizinho, ou seja, grau 2 (Figura 9E), o que
difere, portanto, do descrito pelos autores anteriormente citados. Essa diferenca pode ser
atribuida ao fato da hidroxiapatita estar associada a células mononucleares provenientes da
medula 6ssea. A associacdo entre esses dois constituintes foi realizada por aplicacéo direta uma
sobre a outra, 0 que favoreceu a solubilizacdo das células na estrutura porosa do biomaterial
inorganico, tornando a mistura menos radiopaca quando comparada a hidroxiapatita sintética
somente. Esta observacdo ndo influenciou os resultados obtidos ja que a evolucédo radiografica
apresentada nos dois grupos foi similar. Os exames radiograficos do pos-cirurgico imediato
mostraram que a hidroxiapatita foi eficientemente implantada no osso (Figura 9A e 9E). De
acordo com Yamamoto et al. (2000), esse exame € importante para comprovar que houve um
adequado preenchimento da falha pela hidroxiapatita durante o trans-operatorio.

Nas radiografias realizadas aos 14 dias, p6de-se notar nos dois grupos uma radiopacidade
menor quando comparadas as radiografas correspondentes aos 45 dias e aos 60 dias (Figura 9).
Esse fendmeno era esperado devido a neoformacdo provavelmente de tecido conjuntivo junto ao
processo normal de reparacéo 6ssea (BORGES et al., 2000; VITAL et al., 2006; SA et al., 2009).
Deve-se considerar ainda a ndo ocorréncia de alteracdo na densidade da hidroxiapatita, uma vez
que tem sido comprovado por microscopia eletrénica que seu numero atdbmico ndo se altera
durante o processo de regeneracdo 0ssea (REZENDE et al., 1998). Aos 14 dias, era perceptivel
uma area radiolucente na periferia dos defeitos (radiopacidade grau 0), observando-se grau 1 de
radiopacidade no centro dos mesmos tanto nos animais do Gl quanto do GII (Figura 9B e 9F).
Esse fato foi atribuido a provavel reabsor¢do da hidroxiapatita na periferia do defeito, com
deposicdo de tecido fibrovascular precedendo a formacéo e posterior mineralizacdo 6ssea. Esses
resultados sdo similares aos apresentados por Duarte et al. (2007) e Yoshikawa et al. (2008) e

foram sustentados pelos resultados obtidos na andlise histologica. De fato, aos 14 dias foi
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constatada uma quantidade de tecido conjuntivo superior no Gl quando comparado ao Gll, ao
nivel de significancia 5% (Tabela 3).

Aos 45 dias, pdde-se perceber um aumento da radiopacidade do defeito quando
comparado ao exame realizado apds 14 dias do procedimento cirdrgico. Essa evolucdo da
rodiopacidade persistiu durante o periodo de reparacdo, sendo condizente também com as
radiografias realizadas aos 60 dias, que apresentaram radiopacidade superior aos exames
realizados aos 45 dias (Figura 9C e 9G). Esse aumento na radiopacidade do defeito 6sseo € uma
consequiéncia esperada em um processo no qual esteja ocorrendo regeneracao 6ssea. De fato, tem
sido observado que a substituicdo do tecido conjuntivo por tecido 6sseo neoformado, seguida de
mineralizagdo do mesmo, implica em um aumento de radiopacidade (BORGES et al., 1998;
VITAL et al., 2006; DUARTE et al., 2006; DENNY; BUTTERWORTH, 2007; SA, et al., 2009).
Merece atencdo o fato desse processo se iniciar na periferia e ocorrer dessa para o centro do
defeito, podendo ser comprovado pela analise radiografica das lesdes aos 45 dias nos dois
grupos, os quais revelem uma linha radiolucente por toda periferia do defeito, condizente com o
tecido fibrovascular (Figura 9C). A menor espessura da linha radiolucente no Gll, que se
apresentou mais ténue quando comparada ao Gl, (Figura 9G) indica que a regeneracdo 6ssea no
GII ocorreu de forma mais répida. Esse fato foi comprovado pelos resultados histologicos em
que foi observada uma quantidade superior de matriz 6ssea no Gll, ao nivel de significancia de
5%.

Aos 60 dias (Figura 9D e 9H), ainda pode-se perceber a falha Gssea, porém com uma
radiopacidade maior a apresentada aos 14 dias indicando que provavelmente esta ocorrendo
progresso na formacdo 6ssea. Além disso, existem indicios claros de um processo de regeneracdo
mais avancado no Gll, com o defeito apresentando radiopacidade grau 2, ou seja, semelhante ao
osso alveolar circunvizinho; enquanto que no GI, o defeito apresentou radiopacidade grau 1
indicando, portanto um processo de reparacdo mais tardio. Assim como aos 45 dias, pode-se
observar uma linha radiolucente na periferia do defeito 6sseo no Gl (Figura 9D), ja no Gl essa
area de radioluscéncia ja ndo era mais visivel aos 60 dias de avaliacdo (Figura 9H), o que
representou mais um indicio de que o processo de regeneracdo 6ssea no Gll ocorreu de forma
mais acelerada.

Os exames radiograficos ndo revelaram indicios de reacdo de imunogenicidade por parte
do biomaterial e da FTCM utilizadas para preencher o defeito 0sseo experimentalmente

provocado no osso alveolar de caes, comprovando sua biocompatibilidae. Além disso, esses
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exames permitiram avaliar a integridade de raiz 0ssea e do forame mentoniano, constando que
ndo houve dano iatrogénico durante o procedimento cirdrgico, o que evidenciou a preservagdo

desses em todos 0s animais.

Figura 9 — Exame radiografico da mandibula de cao submetido a cirurgia experimental para realizagdo de
defeito dsseo entre as raizes do quarto pré-molar direito. Imediatamente apds a cirurgia no Gl com
hidroxiapatita somente, visualizagcdo da falha com radiopacidade grau 3 (A). Gl aos 14 dias, presenca de halo
discreto com radiopacidade grau 0 ao redor de toda falha, centro da falha apresenta radiopacidade grau 1
(B). G1 aos 45 dias, aumento da radiopacidade em relacéo aos 14 dias (C). Gl aos 60 dias, regido da falha com
radiopacidade grau 1 (D). Imediatamente ap6s a cirurgia no Gll, hidroxiapatita associado a FTCM,
visualizacao da falha com radiopacidade grau 2 (E). Gll aos 14 dias, notar discreta reacdo periosteal ao redor
da falha (F). GIl aos 45 dias, presenca de halo radiotransparente (grau 0) ao redor de toda falha e
radiopacidade grau 2 no centro da falha (G). Gll aos 60 dias, radiopacidade da falha grau 2 (H). Notar a
evolucdo da radiopacidade do defeito dsseo (setas). Inicialmente ocorre uma dimunuigcdo da raiopacidade
(com 14 dias) e posteriormente um aumento da densidade dssea (45 e 60 dias).




Figura 10 — Exame radiogréafico da mandibula de
cdo submetido a cirurgia experimental para
realizacdo de defeito dsseo entre as raizes do
quarto pré-molar direito, Gl aos 14 dias,
radiopacidade do defeito 6sseo grau 0.
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4.5 — Exames histoldgicos

Os exames histologicos a microscopia de luz permitiram a identificacdo do defeito em
todas as amostras. Esses exames permitiram avaliar varidveis como quantidade de matriz
ostedide, atividade osteoblastica e osteoclastica, presenca da HA, presenca de tecido conjuntivo,
neovascularizagdo (Tabela 4 e 5), presenca de tecido inflamatdrio e unido entre o enxerto e o
leito receptor. Dois animais apresentaram, ao exame histologico, um processo inflamatério do
tipo supurativo neutrofilico, o que foi evidenciado pela grande quantidade de
polimorfonucleares. Como o numero de amostras para essa alteragdo foi pequena, optou-se por
ndo submeté-las a analise estatistica.

Houve evolucdo progressiva na neoformacdo Ossea, identificada pelo aumento na
quantidade de matriz ostedide, nos dois grupos (Tabela 4). A equacao de regressao ajustada para
a matriz 6ssea em funcdo do tempo, nos animais do GllI, mostrou que essa evolugao ocorreu de
forma mais rapida quando comparada aos animais do Gl (Tabela 4). No tempo de 45 dias, 0s
animais do GII apresentaram conteddo de matriz dssea significativamente maior do que os
animais do Gl (Tabela 5). Uma possivel interpretacdo para esses resultados seria que a FTCM
acelerou o processo de reparacdo 6ssea quando incorporada a HA. De fato, pdde-se constatar que
aos 60 dias ndo houve alteracéo significativa da presenga de matriz 6ssea quando comparada aos
45 dias nos animais do GlI, indicando que provavelmente estabeleceu-se o equilibrio entre a
formacao e a reabsorcdo 6ssea aos 45 dias. O 0sso é um 6rgao dindmico que cresce e esta sujeito
a remodelamento ao longo da vida. Esse processo envolve a reabsorcdo de tecido 6sseo em uma
superficie, seguido por uma fase de formacgéo d6ssea (HILL; ORTH, 1998; PIERMATTEI; FLO,
1999; WOODARD, 2000; HULSE; JOHNSON, 2002).
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Tabela 4 — Equacges ajustadas para as variaveis, matriz éssea (MOS), hidroxiapatita (HA), tecido conjuntivo
(TC), neovascularizagdo (NV), osteoclasto (OC), em funcéo dos dias (D) de avalia¢cGes para os
respectivos grupos.

Variaveis Grupos Equacdes ajustadas r’

MOS Gl y =-0,65778 + 0,041792" D 0,9612
Gll y =-0,26943 + 0,054415 D 0,8977

HA Gl y =2,68575 — 0,020088:D 0,8566
Gl y = 3,43055 - 0,038865 D 0,8977

TC Gl y = 3,30537 - 0,021795**D 0,9999
Gl y = 1,055 + 0,012618 D 0,1819

NV Gl y =2,70573 -0,009388" D 0,4365
Gl y =2,79184 - 0,017161 D 0,6251

ocC Gl y = 0,87482 + 0,017161:D 0,6251
Gl y =-0,0031 + 0,042095 D 0,6751

** 1% de probabilidade pelo teste “t”.

Tabela 5 — Valores médios das variaveis matriz éssea (MOS), hidroxiapatita (HA), tecido conjuntivo (TC),
neovascularizagéo (NV), osteoclasto (OC), para as respectivas combinacdes de grupo x dias.

MOS HA TC NV 0]®

Dias Gl Gll Gl Gll Gl Gl Gl Gll Gl Gll
14 0,00a 0,33a 2,33a 3,00a 3,00a 1,00b 2,66a 2,66a 1,00a 0,33a
45 1,00b 2,66a 2,00a 1,33a 2,33a 2,33a 2,00a 1,66a 2,00a 2,66a
60 2,00a 2,66a 1,33a 1,33a 2,00a 1,33a 2,33a 2,00a 1,66a 2,00a

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra na linha para cada variavel ndo difere entre si ao nivel de
significancia de 5% de probabilidade pelo teste de TUKEY.
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A HA analisada se apresentou sob forma de material amorfo, acelular, bem delimitada e
sem afinidade pela hematoxilina & eosina (Figura 11). Resultados similares também foram
relatados por Borges et al. (1998), Duarte et al. (2006) e Vital et al. (2006). Esse biomaterial € um
composto mineral analogo ao o0sso que funciona como um suporte passivo para a
neovascularizacdo, e a migracdo e proliferacdo celular. Ele favorece uma sequéncia de eventos
que se inicia com a angiogénese, seguida de migracdo e proliferacdo de células indiferenciadas
precursoras de linhagens osteogénicas e condrogénicas. Esses processos sdo ativados pela acédo de
hormonios sistémicos e fatores de crescimento locais que recrutam essas celulas do tecido mole,
periésteo e da medula Ossea para o local da lesdo (WOODARD, 2000; HULSE; JOHNSON,
2002; FUCHS et al., 2004; NARDI; MEIRELLES, 2006).

A RS Gz

Figura 11 — Fotomicrografia da HAP-91 (HA) aos 45 dias
ap6s implante. A HA se apresentou sob forma de material
amorfo, acelular, bem delimitada e sem afinidade pela

hematoxilina & eosina, 40x.
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Vérios estudos (REZENDE et al., 1998; NASR et al., 1999; YAMAMOTO et al., 2000;
BORGES et al., 2000; YOSHIKAWA; MYOUI, 2005; DUARTE et al., 2006; MYGIND et al.,
2006; VITAL et al., 2008; YOSHIKAWA et al., 2008; PIERI et al., 2009; SA et al., 2009) ja
comprovaram que a HA funciona como um suporte para o crescimento tecidual no interior de
seus poros (Figura 12). Sugere-se ainda que a HA permita um tipo de fixagdo bioativa que
consiste na deposicdo de tecido ésseo por aposicdo direta, através da formacdo de uma interface
continua com o tecido receptor (PEREIRA et al., 2006). Os resultados obtidos no presente
trabalho confirmaram que a HA utilizada possui essas duas caracteristicas. Os exames
histoldgicos revelaram que esse biomaterial, apds ser rodeado por um tecido fibrovascular,
sofreu invasdo celular funcionando como suporte para proliferacdo dessas células, o que
comprova sua capacidade osteocondutora (Figura 12A e 12B). Ja sua capacidade bioativa pode
ser comprovada pela anélise da interface enxerto-leito receptor, que se apresentou continua sem
formacdo de uma capsula fibrosa (Figura 13A e 13B). Nas analises referentes aos 14 dias do Gl,

mesmo ndo havendo formacdo 6ssea, percebe-se uma alta atividade de células e auséncia de uma

capsula fibrosa (Figura 13B).

| 5 LSRRI - NPT,
Figura 12 — Fotomicrografias do osso alveolar de um cdo aos 45 dias pos-operatdrio. Formacdo de tecido
fibrovascular (setas) ao redor da HA. Essa imagem retrata o processo de invasdo celular sofrido pela HA,
40x. (A); Matriz ostetide recém sintetizada dentro da HA, 10x. Notar a presenca de substéncia com coloragéo
rosada na area correspondente a HA indicando sintese de ostedide. (B). HA: hidroxiapatita; TG: tecido de
granulacdo; TO: trabécula 6ssea. O circulo indica presenca de vasos sanguineos.
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Figura 13 - Fotomicrografias do osso alveolar de c&o. Interface continua (seta) entre o osso neoformado (ON)
e 0 0sso receptor (OR) de um cdo do GI aos 45 dias, 40x (A); auséncia de capsula fibrosa na interface entre as

células proliferativas (CP) e 0 0sso receptor em um céo do Gl aos 14 dias, 40x (B).

Os exames histologicos também permitiram a visualiza¢do dos principais componentes
celulares do tecido 6sseo, 0s osteoblastos, 0s ostedcitos e os osteoclastos (Figura 14A e 14B). Os
osteoblastos sdo responsaveis pela sintese da matriz 0ssea que posteriormente sofre
mineralizacdo. A medida que essa matriz vai sendo secretada, os osteoblastos retidos nessa
matriz passam a ser denominados osteocitos. Os osteoclastos atuam na reabsorcdo e no
remodelamento 6sseo (HILL; ORTH, 1998; WOODARD, 2000; DENNY; BUTTERWORTH,
2006). Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica significativa, biologicamente, a atividade
osteoclastica foi maior no grupo que recebeu as células mononucleares provenientes da medula
Ossea, isso ocorreu provavelmente devido a presenca, em maior quantidade, de células
precursoras da linhagem mieldide. Essas células se diferenciam em células gigantes
multinucleadas e no tecido ¢sseo sdo denominadas osteoclastos (PETITE et al., 2000). Estudos
realizados por Borges et al. (2000) comprovaram que a reabsorcéo celular de granulos de HA
ocorre concomitantemente a formacao adjacente de 0sso novo. Além disso, uma maior atividade
osteoclastica estd relacionada a uma maior taxa de remodelamento ésseo. Acredita-se que
precursores presentes no microambiente celular ativam o0s osteoclastos responsaveis pela

reabsorcao 0ssea, seguindo uma fase de formacao dssea (HILL; ORTH, 1998).
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Figura 14 — Fotomicrografia de osso trabecular (OT). Presenca de osteoclasto (seta preta) com a formacéo
de lacuna de Howship, caracteristico de um processo de reabsor¢édo 6ssea; osteoblastos (seta vermelha) em
intima associagdo & matriz osteGide. Notar a presenca de ostedcitos no matriz 6ssea (seta amarela), 40x (A);
osteoclasto com granulos da HA em seu interior, 40x (B).

A aplicacdo da FTCM ¢ vantajosa por fornecer diversas células que atuam no processo de
regeneracao tecidual, entre elas, células-tronco mesenquimais com capacidade osteoindutora de
se diferenciarem em células osteogénicas (OREFFO et al., 1999; PITTENGER et al., 1999;
OTTO; RAO, 2003; BARRY; MURPHY, 2004; JAVAZON et al., 2004; CHO et al., 2005;
FORTIER, 2005; COVAS, 2006; NARDI; MEIRELLES, 2006). Os resultados obtidos no
presente estudo forneceram fortes evidéncias para o efeito positivo dessas células na
neoformacdo Ossea em defeitos mandibulares de cdes. Exames histoldgicos da evolucdo da
formacdo de tecido dsseo entre os dois grupos indicaram que a aplicacdo da FTCM associada a
HA acelerou a biogénese dssea nos defeitos provocados experimentalmente (Figura 15). Estes
exames foram realizados aos 14, 45 e 60 dias e revelaram um processo mais avancado de
neoformacdo 6ssea no grupo que recebeu o tratamento de HA associado a FTCM (Figura 15).

Aos 14 dias, no Gl, nota-se um grande infiltrado fibroblastico (Figura 15A) comumente
observado em processos de reparacdo 0ssea. Esse tecido sofrera deposicdo de matriz ostedide
para posteriormente ser mineralizado formando tecido dsseo maduro (Figura 15B e 15C).
Pesquisas, conduzidas por Hill; Orth (1998) e Boivin; Meunir (2003) demonstraram que 0
processo de mineralizacdo na matriz ostedide produzida pelos osteoblastos se inicia somente a
partir de 10 a 15 dias de formada, justificando a auséncia de tecido 6sseo mineralizado no Gl
nesse periodo. Esse resultado difere dos obtidos por Borges (1998), nos quais j& se observou

presenca de trabéculas ésseas aos 14 dias apds o implante com a hidroxiapatita. Entretanto,
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ressalta-se que a referida mineralizagdo foi avaliada em defeito provocado na diéfase proximal
da tibia de cées, conseqiientemente, em local distinto ao avaliado na presente investigacéo.

A presenga de trabéculas dsseas aos 14 dias no Gll (Figura 15D) indica um processo mais
avancado de neoformacédo dssea quando comparado ao Gl. Isso provavelmente ocorreu devido a
presenca de células-tronco mesenquimais provenientes da FTCM nesse grupo. Sabe-se que
quando devidamente estimuladas, essas células tém capacidade de diferenciagdo em linhagens
osteogénicas. O fato de ter introduzido essas células em um microambiente favoravel para a
formacdo de tecido 0sseo, ou seja, em um ambiente que contém estimulos ideais para a
osteogénese, salientam a hipéotese de que essas celulas possivelmente se diferenciaram em
celulas produtoras de matriz 6ssea (DE KOK et al., 2003; JAVAZON et al., 2004; YAMADA et
al., 2004; COVAS, 2006).

As avaliagOes seguintes, aos 45 dias e aos 60 dias, revelaram uma evolugédo gradual na
formac&o de tecido 6sseo. Os resultados dos exames histologicos demonstraram que 0 processo
de formag&o 6sseo nos animais do GlI foi significativamente mais acelerado quando comparado
ao Gl, ao nivel de significancia 5% (Tabela 5). Aos 45 dias, o Gll ja apresentava intensa
formacdo 6ssea (Figura 15E), enquanto no Gl apresentava também deposicdo de matriz osteoide,
porém em menor quantidade (Figura 15B). Esse resultado repetiu-se entre os dois grupos aos 60
dias (Figura 15C e 15F). Convém ressaltar que em todas as amostras analisadas o biomaterial
estava presente indicando que a HA ainda n&o tinha sido totalmente reabsorvida aos 60 dias.

Finalmente, mais estudos sdo necessarios para a total compreensao do funcionamento das
células-tronco mesenquimais presentes na FTCM, principalmente no que diz respeito aos
estimulos que levam a sua diferenciagdo. Uma melhor compreensdo dos fatores que influenciam
e das condigdes necessarias para que ocorra a diferenciacdo dessas células em linhagens
osteogénicas possibilitara um melhor emprego dessas na regeneracdo tecidual. Outras
investigacOes sdo indispensaveis para melhor elucidacdo dos efeitos dessas células e de maneiras

como elas podem ser manipuladas para o beneficio em cirurgias.
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Figura 15 — Fotomicrografias de 0sso alveolar de céo. Infilitrado fibroblastico (IF) em local com implante, Gl,
14 dias, 10x (A); HA envolta por trabéculas 6sseas (TO), Gl, 45 dias, 10x (B); aposi¢do de tecido 6sseo
neoformado (ON) em osso receptor (OR), presenga de osso cortical trabecular (OCT) em grande quantidade,

Gl, 60 dias, 10x (C); presenca de trabéculas 6sseas, Gll, 14 dias, 10x (D); presenca de grande quantidade de

tecido Gsseo cortical lamelar (OCL) com resquicio de um tecido fibroblastico (TF), Gll, 45 dias, 10x (E);
presenca de tecido dsseo cortical lamelar (OCL), Gll, 60 dias, 10x (F).
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5 CONCLUSOES

A puncdo da medula éssea em quatro sitios distintos mostrou ser um procedimento de
facil e rapida execugdo. Resultados laboratoriais evidenciaram que a quantidade celular obtida é
ideal para inoculagdo em caes.

Os resultados obtidos neste trabalho, baseados em analises clinicas, radiogréaficas e
histoldgicas, mostraram que a associacdo da fracdo total de células mononucleares provenientes
da medula Ossea de cdes a hidroxiapatita sintética (HAP-91) favoreceu a regeneracdo 0ssea em
defeitos realizados no 0sso alveolar da mandibula de cées. Quando comparada ao uso somente da
hidroxiapatita sintética, esse processo de reparacdo ocorreu de forma mais rapida em defeitos

preenchidos com o biomaterial associado a FTCM.
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Apéndice A — Escores obtidos pelas andlises histologicas para as variaveis, matriz 6ssea
(MOQOS), hidroxiapatita (HA), tecido conjuntivo (TC), neovascularizacéo
(NV), osteoclasto (OC), e inflamagéo (INF).

14 dias 45 dias 60 dias
Gl Gll Gl Gll Gl Gll
Animal 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18
MOS 000 100 2201 3 2 3 1 3 2 2 3 3
HA 2 3 2 3 3 3 2 2 2 1 2 1 1 1 2 1 1 2
TC 3 3 3 3 00 2 2 3 2 2 3 3 1 2 2 1 1
NV 3 2 3 2 3 3 2 3 3 1 2 2 2 2 3 2 1 3
oC 1 11 1 00 3 21 3 3 2 0 2 3 3 0 3
INF 0 00 0 3 3 0 00 0 0 O 0O 0 O 0O 0 O
a — ausente
b — discreto
¢ — moderado

d - intenso
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Apéndice B - Resumo da analise de variancia das variaveis, matriz 6ssea (MOS),
hidroxiapatita (HA), tecido conjuntivo (TC), neovascularizacdo (NV),

osteoclasto (OC).

Quadrados médios

F.V G.L MOS HA TC NV ocC
Grupos (G) 1 3,5555 0,0000"° 3,5555 0,2222"° 0,55555
Dias (D) 2 7,7222" 2,8888"  0,6666™°  1,0555"° 4,3888
GXD 2 0,7222™  0,6666™°  1,5555™°  0,5555"° 0,7222
Residuo 12 0,5000 0,2222 0,8333 0,5555 1,1666
CV (%) 48,95 24,95 45,644 33,54 67,04

** [ significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
* F significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

NS F néo significativo ao nivel de 5% de probabilidade.



