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MACEDO, R.M. Quantificacdo do potencial osteogénico do osso autdégeno +
células osteoblasticas implantados em defeito 6sseo no rato tratado com
cafeina. 2009. 168 p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, 2009.

Resumo

Estudos sugerem que a cafeina atua sobre o osso promovendo aumento da
excrecao de calcio e inibicao da proliferacdo de osteoblastos, aumentando o risco de
fraturas, osteoporose e doenca periodontal. Os efeitos da cafeina sobre o tecido
0sseo dificultam a aplicagao de implantes dentarios devido a presenca de grandes
defeitos 6sseos ou volume dsseo insuficiente. Varios métodos sdo propostos para a
regeneragao de defeitos 6sseos, entre eles, o uso de diferentes tipos de enxertos, os
quais demonstram capacidade em promover a formacdo o6ssea A despeito das
desvantagens, o osso autégeno ainda € considerado a referéncia padrao como
enxerto ésseo, devido ao seu potencial osteogénico, osteoindutor e osteocondutor. A
engenharia tecidual 6ssea tem sido utilizada como uma estratégia para a
regeneragdo Ossea. As células tronco mesenquimais sdo consideradas
multipotentes e podem replicar como células indiferenciadas, possuindo potencial
para se diferenciarem em linhagens de osso, cartilagem, gordura e cartilagem. O
objetivo deste estudo foi quantificar histomorfometricamente a reparagédo 6ssea pelo
enxerto de uma associagao de osso autdogeno obtido da calota craniana e células
osteoblasticas em defeitos Osseos produzidos pela extracdo dental de ratos
submetidos a administracdo diaria de cafeina. Os animais foram divididos em:
Controle (c), osso autdégeno (0a) e o0sso autdgeno + células osteoblasticas (oa+co) e
receberam inje¢des diarias intraperitonealmente de 30 mg/kg/dia de cafeina durante
trinta dias, os homadlogos receberam de solugao salina. Os ratos foram sacrificados
nos periodos de 7, 21 e 42 dias pos-cirurgia e as amostras teciduais foram
processadas para a obtencédo de secgdes finas (5 ym) e coradas com HE. Através
de um sistema de analise de imagens se estimou a fracdo de volume de osso,
conjuntivo e coagulo, no defeito 6sseo. Os resultados histolégicos e histométricos
mostraram que nos animais sob tratamento com cafeina houve uma menor
formagao Ossea estatisticamente significante a 1%, e um retardo na reabsor¢ao do
coagulo sanguineo quando comparado aos alvéolos dos animais sob tratamento
com soro fisiolégico. A analise qualitativa do fragmento de osso autégeno
isoladamente ou associado as células osteoblasticas mostrou uma osteointegragao
progressiva e sem reagdo de corpo estranho nos animais tratados com soro
fisiologico e, as células implantadas nao propiciaram reagdes imunogénicas nem a
formagdo tumoral, possibilitando um aumento (25%) na reparagao Ossea dos
animais tratados com a cafeina. Conclui-se que o enxerto/implante das células
osteoblasticas associadas ao osso autdogeno da calota craniana foi capaz de
compensar, nos periodos tardios, os efeitos deletérios da cafeina na reparagéo
Ossea alveolar.

Palavras chaves: Reparacao éssea, cafeina, células osteoblasticas, osso autégeno,
histomorfometria.
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MACEDO, R.M. Quantification of the osteogenic potential of autogenous bone +
osteoblastic cells implanted in bone defect in rats treated with caffeine. 2009.
168 p. Thesis (Master) — Ribeirdo Preto School of Dentistry, S&o Paulo University,
20009.

Abstract

Studies suggest that caffeine acts on the bone for increasing the excretion of calcium
and inhibition of osteoblasts proliferation, increasing the risk of fractures,
osteoporosis and periodontal disease. The effects of caffeine on bone difficult the
application of dental implants due to large bone defects and insufficient bone volume.
Several methods are proposed for the regeneration of bone defects, including the
use of different types of grafts, which show ability to promote bone formation. Despite
the disadvantages, the autogenous bone is still considered the gold standard as
bone graft because the potential osteogenic, osteoinductive and osteoconductive.
The bone tissue engineering has been used as a strategy for bone regeneration. The
mesenchymal stem cells are considered multipotent and can replicate as
undifferentiated cells, with potential to differentiate into lineages of bone, cartilage, fat
and cartilage. This study aimed to quantify histomorphometrycally bone repair by
grafts of a combination of autogenous bone obtained from the skull and osteoblastic
cells in bone defects produced by dental extraction in rats subjected to daily
administration of caffeine. The animals were divided into: Control (c), autogenous
bone (ab) and autogenous bone + osteoblastic cells (ab + oc) and received daily
injections intraperitoneally of 30 mg/kg/day of caffeine for thirty days, the
counterparts received saline solution. The rats were sacrificed at times of 7”‘, 215t
and 42" days post-surgery and tissue samples were processed to obtain thin
sections (5 ym) and stained with HE. Through an image analysis system was
estimated the fraction of volume of bone, collagen and blood clot in the bone defect.
The histological and histometric results showed that in animals under treatment with
caffeine had a lower bone formation statistically significant at 1%, and a delay in the
resorption of blood clots when compared to the alveoli of animals under treatment
with saline. The qualitative analysis of the fragment of autogenous bone alone or
associated with osteoblastic cells showed a progressive osteointegration and no
foreign body reaction in animals treated with saline, and implanted the cells not
provided immunogenic reactions or tumor formation, allowing an increase (25%) on
bone repair in animals treated with caffeine. It was concluded that the graft/implant of
osteoblastic cells associated with autogenous bone from the skull was able to
compensate in later periods, the deleterious effects of caffeine on alveolar bone
repair.

Keywords: Bone Repair, caffeine, osteoblastic cells, autogenous bone,
histomorphometry.



SUMARIO

1. INTRODUGAOD ...ttt ettt et ettt et e et e st e ae e s 16
2. REVISAO DA LITERATURA ...oooieeeeeeeeeeeeeeeeee ettt ettt 20
2.1 REPATAGAD OSSEA.......ecueieieeeeeeeeeeee ettt n e 20
A O | =Y {  F- TSR 30
2.3 OSSO AULOGENO ...ttt 35
A 0= 18] F= TS I o (oo ST 49
2.4.1 Conceitos, Origens, Definigdes e Propriedades............ccoovveiiiiiiiieneeennnen, 49
2.4.2 Medula 6ssea € ClUlas troNCO..........uuueeiiiiiiiiiiecee e, 52
2.4.3 Células tronCco € a reparaGao OSSEA. ........ceeuieeeeuuuuiiieeeeeeeeeeeeiiaaa e e e aeeeeneens 54

T =21 0] =10 1] (07X @ 1O 62
4. MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt e ettt 64
4.1 ANIMais ULIHZAAOS ......ccooeeeieieiee e e e e e eeanees 64
4.2. Protocolo Experimental......... ..o 64
4.3 Cultura de Células de Medula Ossea de Ratos ............cccoeeeeeeeeeeeeeeeeeee, 66
4.4 EXtragc80 Dentaria........cooooiiiiiiiee e 68
4.5 Coleta do OSSO AULOGENO ......uuii ittt e e e e e e e e eeeanans 70
4.6 Implante dos Biomateriais. ...........oooeiiiiiiiiiiiiie e 73
4.7 Sacrificio e Coleta do Material .............oovvviiiiiiiiii e, 75
4.8 Procedimento HiSTOIOGICO .........uuuuuuiiiiiiiiiiiiii 76
4.9 Analise Histomorfometrica dos AIVEOIOS............ccoovviiiiiiiiiiiieiieecce e, 76
4.10 Analise EstatistiCa .........ccoovuiiiii e, 78
T o =1 1 R 1 I 2 80
5.1. Resultados HistOlOGICOS.........ccovviiiiiii e 80

o Tt I T A 1 - T RN 80

ST I o 1 = T N 85

ST I TR o 1 - T RN 90

5.2. Resultados HiStOMELriCOS ........ovvuuiiiiiiiiiee e 95
5.2.1. TECIAO OSSO ...ttt ettt e, 95
5.1.3. TeCido CONJUNEIVO.......ccoiieiiiicee e 101

5.1.4. COAQUIO SANQUINEO.......euiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteiee it eeaeeneeeneaeneennnes 107



B. DISCUSSAD .. ettt 114

6.1. Cafeina @ Reparag@o OSSEa ..........ccccovieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 114
6.2. Oss0 Autdgeno € Reparacio OSSa .........ccveeeeeeeeeeeeeeeee e 125
6.3. Células Tronco e Reparagao OSSEa..........ccvcvieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 131
7. CONCLUSODES ......oouiieteectieeetee ettt 139
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ot ettt 141
9. APENDICE .......oitiictieeeteee ettt ettt ettt et n e tens 166

L0, ANEXO . o 168



T WL
I % ':*‘-

0
T




Introducéo | 16

1. Introducao

A cicatrizagdo alveolar € um fendbmeno complexo, porém ordenado, que
envolve varios processos, inclusive uma resposta inflamatoria estreitamente
entrelacada com o reparo. Estes processos podem ser modificados por varias
influéncias conhecidas ou nao, frequentemente impedindo a qualidade tanto da
resposta inflamatdria como do reparo. Estas influéncias incluem fatores locais e
sistémicos. Entre os fatores locais mais citados, estdo: infecgao local, traumas
mecanicos, presenga de corpos estranhos, assim como o tamanho e localizagao da
ferida. Os fatores sistémicos sao: deficiéncia nutricional, alteracdes metabdlicas,
alteragdes circulatérias e hormonais, ingestdo de substancias quimicas, e outros
(COTRAN; KUMAR; COLLINS, 1999).

Os estudos do reparo 6sseo intra-alveolar em diferentes espécies animais
descrevem a sequéncia de alteragdes celulares e tissulares, que culmina com o
completo preenchimento do alvéolo dental por tecido 6&sseo neoformado
(CARVALHO; OKAMOTO, 1987; LIN; MCCULOLLOGH; CHO, 1994; BRENTEGANI;
BOMBONATO-PRADO; LAMANO-CARVALHO, 1996; LAMANO-CARVALHO;
BRENTEGANI; BOMBONATO-PRADO, 1997). A reparagédo alveolar se completa
quando o alvéolo dentario apresentar-se preenchido por trabéculas 6sseas espessas
e espacgos medulares diminutos, e a crista alveolar remodelada (ALVES; OKAMOTO,
1989).

Varios estudos demonstram que os efeitos da cafeina sobre o metabolismo
0sseo, ainda sao controversos (LLOYD et al., 1997), mas sabe-se que seu consumo
esta relacionado com o aumento de risco de fraturas de ossos osteoporoéticos e

doencgas periodontais (KAMAGATA-KIYOURA et al., 1999). Em geral, o potencial de
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impacto desta droga sobre o osso € devido a sua capacidade em aumentar a
excrecao de calcio (MASSEY; WHITING, 1993).

Os efeitos da cafeina sobre o tecido ésseo dificultam a aplicacdo de implantes
dentarios devido a presenga de grandes defeitos &ésseos ou volume &sseo
insuficiente. Nestes casos, é necessario que o defeito seja restaurado ou o 0sso
aumentado com o objetivo de obter a posi¢cao correta e suficiente retengao para o
implante (ZERBO et al., 2001).

Varios métodos sédo propostos para a regeneracédo de defeitos dsseos, entre
eles, o uso de diferentes tipos de enxertos, os quais demonstram capacidade em
promover a formacado dssea. Entretanto, muitos deles ndo sao ideais e muitos nao
serao substituidos por osso durante muitos anos, se € que serao (SY, 2002).

O osso autégeno é considerado a referéncia “gold standard” como enxerto
0sseo, devido as suas vantagens bioldgicas e potencial osteogénico (SANADA et al.,
2003), atuando por osteoindugao e osteocondugao (ELLIES, 1992). Dessa forma,
atua como modelo para a neoformacédo 6ssea (MANSO; LANG, 1997). Tanto
enxertos com 0sso autégeno compacto ou poroso contém em sua matriz organica,
ostedcitos, osteoclastos, osteoblastos e proteinas osteogénicas, apresentando
potencial para osteogénese quando usado para melhorar ou corrigir defeitos ésseos
(BLOCK; KENT, 1997; MERKX et al., 1999; ORR et al., 2001; KIYOKAWA; TANAKA,;
INOUE, 2002).

O enxerto de osso autdégeno € ainda um dos procedimentos cirurgicos mais
utilizados diante da necessidade de reconstrucdo de defeitos 6sseos. Enquanto o
emprego de enxertos autégenos mostra vantagens em relagdo as demais técnicas
no que se refere a biocompatibilidade e ao potencial regenerador ésseo (BOYNE,

1999), a experiéncia clinica e trabalhos experimentais mostram limitagdes quanto ao
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ganho efetivo de volume 6sseo ao longo do tempo (SALATA; RASMUSSON;
KAHNBERG, 2002).

Devido as limitagdes dos diversos materiais de enxerto, mais recentemente os
pesquisadores tém utilizado a engenharia tecidual 6ssea como uma estratégia para
a regeneracao 6ssea (ABUKAWA et al., 2004).

As células tronco mesenquimais sao consideradas multipotentes e podem
replicar como células indiferenciadas, possuindo potencial para se diferenciarem em
linhagens de tecido mesenquimal, incluindo osso, cartilagem, gordura, tendao,
musculo e estroma medular, e que ultimamente tem recebido ampla ateng¢ao devido
a sua utilidade potencial na aplicagdo da bioengenharia tecidual (OWEN;
FRIEDENSTEIN, 1988; PITTENGER et al., 1999; WANG et al., 2003).

Considerando ser a osteogénese o resultado da agdo dos osteoblastos, nés
acreditamos que a bioengenharia tecidual éssea construida pelos osteoblastos
associados ao 0sso autdgeno, possa ser um enxerto 6sseo ideal com referéncia a

osteogénese, osteoindugéo e osteocondugéo.
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2. Revisao da Literatura

2.1 REPARACAO OSSEA

Os estudos da reparacao 6ssea que se segue a extragao dental, realizados
em humanos e em diferentes espécies animais, descrevem a seqUéncia de
alteragbes celulares e tissulares, bem como a cronologia do processo, que culmina
com o completo preenchimento do alvéolo dental por tecido ésseo neoformado.

Em 1960, Amler et al. descreveram a reparacao alveolar através de estudos
feitos com bidpsias de feridas de extragcao dental humanas, como um processo que
pode ser dividido nas seguintes fases: 1) logo apds a exodontia ocorre a formagao
do codagulo; 2) em seguida ocorre a substituicdo do coagulo por tecido de
granulacao; 3) este tecido de granulagao é substituido por tecido conjuntivo; 4)
ocorre entdo a formacgao de um tecido ostedide, principalmente no apice do alvéolo e
depois, em toda extensdo do alvéolo, partindo do apice para regido cervical; 5)
amadurecimento da matriz éssea e 6) epitelizagao da ferida cirurgica.

Okamoto e Russo em 1973 observaram e descreveram a reparacao alveolar
em ratos num periodo de 21 dias, em intervalos de 3 em 3 dias. Dividiram o
processo em 3 fases distintas: periodo de formagédo de coagulo e proliferagdo de
células, periodo de formagao de tecido conjuntivo e periodo de ossificagdo. Ao final
de 21 dias o alvéolo estava completamente preenchido com tecido dsseo.

Em 1987, Carvalho e Okamoto acrescentaram, ainda com finalidade didatica,
uma 42 fase a reparacao alveolar. Esta fase representa, para os autores, a fase de

maturagao do tecido conjuntivo que acontece antes da fase de ossificagao.
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Lin et al. (1994) em analise histologica detalhada da evolugdo do reparo
alveolar mostra que, o coagulo sanguineo que preenche o alvéolo imediatamente
apos a extracao dental, é progressivamente reabsorvido e invadido por fibroblastos
derivados do ligamento periodontal residual, estes produzem fibras colagenas, que
segundo Devlin e Sloan (2002), sdo do tipo | e lll, criando assim uma fonte para a
formacao dssea subseqliente.

Lin, et al. (1994), Devlin e Sloan (2002) relatam evidéncias de que, ambos
fibroblastos do ligamento periodontal e células osteoprogenitoras do 0sso
circunvizinho sao importantes para a diferenciacdo osteoblastica, levando assim a
substituicdo de tecido conjuntivo por 0sso novo.

Lin et al. (1994), Okamoto et al, (1994) e, Kumar, Abbas e Fausto
(2005) mostram que para a adequada sucessao dos eventos reparativos, 0s
macrofagos sdo essenciais, pois reabsorvem o coagulo para este tecido
sofrer a maturacdo com a progressiva aposicdo de colageno e reprodugao de
matriz 6ssea pelos osteoblastos.

Lamano-Carvalho et al. (1997a) em analise histométrica, analisaram a
cronologia da reparagdo alveolar em ratos apds exodontia. Observaram que a
neoformacdo dssea continua apds 21 dias da extracdo dental, tempo considerado
por outros autores como final do processo. Nos resultados, até a 6% semana (42
dias) ainda ocorre formacgao de tecido 6sseo no tergo cervical do alvéolo.

Jahangiri et al, (1998) e, Devlin e Sloan (2002), mostraram que 0s novos
fibroblastos produzidos pela diferenciacdo das células progenitoras e mitoses de
fibroblastos pré-existentes, sobre a influéncia de fatores de crescimento liberados
pelas plaquetas (PDGF), sintetizam uma delicada matriz que associada a formagao

de novos capilares caracterizam o tecido de granulagédo. Este tecido conjuntivo
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imaturo que se forma a partir das margens do alvéolo em dire¢cdo ao centro é
gradualmente substituido por um tecido conjuntivo maduro e mais tarde por
trabéculas 0sseas neoformadas na mesma diregcao centripeta.

A reparagao alveolar tem sido investigada em numerosas condigdes
experimentais, no sentido de observar possiveis fatores, locais ou sistémicos, que
possam interferir com o processo, acelerando-o ou retardando-o.

Quanto as interferéncias sistémicas no processo de reparo ésseo, Shoji et al.

(2000), avaliaram as interferéncias da gravidez e amamentagdo, bem como a
quantidade de Calcio na alimentacdo de ratas, sobre a densidade mineral 6ssea
alveolar. Os autores observaram que, a densidade mineral éssea alveolar diminuiu
baseado na concentragdo de Ca na dieta, mas a magnitude desse declinio foi muito
mais expressiva no grupo das ratas prenhas e amamentando do que das néo
prenhas.

Tedfilo, Brentegani e Lamano-Carvalho em 2001, observaram uma redugao
de 20 a 30% no trabeculado ésseo intra-alveolar 7 dias apds a extragao, em ratos
tratados com amlodipina, um inibidor dos canais de calcio.

Bombonato-Prado et al. (2004), mostraram através de analise
histomorfométrica, uma menor neoformacido Ossea alveolar quando ratos eram
submetidos a ingestao crbénica de bebida alcodlica.

Gau et al. (2005), também através de analise histométrica, estudou os efeitos
da administracdo oral de ciclosporina A, um imunossupressor, no metabolismo
Ossea alveolar pés-extracdo. Este medicamento age na supressao especifica da
subpopulacao de células-T, utilizado principalmente pdés-transplante de érgéaos. No

reparo 6sseo alveolar houve prejuizo quanto a reparagao, pois nos periodos de 10 e
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14 dias pods-cirurgicos observou-se menor quantidade de tecido ostedide no grupo
tratado com este medicamento.

Okamoto et al. (2006), realizou um estudo cujo objetivo foi observar o efeito
da desidratagao cronica no reparo alveolar. Ratos foram mantidos em um regime de
privagao de agua por 9 dias, sendo 3 dias antes da extracao e 6 dias pos-extragao.
Observou-se nos ratos com hidroprivagdao, um coagulo desorganizado com discreto
numero de macrofagos e baixa quantidade de tecido conjuntivo neoformado, o que
levou a um profundo atraso na substituicao de tecido conjuntivo por tecido dsseo.

A deficiéncia de estrogeno e seus efeitos no reparo 6sseo alveolar, foram
estudados por Pereira et al. em (2007), através da densitometria 6ssea e analise
histométrica. Foram usadas ratas ovarectomizadas para promover a deplecao
hormonal, e no 21° dia foi realizada a extracdo dental. Os resultados obtidos
mostraram nos periodos iniciais da cicatrizacdo, um aumento no numero de
fibroblastos e na concentragcdo de colageno, e nos periodos tardios uma intensa
reducdo na neoformacgao dssea.

Almeida et al. em (2007), analisou histomorfometricamente a cicatrizagao
O0ssea em defeitos provocados no angulo da mandibula, em ratos tratados com
calcitonina. Os autores observaram que, o volume de matriz 6ssea neoformada foi
significativamente maior no grupo controle do que no tratado, nos periodos de 7, 14
e 21 dias pés-cirurgicos.

A deficiéncia de boro na alimentacao e sua relagdo com a cicatrizacdo 6ssea
alveolar em ratos foi analisada por Gorustovich et al. (2008). A analise histométrica
mostrou uma reducgao de 36 e 63% da quantidade de tecido ésseo nos periodos de

7 e 14 dias pos-extracao respectivamente.
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Quanto as interferéncias locais no processo de reparo 6sseo, Magalhdes et

al. (1982), afirma que a irregularidade no contorno e altura do alvéolo e a fratura da
tAbua Ossea ou de cristas alveolares durante a exodontia, atrasam a reparagao
normal.

Para Carvalho e Okamoto (1987), a laceracdo da gengiva, o diametro
aumentado do alvéolo, a permanéncia de fragmentos 6sseos sem nutricao, residuos
radiculares e de corpos estranhos no interior do alvéolo, retardam o processo de
reparagdo normal. Além disso, cuidados com a curetagem, irrigacdo e suturas
devem ser tomados, pois estes procedimentos, quando ndo bem realizados, podem
alterar a cicatrizacao alveolar. Estes autores ainda chamam atencdo para as
condicbes periodontais prévias e as infecgdes, como alveolites, que também sao
prejudiciais no pds-operatorio.

Em 1994, Okamoto et al., avaliaram a importancia da permanéncia do
coagulo no interior do alvéolo. No estudo, um grupo de animais teve as bordas do
alvéolo suturadas logo apds a exodontia, e em outro grupo o coagulo foi removido
ap6s 6 a 8 minutos da cirurgia. Houve um profundo atraso na cicatrizagdo no 2°
grupo e, embora um novo coagulo tenha sido formado, este ndo era organizado.
Desta forma, concluiram que a qualidade, constituicdo, manutengao e retracdo do
coagulo sao fatores que regulam a formacédo de tecido conjuntivo durante a
reparacao alveolar.

Os implantes intra-alveolares, utilizados com a finalidade de coibir
hemorragias pos-extragao, debelar infecgbes pds-operatérias, prevenir ou corrigir
defeitos 6sseos periodontais, manter o contorno do rebordo alveolar ou substituir

tecidos perdidos durante procedimentos cirurgicos, podem provocar reagdes
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inflamatodrias persistentes que retardam a reparacédo ou acontece uma boa aceitagao
do organismo como esta descrito nos trabalhos que se seguem.

Numa reviséo realizada por Carvalho e Okamoto (1978), verificou-se que a
maioria dos implantes atrasa o processo de reparacéao. A justificativa empregada é a
de que a presencga de qualquer material estranho no interior do alvéolo perturbaria a
organizagao do coagulo e provocaria disturbios na neoformagao tecidual, atrasando
a cronologia da reparagao.

O material pode se comportar como agente irritante, sendo reconhecido como
corpo estranho, por isso o organismo tenta elimina-lo. Isso ocorre também devido a
maior irrigacdo sanguinea das estruturas da cavidade bucal, o que determina maior
defesa local e reagdes mais severas contra corpos estranhos (CARVALHO;
OKAMOTO, 1987).

Apesar disso, numerosos trabalhos foram desenvolvidos com a aplicagéo
(implante/enxerto) local de materiais na busca de um material que promova
formacado 6ssea em tempo curto. Estes materiais sdo chamados de biomateriais, e
podem ser definidos como uma substancia ou combinagdo de duas ou mais
substancias farmacologicamente inertes, de natureza sintética ou natural, que séo
utilizados para melhorar, aumentar ou substituir, parcial ou integralmente, tecido e
orgaos (WILLIAMS, 1987).

Os implantes de hidroxiapatita, e de fosfato de tricalcico foram testados por
Rosa et al. (1994) em estudo histométrico e os resultados mostraram que houve
formacado de uma menor quantidade de osso durante todos os periodos de estudo.
Portanto, neste trabalho, os implantes apesar de biocompativeis, retardaram o

processo de reparacgao alveolar.
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O cimento de ionbmero de vidro, material restaurador, foi também avaliado
histolégica e histometricamente como implante intra-alveolar, em ratos,
imediatamente apés a exodontia. Brentegani et al. (1996) descreveram que a
presenca dos granulos de ionébmero de vidro no tergo cervical levou a um pequeno
atraso na formacao éssea apenas na primeira semana. As outras regides do alvéolo,
ao contrario, tiveram uma tendéncia de apresentar grande quantidade de osso
trabecular a partir da terceira semana. Desta forma foi concluido que o material nao
atrasou o processo de reparacdo, favorecendo a neoformacdo 6ssea. Em outro
trabalho realizado pelos mesmos autores em 1997, ficou novamente comprovado
que o material, além de biocompativel, foi progressivamente incorporado ao 0sso.

Lamano-Carvalho et al. (1997b) avaliaram os efeitos do implante imediato de
uma resina de poliuretano (Ricinus communis) na cronologia da reparagao alveolar
em ratos. Apesar da biocompatibilidade do material, houve uma alteracdo no
processo de reparagao, com atraso na neoformagao 6ssea nos tercos médio e
apical.

Alves-Rezende e Okamoto (1997) testaram o Tissucol, um material adesivo
de fibrina, em alvéolos dentais de ratos submetidos ao estresse. O material foi
considerado biocompativel e agiu como um agente hemostatico efetivo. Além disso,
foi concluido que nao houve interferéncia na formacgéao de tecido conjuntivo e ésseo.

Zerbo et al. (2001) demonstraram que o uso de granulos de fosfato tricalcico
permitiu a formacado de novo tecido dsseo em defeitos alveolares. Estes autores
sugeriram que o fosfato tricalcico tenha tido agcdo osteocondutora, isto €, guiando
células osteogénicas a partir de um tecido ésseo pré-existente. Além disso, neste
mesmo estudo observou-se a formacgao de osso dentro dos poros das particulas da

bioceramica.
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Bombonato-Prado em 2002 avaliou qualitativa e quantitativamente através de
microscopia de luz e eletrébnica de varredura, os efeitos de uma bebida alcodlica na
reparacao alveolar, comparando, nesta situacdo, a acdo de uma biocerdmica de
fosfato de calcio (Osteosynt) na neoformacéo 6ssea. Teve como conclusao que a
utilizacdo da bioceramica minimiza os efeitos deletérios do alcoolismo crénico sobre
a reparacao alveolar.

Em 2005, Calixto examinou o comportamento de enxertos 0sseos
heterégenos organico e inorganico (Matriz Ossea Bovina Liofilizada Organica e
Inorgéanica), de uma mistura de BMPs (Proteinas morfogenéticas do Osso) bovinas e
de um vidro bioativo implantados no interior do alvéolo. As observagbes seguiram
até 9 semanas apos a exodontia e implantacao dos materiais. Em seus resultados
concluiu que se deve levar em conta, quando da necessidade da utilizacdo de um
biomaterial para preservacao /recuperacdao de um tecido 6ésseo, que qualquer
material introduzido no interior de um defeito pode atrasar a reparagdo. Portanto,
segundo o autor, deve-se ponderar se € em quais circunstancias um determinado
material favoreceria o resultado desejado.

Também, o latex, na forma de granulos e gel associado ao colageno, foi
avaliado no interior do alvéolo de ratos, em periodos de 7, 21 e 42 dias, por
Balabanian (2005). Dos resultados concluiu-se que o latex € um material
biologicamente biocompativel, desenvolvendo uma osteointegracao progressiva,
estimulando a angiogénese e acelerando a neoformagao 6ssea nos primeiros 7 dias
da reparacao ossea.

Em 2006, Castro avaliou o comportamento do enxerto de composto dsseo de
ricino (C.O.R.) em alvéolos dentais e sua eficacia na manutencdo do rebordo

alveolar em ratos. O C.O.R. é um material aloplastico de origem vegetal derivado do
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O6leo de mamona, cuja formula molecular tem mostrado certa compatibilidade com
tecidos vivos e propriedades osteocondutivas. As analises radiograficas e
histolégicas realizadas pelo autor mostraram que este composto, quando implantado
em alvéolos dentais de ratos, é capaz de manter as dimensdes do rebordo alveolar,
ao passo que nos animais controle as dimensodes alveolares nao foram mantidas.

Em 2007, Calixto et al., estudaram o enxerto em alvéolos dentais de proteinas
morfogenéticas do osso (BMPs), associadas a um carreador de hidroxiapatita
microgranular e colageno bovino. As BMPs sao proteinas consideradas capazes de
promover a osteoindugdo, ou seja, a diferenciacdo de células mesenquimais
indiferenciadas em osteoblastos, e estes produzirem o tecido 6sseo. Nos resultados
obtidos pelo grupo de pesquisa, o reparo 6sseo alveolar nos ratos implantados e nos
ratos controles seguiu o padrao normal descrito na literatura, mas o material utilizado
nao estimulou a cicatrizacdo dssea em nenhum dos periodos analisados.

Srisubut et al. (2007), analisaram o reparo 6sseo em defeitos provocados no
angulo da mandibula de ratos, usando uma mistura de vidro bioativo e alendronato.
O alendronato, um medicamento da classe dos bifosfonados, tem como principal
funcao diminuir a atividade osteoclastica e conseqlientemente a reabsorcado 6ssea, e
o vidro bioativo um substituo 6sseo com propriedades osteocondutivas. A analise
histolégica 4 semanas apds a cirurgia mostrou que, o grupo experimental tinha
significativamente maior quantidade de tecido 6sseo neoformado quando comparado
ao grupo controle.

Em 2007, Coneglian avaliou em alvéolos dentais de ratos a neoformagéao
Ossea apos a implantacao de sulfato de calcio di-hidratado e da hidroxiapatita BTCP
GenPhos. A analise microscopica qualitativa e quantitativa foi realizada 7, 15 e 30

dias apds os procedimentos cirurgicos. Os resultados mostraram que a evolugéo do
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processo de reparo alveolar nos grupos implantados com biomateriais ocorreu de
forma semelhante ao grupo controle (coagulo sanguineo), destacando-se aos 15
dias, a menor neoformagao éssea estatisticamente significante do grupo tratado com
a hidroxiapatita BTCP GenPhos quando comparado ao controle.

Garcia em 2007 avaliou comparativamente, os fendmenos evolutivos do
processo de reparo em alvéolos de ratos preenchidos apds a extracdo dental com
0sso medular bovino inorganico e hidroxiapatita BTCP densa. Os parametros
analisados pela autora foram: o infiltrado inflamatério, densidade fibroblastica,
densidade angioblastica e neoformagao 6ssea. Os resultados da analise qualitativa
e quantitativa mostraram que a hidroxiapatita BTCP densa apresenta caracteristicas
satisfatérias como biomaterial osteocondutor e osteopreenchedor, e quando
comparada ao 0sso bovino inorganico, os dois materiais obtiveram o mesmo
desempenho no processo de reparo alveolar.

Wu; Liu e Zang (2008), analisaram os efeitos da sinvastatina, um
medicamento anti-hipercolesterolemia, associado com um carreador de acido
polilatico-glicélico (PLGA), implantados em alvéolos dentais de ratos. Os efeitos da
associagdao medicamento-carreador foram estudados histologicamente, através da
densidade mineral 6ssea e de medidas da reabsorcdo do osso alveolar pods-
extracdo. Os resultados mostram que a altura relativa do rebordo alveolar residual e
a densidade mineral 6ssea foram significativamente maiores no grupo experimental
quando comparado aos controles. Histologicamente a associagao PLGA-sinvastatina
mostrou uma maior quantidade de ilhas de tecido 6sseo neoformado quando
analisado em 4 semanas pos cirurgicos, bem como uma melhor qualidade do tecido

analisado.
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2.2 CAFEINA

A cafeina e suas metilxantinas relacionadas sdo amplamente distribuidas em
plantas ao redor do mundo. Toda cultura indigena estavel tendo acesso a esses
produtos desenvolveram bebidas com estes estimulantes. Portanto, cafeina
provavelmente € a substancia farmacologicamente ativa mais comumente
consumida no mundo, principalmente na Europa e America do norte.

Com féormula quimica de 1,3,7- metilxantina, a cafeina esta presente em
cafés, chas, bebidas carbonatadas, alimentos, medicagbes para alergias e
resfriados, e em suplementos dietéticos (DRISCOLL; JOSEPH-JR; NAKAMOTO,
1990). Segundo Barone e Grice (1994), o consumo diario de cafeina nos USA é de
aproximadamente 2,0 mg/Kg .

Relatos demonstram que a cafeina possui uma variedade de respostas
celulares e farmacolégicas produzindo efeitos biolégicos tais como antioxidacao,
antimutagdo, angiogénico, ac¢ao antibidtica, anti-hipercolesterolemia, anti-
hipertensao e antiinflamatéria (SUGYIAMA et al., 1999).

Varios trabalhos demonstram que as atividades da cafeina sobre o
metabolismo ésseo ainda sao controversos (LLOYD et al., 1997).

Driscoll; Joseph-dr e Nakamoto (1990), avaliaram o efeito da cafeina
administrada no pré-natal associada a uma dieta hiperprotéica, no desenvolvimento
mandibular de ratos recém-nascidos. Os autores puderam comprovar que houve
significativamente, um menor peso mandibular, uma menor concentragao de calcio e
uma menor atividade das fosfatases alcalina e acida, quando comparados o grupo

cafeina ao controle, visto que, a atividade da fosfatase alcalina esta relacionada com
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a calcificacao e crescimento do tecido 6sseo, e da fosfatase acida esta relacionada a
reabsorcao.

Em 1991, Tassinari et al. avaliaram in vitro os efeitos da cafeina no
crescimento de osteoblastos de galinhas e na formagao da matriz extracelular. As
células foram expostas a cafeina nas concentracdes de 0.1, 0.2 e 0.4 mM e analises
quanto ao numero de células, proliferacdo celular, atividades da fosfatase alcalina e
osteocalcina, niveis de colageno e calcio foram realizadas. De acordo com os
resultados encontrados os autores concluiram que um dos efeitos da cafeina no
desenvolvimento 6sseo é o de inibir a mineralizacdo e a formacdo de uma
competente matriz extracelular, bem como a diferenciagcao osteoblastica.

Os estudos de Barone et al. em 1993 confirmaram in vivo os achados do
trabalho acima, pois foi observado uma diminuicdo na mineralizagdo do esqueleto
fetal de ratos tratados com cafeina. Segundo os autores estes resultados parecem
estar relacionados a inibicdo da formacao 6ssea endocondral, devido tanto a agao
nos estagios iniciais da proliferagdo de células mesenquimais indiferenciadas em
células cartilaginosas bem como em estagios tardios da formagao dssea.

Uma extensa revisdo de literatura sobre os efeitos da cafeina no calcio
urinario e no metabolismo dsseo foi realizada por Massey e Whiting em 1993. No
geral, os autores concluiram que, o potencial de impacto desta droga sobre o osso é
devido a sua capacidade em aumentar a excrecdo de calcio na urina, e que a
suplementacao inadequada deste mineral, a fim de manter o equilibrio eletrolitico,
pode ser um fator de risco para o desenvolvimento da osteoporose.

Sasahara et al. (1994), estudaram a influéncia da administragdo cronica de
cafeina na estrutura de fémures de ratos. Concluiram que no grupo tratado com

cafeina, a area de tecido 6sseo em seccao transversal dos fémures, a concentragao
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de calcio, fosforo, zinco, e hidroxiprolina eram menores quando comparados ao
grupo controle.

Os efeitos da ingestdo de cafeina durante o periodo neonatal, nas células
6sseas e no desenvolvimento 6sseo de ratos foram analisados por Wink;
Rossowska e Nakamoto (1996). Dos resultados obtidos, observaram-se nos ratos do
grupo tratado, fémures com uma menor quantidade de osteoblastos por area, tibias
apresentando um retardo na remodelagao estrutural, € uma diminuicido dos niveis
plasmaticos de Cu e Zn.

Kamagata-Kiyoura et al. em um estudo realizado em 1999, avaliaram in vitro,
os efeitos da cafeina associada a prostaglandina E; na proliferacdo de células
semelhantes a osteoblastos. Sabe-se que os niveis de PGE, se mostram elevados
em sitios de inflamacéo gengival e doenga periodontal ativa, levando ao aumento da
atividade osteoclastica e conseqlientemente a reabsorcao 6ssea. Neste trabalho a
associacdo cafeina/PGE; mostrou uma forte inibicao das células semelhantes a
osteoblastos, com isso os autores acreditam que possa existir uma relagao entre o
consumo de cafeina e o agravamento das condigdes patolégicas das doencgas
periodontais.

Huang et al. (2002), estudaram em ratos, a influéncia da administragdo de
altas doses de cafeina e da aplicagao de exercicios fisicos sobre o desenvolvimento
6sseo. Concluiram que nos ratos tratados com cafeina houve uma menor densidade
mineral 6ssea e uma menor concentragao calcio, e que os exercicios fisicos tiveram
um pequeno efeito antagonista aos danos causados pela administragéo da droga.

Focking; Schmiegelt e Trapp (2005) averiguaram os efeitos da cafeina na
atividade dos receptores de glicocorticoides (GR) em células osteoblasticas

humanas. Os grandes niveis de glicocorticdides circulantes no organismo e
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consequentemente a grande atividade dos GRs sao capazes de iniciar ou agravar as
condigbes patoldgicas da osteoporose. Os autores mostraram que a cafeina
associada aos glicocorticéides € capaz de aumentar a expressdo génica dos
receptores GR em osteoblastos humanos, e deste modo poderia ser um dos
mecanismos moleculares do desenvolvimento da osteoporose.

Tsuang et al. (2006), analisaram o papel da cafeina sobre o metabolismo de
células osteoblasticas in vitro. O comportamento das células foi avaliado através da
atividade da fosfatase alcalina, dos niveis de desidrogenase latica e prostaglandina
E2, e da andlise da degradagcdo do DNA. Os resultados mostraram que na dose de
10 mM houve uma diminuigéo significante da atividade da fosfatase alcalina, da taxa
de desidrogenase latica e PGE; intracelular, e uma alta taxa de formagado de
fragmentos de DNA. A partir do exposto, os autores concluiram que a cafeina possui
um potencial efeito deletério sobre a viabilidade dos osteoblastos, aumentado a taxa
de apoptose destas células.

Rapuri; Gallagher e Nawaz (2007) avaliaram os efeitos da cafeina na
expressao dos receptores de vitamina D (VDR) e na atividade da fosfatase alcalina
(ALP) em osteoblastos humanos in vitro. A literatura mostra que a 1,25 Dihidroxi
vitamina D3 quando ligada aos receptores VDR tem um papel fundamental na
funcao de osteoblastos e osteoclastos, e consequentemente no metabolismo ésseo.
Os resultados mostraram que a cafeina na dose de 1 e 10 mM diminui a expressao
dos receptores de 1,25(0OH;)D3;, (VDR), em 50 e 70% respectivamente, e houve
diminuicao na atividade da fosfatase alcalina da ordem de 50% quando a dose foi de
1 mM.

Dados ainda nao publicados de Lacerda e Brentegani, mostraram

histomorfometricamente em ratos, que a administracdo diaria de café por um



Revisdo da Literatura| 34

periodo prolongado retardou o processo de reparo ¢sseo em alvéolos dentais nos 3
periodos estudados, 7, 21 e 42 dias. Também os niveis de calcio no 0sso
mandibular se mostraram diminuidos.

Apesar de muitos trabalhos indicarem efeitos danosos da cafeina sobre o
tecido 6sseo, alguns estudos indicam o contrario. Glajchen et al. (1988), investigou o
efeito da administracado cronica de cafeina sobre o metabolismo mineral ésseo em
ratos utilizando a histomorfometria e marcadores séricos de mineral 6sseo. Os
autores mostraram em seus resultados que nao houve diferengas quanto a
histomorfometria entre os grupos que receberam o tratamento com cafeina e os
controles. Em relacdo aos marcadores apenas a osteocalcina mostrou-se
aumentada nos animais que receberam doses maiores da droga.

Lloyd et al. (1997), avaliaram a relagdo entre o consumo de cafeina e o
comportamento do tecido 6sseo em mulheres pds menopausa. Os resultados
mostraram que nenhuma associagao foi encontrada entre o consumo de cafeina e
mudang¢as na massa e na densidade 0ssea, assim nao suportando a idéia de que a
cafeina € um fator de risco para perda 6ssea em mulheres saudaveis pos-
menopausa.

Também Conlisk e Galuska (2000), estudaram a associagao entre 0 consumo
de cafeina e densidade mineral 6ssea em mulheres adultas jovens. A média de
cafeina ingerida (mg/dia) em dose meses foi calculada com base no consumo diario
de diversas substancias, como café, chas, refrigerantes de cola, produtos de
chocolate e medicacdes. Os autores observaram a partir da densidade mineral
Ossea da espinha lombar e da cabeca do fémur, que ndo ha uma associagao entre a
quantidade de cafeina consumida na dieta de mulheres jovens e a densidade

encontrada nessas regides do 0sso.
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Sakamoto et al. (2001), utilizando ratos machos avaliou a relagdo entre o
consumo de café e o metabolismo 6sseo. Os animais foram divididos em 3 grupos:
dieta sem café, dieta com café, mas com baixa concentragcao de cafeina e dieta com
café com alta concentracdo de cafeina. Os resultados mostraram que, nao houve
diferenga estatisticamente significante quanto a histomorfometria 6ssea e quanto a
mediadores quimicos relacionados com a patogénese da perda 6ssea como TNF-q,

IL-6 e IL-1B, entre os grupos.

2.3 0SSO AUTOGENO

A enxertia de tecido 6sseo € um procedimento muito antigo. O primeiro
registro do uso deste tipo de enxerto € datado de 1668, quando esta técnica era
utilizada a fim de solucionar problemas relacionados a ma cicatrizacido 6ssea como
a nao consolidacado de fraturas, a consolidagcao 6ssea tardia, as pseudo-artroses
congénitas, os defeitos 6sseos poés-traumatismos, as infeccbes e os tumores
(CHAPMAN; RODRIGO, 2001).

Os enxertos podem ser classificados de acordo com a sua natureza e

denominados conforme a terminologia moderna em: enxertos autégenos quando a

origem € o proprio individuo; alégenos ou homégenos quando originado de individuo

da mesma espécie, porém com caracteristicas genéticas diferentes; iségenos

quando oriundos de individuos geneticamente idénticos; heterégenos ou xendgenos

quando advindos de individuos de espécies diferentes e aloplasticos quando sao de
origem sintética (LINDHE; KARRING; LANG, 2005).
A formacdo de um novo osso pode ocorrer através de trés diferentes

processos: osteogénese, osteoindugdo e osteocondugdo, que sdo consideradas
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como as caracteristicas ideais de um material de enxerto 6sseo (MOORE; GRAVES;
BAIN, 2001).

Osteogénese €& definida como nova formagdo o&ssea pela existéncia
predominante de células osteoprogenitoras diferenciadas ou osteoblastos presentes
dentro do material de enxerto (SUH et al.,, 2001). Dessa forma um enxerto
osteogénico é derivado de tecido 6sseo de um local diferente do sitio receptor.
Células osteogénicas podem favorecer a formacédo éssea em tecidos moles ou
ativarem rapidamente o crescimento dsseo em sitios com presencga do tecido ésseo,
ou seja, ocorre a transferéncia de células viaveis do enxerto para o leito receptor.
Assim 0 0SSO esponjoso, cuja superficie possui maior area coberta por células, tem
um maior potencial de osteogénese quando comparado ao osso cortical
(GOLDBERG; STEVENSON, 1987).

Osteoindugcdo tem sido definida como um possivel mecanismo de
regeneragdo Ossea que envolve formagdo de novo o0sso pelas células
osteoprogenitoras derivadas das células mesenquimais, sobre a influéncia das
proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs) isoladas da matriz 6ssea (WOZNEY, 1995)
ou pela prépria matriz 6ssea (URIST, 1965), (URIST; MIKULSKI; LIETZE, 1979).

Osteoconducdo é o mais conhecido processo de reparagao dssea porque 0s
implantes agem como um suporte para o crescimento do osso e € substituido pelo
osso novo (DUPOIRIEUX et al., 1994). Este processo nao forma, mas sustenta um
meio favoravel, ou seja, um arcabougo capaz de guiar as células envolvidas no
processo de reparo, promovendo a angiogénese e a deposi¢cao de novo osso. Estes
materiais, entretanto, sdo incapazes de induzir a formacdo 6ssea ectépica como

ocorre com 0s enxertos osteoindutores.
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O enxerto de osso autégeno € o procedimento cirirgico mais comumente
utilizado diante da necessidade de reconstrugao de defeitos 6sseos. Enquanto o
emprego de enxertos autégenos mostra vantagens em relagdo as demais técnicas
no que se refere a biocompatibilidade e ao potencial regenerador ésseo (BOYNE,
1999), a experiéncia clinica e trabalhos experimentais mostram limitagdes quanto ao
ganho efetivo de volume 6sseo ao longo do tempo, especialmente com os enxertos
‘onlay” (SALATA; RASMUSSON; KAHNBERG, 2002). Tais dificuldades tém levado
muitos autores a concentrar seus estudos em fatores que podem influenciar a
sobrevivéncia e a manutencao volumétrica dos enxertos autégenos em longo prazo
(ALBERIUS et al., 1996; STEVENSON et al., 1996; GORDH; ALBERIUS, 1998;
OZAKI; BUCHMAN, 1998; CARVALHO et al, 2000; PALECKS et al., 2004).
Segundo estes estudos a arquitetura interna do enxerto; sua origem embrionaria;
orientacdo de aplicagdo “inlay” ou “onlay”; presenga do periosteo no enxerto;
tratamento do leito receptor; taxa de revascularizagao e; métodos de fixagdo do
enxerto no leito receptor parecem participar decisivamente para o sucesso da
técnica.

Por muitos anos o osso autdgeno de locais intra e extra-orais é considerado a
referéncia “gold standard” como enxerto o6sseo (HJJRTING-HANSEN, 2002;
MAZOCK; SCHOW,; TRIPLETT, 2004; MINICHETTI et al., 2004; JENSEN et al.,
2006), devido as suas vantagens bioldgicas e potencial osteogénico (SANADA et al.,
2003), atuando por osteoinducdo e osteocondugao (ELLIES, 1992), promovendo
estimulo e aposigao de tecido 6sseo a partir do osso ja existente, atuando como
modelo para a neoformagao 6ssea (MANSO; LANG, 1997). Contendo em sua matriz
inorganica, ostedcitos, osteoclastos, osteoblastos e proteinas osteogénicas, 0 0sso

autégeno apresenta potencial para osteogénese quando usado como enxerto para
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melhorar ou corrigir defeitos 6sseos (BLOCK; KENT, 1997). O seu uso na
reconstrugdo de defeitos se deve ao fato de ndo causar reagdes imunogénicas, por
conter células capazes de se diferenciarem em osteoblastos (YOSHIKAWA et al.,
2004), capacidade indutora de fatores de crescimento constituida por uma matriz
osteocondutiva bioreabsorvivel que age como fonte para a angiogénese, infiltragdo
celular, formacao de cartilagem e deposi¢cédo de tecido calcificado (BRUDER; FOX,
1999; MERKS et al., 1999; ORR et al., 2001; KIYOKAWA et al., 2002).

Entretanto a utilizacdo de osso autdégeno como material de enxerto causa
certo grau de morbidade ao individuo, ja que € necessario um sitio cirargico
adicional para a obtencado do enxerto. Além disso, o desconforto pds-operatorio do
paciente e o risco de infec¢ao do local sdo aumentados (OREFFO; TRIFFITT, 1999).

A escolha do local doador dependera da quantidade de volume Osseo
necessario para restabelecer o contorno original do processo alveolar reabsorvido.
Os possiveis locais para coleta do enxerto envolvem sitios cirurgicos intra ou extra-
orais. As areas intra-orais mais comumente utilizadas para a remocao do enxerto
0sse0 sao as regides do mento, margem anterior do ramo da mandibula e
tuberosidade maxilar. As areas extra-orais utilizadas como doadoras de tecido 6sseo
englobam a crista iliaca, a calvaria, a tibia e as costelas (DINATO; POLIDO 2004;
GARG, 2004).

Peer (1951) foi o primeiro autor a sugerir que a diferenga de histogénese dos
enxertos poderia alterar sua incorporacdo. Observou que os enxertos de ossificagao
intramembranosa teriam reabsor¢ado menor que os outros. O autor colocava o0ssos
nasais, vbmer e parte dos ossos etmoidais oriundos de resseccdes de dorso nasal
de pacientes, em contato com tecido ndo 6sseo (abdémen). Observou dois anos e

meio apos, que o 0sso colocado no abddémen apresentava células 6sseas viaveis,
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enquanto os enxertos oriundos da costela, da tibia e da crista iliaca se reabsorviam
totalmente. O autor explicou que, possivelmente, as células dos enxertos corticais de
origem embriolégica membranosa teriam menor poder de regeneragao, porém maior
habilidade de reter sua matriz calcificada, apesar do contato com o osso

Vérios trabalhos tém mostrado a superioridade dos enxertos de origem
intramembranosa, como os da calota craniana, quando comparados aos de origem
endocondral, tibia e crista iliaca, nas cirurgias reconstrutivas craniomaxilofaciais,
(ALONSO, 1992; DONOVAN et al, 1993; OZAKI; BUCHMAN et al., 1998;
ITURRIAGA; RUIZ, 2004; CARINCI et al., 2005; SALVATO; AGLIARDI, 2007) pois
sao pouco reabsorvidos e apresentam maior neoformagao Ossea, aliados a uma
menor morbidade em relagdo ao procedimento cirurgico.

Por essas e outras caracteristicas peculiares ao osso autégeno, varias
pesquisas tem sido realizadas a fim de compara-lo aos diversos tipos de materiais
substitutos do tecido 6sseo.

Em 1975 o osso autdégeno foi estudado por Levin et al., que o testaram (0sso
poroso) em comparagao com fosfato tricalcico para tratamentos de defeitos 6sseos
periodontais em caes. Os resultados indicaram que os defeitos preenchidos com a
ceramica cicatrizaram mais lentamente e que, anquilose e reabsor¢des da raiz
podem ocorrer quando o 0sso autdégeno foi usado

Block e Kent (1985) compararam o uso de hidroxiapatita sozinha com uma
combinagdo com osso autégeno para aumento de rebordo em céaes. Foram
extraidos os terceiros e quartos pré-molares e os primeiros molares bilateralmente e,
em seguida, uma alveolectomia radical foi feita. Depois de 8 semanas os materiais
foram colocados nos rebordos em uma nova cirurgia. O osso autégeno foi removido

da crista iliaca dos animais. Ao final de 16 semanas entdo os autores concluiram
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que o uso combinado de hidroxiapatitas e osso autégeno mostraram uma formacéao
de osso em toda a area contribuindo para aumento do rebordo.

Pelos resultados obtidos por Burchardt (1987) os enxertos de 0sso poroso
mostram uma revascularizagdo rapida, mas seu trabeculado € mais facilmente
reabsorvido, prejudicando a manutencédo da forma e volume do enxerto. Por outro
lado, esta reabsor¢do permite que logo ocorra uma substituicdo por o0sso. Ja o
enxerto de osso compacto persiste por muitos anos e mostra regides viaveis e
necroticas.

Frame et al. (1987) avaliaram o uso de hidroxiapatitas (porosa ou nao)
sozinhas e em combinagdo com o0sso autdégeno e gesso paris. Os autores
observaram histologicamente, ao final de 24 semanas, que o acréscimo de 0sso
autégeno as hidroxiapatitas ndo aumentou a deposi¢cdo de osso. Verificaram ainda
que os fragmentos de 0sso nao existiam mais ao final do periodo.

Em 1989, Wada et al. em seu estudo avaliaram as respostas reparativas em
defeitos 6sseos em furcas de terceiros e quartos molares em caes, utilizando trés
materiais: 0sso autdégeno, osso bovino desmineralizado liofilizado e fosfato tricalcico
(TCP-B). Os resultados foram obtidos com avaliagao histolégica depois de 10
semanas. Os autores concluiram que, apesar de todos os materiais terem sido bem
aceitos, os defeitos preenchidos com osso autdgeno mostraram significativamente
uma regeneragao mais pronunciada do que a dos outros materiais usados.

De acordo com Citardi e Friedman (1994), dados experimentais de animais
demonstram que enxertos de sitios doadores de osso de origem membranosa
tendem a sofrer menos reabsor¢cdo do que os enxertos de osso de origem

endocondral, provavelmente por causa da diferenca na arquitetura éssea de cada
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um desses tipos de osso. Os autores ressaltam ainda, que a remog¢ao do enxerto do
sitio doador esta relacionada com a menor morbidade geral.

Nishibori et al. (1994) relataram os resultados de dois casos clinicos de
aumento de assoalho de seio, um com o0sso autégeno da crista iliaca, e outro com
0sso bovino desmineralizado liofilizado (DFDB). As amostras dos locais que
receberam osso autégeno foram obtidas depois de 8 meses da cirurgia, e dos locais
onde foram usados o DFDB apds 16 meses. As observagdes sugeriram que 0 0SSO
autégeno produz osso em quantidade e qualidade adequada para os locais de
implantes, enquanto que o enxerto com DFDB néo fica completamente remodelado
pelo osso do hospedeiro e produz osso em quantidade e qualidade insuficiente para
os locais de implantes.

Um trabalho feito por Triplett e Schow (1996), descrevendo técnicas para
aumentar contorno e altura de processo alveolar em desdentados, analisou o uso de
enxerto de osso autégeno para colocagdo simultdnea ou secundaria de implantes
osteointegrados. Os enxertos foram obtidos da crista iliaca e da mandibula. Com as
observagbes os autores concluiram que os enxertos de osso autdégeno podem ser
usados com seguranga para promover habilidade na colocagdo de implantes. O
sucesso dos implantes nos locais com osso autégeno foi melhor quando os
implantes foram colocados secundariamente, 6 a 9 meses depois dos enxertos. A
falha dos implantes nao implicou em falha dos enxertos 6sseos, e em todos os
momentos onde os implantes falharam na osteointegragéo, enxertos 6sseos foram
suficientes para permitir implantes subsequentes.

Becker et al. (1998) se propuseram em comparar a reparagao alveolar em 8
pacientes apds a implantacdo de osso bovino, o0sso bovino desmineralizado

liofilizado (DFDBA), osso autégeno ou proteinas morfogenéticas de osso humano
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em um veiculo de osteocalceina/osteonectina (hBMP/NCP). As biopsias foram feitas
apos 3 a 6 meses depois do tratamento para analise histolégica. Os resultados deste
estudo indicaram que os alvéolos que receberam hBMP/NCP, continham um osso
lamelar com trabeculado bem vivo. Os demais materiais utilizados promoveram
reparacao alveolar, e aparentemente nao interferiram no processo.

Sabendo que os enxertos de osso autdgeno podem ser de 0SSO poroso ou
compacto, Merkx et al. (1999a) compararam a resposta destes dois tipos com 0sso
bovino mineral reabsorvivel (RBM) em defeitos ésseos em seios maxilares de
cabras. Com a avaliagao histoldégica, apos 24 semanas, foi concluido que os dois
tipos de osso foram aceitos e incorporados da mesma maneira nos defeitos dsseos.
Ja em relacio ao RBM, a conclusdo foi que este material foi somente
osteocondutivo.

Um estudo em caes feito por Hockers et al. (1999), testou o efeito de uma
membrana reabsorvivel suportada por enxertos xendgenos ou autdgenos na
reparacao ossea dentro de defeitos 0sseos ao redor de implantes. Foram extraidos
os terceiros e quartos pré-molares e os primeiros molares mandibulares
bilateralmente. Depois de 4 meses, 3 defeitos 6sseos foram criados de cada lado da
mandibula, e foram colocados 1 implante por defeito. Os 6 locais foram distribuidos
em 4 grupos, sendo um controle, sem membrana ou enxerto. Os outros receberam
somente membrana, membrana com osso bovino desproteinizado, e o ultimo,
membrana com osso autdégeno retirado no momento de confecgdo do defeito.
Depois de 16 semanas, os resultados mostraram que a membrana reabsorvivel
promoveu maior formagao 6ssea quando em conjunto com os enxertos. Os autores
concluiram ainda que nao houve acréscimo na formagao 6ssea com a utilizacdo de

0sso autégeno, quando comparado com o uso de 0sso bovino.
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Orsini et al. (2001), testaram e compararam o uso de duas combinagdes de
materiais para tratamento de defeitos intra-6sseos periodontais: osso autégeno com
sulfato de calcio e osso autdégeno com membrana reabsorvivel. Os autores
observaram a profundidade de sondagem, nivel clinico de insergdo e sangramento
durante a sondagem durante 6 meses. Concluiram que as duas terapias foram
compativeis nos resultados.

Donos et al. (2002) também avaliaram a utilizagdo de membranas em
combinagdo com osso cortical autégeno, mas neste trabalho foram usadas
membranas nao reabsorviveis. A intengdo do uso destes materiais foi conseguir um
aumento do rebordo em ratos. Os autores fizeram analise histolégica em material
conseguido 15, 30, 60 e 90 dias apds a cirurgia. Dos resultados concluiu-se que o
volume do enxerto de osso autdgeno pode ser mantido com a cobertura de uma
membrana, quando esta estiver apropriadamente adaptada e coberta com mucosa
durante a cicatrizacdo. Nos animais onde isto ndo ocorreu, 0sso autégeno
implantado apresentou reabsorcdes e falta de continuidade entre o enxerto e 0sso
do sitio receptor.

Ja Tadjoedin et al., (2002), comparam o 0sso autdégeno com um vidro bioativo
(BG) em relagéo a capacidade destes em promover aumento do osso maxilar no
assoalho do seio em humanos. Estes materiais foram testados em 3 pacientes nos
dois lados da maxila. De um lado foi colocada uma mistura de 80-100% de BG com
20-0% de particulas de osso da crista iliaca. Do outro lado 100% de osso autégeno
foi utilizado como enxerto. As bidpsias foram feitas depois de 4, 6 e 15 meses apos
as cirurgias. Os resultados sugeriram que uma mistura com 80-90% de BG com 10-

20% de osso autégeno sao efetivos na reparagao éssea para aumento do assoalho
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de seio, necessitando de 6 meses para cicatrizagdo, enquanto que 12 meses sao
necessarios para cicatrizagdo com osso autégeno somente.

Kiyokawa, Tanaka e Inoue (2002), avaliaram a habilidade de pacientes com
periodontite avangada em recuperar a fungdo mastigatoéria, usando seus proprios
dentes e enxertos com 0sso poroso da crista iliaca para regeneragdo de 0sso
alveolar. 65 dentes foram reimplantados juntamente com os enxertos de 0sso
autégeno. Apds 2 anos e 8 meses de observacdo, somente 4 dentes tiveram
insucesso. Os autores verificaram radiograficamente, a formagao de osso alveolar e,
mesmo no final das observagdes, nenhuma reabsor¢do do osso neoformado ou
radicular foi encontrada.

Em um trabalho realizado por Cochran et al. (2003) uma associagao de 0sso
autégeno e emdogain foi usada em defeitos ésseos de 1 a 6 mm criados ao lado de
dentes na mandibula de macacos. Os autores observaram, depois de 2 meses, a
formacdo 6ssea e a de cemento. Concluiram que a associacdo dos materiais
produziu maior quantidade de formagdo dos dois tecidos analisados, quando
comparada com a utilizagdo somente de emdogain. Vale ressaltar ainda que estes
resultados foram melhores nos defeitos menores.

Em 2004, Wiltfang et al. analisou os efeitos da associagdo do plasma rico em
plaguetas (PRP) com o osso autdgeno e com outros biomateriais em defeitos
criticos na calvaria de miniporcos. Os defeitos foram preenchidos com o0sso
autégeno, ceramica de fosfato-tricalcio degradavel (CeraSorb), matriz 6ssea bovina
(Bio-Oss) e colageno bovino (Colloss) associados ou ndo ao PRP, e os animais
foram sacrificados depois de 2, 4 e 12 semanas. Os autores observaram que o PRP

foi capaz de promover aumento na cicatrizacdo 6ssea apenas quando associado ao
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0ssO autdgeno e nao aos outros biomateriais, e que sua agao se da apenas nos
estagios iniciais da reparagao 6ssea.

Segundo Khan et al. (2005) a incorporagéo do enxerto de osso autdégeno na
area receptora depende de varios fatores, como: tipo de enxerto (vascular ou
avascular), local do sitio doador, qualidade do osso transplantado e do o0sso
receptor, preparacao da area receptora, doencas locais e sistémicas e propriedades
mecanicas do enxerto.

Um estudo feito em 2005 por Kim et al., comparou o uso de osso autégeno e
um biomaterial reabsorvivel a base de carbonato de célcio em defeitos intra-6sseos
periodontais em caes. O objetivo foi avaliar histologicamente, apés 8 semanas das
cirurgias, a reparagdao dos tecidos periodontais, com foco em reabsor¢des
radiculares e anquilose, apdés a implantacdo dos materiais. Concluiram que ambos
nao promovem reabsor¢coes ou anquilose, mas que, apesar disso, o potencial
osteogénico do osso autégeno € limitado.

Silva et al. (2005) estudando a reparagao de defeitos 6sseos em ratos usaram
a hidroxiapatita em forma de discos porosos, em comparagao ao 0sso autdgeno. Os
resultados histolégicos e radiograficos depois de 2, 4, 8 e 24 semanas apdés a
cirurgia mostraram que, ao final das 24 semanas, os defeitos preenchidos com o0sso
autégeno ou com a bioceramica mostraram volumes similares de tecido ésseo
neoformado.

Besenlechner et al. (2005), estudaram o potencial de membranas de
reabsorgao lenta (PTLM), em combinagdo com enxertos de osso autégeno e 0sso
bovino desproteinizado (DBBM), na reparagédo 6ssea com finalidade de aumentar o
rebordo alveolar em macacos. Cavidades foram preparadas na mandibula 3 meses

depois da extragcdo dos primeiros e segundos molares. Os defeitos Osseos
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receberam o osso autégeno somente (ABB), ABB+PTLM e DBBM+PTLM. Depois de
nove meses, os resultados mostraram que os locais desprotegidos com a membrana
ocorreram reabsorcdes. Portanto, tanto ABB quanto DBBM foram efetivos para
aumento de rebordos, em defeitos deste tipo, nos locais onde estavam protegidos
pela membrana.

Jardini, De Marco e Lima (2005) analisaram histomorfometricamente o
comportamento do enxerto de 0sso autégeno coberto ou ndo por membrana de e-
PTFE. O bloco 6sseo para enxerto foi retirado da calvaria e fixado na cortical do
angulo da mandibula em ratos, e os mesmos foram cobertos ou nao pela
membrana. Os resultados mostraram que no grupo onde nao foi usada a membrana
houve perda éssea da ordem de 24% durante o processo de cicatrizagdo, e que o
volume inicial do enxerto diminuiu com o passar do tempo. Em contraste, no grupo
onde foi usada a membrana houve um ganho de tecido ésseo de aproximadamente
55%, mostrando que o volume total de osso neoformado foi maior que o enxerto no
periodo inicial.

Zijderveld et al. (2005) estudou em humanos o uso do osso autdgeno
comparado ao fosfato tricalcio — em cirurgias de levantamento de seio maxilar. Os
autores concluiram que o enxerto de osso autdgeno ainda é o padrdo ouro na
substituicdo e reconstrucdo 6ssea, mas que o uso limitado do fosfato tricalcio-B
mostrou ser um procedimento clinicamente seguro nestas cirurgias.

Silva e Camilli (2006) estudaram o uso do osso autégeno associado ao laser
de baixa poténcia em defeitos na calvaria de ratos. Os estudos mostraram que o uso
combinado de osso autégeno com a laserterapia estimulou a osteogénese durante
0s periodos iniciais do processo cicatricial e que a magnitude do reparo 6sseo foi

dependente da dose irradiada.
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O osso autdogeno foi comparado através de anadlise histologica e
histomorfométrica, a 2 materiais usados em cirurgias ortopédicas e orais, por Jensen
et al. (2006). Trés defeitos O6sseos foram realizados no angulo mandibular de
miniporcos e preenchidos com osso autdégeno, 0sso bovino inorganico e fosfato
tricalcio-B. Os autores observaram que em 2 semanas, 0sso autdégeno apresentou
maior neoformacao 6ssea quando comparados aos outros 2 biomateriais, em 8
semanas nao se encontrou diferengcas no percentual 6ésseo comparado ao fosfato
tricalcio-B, mas um menor valor foi observado nos defeitos preenchidos com osso
bovino inorganico. Do exposto concluem que, 0 0sso bovino inorganico e o fosfato
tricalcio-B desaceleram a regeneracao 0ssea nas fases iniciais do reparo, quando
comparados ao 0sso autdgeno, mas apresentam boa integracdo ao osso, e foram
capazes de promover a cicatrizagdo do mesmo.

Silva et al. (2007), analisaram em ratos o reparo de efeitos 6sseos no cranio
com o uso de enxerto 6sseo autdégeno e ceramica de fosfato de célcio. Trés defeitos
foram produzidos na calvaria e preenchidos com osso autégeno, ceramica de fosfato
de célcio e apenas o coagulo sanguineo, em seguida os animais foram sacrificados
em 1, 2, 4 e 24 semanas apoés a cirurgia para analise radiografica e em microscopio
de luz. Dos resultados os autores puderam concluir que a ceramica de fosfato de
célcio usada neste experimento foi tdo efetiva quanto o osso autégeno em reparar
estes tipos de defeitos, mas que o uso das mesmas clinicamente deve ser
cauteloso, pois as ceramicas podem apresentar baixa resisténcia mecanica.

Em 2007 um estudo realizado no nosso laboratério, Prata et al. avaliaram
histolégico e histometricamente, o comportamento do reparo d&sseo alveolar,
utiizando como material de enxerto intra-alveolar osso autégeno e proteinas

derivadas da matriz do esmalte. Os pesquisadores puderam concluir em seus
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resultados que os fragmentos de osso autégeno desenvolveram progressiva
osteointegragdo e nao sofreram reagao de corpo estranho. Também comprovaram
que a fracdo de volume de osso trabecular adjacente ao enxerto, foi de 10 a 15%
maior no grupo que recebeu o0sso autdgeno associado a proteinas derivadas da
matriz do esmalte do que no grupo que recebeu apenas 0 0sso autégeno.

Neste mesmo ano (2007), Melo investigou a influéncia do osso autdégeno
particulado retirado da crista iliaca no processo de reparo 6sseo alveolar em ratos.
Os dados obtidos foram analisados estatisticamente e mostraram que houve um
aumento progressivo da densidade de area ocupada por osso em fungdo dos
tempos pos-operatorios e a morfometria da densidade da area ocupada por 0sso
nos grupos controle e experimental ndo apresentaram diferengas estatisticas em
nenhum dos tempos pds-operatorios. Assim o autor conclui que o osso autdégeno
nao promoveu um aumento estatisticamente significante na neoformacgao 6ssea em
alvéolos dentais de ratos nos periodos estudados.

Da Silva et al. (2008) comparou a integracdo de enxerto de osso autégeno e
matriz 6ssea bovina desvitalizada na reparacao de defeitos 6sseos em fémures de
ratos tratados com diversos antiinflamatérios. A avaliagdo histolégica constou da
quantificacdo do processo inflamatdrio, osso neoformado, macréfagos e formagéao
de colageno. Os resultados mostraram maior reagao inflamatéria e maior numero de
macrofagos nos animais cujos defeitos 6sseos foram preenchidos com matriz 6ssea
bovina desvitalizada quando comparados aos preenchidos com osso autégeno. Dos
antiinflamatérios utilizados, o diclofenaco de sédio e o meloxicam retardaram a
reparacdo dos enxertos 0sseos, ao passo que a dexametasona teve resultados

similares ao grupo controle.
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A capacidade de integracdo e reparagao Ossea dos enxertos de 0ssoO
autdégeno em ratas com deficiéncia estrogénica foi estudada por Luize et al. (2008).
Apds um periodo de 30 dias da castragdo dos animais, um enxerto ésseo autdégeno
tendo como éarea doadora a calota craniana foi retirado e fixado ao angulo
mandibular. Os animais foram sacrificados em 7, 14 e 28 dias apds o procedimento
de enxertia para analise histomorfométrica. Os resultados mostraram que em 28 dias
o enxerto do grupo controle estava aparentemente integrado a mandibula, enquanto
no grupo de ratas castradas a interface enxerto-sitio receptor estava parcialmente
preenchida por tecido 60sseo neoformado com areas de tecido conjuntivo
interposicional, revelando uma taxa de neoformacado éssea de 57,41% contra
40,82% respectivamente. Concluiram os autores que a deplegao estrogénica
retardou o processo de reparo 6sseo dos enxertos autdégenos em mandibulas de

ratas.

2.4 CELULAS TRONCO

2.4.1 Conceitos, Origens, Definicdes e Propriedades

Os diferentes 6rgdos dos seres vivos mais evoluidos (eucariotos) sao
formados por tecidos diferenciados que exercem atividades especializadas. Apesar
da grande diversidade de células que podem ser reconhecidas em tecidos adultos,
todas derivam de uma unica célula-ovo, apds a fecundagdo de um oévulo por um
espermatozoéide. Essa unica célula tem, pois, a propriedade de formar todos os
tecidos do individuo adulto. Inicialmente, essa célula totipotente divide-se formando

células idénticas, mas, muito precocemente na formagao do embrido, os diferentes
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grupos celulares vao adquirindo caracteristicas especializadas e, ao mesmo tempo,
vao restringindo sua capacidade de diferenciagdo). No entanto, na maioria dos
tecidos adultos existem reservas de células com capacidade de multiplicar-se,
diferenciando-se naquele tecido a que pertencem e ao mesmo tempo mantendo esta
propria reserva de células indiferenciadas. Essas células tronco tecido-especificas
sdo as responsaveis pela manutencdo da integridade dos tecidos adultos, pelo
reparo de tecidos lesados e pela remodelacédo dos tecidos e 6rgaos. Essas células
progenitoras capazes de diferenciar-se em tecidos adultos especializados sao
denominadas células tronco. As células tronco sdo um tipo de células
indiferenciadas, sem funcao especifica nos tecidos, capazes de multiplicar-se
mantendo-se indiferenciadas por longos periodos (tanto in vitro como in vivo), mas
que diante de estimulos especificos podem diferenciar-se em células maduras e
funcionais dos tecidos, ou seja sdo capazes de se auto-renovarem e dar origem a
células especializadas. (ZAGO; COVAS, 2006).

Estas células sao quiescentes, i.e. se mantém por longo periodo de tempo na
fase Gy do ciclo celular, e possuem duas propriedades fundamentais: sdo capazes
de se auto-renovarem e de realizar divisdes celulares assimétricas. Em esséncia as
células tronco quando ativadas por algum sinal ou evento podem deixar seu estado
de repouso e avancar no ciclo celular, dando origem a 2 tipos celulares diferentes, o
que € conhecido como divisao celular assimétrica. Um tipo celular mantém as
caracteristicas da célula-mae permanecendo indiferenciadas, repondo o pool de
células tronco local, propriedade esta conhecida como auto-renovacéo. O outro tipo
celular se prolifera por divisdo simétrica dando origem as células progenitoras, que

tém a capacidade de se diferenciarem em células especializadas, como
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osteoblastos, formando tecidos maduros (MUSCHLER; MIDURA, 2003; ZAGO;
COVAS, 2006).

A auto-renovagao desempenha um importante papel, pois se todas as células
tronco se tornassem células diferenciadas, a populacdo das mesmas diminuiria
progressivamente a partir de cada evento de ativagdo, o que levaria ao rapido
esgotamento da populagédo destas células em todos os tecidos normais, resultando
em um numero insuficiente para suportar os processos de remodelacdo e reparo
necessarios para a manutengao em longo prazo da saude do organismo (LIN, 1998).

As células tronco e as células progenitoras estdo presentes em praticamente
todos os tecidos humanos normais e sdo fundamentais para sua saude, manutengao
e resposta a lesées ou doengas durante a vida. De acordo com Bianco et al. (2001),
estas células sao a fonte de todos os tecidos novos formados pelos sistemas de
reparo e remodelacdo e sdo moduladas por sinais quimicos e fisicos que controlam
sua ativacao, proliferacdo, migracao, diferenciagao e sobrevida.

Quanto a origem as células tronco podem ser classificadas em: embrionarias
e adultas.

Nos periodos iniciais apds a fecundagéo (4° ou 5° dia) o “embrido” (neste
momento chamado blastocisto) contém uma camada externa e uma massa celular
interna. As células da massa interna vao dar origem ao feto e a parte dos tecidos
extrafetais (@mnio e alantdide), ao passo que a camada externa de ceélulas
(trofoectoderma) vai originar alguns tecidos restritos a placenta. Estas células da
massa celular interna podem ser retiradas e cultivadas, dando origem a linhagens de
células tronco embrionarias, que tém capacidade de se diferenciarem nos diversos
tecidos do adulto. A célula tronco adulta ou somatica € um tipo de célula obtida de

tecidos apos a fase embrionaria (feto, recém-nascido, adulto). Até agora, estas
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células isoladas em humanos sao tecido-especificas, ou seja, tém capacidade de
diferenciagao limitada a um unico tipo de tecido ou a alguns poucos tecidos
relacionados. Hoje esta bem demonstrado que numerosos tecidos humanos (ou
talvez todos) tém células tronco, que constituem uma reserva da qual o organismo
langa mao para repor células maduras desgastadas ou quando ocorre lesdo ou
remodelacao dos tecidos. Assim sao bem conhecidas as células tronco de pele, da
mucosa intestinal, do epitélio olfativo, cérebro, figado, gordura, cérnea, retina, polpa
dentaria, pulmdes, musculo esquelético, musculo cardiaco, sangue de placenta e de
cordao umbilical, medula éssea e sangue periférico (ZAGO; COVAS, 2006).

Quanto a capacidade de diferenciacédo, as células tronco podem ser
classificadas em: - Totipotentes, quando tém a capacidade de se diferenciarem em
todos os tecidos do corpo humano, incluindo anexos embrionarios; Pluripotentes,
quando sao capazes de se diferenciarem em todos os tecidos do corpo humano,

exceto placenta e anexos embrionarios; Oligopotentes, quando se diferenciam em

apenas alguns tecidos do corpo humano; e Unipotentes, quando se diferenciam em

apenas um unico tipo celular (ZAGO; COVAS, 2006).

2.4.2 Medula 6ssea e células tronco

A medula 6ssea é o sitio doador mais usado clinicamente para a obtencao de
células tronco. Ela pode ser caracterizada como um 6rgdao composto por dois
sistemas principais que originam linhagens celulares distintas: o sistema
hematopoiético propriamente dito e o seu estroma de suporte (BIANCO, 2001).

Segundo Owen (1985), as evidéncias de que existe no estroma um sistema

de células tronco capaz de originar diversas linhagens e fendtipos celulares fazem
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da medula 6ssea o unico érgao conhecido onde dois sistemas distintos de células
tronco e tecido interligados nédo s6 coexistam, mas também cooperem
funcionalmente. Assim, foram definidos dois grupos de células tronco na medula
Ossea: células tronco hematopoiéticas, que dao origem as células sanguineas e as
do sistema imune, e as células tronco do estroma (mesenquimais), que podem
formar osso, cartilagem, gordura e tecido muscular.

As células tronco mesenquimais foram originalmente identificadas a partir de
células mononucleares da medula 6ssea de camundongos por Alexander
Friedenstein et al. em 1966, que as denominaram células formadoras de coldnias
fibroblasticas (CFU-F = colony forming units — fibroblastic). Neste estudo observou-
se que transplantes heterotopicos de medula 6éssea eram capazes de formar osso
novo a partir de células proliferativas que persistiam mesmo apés a morte das
células hematopoiéticas.

Em 1968, Friedenstein et al. na tentativa de conhecer as células que levaram
a formacao de osso novo, desenvolveram uma cultura de células mesenquimais do
estroma da medula éssea e posteriormente transplantaram estas células para a
capsula renal e para o tecido subcutdneo de animas de experimentacido. Tanto na
capsula renal quanto no subcutdaneo houve a formagao de um tecido osteogénico
constituido por tecido cartilaginoso e 6sseo.

As células tronco mesenquimais (CTM) constituem uma pequena populagao
celular da medula 6ssea, correspondendo a cerca de 0,001% a 0,01% de todas as
células nucleadas medulares (PITTENGER et al., 1999). Entretanto, podem ser
isoladas e expandidas com alta freqiéncia e induzidas a se diferenciarem em

multiplas linhagens em condi¢des de cultura definidas.
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As CTM sao facilmente isoladas de aspirados da medula éssea obtidos da
crista iliaca superior, da tibia, do fémur e da coluna vertebral lombar e toracica de
humanos e de grandes mamiferos. (DIGIROLAMO et al.,, 1999; MURPHY et al.,
2003). A partir de todas estas fontes, o procedimento de isolamento e cultura das
CTM é muito semelhante, envolvendo uma fase inicial de separacdo das células
mononucleares em gradiente de densidade, seguida do plaqueamento e incubagao
com meio essencial minimo suplementado com 10% a 20% de soro bovino fetal. O
potencial de expanséao in vitro das CTM é variavel, algumas preparagdes crescem
por mais de 20 ciclos de duplicacio celular sem sinais de senescéncia e outras nao
suportando mais do que a quatro ciclos. (BRUDER; JAISWAL; HAYNESWORTH,
1997; DIGIROLAMO et al., 1999).

A diferenciacdo osteogénica das CTM requer a presenca de indutores que
incluem betaglicerol fosfato, acido ascérbico, dexametasona e soro fetal bovino. Na
presenca destas substancias as células mesenquimais adquirem a morfologia de
osteoblastos e passam a expressar fosfatase alcalina e a depositar matriz

extracelular rica em calcio (ZAGO; COVAS, 2006).

2.4.3 Células tronco e a reparacao 6ssea.

No restabelecimento da funcdo de qualquer tecido lesado, € necessaria a
proliferacdo celular e a producdo de nova matriz, a fim de promover a unido dos
segmentos teciduais sadios. As células que participam do processo reparador
costumam estar totalmente diferenciadas e presentes no local, porém, com relacido a
cicatrizagdo Ossea, muitas vezes o restabelecimento da arquitetura de grades

defeitos ultrapassa a capacidade funcional dos osteoblastos existentes no sitio a ser
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reparado. Portanto, como os osteoblastos participam em uma extensao limitada, a
presenca de células tronco osteoprogenitoras provedoras de novos osteoblastos é
determinante para o sucesso do processo cicatricial 6sseo. A faléncia na
mobilizagao, proliferacdo e diferenciacao destas células levam a um atraso ou até
mesmo a ndo formagao de um novo tecido ésseo (YOO; JOHNSTONE, 1998).

Segundo Muschler e Midura (2002), o objetivo do transplante de células
tronco mesenquimais € compensar a deficiéncia no numero e/ou atividade das
células reparadoras no local interessado, que pode ocorrer por traumatismos
prévios, infeccdo, irradiacdo ou deficiéncia vascular. Este procedimento pode
melhorar o desempenho dos enxertos osteocondutivos e osteoindutores, mesmo nos
locais envolvidos por tecidos sadios. Deste modo, mesmo o processo cicatricial de
tecidos normais pode ser prejudicado pela baixa concentragdo das células tronco
mesenquimais (MUSCHLER et al., 2003).

Muitos trabalhos comprovam a importadncia do fornecimento adicional de
células tronco em locais com formagao éssea prejudicada, sendo a medula éssea o
sitio mais comumente usado na obtencao destas células.

Burwell (1961) foi o primeiro a notar que o uso das células da medula 6ssea
autégena promovia bom resultado na integragcdo de enxertos 6sseos nao autégenos.
Desde entdo, muitos estudos vém sendo realizados a fim de melhorar a
osteogénese em aloenxertos ou xenoenxertos 6sseos (WIENTROUB et al., 1989).

Salama e Wiessman (1978) descreveram uma série clinica, onde pacientes
submetidos a ressecgao de tumores 6sseos benignos, a corregdo de perdas 6sseas
pos-traumatismos, a artrodeses e a corre¢ao de pseudoartroses foram tratados com
a utilizacdo de osso bovino liofilizado associado a medula 6ssea autégena. Os

resultados mostraram que dos 31 pacientes operados, houve sucesso em todos. Os
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autores concluem que o xenoenxerto por eles utilizado, embora sem células viaveis,
serviu apenas como molde (scaffold) para as células vivas presentes na medula
Ossea.

A aplicagdo de aspirados de medula éssea autégena em artrodeses de
processo espinhoso de coelhos foi estudada por Lindholm et al. (1982, 1988). Os
resultados mostraram que quando comparada ao 0sso autdgeno e a matriz 6ssea
isoladamente a combinagdo da matriz 6ssea desmineralizada com o aspirado de
células da medula 6ssea resultou em uma fusdo vertebral mais rapida e estavel.

Paley (1988) avaliou a eficacia da medula 6ssea na formagéo de calo 6sseo
em osteotomias na ulna de coelhos. Os autores observaram que, no grupo onde foi
administrado percutaneamente o aspirado de medula 6ssea, houve a formagao mais
rapida do calo ésseo e este era de melhor qualidade que nos animais do grupo
controle.

No ano de 1991, Grundel et al. associaram o aspirado de medula éssea com
fosfato de calcio bifasico ceramico. A analise feita pelos autores mostrou a unidao
completa de falhas é6sseas na ulna de cides apds a administracdo local dessa
associacao.

Utilizando cilindros porosos de hidroxiapatita/fosfato-tricalcio associados a
células tronco osteoprogenitoras derivadas da medula éssea, Kadyiala et al. (1997)
observaram regeneragao 6ssea completa em um defeito 6sseo segmentar no fémur
de ratos

Krzymansky et al. (1997) analisaram os efeitos da aplicacdo de células de
aspecto fibroblastdide derivadas da medula 6ssea e de medula 6ssea fresca na
reparacdo de defeitos 6sseos em angulo mandibular de coelhos. As células da

medula éssea foram cultivadas em laboratério previamente a cirurgia, e juntamente
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com a medula 6ssea autdloga fresca foram comparadas ao osso autdégeno e ao
0sso aldgeno, por meio de analise histologica e radiografica. Os autores observaram
que os melhores resultados foram obtidos na associagdo das células da medula
O0ssea expandidas in vitro associadas a medula éssea fresca, e no uso da medula
Ossea fresca isoladamente. Quando as células expandidas in vitro foram utilizadas
isoladamente, a reparagao 6ssea foi ligeiramente menor que a do osso autégeno,
mas superior ao 0sso alégeno. Concluem a partir do exposto que a medula 6ssea é
uma boa fonte de células osteogénicas tanto para o transplante imediato quanto
para a expansao in vitro e subsequente uso.

Bruder et al. em 1998, analisaram o efeito das células tronco mesenquimais
derivadas da medula d6ssea associadas a uma biocerdmica na cicatrizagcao de
defeitos O0sseos segmentares em fémures de caes. As células mesenquimais da
medula 6ssea autdloga foram cultivadas em laboratério e uma bioceramica
composta por hidroxiapatita e fosfato-tricalcio B foi usada como carreador destas
células na reconstrucao do defeito dsseo. Os resultados mostraram nos animais que
receberam a biocerdmica contendo as células uma rapida unido na interface
osso/biomaterial formando um exuberante calo 6sseo, nos animais que receberam
apenas a bioceramica houve unido dos segmentos ésseos, mas sem a formagao do
calo 6sseo, ao passo que animais sem tratamento ndo houve unido dos segmentos
0sseos. Os autores concluem que este terapia celular poderia ser uma alternativa ao
uso do osso autégeno na reparacado de amplos defeitos Gsseos.

Em 2003, De Kok et al. comparam o uso de células tronco mesenquimais
autdégenas e alégenas na formacdo Ossea alveolar em céaes. Matrizes de
hidroxiapatita/fosfato-tricalcio foram utilizadas como carreador das células tronco

mesenquimais autdégenas e alégenas expandidas em laboratério, para a implantagao
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em um defeito 6sseo na mandibula de caes. Os resultados histométricos mostraram
quantidades equivalentes de osso neoformado no interior dos poros tanto das
matrizes que continha as células tronco mesenquimais autégenas quanto nas
alébgenas, em compensagdo nas matrizes sem a presenga das células a
neoformacao éssea foi menos extensa. Quanto a resposta imunoldgica, ndo houve
histologicamente, atividade tanto para as células autélogas quanto para as alégenas,
e a analise dos niveis de anticorpos circulantes ndao mostrou resposta imune
sistémica ao hospedeiro em nenhum dos dois tipos celulares. Os autores concluem
que as células tronco mesenquimais autdlogas e alégenas possuem a capacidade
de regeneracao 6ssea em defeitos craniofaciais.

Yamada et al. (2004) analisaram em céaes, o uso das células tronco
mesenquimais (MSC) em associagdao com o plasma rico em plaquetas (PRP) em
defeitos ésseos mandibulares. A associagao foi comparada ao osso autdégeno, que é
considerado o padrdo ouro em enxertos 6sseos, ao PRP isoladamente e ao nao
tratamento, ou seja, sem o uso de biomaterial. Histometricamente foi mostrado que o
grupo MSC/PRP obteve uma neoformagao éssea da ordem de 67,3%, comparado
ao osso autégeno (61,4%), ao PRP (29,2%) e ao controle (18,3%). Concluiram neste
estudo que, a associacao dos biomateriais estudados possui adequada capacidade
osteogénica.

A reconstrucdo de defeitos na regiao maxilofacial através do uso de osso
alégeno de crista iliaca associado a osteoblastos derivados da medula éssea foi
estudada por Li e Li em 2005. Defeitos no angulo mandibular foram reconstruidos
com o osso alégeno somente e associado aos osteoblastos. As observagdes
radiograficas e histoldgicas revelaram que o uso das células promoveu a

neoformacao 6ssea na margem do defeito e atividade osteogénica no centro, o que
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nao foi observado no outro grupo. Segundo os autores, este tipo de enxerto
promoveu a formagdo Ossea pelas propriedades osteogénicas, osteoindutoras e
osteocondutivas.

Marei et al. (2005) estudaram os efeitos da células tronco mesenquimais na
preservagao e regeneragao do osso alveolar apos extragdo dentaria em coelhos. As
células tronco mesenquimais foram expandidas em laboratdrio e pré-cultivadas em um
molde de acido poli-latico/poliglicélico (PLGA) para a implantagdo no alvéolo dental
apos a extragdo. Os animais foram divididos em 3 grupos: 0os que nao receberam
tratamento, os que foram realizados a implantacao apenas do PLGA isoladamente e os
gue receberam o PLGA associado as células tronco. A analise histoldgica e radiografica
mostraram apds 4 semanas uma manutencao das paredes 6sseas alveolares e uma
maior densidade de tecido 6sseo no grupo PLGA/células tronco, o que ndo foi
observado nos outros dois grupos. Os autores concluem que esta associagao se mostra
promissora na cirurgia dentoalveolar, ainda que estudos longitudinais levando em
consideracao as diversas variaveis clinicas devam ser realizados.

O uso da engenharia tecidual éssea utilizando células tronco mesenquimais
(MSC), cola de fibrina e plasma rico em plaquetas (PRP) na regeneragao éssea ao
redor de implantes dentarios foi avaliada em caes por Ito et al. (2006). Apds a instalagéo
dos implantes na mandibula dos caes, os defeitos Osseos perimplantares foram
tratados com apenas com fibrina ( | ), MSC e fibrina ( Il ); MSC,fibrina e PRP (Il ) e
permaneceu sem tratamento (IV). A analise histolégica e histomorfométrica apds 8
semanas mostraram uma maior superficie de contato implante/osso da ordem de 53%
no grupo lll quando comparado aos grupos IV (29%), | (25%) e Il (42%). Assim, neste
estudo conclui-se que o uso da associacao destes materiais pode ser uma alternativa

previsivel na regeneragao 6ssea simultanea a colocagao de implantes.
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Neste mesmo ano (2006), Hibi et al. utilizaram clinicamente a associacao de
células tronco mesenquimais associadas ao plasma rico em plaquetas na
reconstrucdo de uma fenda alveolar. Através de pungdes na crista iliaca anterior do
paciente a medula éssea foi obtida, em laboratorio foi realizado o cultivo e
diferenciagdo em células tronco mesenquimais osteoprogenitoras, seguido pela
insergao cirurgica das mesmas associadas ao PRP. Os autores observaram que
apos nove meses 79,1% da area enxertada possuia formagao 6ssea adequada.

Vaz em 2006 mostrou que o centrifugado osteogénico de medula Gssea
favoreceu a consolidagao de osteotomias experimentais em fibulas de coelho, e
promoveu uma melhora na qualidade do calo 6sseo.

Jafarian et al. (2008) avaliaram a capacidade de regeneragcdo Ossea
comparando dois tipos de carreadores para células tronco mesenquimais em
defeitos na mandibula de cdes. Os carreadores analisados foram a
hidroxiapatita/fosfato-tricalcio B (HA/TCP) e o Bio-Oss esponjoso, que € um 0SSO
mineral bovino. Os dois materiais foram implantados no musculo masseter e em
defeitos no angulo mandibular de caes, cada biomaterial associado ou nédo as
células tronco mesenquimais osteoprogenitoras obtidas da medula 6ssea dos
animais. A analise histomorfométrica mostrou maior quantidade de tecido 6sseo
neoformado nos grupos que receberam as células osteoprogenitoras, nos defeitos

0sseos os grupos H/TCP e HA/TCP + células obtiveram taxas de 65,78% e 44,9%

respectivamente, e nos grupos Bio-Oss e Bio-Oss + células os valores foram de

50,31% e 36,84%. Portanto os substitutos ésseos sintéticos bifasicos associados as
células tronco mesenquimais podem oferecer melhores condicbes de regeneragao

o0ssea que os tradicionais substitutos 0sseos.
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3. Proposicao

O objetivo do presente trabalho foi:

1. Avaliar qualitativamente e quantitativamente o osso reparacional em
defeitos 6sseos produzidos pela extracdo dental em ratos submetidos a

administracao diaria de cafeina.

2. Avaliar histomorfometricamente a biocompatibilidade, a osteointegragcéo e
a capacidade osteogénica do implante/enxerto de osso autdgeno provindo
da calota craniana isoladamente, ou associado as ceélulas osteoblasticas
em defeitos dsseos pds-extracdo dentaria em ratos submetidos ou ndo ao
tratamento com cafeina, bem como compara-los a dindmica da reparacgao

ossea alveolar.

Para tanto, foram realizadas as observacgdes histolégicas e histométricas dos
tecidos reparacionais e dos materiais implantados/enxertados nos periodos de 7, 21

e 42 dias apos a extracao dentaria.
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4. Materiais e Metodos

4.1 ANIMAIS UTILIZADOS

Todos os animais utilizados nesta pesquisa receberam cuidados humanos de
acordo com o critério do Conselho Nacional de Pesquisa e o protocolo do estudo foi
previamente submetido ao Comité de Etica para uso de Animais da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de S&o Paulo (Anexo).

Foram utilizados 126 ratos machos (Rattus norvegicus, variedade Wistar),
pesando entre 200 a 300 gramas alimentados com ragao balanceada 6042 Nuvilab
CR-1 (Nuvital, Colombo-Parana, Brasil); composta de farelo de milho, farelo de soja,
farelo de trigo, carbonato de calcio, fosfato bicalcico, cloreto de sbdio, premix
vitaminico mineral, aminoacidos, aditivo antioxidante; agua e mantidos em caixas
plasticas de 40x32x17 cm em condi¢cdes controladas de iluminagcédo (12 horas de

luz/12 horas de escuro) e temperatura (21°C a 25°C).

4.2. PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais utilizados receberam previamente um vermifugo de uso animal,
durante 3 dias, (Systamex - Schering do Brasil, S&do Paulo, Brasil).

Ap6s um periodo de adaptagdo, os animais receberam injegbes diarias
intraperitonealmente de 30 mg/kg/dia de solug&o de cafeina a 1,5% (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) durante trinta dias (Figura 1). Os controles receberam injegdes

de solucdo salina.
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SIGMMA-A

B C0750-100G anct # 0 14KD0E
- Caffeine

Riagentpiys™

Famki

Figura 1: Frasco de cafeina em po.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos:

Soro (s): 21 ratos controles submetidos a administragdo de soro fisioldgico e
extracao do incisivo superior direito.

Cafeina (cf): 21 ratos submetidos a administracao de cafeina e extracao do
incisivo superior direito.

Soro + osso autégeno (s+oa): 21 ratos submetidos a administracdo de soro

fisiolégico, extragao do incisivo superior direito e implantagéo de osso autdgeno.

Cafeina + osso _autdgeno (cf+oa): 21 ratos submetidos a administragcao de

cafeina, extragado do incisivo superior direito e implantagao de osso autégeno.

Soro + osso autégeno + células osteoblasticas (s+oa+co): 21 ratos

submetidos a administragdo de soro fisioldgico, extragdo do incisivo superior direito

e implantagcao de osso autdégeno + células osteoblasticas.
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Cafeina + osso autégeno + células osteoblasticas (cf+oa+co): 21 ratos

submetidos a administracdo de cafeina, extracdo do incisivo superior direito e
implantacédo de osso autdgeno + células osteoblasticas.
Todos os grupos receberam tratamento um més antes da extragdo dentaria e

continuamente até serem sacrificados 7, 21 e 42 dias apds o procedimento cirurgico.

4.3 CULTURA DE CELULAS DE MEDULA OSSEA DE RATOS

As células de medula 6ssea de ratos foram obtidas utilizando o método descrito
por MANIATOPOULOS e cols. (1988) através de procedimentos realizados no
Laboratério de Cultura de Células de Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da
Universidade de Sao Paulo. 06 Ratos jovens variedade Wistar com cinco semanas de
idade e pesando entre 100-120 gramas foram sacrificados e mergulhados em solugéo
de alcool iodado 1%. Foi realizada anti-sepsia com clorexidina 2,5% e gaze esterilizada.
Os fémures foram removidos utilizando campos e instrumentos cirurgicos esterilizados
e armazenados em tubos de vidro de 25 ml com tampa rosqueavel contendo 15 ml de
meio de lavagem (o-MEM, fungizone e gentamicina, Gibco). Os fémures foram
transportados até a capela de fluxo laminar, lavados com alcool 70% e clorexidina 2,5%
(1 minuto cada) em placas de Petri. Apos este procedimento, foram realizadas trés
lavagens (remogao de excesso de tecido mole utilizando Iaminas de bisturi n°® 15) e uma
lavagem em meio total suplementado, que induz a diferenciagdo de células-tronco em
osteoblastos (a-MEM - Gibco), soro fetal bovino (Gibco), dexametasona (Sigma), acido
ascorbico (Gibco) e pB-glicerofosfato (Sigma), segundo ROSA e BELOTI (2003),
PITTENGER e cols. (1999). Os meios estavam aquecidos a 37°C. Em seguida foram

cortadas as epifises dos fémures com tesoura de ponta romba e a medula 6ssea lavada
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utilizando seringa de 20 ml e agulha contendo MTS para coleta em tubos de centrifuga
de 50 ml (1 tubo para cada fémur). A suspenséao de células foi entdo transferida para
garrafas de 75 cm? contendo 20 ml de MTS (Figura 2). As garrafas foram armazenadas
em uma incubadora a 37° C e atmosfera umidificada com 5% de CO, e 95% de ar
atmosférico. Apds a confluéncia, as células foram removidas dos frascos de cultura por
meio de EDTA 1mM (Gibco) e tripsina 0,25% (Gibco) e contadas utilizando um

hemacitémetro para implantagéo nos defeitos ésseos (Figura 3).

Figura 2: Garrafa contendo células osteoblasticas em MTS.

Figura 3: Células osteoblasticas em meio de cultura. Microscépio de fase, aumento de 40x.
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4.4 EXTRACAO DENTARIA

Apo6s 30 dias, todos os animais foram anestesiados com 2,2,2 Tribromoetanol
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) administrado por via intraperitoneal, na dose de
25 mg/100 gramas de peso corporal.

Sob condi¢cdes apropriadas de desinfeccdo e apds a sindesmotomia da
gengiva circundante e luxagdo os incisivos superiores direitos foram extraidos
(Figuras 4, 5 e 6). Em seguida os tecidos moles foram suturados (Figura 7) com fio
mononylon 4.0 (Ethicon, Sdo José dos Campos, SP, Brasil) e os animais receberam
0,2 ml de injecao intramuscular de Pentabidtico Veterinario, em dose unica (Wyeth-

Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil).

?

ok

Figura 4: Instrumentais utilizados no procedimento cirurgico.



Materiais e Métodos | 69

Figura 5: Sindesmotomia e luxagéo do incisivo superior direito.

Figura 6: Extragao do incisivo superior direito.
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Figura 7: Alvéolo suturado.

4.5 COLETA DO OSSO AUTOGENO

Previamente ao procedimento foi realizada tricotomia, e anti-sepsia da area a
ser operada com solucao de polivinilpirrolidona iodo a 10%. Realizou-se uma incisao
no plano sagital do cranio com lamina de bisturi 15C respeitando os planos
anatbmicos, pele e periosteo, seguido pelo descolamento de um retalho de
espessura total do lado direito até o arco zigomatico, a fim de visualizar a area
doadora (Figuras 8 e 9). Com a utilizagdo de uma trefina de 5,0 mm de diametro
(Neodent, Curitiba, PR, Brasil) foi realizada osteotomia no osso parietal sob
abundante irrigacdo com NaCl a 0,9%, e remoc¢ao do fragmento com cinzel Micro
Ochsenbein n°. 01 (Millennium Golgran, Pirituba, SP, Brasil) (Figuras 9 e 10). A
ferida cirurgica foi entdo suturada com fio mononylon 4.0 (Ethicon, Sdo José dos
Campos, SP, Brasil). Subsequentemente este osso foi temporariamente imerso em
solugdo salina e células osteoblasticas, fracionado em um fragmento menor antes da

implantacao no local receptor (Figura 11).
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Figura 8: Incisdo no cranio por planos.

Figura 9: Exposicao da area doadora e osteotomia.
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Figura 10: Remocgao de fragmento do osso parietal.

Figura 11: Fragmento 6sseo mergulhado em meio de cultura.
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4.6 IMPLANTE DOS BIOMATERIAIS

Nos grupos tratados com células osteoblasticas, estas foram inseridas no alvéolo
dental com o auxilio de uma pipeta automatica calibrada a injetar 50 ul, o que equivale a
uma quantidade de 3,3 x 10° células em meio de cultura (Figuras 12 e 13).

Os fragmentos 6sseos retirados da calvaria foram recortados com cinzel Micro
Ochsenbein n°. 01 (Millennium Golgran, Pirituba, SP, Brasil) em tamanho de
aproximadamente 1,0 x 2,0 mm. Apds nova imersao em solugdao salina e células
osteoblasticas, foram implantados no terco médio dos alvéolos dentais com o auxilio de
uma pinga de ponta fina. Logo em seguida ao procedimento os alvéolos foram

suturados para assim manter o material confinado ao defeito 6sseo (Figuras 14 e 15).

i

Figura 12: Células osteoblasticas em meio de cultura e pipeta para implantacéo.
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Figura 13: Introduc&o no alvéolo dental das células osteoblasticas em meio de cultura.

Figura 14: Fragmento de osso autdégeno recortado.
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Figura 15: Implantagdo do fragmento de osso autdégeno no alvéolo.

4.7 SACRIFICIO E COLETA DO MATERIAL

O sacrificio ocorreu por uma sobredose do mesmo anestésico no 7°, 21° e
42° dias apos a extracdo (n=7 por grupo). As mandibulas foram separadas das
maxilas com o auxilio de uma tesoura, e a maxila direita foi separada da esquerda
através de uma incisdo ao nivel do plano sagital mediano acompanhando a sutura
intermaxilar utilizando uma l|admina de bisturi. Um corte com tesoura reta
tangenciando a face distal dos molares possibilitou a obtencdo da pe¢a com o

alvéolo dental direito (figura 16).
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Figura 16: Obtencao da peca e representacdo esquematica do alvéolo.

4.8 PROCEDIMENTO HISTOLOGICO

As hemi-maxilas direitas foram imersas em formol a 10% para fixacao,
descalcificadas por 4 dias em solugdo de citrato de sédio a 20% e acido férmico a
30% (MORSE, 1945), lavadas por 24 horas em agua corrente, desidratadas,
diafanizadas, incluidas em parafina e orientadas de maneira a permitir cortes
longitudinais de 5 micrémetros de espessura, corados pela hematoxilina-eosina.

Foram obtidos 20 cortes distanciados um do outro por um intervalo de 50 um.

4.9 ANALISE HISTOMORFOMETRICA DOS ALVEOLOS

Para facilitar o estudo, o alvéolo foi dividido em trés tergos: apical, médio e

cervical. Utilizou-se para analise quantitativa dos tecidos um microscépio 6ptico

Leica DM LB2 (Leica Microsystems Wetzlar GmbH, Wetzlar Germany). As imagens
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foram capturadas através de uma camara digital de video Leica DFC 280 (Leica
Microsystems Imaging AG, Cambridge, England), utilizando uma objetiva com
aumento de 20X que foram introduzidas em computador com o auxilio de um
software de captura e analise de imagens Leica Owin (Leica Imaging Systems Ltd,
Cambridge, England). As imagens foram analisadas obtendo-se a fragdo de volume
(%) do osso trabecular, tecido conjuntivo e coagulo no interior do alvéolo.

Os cortes histologicos foram focalizados ao microscopio com objetiva de 20x
e em cada alvéolo foram analisados 15 campos microscopicos (5 no tergo apical, 5
no médio e 5 no cervical, mediante a utilizagdo de uma grade colocada sobre os

cortes (figura 17).

Figura 17: Grade

Essa grade consiste de um quadrado que limita a area teste, contendo 100

cruzamentos das linhas que pode ser utilizada para contar pontos, sobre uma
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determinada estrutura histologica. Conhecida a area coberta pela grade foi possivel
estimar a densidade volumétrica do tecido ésseo, conjuntivo e coagulo sanguineo
nos diferentes periodos do estudo pela contagem de 1500 pontos por alvéolo
analisado, correspondente ao produto de 5 campos microscopicos por terco, por 100
pontos (cruzamentos).

A fracdo de volume das diferentes estruturas foi estimada seguindo a formula

da densidade volumétrica (Dv)

Dv

Pe x 100
Pt
Pe = pontos na estrutura

Pt = pontos totais

4.10 ANALISE ESTATISTICA

As comparagdes entre os resultados dos grupos foram realizadas pelos testes
estatisticos ndo paramétrico de Mann-Whitney (comparagbes 2 a 2) e de Kruskal-
Wallis (comparagdes multiplas), considerando significantemente diferentes os

grupos com p < 0,05 (SIEGEL, 1975).
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5. Resultados

5.1. RESULTADOS HISTOLOGICOS

5.1.1. 7 dias

Grupo Soro (s)

Nos cortes histolégicos dos alvéolos dos animais observou-se um
preenchimento parcial com tecido conjuntivo cicatricial rico em fibroblastos, capilares
e 0sso neoformado. O alvéolo encontrou-se parcialmente preenchido por delicadas
trabéculas 6sseas imaturas circundadas por osteoblastos, entremeadas com massas

de coagulo em organizagao (Figura 18A).

Grupo Cafeina (cf)

Nos cortes histologicos dos alvéolos dos animais que foram submetidos a
administragao diaria de cafeina observou-se um preenchimento com tecido conjuntivo
cicatricial rico em fibroblastos, e uma grande quantidade de coagulos sanguineos. O
alvéolo encontrou-se preenchido por delicadas trabéculas o6sseas imaturas em

pequenas quantidades quando comparado ao grupo soro acima descrito (Figura 18B).

Grupo Soro + Osso autdégeno (s+oa)

As avaliagdes histolégicas demonstraram a presenga do fragmento de osso
implantado, que n&o foi reabsorvido, localizado no terco médio do alvéolo sem
nenhuma reacao inflamatéria de corpo estranho (Figura 19A). Na superficie do
remanescente do implante observou-se uma linha de cimentagado que separa o novo

tecido 6sseo em deposicdo do antigo (Figura 19C). O alvéolo se apresentou
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parcialmente preenchido por trabéculas ésseas neoformadas bem organizadas e
circundadas por osteoblastos, entremeadas em um tecido conjuntivo maduro

contendo remanescentes de coagulos sanguineos (Figura 18C).

Grupo Cafeina + Osso autégeno (cf+oa)

Nos animais submetidos a administracdo de cafeina e a implantacdo do
fragmento de osso autdgeno pode ser observado para o periodo estudado, pequena
quantidade de trabéculas ésseas neoformadas e grande quantidade de coagulo
sanguineo entremeadas por tecido conjuntivo (Figura 18D). O fragmento de osso
autégeno localizado no tergo médio do alvéolo apresentou reagao inflamatéria de
corpo estranho, e pobre osseointegragao (Figura 19B). Na superficie do tecido
enxertado observam-se algumas lacunas de Howship, contendo osteoclastos

reabsorvendo o tecido implantado (Figura 19D).

Grupo Soro + Osso autdégeno + Células osteoblasticas (s+oa+co)

A imagem histologica deste grupo mostra um trabeculado de osso
neoformado delicado e organizado em quantidades maiores do que o grupo tratado.
Nota-se ainda um tecido conjuntivo maduro com algumas areas de coagulos
sanguineos (Figura 18E). O enxerto de osso autdégeno se mostrou circundado por
um tecido conjuntivo sem reacbes inflamatérias, e na sua superficie trabéculas

0sseas neoformadas originando a partir do fragmento implantado (Figura 20A).

Grupo Cafeina + Osso autdgeno + Células osteoblasticas (cf+oa+co)

Foi observado neste grupo, tecido 6sseo trabecular bem formado circundado
por um tecido conjuntivo contendo grande quantidade de coagulo sanguineo (Figura
18F). O fragmento 6sseo mostrou-se envolto por uma intensa reacao inflamatéria de

corpo estranho e com areas de reabsorcao (Figura 20B).
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Figura 18: Cortes histoldgicos do terco médio alveolar dos grupos controle, osso
autdégeno, osso autdégeno + células osteoblasticas de animais submetidos a
administracao de soro fisiolégico e cafeina, 7 dias apds a extragao dental. Tecido
0sseo neoformado (NBT); Tecido conjuntivo (CT); Coagulo sanguineo (BC).
Hematoxilina-eosina (aumento de 250x).
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Figura 19: Cortes histolégicos do fragmento de osso autégeno implantado no tergo
médio alveolar dos animais submetidos a administragdo de soro fisiologico e
cafeina, 7 dias apds a extragao dental. Tecido 6sseo neoformado (NBT); Tecido
conjuntivo (CT); Coagulo sanguineo (BC); Osso autdgeno (AB); Linha de cimentagao
(Setas Amarelas); Lacunas de Howship (Setas vermelhas). Hematoxilina-eosina

(aumento: A e B - 62,5x; C e D - 500x).
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Figura 20: Cortes histologicos do fragmento de osso autdgeno implantado
juntamente com as células osteoblasticas no terco médio alveolar dos animais
submetidos a administracdo de soro fisiolégico e cafeina, 7 dias apds a extragao
dental. Tecido 6sseo neoformado (NBT); Tecido conjuntivo (CT); Coagulo sanguineo
(BC); Osso autogeno (AB). Hematoxilina-eosina (aumento: A e B - 250x).
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5.1.2. 21 dias

Grupo Soro (s)

A reparacao 0ssea observada, principalmente nos tergos apical e cervical dos
animais que receberam soro fisiolégico, estava composta por trabéculas 6sseas
mais espessas envolvidas por osteoblastos. A quantidade de tecido conjuntivo se
mostrou bem menor do que no periodo anterior (7 dias) e uma pequena quantidade

de coagulo sanguineo ainda se mostrava em processo de reabsor¢ao (Figura 21A).

Grupo Cafeina (cf)

Nos animais submetidos a administracdo diaria de cafeina, quando
comparados aos animais do grupo soro, observou-se trabéculas dsseas menos
maduras e em menor numero envoltas por um tecido conjuntivo contendo grande

quantidade de coagulos sanguineos para o periodo em questao (Figura 21B).

Grupo Soro + Osso autdégeno (s+oa)

O alvéolo se apresentou preenchido por trabéculas 6sseas maduras bem
delimitadas e organizadas, juntamente com um tecido conjuntivo maduro com
pequenas quantidades de coagulos sanguineos (Figura 21C). As observacoes
histolégicas do osso autégeno implantado mostraram uma neoformagéo éssea com
trabéculas maduras ao redor do fragmento compativel com uma boa

osteointegracgao (Figuras 22A, C).
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Grupo Cafeina + Osso autégeno (cf+oa)

Nos animais submetidos a administracdo de cafeina e a implantagao do
fragmento de osso autdégeno observou-se trabéculas ésseas menos maduras que no
grupo descrito acima, contendo ainda coagulos sanguineos ocupando grande parte
do alvéolo (Figura 21D). A analise do fragmento de osso autégeno mostrou pouca
quantidade de tecido 6sseo neoformado ao seu redor, reacéo inflamatéria de corpo
estranho em alguns pontos e osteoclastos em processo reabsortivo 6sseo (Figuras

22B, D).

Grupo Soro + Osso autdégeno + Células osteoblasticas (s+oa+co)

Neste periodo a analise qualitativa dos alvéolos mostrou um trabeculado de
osso maduro circundado por tecido conjuntivo com pequenas areas de coagulos
sanguineos (Figura 21E). O enxerto de osso autdégeno se mostrou circundado por
grande quantidade de trabéculas 6sseas em processo de formagdo. A superficie do
fragmento mostrou perfeita unido entre o material enxertado e o tecido ésseo

neoformado (Figuras 23A, B).

Grupo Cafeina + Osso autdgeno + Células osteoblasticas (cf+oa+co)

Na analise deste grupo foram observadas trabéculas 6sseas menores quando
comparadas ao grupo acima, e em algumas areas do alvéolo observou-se ainda
coagulos sanguineos entremeados em um tecido conjuntivo maduro (Figura 21F). O
fragmento de osso autdégeno enxertado se mostrou circundado por pequena
quantidade de tecido 6sseo neoformado e apresentando ainda reacgao inflamatodria

em alguns pontos de sua superficie (Figuras 23B, D).
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Figura 21: Cortes histolégicos do terco médio alveolar dos grupos controle, 0sso
autdégeno, osso autdégeno + células osteoblasticas de animais submetidos a
administragao de soro fisioldgico e cafeina, 21 dias apods a extragao dental. Tecido
6sseo (NBT); Tecido conjuntivo (CT); Coagulo sanguineo (BC). Hematoxilina-eosina
(aumento de 250x).
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Figura 22: Cortes histolégicos do fragmento de osso autdégeno implantado no tergo
médio alveolar dos animais submetidos a administracdo de soro fisiolégico e
cafeina, 21 dias apds a extragdo dental. Tecido ésseo neoformado (NBT); Tecido
conjuntivo (CT); Coagulo sanguineo (BC); Enxerto 6sseo (BG); Reacao inflamatoria
(Setas azuis); Lacunas de Howship (Setas vermelhas). Hematoxilina-eosina

(aumento: A - 62,5x; B - 125x; C e D - 250x).
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Figura 23: Cortes histolégicos do fragmento de osso autdégeno implantado
juntamente com as células osteoblasticas no terco médio alveolar dos animais
submetidos a administracdo de soro fisioldgico e cafeina, 21 dias apds a extragéo
dental. Tecido 6sseo neoformado (NBT); Tecido conjuntivo (CT); Osso autégeno

(AB); Reacao inflamatodria (Setas azuis). Hematoxilina-eosina (aumento: A e B -
62,5x; C e D - 250x).
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5.1.3. 42 dias

Grupo soro (s)

A avaliacao histolégica mostrou um trabeculado ésseo compacto e espesso
entremeado por uma pequena quantidade de tecido conjuntivo maduro preenchendo

totalmente os alvéolos (Figura 24A).

Grupo Cafeina (cf)

Nos animais submetidos a administragdo diaria de cafeina, também foi
possivel notar trabéculas 6sseas compactas e espessas, mas em propor¢gdes bem
menores que no grupo soro. Remanescentes de coagulo sanguineo ainda podem

ser observados em alguns pontos de um conjuntivo maduro (Figura 24B).

Grupo Soro + Osso autdégeno (s+oa)

Nestes animais os alvéolos se apresentaram preenchidos por trabéculas
O0sseas maduras, espessas, bem delimitadas e organizadas, entremeadas em um
tecido conjuntivo maduro com quantidades pequenas de coagulos sanguineos para
o periodo estudado (Figura 24C). As avaliagbes histolégicas do fragmento 6sseo da
calota craniana enxertado no alvéolo mostraram uma intensa neoformacao 6ssea ao
redor de todo o implante, com uma matriz 6ssea histologicamente compativel com

consolidagao e osteointegracao (Figuras 25A, C).

Grupo Cafeina + Osso autégeno (cf+oa)

A cicatrizacdo Ossea nestes animais mostrou também um trabeculado

maduro, mas em quantidades menores que nos animais acima explanados, com a
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presenga ainda de coagulos sanguineos distribuidos em um tecido conjuntivo com
boa organizagdo (Figura 24D). O tecido 6sseo enxertado mostrou-se a analise
histolégica sem reacdo inflamatéria no conjuntivo ao seu redor, e com pequena

quantidade de tecido 6ésseo neoformado na sua periferia (Figuras 25B, D).

Grupo Soro + Osso autdégeno + Células osteoblasticas (s+oa+co)

Neste periodo a analise qualitativa mostrou os alvéolos na sua grande parte
preenchidos por um tecido 6sseo espesso, compacto e bem organizado, sem
coagulos sanguineos e com diminutas quantidades de tecido conjuntivo (Figura
24E). O fragmento de osso autdégeno enxertado no terco médio do alvéolo se

mostrou totalmente envolvido por tecido ésseo reparacional (Figura 25, C).

Grupo Cafeina + Osso autdgeno + Células osteoblasticas (cf+oa+co)

Da mesma forma que no grupo anterior o alvéolo se mostrou totalmente
preenchido por trabéculas 6sseas e uma pequena quantidade de tecido conjuntivo
sem coagulos sanguineos (Figura 24F). O tecido 6sseo enxertado se mostrou
circundado por novo 0sso, mas em quantidades menores que O grupo anterior

(Figuras 23B, D).
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Controle

O.A.

Figura 24: Cortes histolégicos do terco médio alveolar dos grupos controle, 0sso
autdégeno, osso autdégeno + células osteoblasticas de animais submetidos a
administragao de soro fisioldgico e cafeina, 42 dias apods a extragao dental. Tecido
0sseo (NBT); Tecido conjuntivo (CT); Coagulo sanguineo (BC). Hematoxilina-eosina
(aumento de 250x).
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i) e 1O

Figura 25: Cortes histolégicos do fragmento de osso autdégeno implantado no tergo
médio alveolar dos animais submetidos a administragcdo de soro fisioldgico e
cafeina, 42 dias apds a extracdo dental. Tecido 6sseo neoformado (NBT); Tecido
conjuntivo (CT); Coagulo sanguineo (BC); Osso autégeno (AB): Interface
enxerto/tecido 6sseo neoformado (Setas amarelas). Hematoxilina-eosina (aumento:
AeB-62,5x; CeD - 250x).
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Figura 26: Cortes histologicos do fragmento de osso autdégeno implantado
juntamente com as células osteoblasticas no terco médio alveolar dos animais
submetidos a administracdo de soro fisioldgico e cafeina, 42 dias apds a extragéo
dental. Tecido 6sseo neoformado (NBT); Tecido conjuntivo (CT); Osso autégeno
(AB); Interface enxerto/tecido 6sseo neoformado (Setas amarelas). Hematoxilina-
eosina (aumento: A - 62,5x; B - 125x; C - 250x).
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5.2. RESULTADOS HISTOMETRICOS

5.2.1. Tecido Osseo

Na tabela 1 e na figura 27 sao expressos os valores meédios e erro padrao da
média do volume percentual de tecido 6sseo dos grupos controle, implantagéo de
osso autdégeno e implantacdo de osso autdégeno + células osteoblasticas, em
animais que foram submetidos a administragédo diaria de cafeina ou soro fisiolégico,
7 dias ap6s a extragcdo dental. Pode-se observar uma menor quantidade de
formacao de tecido 6sseo (significante a 1%) em todos os 3 grupos dos animais
submetidos ao tratamento com cafeina quando comparados aos tratados com soro
fisiologico.

A tabela 2 e a figura 28 mostram os valores médios e erro padrdo da média
do volume percentual de tecido 6sseo dos grupos controle, implantagdo de osso
autégeno e implantagcéo de osso autégeno + células osteoblasticas, em animais que
foram submetidos a administracéo diaria de cafeina ou soro fisiolégico, 21 dias apos
a extracdo dental. Os dados analisados mostram menor neoformacido O6ssea
(significante a 1%) em todos os 3 grupos (C, OA e OA+CO) dos animais submetidos
ao tratamento com cafeina quando comparados aos tratados com soro fisiolégico.

Os dados contidos na tabela 3 e ilustrados na figura 29 demonstram os
valores percentuais médios e erro padrdo da média de tecido 6sseo dos grupos
controle, implantagdo de osso autégeno e implantagdo de osso autdgeno + células
osteoblasticas, em animais que foram submetidos a administracdo diaria de cafeina
ou soro fisiolégico, 42 dias apds a extracdo dental. Os resultados mostraram uma

maior porcentagem de tecido 6sseo quando comparados aos periodos de 7 e 21
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dias, independente do tratamento utilizado. Na analise feita, aos 42 dias menor
porcentagem Ossea foi encontrada, nos 3 grupos analisados (C, OA e OA+CO),
quando a administracao de cafeina era feita. A aplicacdo do teste estatistico acusou
significancia estatistica a 1% apenas para os grupos controle e implantagdo de osso
autégeno, no grupo onde foi realizada a implantagéo do osso autégeno associado as
células osteoblasticas ndo houve diferengas significantes quando se comparou o
tratamento com cafeina ao soro fisiolégico.

A andlise estatistica através de comparagdes multiplas entre os grupos
estudados nos periodos de 7, 21 e 42 dias, quanto a porcentagem volumétrica de
tecido 6sseo foi realizada através do teste estatistico de Kruskall-Wallis, levando em

consideracgao niveis de significancia de 1% e 5% (Tabela 4).
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Tabela 1: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de tecido
0sseo dos grupos: controle, implantacdo de osso autdgeno (OA), e implantacédo de
osso autégeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que foram submetidos
a administragéo diaria de cafeina ou soro fisiologico, 7 dias apos a extragao dental.
Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). ** significante a 1%.

Tecido Osseo - 7 dias

Controle OA OA + CO
Soro 33,744 + 1,29 35,907 + 1,39 32,91 +£2,07
Cafeina 18,99 + 1,13** 21,433 + 1,33** 15,817 + 1,86**

Tecido Osseo 7 dias

H Soro

B Cafeina

Controle OA OA+CO

Figura 27: Média e erro padrédo (dentro dos cilindros) da fracao de volume (%) de
tecido 6sseo no alvéolo total dos animais controle, implantados com osso autégeno
(OA) e osso autégeno + células osteoblasticas (OA+CO), submetidos a administracao
de soro fisiolégico e cafeina, 7 dias apds a extragao dental. ** significante a 1%.
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Tabela 2: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de tecido
0sseo dos grupos: controle, implantacdo de osso autdgeno (OA), e implantagcédo de
0sso autégeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que foram submetidos
a administracao diaria de cafeina ou soro fisioldgico, 21 dias apds a extragcédo dental.
Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). ** significante a 1%.

Tecido Osseo - 21 dias

Controle OA OA + CO
Soro 58,413 +1,2 54427 + 1,22 55,3+1,22
Cafeina 28,747 + 1,29** 31,347 + 1,62** 24,213 + 1,48**
Tecido Osseo 21 dias

Controle OA OA+CO

H Soro

B Cafeina

Figura 28: Média e erro padrédo (dentro dos cilindros) da fracao de volume (%) de
tecido 6sseo no alvéolo total dos animais controle, implantados com osso autégeno

(OA) e osso autdogeno + células osteoblasticas (OA+CO),
administracao de soro fisiolégico e cafeina, 21 dias apos a extragcdo dental.

significante a 1%.

submetidos a

*%*




Resultados | 99

Tabela 3: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de tecido
0sseo dos grupos: controle, implantacdo de osso autdgeno (OA), e implantagcdo de
0sso autégeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que foram submetidos
a administracao diaria de cafeina ou soro fisioldgico, 42 dias apds a extracédo dental.
Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). ** significante a 1%.

Tecido Osseo - 42 dias

Controle OA OA + CO
Soro 72,133 +1,73 62,283 + 2,01 71,04 +1,37
Cafeina 37,711 +2,3** 36,28 £+ 1,7** 69,033 + 1,44
Tecido Osseo 42 dias

% ¥ Soro

B Cafeina

Controle OA OA+CO

Figura 29: Média e erro padrédo (dentro dos cilindros) da fracao de volume (%) de
tecido 6sseo no alvéolo total dos animais controle, implantados com osso autégeno
(OA) e osso autdogeno + células osteoblasticas (OA+CO), submetidos a
administracao de soro fisioldgico e cafeina, 42 dias apds a extragcdo dental. *
significante a 1%.
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Tabela 4: Comparagdes multiplas entre os diversos grupos estudados através do
teste estatistico Kruskall-Wallis para a porcentagem de tecido 6sseo em 7, 21 e 42
dias (significancia descrita na tabela). S — soro; CF — cafeina; OA — osso autdgeno;
CO - células osteoblasticas.

Tecido Osseo

Grupos 7 dias 21 dias 42 dias
S xCF 1% 1% 1%
S x OA n.s. 5% 1%
S x OACF 1% 1% 1%
SxCO n.s. n.s. n.s.
S x COCF 1% 1% n.s.
CF x OA 1% 1% 1%
CF x OACF n.s. n.s. n.s.
CFxCO 1% 1% 1%
CF x COCF n.s. 5% 1%
OA x OACF 1% 1% 1%
OA x CO n.s. n.s. 1%
OA x COCF 1% 1% 1%
OACF x CO 1% 1% 1%
OACF x COCF 1% 1% 1%

CO x COCF 1% 1% n.s.
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5.1.3. Tecido Conjuntivo

A tabela 5 e a figura 30 mostram os valores médios e erro padrdo da média
do volume percentual de tecido conjuntivo dos grupos controle, implantagéo de
osso autdégeno e implantacdo de osso autdégeno + células osteoblasticas, em
animais que foram submetidos a administragédo diaria de cafeina ou soro fisiolégico,
7 dias apos a extracdo dental. Os dados evidenciam menor quantidade de tecido
conjuntivo nos grupos que receberam o tratamento com cafeina quando comparados
aos que receberam soro fisiologico, sendo esta diferenga estatisticamente
significante (1%) apenas para o grupo controle.

Na tabela 6 e na figura 31 sdo mostrados os valores médios e erro padrao da
média do volume percentual de tecido conjuntivo dos grupos controle, implantagao
de osso autdgeno e implantagdo de osso autdégeno + células osteoblasticas, em
animais que foram submetidos a administragédo diaria de cafeina ou soro fisiolégico,
21 dias ap6s a extracado dental. As avaliagdes histométricas dos alvéolos mostraram
maior quantidade de tecido conjuntivo nos grupos de animais tratados com cafeina,
sendo esta diferenga estatisticamente significante ao nivel de 1% tanto no grupo
controle quanto nos grupos com implantagdo de osso autdégeno. A comparagao com
0s animais do periodo anterior revela uma menor quantidade de tecido conjuntivo
para os animais que receberam o soro fisiolégico, e inversamente maior para os
tratados com cafeina.

Os dados da tabela 7 e a ilustragcdes da figura 32 mostram os valores médios
e erro padrao da média do volume percentual de tecido conjuntivo dos grupos
controle, implantagdo de osso autégeno e implantagdo de osso autdgeno + células

osteoblasticas, em animais que foram submetidos a administracdo diaria de cafeina
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ou soro fisioldgico, 42 dias apds a extragao dental. Quando comparados os animais,
pode ser observada uma maior quantidade de tecido conjuntivo naqueles que
receberam cafeina, apenas no grupo OA+CO nao houve diferencas estatisticamente
significantes, o restante obteve diferencas a 1%.

A andlise estatistica através de comparagdes multiplas entre os grupos
estudados nos periodos de 7, 21 e 42 dias, quanto a porcentagem volumétrica de
tecido conjuntivo foi realizada através do teste estatistico de Kruskall-Wallis, levando

em consideragao niveis de significancia de 1% e 5% (tabela 8).
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Tabela 5: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de tecido
conjuntivo dos grupos controle, implantagdo de osso autogeno (OA), e implantagéo
de osso autégeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que foram
submetidos a administragdo diaria de cafeina ou soro fisioldégico, 7 dias apds a
extragcdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). **
significante a 1%.

Tecido Conjuntivo - 7 dias

Controle OA OA + CO
Soro 54 444 + 1,28 45167 £ 1,75 472 + 2,41
Cafeina 41,371 £ 1,89** 43,633 + 2,58 41,517 + 3,22

Tecido Conjuntivo 7 dias

60 -

50 A

40 -

% 30 - H Soro

- B Cafeina
20 4

10 -

Controle OA OA+ CO

Figura 30: Média e erro padréo (dentro dos cilindros) da fracdo de volume (%) de
tecido conjuntivo no alvéolo total dos animais controle, implantados com osso
autégeno (OA) e osso autdégeno + células osteoblasticas (OA+CO), submetidos a
administracdo de soro fisiolégico e cafeina, 7 dias apos a extracdo dental. **
significante a 1%.
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Tabela 6: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de tecido
conjuntivo dos grupos controle, implantagdo de osso autogeno (OA), e implantagéo
de osso autdégeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que foram
submetidos a administragdo diaria de cafeina ou soro fisiolégico, 21 dias apos a
extragcdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). **

significante a 1%.

Tecido Conjuntivo - 21 dias

Controle OA OA + CO
Soro 39,92 + 1,07 40,96 + 1,19 42 817 £+ 1,22
Cafeina 53,89 + 2,36** 52,027 + 2,27** 54,147 + 2,97**

Tecido Conjuntivo 21 dias

60 -

50 A

40 -
% 30 -
20 -

10 -

Controle

OA

OA+ CO

M Soro

B Cafeina

Figura 31: Média e erro padréo (dentro dos cilindros) da fracdo de volume (%) de
tecido conjuntivo no alvéolo total dos animais controle, implantados com osso
autégeno (OA) e osso autdgeno + células osteoblasticas (OA+CO), submetidos a
administragcdo de soro fisiologico e cafeina, 21 dias apos a extracdo dental. **

significante a 1%.




Resultados | 105

Tabela 7: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de tecido
conjuntivo dos grupos controle, implantagdo de osso autogeno (OA), e implantagéo
de osso autdégeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que foram
submetidos a administragdo diaria de cafeina ou soro fisiolégico, 42 dias apos a
extragcdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). **
significante a 1%.

Tecido Conjuntivo - 42 dias

Controle OA OA + CO
Soro 28,089 + 1,79 36,7 + 1,96 28,667 + 1,4
Cafeina 60,978 + 2,37** 54,52 + 1,99** 29,717 +1,4

Tecido Conjuntivo 42 dias

N Soro

B Cafeina

Controle 0OA 0OA+ CO

Figura 30: Média e erro padrao (dentro dos cilindros) da fragdo de volume (%) de
tecido conjuntivo no alvéolo total dos animais controle, implantados com o0sso
autogeno (OA) e osso autogeno + ceélulas osteoblasticas (OA+CO), submetidos a
administracdo de soro fisiolégico e cafeina, 42 dias apos a extracdo dental. **
significante a 1%.
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Tabela 8: Comparagdes multiplas entre os diversos grupos estudados através do
teste estatistico Kruskall-Wallis para a porcentagem de tecido conjuntivo em 7, 21 e
42 dias (significancia descrita na tabela). S — soro; CF — cafeina; OA — osso
autégeno; CO — células osteoblasticas.

Tecido Conjuntivo

Grupos 7 dias 21 dias 42 dias
S xCF 1% 1% 1%
S x OA 1% n.s. 1%
S x OACF 1% 1% 1%
SxCO 1% n.s. n.s.
S x COCF 1% 1% n.s.
CF x OA n.s. 1% 1%
CF x OACF n.s. n.s. n.s.
CFxCO n.s. 1% 1%
CF x COCF n.s. n.s. 1%
OA x OACF n.s. 1% 1%
OA x CO n.s. n.s. 1%
OA x COCF n.s. 1% 1%
OACF x CO n.s. 1% 1%
OACF x COCF n.s. n.s. 1%

CO x COCF n.s. 1% n.s.
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5.1.4. Coagulo Sanguineo

A tabela 9 e a figura 31 mostram os valores médios e erro padrdo da média
do volume percentual de coagulo sanguineo dos grupos controle, implantagcao de
osso autdégeno e implantacdo de osso autdégeno + células osteoblasticas, em
animais que foram submetidos a administragédo diaria de cafeina ou soro fisiolégico,
7 dias ap0s a extragao dental. Segundo a analise dos dados houve uma tendéncia a
presenca de maior volume de coagulo sanguineo nos animais sob administracao de
cafeina quando comparados ao soro fisiolégico, sendo esta diferenca
estatisticamente significante a 1% tanto para o grupo controle quanto para os que
foram implantados biomateriais.

Os dados representados na tabela 10 e ilustrados na figura 32 demonstram
os valores médios e erro padrdo da média do volume percentual de coagulo
sanguineo dos grupos controle, implantacdo de osso autégeno e implantacéo de
0sso autégeno + células tronco, em animais que foram submetidos a administragéao
diaria de cafeina ou soro fisiolégico, 21 dias apds a extragdo dental. Para este
periodo a avaliacdo histométrica revela, assim como no periodo de 7 dias , maior
quantidade de coagulos sanguineos nos grupos tratados com cafeina, diferenga esta
estatisticamente significante a 1%, mas quando a comparagao é realizada com o
periodo de anterior, a reabsor¢ao dos coagulos mostra uma menor porcentagem no
alvéolo dental.

Na tabela 11 e na figura 33 sdo mostrados os valores médios e erro padrao
da média do volume percentual de coagulo sanguineo dos grupos controle,
implantacdo de osso autdgeno e implantacdo de osso autdgeno + células

osteoblasticas, em animais que foram submetidos a administracdo diaria de cafeina
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ou soro fisiolégico, 42 dias apos a extracdo dental. A quantidade de coagulos
sanguineos se mostra diminuida em relacdo aos periodos anteriores, mas
aumentada nos animais em que a cafeina foi administrada, sendo estas diferencas
estatisticamente significantes (1%) apenas no grupo controle e nos animais
implantados com osso autégeno.

A andlise estatistica através de comparagdes multiplas entre os grupos
estudados nos periodos de 7, 21 e 42 dias, quanto a porcentagem volumétrica de
coagulo sanguineo foi realizada através do teste estatistico de Kruskall-Wallis,

levando em consideracgao niveis de significancia de 1% e 5% (tabela 12).
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Tabela 9: Média aritmética e erro padrao referente ao volume percentual de coagulo
sanguineo dos grupos controle, implantagdo de osso autégeno (OA), e implantagéo
de osso autdégeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que foram
submetidos a administragdo diaria de cafeina ou soro fisioldgico, 7 dias apds a
extracdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). **
significante a 1%.

Coéagulo Sanguineo - 7 dias

Controle OA OA + CO
Soro 11,7 £+ 1,58 18,927 + 1,88 19,717 + 2,55
Cafeina 39,55 +2,03** 34,956 + 2,68** 42 583 + 3,78**

Coagulo Sanguineo 7 dias

N Soro

B Cafeina

Controle 0OA 0OA+ CO

Figura 31: Média e erro padrao (dentro dos cilindros) da fracdo de volume (%) de
coagulo sanguineo no alvéolo total dos animais controle, implantados com 0sso
autogeno (OA) e osso autdogeno + células osteoblasticas (OA+CO), submetidos a
administracdo de soro fisiolégico e cafeina, 7 dias apds a extracdo dental. **
significante a 1%.
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Tabela 10: Média aritmética e erro padrdo referente ao volume percentual de
coagulo sanguineo dos grupos controle, implantacdo de osso autogeno (OA), e
implantacdo de osso autdgeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que
foram submetidos a administragc&o diaria de cafeina ou soro fisiolégico, 21 dias apos
a extracdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). **
significante a 1%.

Coagulo Sanguineo - 21 dias

Controle OA OA + CO
Soro 1,49+04 464 +1,03 1,8833 + 0,57
Cafeina 17,24 + 2,39** 16,747 + 2,28** 21,787 £ 2,74**

Coagulo Sanguineo 21 dias

N Soro

B Cafeina

Controle 0OA 0OA+ CO

Figura 32: Média e erro padrao (dentro dos cilindros) da fracdo de volume (%) de
coagulo sanguineo no alvéolo total dos animais controle, implantados com 0sso
autogeno (OA) e osso autdogeno + células osteoblasticas (OA+CO), submetidos a
administracdo de soro fisiolégico e cafeina, 21 dias apds a extracdo dental. **
significante a 1%.
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Tabela 11: Média aritmética e erro padrdo referente ao volume percentual de
coagulo sanguineo dos grupos controle, implantacdo de osso autogeno (OA), e
implantacdo de osso autdgeno + células osteoblasticas (OA+CO), em animais que
foram submetidos a administragc&o diaria de cafeina ou soro fisiolégico, 42 dias apos
a extracdo dental. Teste estatistico de Mann-Whitney e Kruskall-Wallis. (n=7). **
significante a 1%.

Coagulo Sanguineo - 42 dias

Controle OA OA + CO
Soro 0,00 + 0,00 0,91 + 0,41 0,57 + 0,25
Cafeina 486 +1,76* 9,2 +1,46™* 0,55 +0,29

Coagulo Sanguineo 42 dias

N Soro

%

B Cafeina

0,25 0,29

Controle 0OA 0OA+ CO

Figura 33: Média e erro padrao (dentro dos cilindros) da fragdo de volume (%) de
coagulo sanguineo no alvéolo total dos animais controle, implantados com 0sso
autogeno (OA) e osso autdogeno + células osteoblasticas (OA+CO), submetidos a
administracdo de soro fisiolégico e cafeina, 42 dias apds a extracdo dental. **
significante a 1%.
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Tabela 12: Comparagdes multiplas entre os diversos grupos estudados através do
teste estatistico Kruskall-Wallis para a porcentagem de tecido 6sseo em 7, 21 e 42
dias (significancia descrita na tabela). S — soro; CF — cafeina; OA — osso autdgeno;
CO - células osteoblasticas.

Codagulo Sanguineo

Grupos 7 dias 21 dias 42 dias
S xCF 1% 1% 1%
S x OA 1% n.s. n.s
S x OACF 1% 1% 1%
SxCO 5% n.s. n.s.
S x COCF 1% 1% n.s.
CF x OA 1% 1% n.s.
CF x OACF 5% n.s. 1%
CFxCO 1% 1% 5%
CF x COCF n.s. n.s. 5%
OA x OACF 1% 1% 1%
OA x CO n.s. n.s. n.s.
OA x COCF 1% 1% n.s.
OACF x CO 1% 1% 1%
OACF x COCF n.s. n.s. 1%

CO x COCF 1% 1% n.s.
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6. Discussao

6.1. CAFEINA E REPARACAO OSSEA

A reparacéao tecidual € um dos fenbmenos mais interessantes que ocorrem
nos organismos vivos. Deve-se ter em mente que este ndo € um processo isolado,
mas faz parte de uma série complexa de eventos biolégicos. A reparagao dos
tecidos bioldégicos € considerada uma fase da reagao inflamatdria, de vez que néo
pode ser separado dos fenbmenos vasculares e celulares que ocorrem em resposta
a uma agressao.

O processo de reparacao consiste em uma perfeita e coordenada cascata de
eventos celulares e moleculares que interagem para que ocorra a repavimentagao e
a reconstituicio do tecido. Tal evento € dindmico envolvendo fendémenos
bioquimicos e fisioldgicos que se comportam de forma harmoniosa a fim de garantir
a restauragédo tissular. Incluem diversos processos, como coagulagéo, inflamacgao,
depdsito de substadncias e sintese de matriz, a angiogénese, fibroplasia, a
epitelizagéo, a retragao da lesdo e remodelacédo (MANDELBAUM, 2003).

O inicio da coagulagdo é imediato apds o surgimento da ferida. Essa fase
depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulagdo. Ocorre uma
complexa liberacdo de produtos. Substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores
de crescimento e proteases sao liberadas e ditam o desencadeamento de outras
fases. A formacdo do coagulo serve para cruzar a fibronectina, oferecendo uma
matriz proviséria, em que os fibroblastos, células endoteliais e queratinécitos
possam ingressar na ferida. Intimamente ligada a fase anterior, a inflamagao

depende, além de inumeros mediadores quimicos, das células inflamatérias, como
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os leucdcitos polimorfonucleares (PMN), macrofagos e linfécitos. Os PMN chegam
no momento da injuria tissular e ficam por periodo que varia de trés a cinco dias, sao
eles os responsaveis pela fagocitose das bactérias (WERNER; GROSE, 2003). O
macrofago € a célula inflamatéria mais importante dessa fase, permanece do
terceiro ao décimo dia, fagocita bactérias, debrida corpos estranhos e direciona o
desenvolvimento de tecido de granulagdo. Alta atividade dos macréfagos é
observada ap6s o trauma. Os linfocitos aparecem na ferida aproximadamente em
uma semana, seu papel ndo é bem definido, porém sabe-se que, com suas
linfocinas, tem importante influéncia sobre os macréfagos. Além das células
inflamatdrias e dos mediadores quimicos, a fase inflamatéria conta com o importante
papel da fibronectina. Sintetizada por uma variedade de células como fibroblastos,
queratinécitos e células endoteliais, ela adere, simultaneamente a fibrina, ao
colageno e a outros tipos de células, funcionando assim como cola para consolidar o
coagulo de fibrina, as células e os componentes da matriz. Além de formar essa
base para a matriz extracelular, tem propriedades quimiotaticas e promove a
psonizagao e fagocitose de corpos estranhos e bactérias. Os mediadores mais
frequentes sao: Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF); Fatores de
Crescimento Transformadores (TGF-B e TGF-a); Fator de Crescimento Derivado de
Plaquetas (PDGF); Complementos plasma-ativados C3 e C5a (toxinas anafilaticas),
eles conduzem a multiplicacdo das células endoteliais, produzindo novos vasos
sanguineos (angiogénese), duplicando células musculares lisas e sintetizando
matriz. Muitos fatores que influem no processo de reparagao tecidual sdo secretados
pelos macréfagos, como TGFs, citocinas e interleucina-1 (IL-1), fator de necrose

tumoral (TNF) e PDGF (MANDELBAUM, 2003; WERNER; GROSE, 2003).
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Na sequéncia final esta a proliferagao, que é o fechamento do processo com
a presenca do tecido de granulagao, angiogénese, fibroplasia e formagao da matriz,
que no tecido dsseo finaliza com a formacao do ostedide e mineralizagao.

O processo de reparagao de feridas de extragcdo dental, ou processo de
reparagao alveolar, refere-se ao conjunto de reacdes teciduais desencadeadas no
interior do alvéolo, em seguida a exodontia. Tem sido estudado detalhadamente,
visto que dentre os procedimentos cirurgicos, as exodontias ocupam posi¢ao de
destaque nos consultérios odontoldgicos (JOHANSEN, 1970).

O organismo tem como objetivo, frente a um traumatismo apds a extragao
dental, preencher com tecido 6sseo o espaco deixado no alvéolo. Este fenbmeno
apresenta a mesma sequéncia das respostas reparativas observadas em outras
regides, com algumas particularidades locais (CARVALHO; OKAMOTO, 1987).

A cicatrizacdo de uma ferida de extragcdo dental, que é a ferida 6ssea mais
comum na cavidade oral, € uma extensao unica de tecido conjuntivo cicatricial, pois
a formacado de novo osso depende da deposicdo de cristais de hidroxiapatita ao
longo das fibras colagenas em uma matriz de proteoglicanas chamada ostedide
(KURITA et al., 1985). A mineralizagdo do alvéolo dentario se da a partir do tergo
apical em direcao ao cervical e das paredes alveolares para o centro (SANTOS
PINTO, 1964). O epitélio da mucosa gengival prolifera sobre o coagulo organizado
e/ou sobre o tecido conjuntivo jovem, na tentativa de restabelecer a continuidade da
cobertura epitelial do rebordo alveolar. A reparacéo alveolar se completa quando o
alvéolo dentario apresentar-se preenchido por trabéculas 6sseas espessas e

espacos medulares diminutos e a crista alveolar remodelada.
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A compreensdo do processo de reparacdo no organismo € de grande
importancia na busca de materiais que possam interferir favorecendo a restauracao
tecidual de maneira rapida e adequada.

As horas seguintes a extracado dental sao criticas, pois qualquer disturbio local
ou sistémico sobre o coagulo, no sentido de desorganiza-lo, pode retardar
consideravelmente a reparacdo alveolar. A colocagcdo de qualquer material no
interior de alvéolos dentais € encarada como um disturbio local pelo organismo
podendo, portanto, resultar em atraso, mais ou menos acentuado, na cronologia do
processo de reparacdo. Os implantes intra-alveolares normalmente perturbam a
organizagdo do coagulo e lesam o ligamento periodontal remanescente
(CARVALHO; OKAMOTO, 1978).

As andlises qualitativa (histolégica) e quantitativa (histométrica) ao
microscopio de luz permitiram observar que os ratos submetidos a administracédo de
cafeina tiveram um retardo na formagao de tecido de granulagédo, em relagéo aos
ratos que receberam soro fisiolégico como tratamento. Nos animais tratados com a
cafeina pdde ser constatada a permanéncia de uma grande quantidade de coagulo
sanguineo no alvéolo dentario até na fase mais tardia analisada (42 dias). Como
consequéncia, a diferenciagdo em tecido 6sseo também foi retardada, visto que o
numero de trabéculas ésseas observadas foi 41,28% menor nos animais tratados
com a droga quando comparados aos que nao a receberam.

Takesue (1989) ja demonstrava agdes deletérias da cafeina na reparagao de
feridas, o autor pode observar, através da microscopia eletrébnica de transmissao,
que esta droga levou a alteragdes na lamina basal da interface epitélio-conjuntivo,

em gengiva de ratos. Barger-Lux et al. (1990) demonstraram em mulheres pré-
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menopausa uma diminuigdo no acréscimo e reabsorgao do tecido ésseo bem como
no turnover de célcio sob o uso desta droga.

A reabsorgado do coagulo sanguineo pelos macréfagos € um passo crucial na
substituicdo deste por tecido de granulagdo, qualquer mecanismo que interfira na
atividade destas células quebra toda a cascata reparativa tecidual. Jafari e Rabbani
(2000) relataram uma diminuicdo na viabilidade de macréfagos pulmonares
utilizando doses médias de cafeina (> 20 mM), devido principalmente a uma maior
producao de anions superéxidos e fragmentagdo do DNA, levando grande parte da
populacdo destas células a apoptose. Em 2004 estes mesmos autores, mostraram
que os efeitos deletérios da cafeina sobre estas células se da principalmente pelo
aumento dos niveis de adenosina monofosfato ciclico (AMPc) intracelular, visto que
o aumento deste mediador intracelular leva ao desencadeamento das atividades
apoptéticas (BINDER ; HIDDEMANN, 1994; HALE et al., 1996).

A cafeina tem principalmente 2 agbdes farmacoldgicas: € um antagonista dos
receptores de adenosina (A1, Aoa, Azs € As) alterando a fungdo da enzima adenil
ciclase, tendo como principais efeitos o bloqueio das fungdes exercidas pela
adenosina. O outro meio de acao é através do aumento das concentragdes do
mediador intracelular adenosina monofosfato ciclico (AMPc), e subsequente
ativagao da proteina kinase A (PKA) (ROSHENTAL et al., 1992; HORRIGAN,, et al
2004; RANG; DALE, 2007).

Primeiramente, o AMPc é um potente imunomodulador, exercendo no geral
efeitos supressivos nas fungdes das células inflamatoérias e imunocompetentes (para
revisdo ver KAMMER, 1988). Por exemplo, a ativagao do eixo AMPc/PKA inibe a
producdo de citocinas proé-inflamatorias como o TNF-a e IL-12, e promove a

producdo de IL-10 em macréfagos (PROCOPIO et al., 1999) e em células
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mononucleares do sangue periférico humano (PBMC) (EIGLER et al., 1998). A
expressdo do RNAm de IL-4, IL-3 e de fator estimulante de colénias granulocitica-
monociticas (GM-CSF) foi menor com a ativacao deste eixo (BORGER et al., 1996)
bem como a secregdo de IL-5 em células T humanas (STAPLES et al., 2001). O
AMPc também inibiu a proliferacdo de linfécitos (AANDAHL et al., 2002). Deste
modo, inibidores das enzimas fosfodiesterases como o rolipram e as xantinas tém
extensivos efeitos na fungdo imune, incluindo supressao da liberacdo de citocinas
pré-inflamatérias (incluindo TNF-a, IL-2 e interferon-y), estimulagdo de citocinas
antiinflamatadrias (IL-10), diminuigdo da produgédo de superdxidos e, quimiotaxia de
neutréfilos e eosindfilos (para revisao ver SOUNESS et al.,, 2000). Estes achados
sugerem que a habilidade da cafeina poderia resultar em efeitos imunomodulatérios,
uma vez que esta inibe a acdo das enzimas fosfodiesterases (PDEs), cuja fungao é
degradar o AMPc através da hidrélise em um metabdlito inativo o 5’-AMP (Figura
34). O AMPc tem como principais efeitos o controle das enzimas envolvidas no
metabolismo energético, da divisdo e diferenciagao celular e do transporte de ions
(RANG; DALE, 2007).

Como mencionado anteriormente, acredita-se que a administragao de cafeina
exerca também os seus efeitos via antagonismo dos receptores de adenosina
(Figura 34). Adenosina € um potente imunomodulador, exercendo no geral (mas nao
exclusivamente) efeitos supressivos no sistema imune, tais como a supressao da
producdo de IL-12 e o aumento de IL-10 (LINK et al., 2000). Dos 4 subtipos de
receptores de adenosina, o receptor A2, é considerado o mais importante em mediar
as agdes imunomodulatérias da adenosina (ZHANG et al., 2005; KRECKLER et al.,
2006). Ha algumas evidéncias de que a adenosina poderia ativar células imunes, e

potencializar a resposta imunolégica sob certas condi¢gbes. Por exemplo, adenosina
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promoveu quimiotaxia pela via dos receptores A1 e A, (CRONSTEIN et al., 1990), no
entanto a estimulagao dos receptores A; levou a uma reducado dose-dependente na
quimiotaxia de eosindfilos humanos (WALKER et al., 1997). Em adi¢céo, a adenosina
tem mostrado causar ativagdo de mastdcitos em asmaticos através da via do
receptor de adenosina A2g (FEOKTISTOV; BIAGGIONI, 1997). Foi também
reportado que a inalagdo de adenosina provocou aumento dos niveis de histamina,
prostaglandina D2 e triptase no fluido broncoalveolar de asmaticos (POLOSA et al.,
1995) indicando ativagcdo das células mastociticas (SCHWARTZ, 1990). Como um
antagonista dos receptores de adenosina, é de se esperar que a cafeina possa

alterar os efeitos da adenosina enddgena na fungéo imune.

A cafeina 4 Adenosina
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Figura 34: Efeitos intracelulares da cafeina. Inibicdo das enzimas fosfodiesterases e
antagonismo dos receptores de adenosina, com a consequente elevagdo dos niveis
do AMPc.



Discussdo | 121

Varios trabalhos relatam que a cafeina pode modular varios aspectos da
resposta inflamatéria e da resposta imune adaptativa e inata (para revisdo ver
HORRIGAN; KELLY; CONNOR, 2006).

Na producao de citocinas Chavez-Valdez et al. (2008) sugere que a cafeina
na concentracao de 50uM, via bloqueio dos receptores A4, aumenta a producao de
AMPc e inibe a produgao pré-transcricional de TNF-a em mondcitos do cordao
umbilical. Van Furth et al., em 1995, relata uma diminuicdo na concentracdo do
mediador acima, in vitro, utilizando cafeina na dose de 200 pg/ml sobre células
sanguineas de voluntarios sadios. Mesmos resultados também foram publicados por
Horrigan; Kelly e Connor (2004) na dose de 100 uM. Quanto as interleucinas, menor
porcentagem destas também foi encontrada para IL-10 (VAN FURTH et al., 1995),
IL-2 (ROSHENTAL et al.,, 1992; RITTER et al., 2005), IL-4 (ROSHENTAL et al.,
1992), IL-5 e e IFN-y (HORRIGAN; KELLY; CONNOR, 2005).

Quanto a proliferagao de linfocitos, efeito supressor € relatado sobre estas
células tanto em ratos quanto em voluntarios humanos sadios (ROSHENTAL et al.,
1992; HORRIGAN et al., 2005), bem como sobre a produgdo de anticorpos
(SAXENA et al., 1984; ROSHENTAL et al., 1992)

Alguns trabalhos relatam que n&o sé a producgao de citocinas, mas também a
funcdo das células inflamatérias € alterada na presenca da cafeina, como a
quimiotaxia, que é diminuida para neutréfilos € mondécitos (HORRIGAN et al., 2003).

Os mondcitos sao células derivadas da medula éssea e quando estabelecidos
nos diversos tecidos passam a se denominar macrofagos, estes por sua vez sao
células responsaveis pela producao de diversos fatores de crescimento que, de
certa forma direcionam a regeneragao e a cicatrizagao das feridas. Estes fatores

agem em outros tipos celulares tais como fibroblastos, queratinécitos, PMNs e
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células endoteliais. Também efeitos sobre os macrofagos séo relatados, como a
estimulacao destas células através da liberacdo de IFN-y pelos linfécitos T. Dentre
os principais mediadores produzidos por estes derivados dos mondcitos estao TGF-
a, TGF-B, PDGF, EGF, FGF, IL-1, TNF e IGF-1 (KUMAR, ABBAS; FAUSTO, 2005)
(Apéndice — Tabela 13).

Através dos trabalhos acima citados acreditamos que a grande porcentagem
de coagulo sanguineo encontrada nos alvéolos dos animais submetidos a
administracao de cafeina aos 7, 21 e 42 dias sendo de 39,02%, 18,59% e 4,87%
comparado aos nao submetidos 16,78%, 2,67% e 0,4% respectivamente, e a
consequente menor neoformacao dssea, poderia ser resultado de uma alteragao na
funcdo dos macrdéfagos através da diminuigdo da sua atividade e/ou apoptose, como
mostrou os trabalhos de Jafari e Rabbani em 2000 e 2004, bem como da diminui¢cao
na producao de IFN-y pelos linfocitos T (HORRIGAN et al., 2005; RITTER et al.,
2005), e consequentemente na queda dos efeitos estimulatérios deste mediador
sobre as fungdes fagocitarias e secretdrias.

Uma vez diminuida a viabilidade dos macréfagos no sitio reparador, muitas
das citocinas estimuladoras dos fibroblastos tendem a apresentar menores niveis.
Sabendo-se que varios destes fatores de crescimento agem na quimiotaxia,
proliferagcdo, producéo de colageno e formagéao de tecido de granulagao (Apéndice —
Tabela 13), talvez a deficiéncia na formacédo de tecido de granulagdo e a
manutengcdo do coagulo possa ter ocorrido também por uma inibicdo das funcdes
reparativas dos fibroblastos.

O tecido 6sseo sofre remodelagdo continua durante a vida através de um
processo que foi descrito por Frost (1969). Em adultos, aproximadamente 25% do

0sso trabecular é reabsorvido e substituido todo ano (MONOLAGAS; JILKA, 1995).
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Segundo Parfitt (1984), a remodelagao trabecular 6ssea ocorre quando a reabsorgao
Ossea € iniciada em uma superficie previamente quiescente; uma discreta unidade
de osso € removida, e a lacuna resultante é preenchida imediatamente por novo
osso. A fase de formacado dssea € mediada por osteoblastos que substituem os
osteoclastos na lacuna de reabsorcdo e teoricamente podem preenché-la com
menor, maior ou igual quantidade de tecido ésseo.

Na realidade, os mecanismos de acao da cafeina na remodelagao Ossea
ainda nao estdo totalmente esclarecidos e podem incluir tanto a¢des diretas como
indiretas. As acdes indiretas podem ocorrer secundariamente as mudangas nos
minerais criticos a homeostase 6ssea (calcio e fosforo), seja através de alteragdes
nos hormonios reguladores destes minerais ou na absorgao e excregdo dos mesmos
(HEANEY, 2002). A evidéncia para agdes diretas da cafeina no metabolismo da
célula éssea foi principalmente obtida em estudos de cultura de células, mostrando
alteragdes tanto nos osteoblastos quanto nos osteoclastos (WINK; ROSSOWSKA;
NAKAMOTO, 1996).

No presente trabalho, foi observada através da analise histométrica uma
diminuicao significativa no volume percentual de tecido ésseo de 45%, 49% e 30%
respectivamente nos grupos sob efeito da cafeina 7, 21 e 42 dias pds-extragdo em
comparagao aos grupos que receberam soro fisioldégico. Além da persisténcia do
coagulo no defeito 6sseo, e as possiveis causas associadas a esta manutencgao,
problemas relativos a diferenciacdo, multiplicacdo, producdo de matriz 6ssea e
mineralizagao pelos osteoblastos e ostedcitos poderiam estar associados ao déficit
6sseo por nés encontrado.

Varios autores relataram a acao deletéria da cafeina no metabolismo ésseo.

Estudos realizados em humanos, através da densitometria éssea, demonstraram



Discusséo | 124

diminuigdo na massa 0ssea espinhal e de varios sitios ao longo do esqueleto em
mulheres saudaveis pods-menopausa sob dieta com cafeina (HARRIS; DAWSON-
HUGHES, 1994).

Rapuri et al., (2001) comparou através de um estudo longitudinal de 3 anos, a
densidade mineral 6ssea (BMD) em 489 mulheres pds-menopausa consumindo
altas ou baixas doses de cafeina na dieta. O grupo com dieta alta consumia
quantidades de cafeina acima de 300 mg/dia e o grupo com baixa quantidades
consumia porgoées menores que 300 mg/dia. Os autores observaram que doses altas
foram capazes de acelerar a perda 6ssea na espinha destas mulheres.

Muitos dos efeitos indiretos na perda 6éssea em mulheres pds-menopausa
poderiam ser explicados pelo fato de que a ingestdo crénica de cafeina aumentaria
0s niveis de excregdo do calcio urinario (MASSEY; WHITING, 1993) e pela
diminui¢ao da eficiéncia na absorcao deste mineral pelo intestino com a idade, o que
poderia alterar o balango calcico no organismo (AVIOLI; MCDONALD; LEE, 1960;
ARMBRECHT et al., 1979).

Quanto aos efeitos diretos sobre as células ésseas, Wink et al. (1996)
observou em ratos sob tratamento com cafeina, que as principais alteracdes foram
diminuicdo no numero de ostedcitos por area trabecular, vacuolizagdo dos
osteoblastos e, a analise microscépica em um maior aumento mostrou mitocéndrias
intumescidas e rompidas nas células estudadas, o que proporcionou um retardo no
desenvolvimento 6sseo destes animais. Em cultura de células, a cafeina demonstrou
em células semelhantes a osteoblastos, inibicado dos eventos proliferativos quando
foram utilizadas na concentracao de 1 mM, e acredita-se que este efeito se deu pelo
aumento do AMPc intracelular nestas, levando pequena replicacdo destas células no

meio em que eram cultivadas (KAMAGATA-KIYOURA et al., 1997; 1999).
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A diferenciacao osteoblastica € multifatorialmente modulada por uma cascata
de eventos relacionados a expressdo génica. Estes eventos inicialmente se
caracterizam pela proliferagao, seguido pela maturagao da matriz, e mineralizagéo
da matriz éssea extracelular (COELHO; FERNANDES, 2000). A expressdo da
fosfatase alcalina é considerada um marcador inicial da diferenciagao do fendtipo
osteoblastico, enquanto a formacdo de ndodulos de mineralizagdo representa o
marcador final da diferenciagao destas células (HARRIS et al., 1995).

Quanto a diferenciagdo dos osteoblastos e mineralizagdo da matriz, a cafeina
foi capaz de reduzir os niveis de colageno produzido pelos osteoblastos aos 17 e 21
dias, periodo este que é considerado de alta atividade na formacgao da matriz e que
precede a deposigao mineral (TASSINARI et al., 1991). Assim, a formagdo de um
adequado tecido ostedide de acordo com a cronologia reparativa éssea foi alterada
pela adicdo da droga ao meio de cultura destas células.

Além do prejuizo relacionado a produgao das proteinas colagenas da matriz
extracelular, a cafeina também foi capaz de diminuir significativamente, em
osteoblastos, os niveis de fosfatase alcalina intracelular aos 7 dias de cultura, e a
formagdo de nodulos calcificados. Dados também mostraram que esta droga foi
capaz de ativar de modo irreversivel o caminho bioquimico da morte celular

programada destas células (TSUANG et al., 2006).

6.2. 0SSO AUTOGENO E REPARACAO OSSEA

Segundo Hench e Wilson (1984), existem duas classes de implante

enddsseo: com ligagdo Ossea e sem ligacao 6ssea. Enquanto os metais como o

titdnio ndo tem ligagdo, materiais com calcio e fosfato sdo denominados osteo-
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ligantes (DAVIES, 1998). A osteogénese associada a materiais utilizados como
implante vem sendo estudada por varios autores. Os termos osteogénese a
distancia e osteogénese por contato foram primeiramente descritos por Osborn e
Newesley (1980). Estes termos descrevem essencialmente dois fendmenos
diferentes onde o osso se forma justaposto a superficie do implante: osteogénese a
distancia, onde o novo osso é formado na superficie do osso pré-existente no sitio
peri-implante, culminando com o envolvimento do implante pelo tecido ésseo. O
outro fenbmeno é a osteogénese por contato, onde novo osso se forma primeiro
na superficie do implante, apds a colonizacdo por uma populacdo de células
osteogénicas antes do inicio da formagao de matriz 6ssea (OSBORN; NEWESLEY,
1980).

O restabelecimento do volume ésseo pode ser obtido através de diversos
materiais de implante/enxerto. Segundo Ellis 11l (2001), o enxerto ideal deveria ter as
caracteristicas estruturais de um enxerto em bloco e o potencial osteogénico de um
enxerto 6sseo esponjoso medular em particulas, fornecendo altas concentragdes de
células osteogénicas.

Sao denominados biomateriais, aqueles materiais que sado colocados em
contato com sistemas bioldgicos e apresentam habilidade de interagir
apropriadamente com o hospedeiro em uma aplicagao especifica (WILLIANS, 1987).

O objetivo na utilizagdo dos biomateriais € a combinagdo de uma reparagao
rapida com capacidade de ser reabsorvido durante a remodelagdo Ossea
(LANGSTAFF et al., 2001) ou osseointegrado ao tecido.

Diversos materiais para implante, cada um com suas propriedades proéprias,
sao utilizados na tentativa de acelerar a reparacdo 6ssea. Muitos destes materiais

quando usados sozinhos apresentam efeitos limitados ou variaveis sobre a
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reparagao ossea e, em alguns casos com desvantagens especificas. Por esta razao,
muitos clinicos e/ou pesquisadores tem combinado materiais para encontrar uma
associagao que apresente maior eficiéncia na reparagdo 6ssea (COCHRAN et al.,
2003).

O osso autdégeno é, ainda, a referéncia “gold standard” devido as suas
excelentes propriedades biolégicas e ao seu grande potencial osteogénico,
osteoindutor e osteocondutor (HIGRTING-HANSEN, 2002; MAZOCK et al., 2004,
MINICHETTI et al., 2004; JENSEN et al., 2006).

Para um enxerto ser considerado favoravel torna-se necessarias algumas
caracteristicas ideais que o osso autdégeno apresenta como um substituto 6sseo,
que sao: livre de transmissdo de doencgas, biocompatibilidade, radiopacidade,
microporosidade, estimular a inducido 6ssea, reabsorver em periodo comparativo ao
da formacdo Ossea, ser substituido por tecido dsseo, facil de ser obtido e
manipulado, agir como matriz ou veiculo para outros materiais e ter baixo custo
(GROSS, 1997).

Neste trabalho também se avaliou através da histologia e histometria a
reparacao 6ssea do defeito 6sseo produzido pela extracdo dentaria utilizando como
implante/enxerto o osso autégeno isoladamente, ou associado as células tronco.

O exame histolégico dos alvéolos dos animais que receberam soro fisioldgico
e a implantacédo do osso autégeno isoladamente mostrou um padrdo normal de
reparacdo, apresentando caracteristicas similares aos da literatura, incluindo
aqueles do nosso laboratério (BRENTEGANI et al.,, 1996 e 1997; LAMANO-
CARVALHO et al, 1997a; BOMBONATO-PRADO, 2002; CALIXTO, 2005;
BALABANIAN, 2005; PRATA, 2005). A analise mostrou que o material enxertado é

biocompativel, ndo sofreu reacdo de corpo estranho, e foi progressivamente
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integrado ao osso alveolar no processo de reparagao ossea (Figuras 19A,C ; 22A,C
e 25A,C).

O osso autdgeno provindo da calota craniana como material de
transplante/enxerto € considerado um material com bons resultados clinicos e
experimentais (MISCH, 1990; DONOVAN et al.,, 1994), pois segundo Ozaki e
Buchman (1998) a sua origem embriolégica, intramembranosa, € a mesma dos
ossos da regido oral e maxilofacial, o que favorece a integracdo do tecido ao leito
receptor e a aposicdo de novo tecido 6sseo quando comparado aos de origem
endocondral.

Crespi et al. (2007) comparou em humanos os enxertos de osso autdégeno
tendo como origem a calvaria e a crista iliaca para elevagao do assoalho do seio
maxilar. 16 pacientes que necessitavam deste tipo de cirurgias foram incluidos no
estudo, destes 10 receberam enxerto provindos da calota craniana e 6 da crista
iliaca, apds 5 meses biopsias foram realizadas na area para analise
histomorfométrica. Os resultados mostraram que, no grupo que recebeu enxerto da
calota craniana o volume total de osso formado foi de 73,4% e de osso vital foi de
67,9%, enquanto no grupo que recebeu enxerto de crista iliaca estes valores foram
de 46,6% e 34,0% respectivamente. Os autores concluiram que o enxerto obtido da
calota craniana (origem intramembranosa) para o procedimento de levantamento de
seio maxilar apresentou significantemente maior volume ésseo total e maior volume
de osso vital comparado ao enxerto 6sseo da crista iliaca (origem endocondral).

Nos periodos estudados, a analise histométrica dos alvéolos implantados com
osso autdégeno nos animais sob tratamento com soro fisiolégico ndo mostrou
diferencas estatisticamente significantes na porcentagem de osso neoformado

guando se compara este grupo aos animais que nao receberam a enxertia (Tabelas
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1, 2 e 3; Figuras 27, 28 e 29), o que tem semelhanga com os resultados
apresentados no trabalho de Melo (2007), cuja metodologia foi parecida ao nosso, e
diferencas também nao foram encontradas.

Ja nos animais sob tratamento com cafeina, o implante do osso da calota
craniana nao foi capaz de reduzir os efeitos nocivos da cafeina no processo
reparacional 6sseo. A porcentagem de tecido 6sseo, histometricamente avaliada,
quando se compara com o0s animais implantados e tratados com soro fisiolégico,
revela uma diminuicdo estatisticamente significante a 1 % para os trés periodos
estudados (Tabelas 1, 2 e 3; Figuras 27, 28 e 29), Estes resultados provavelmente
se deram pelos efeitos da cafeina na reabsor¢ao do coagulo e na substituicdo do
mesmo por tecido ésseo, mecanismos estes ja descritos acima.

Dinato e Polido (2004), Misch (2006) descrevem com clareza o mecanismo de
crescimento e reparagao em um enxerto 6sseo autégeno em que destaca 3 fases:

- As células transplantadas vivas, principalmente da porgdo esponjosa do
enxerto, sobrevivem nos primeiros 3 ou 4 dias por meio da alimentacido com o tecido
vascular cicunjacente. Entre 5 e 7 dias inicia-se o processo de angiogénese e
revascularizacdo. Estas células viaveis vao depositar uma matriz Ossea
desorganizada, sem sistema de Havers ou periosteal organizado. Este osso é
chamado de Fase |, estda associado ao numero de células transplantadas e
determina a quantidade de osso que se formara além da dimenséo original.

- A media que as células transplantadas morrem, as células 6sseas do tecido
receptor seguem e remodelam o enxerto por meio da reabsor¢céo do osso de Fase |,
e 0 substituem por um osso mais organizado, com sistema periosteal e harvesiano.
Este osso é conhecido como osso Fase Il. Neste remodelamento, os osteoclastos

reabsorvem a matriz inorganica do enxerto original, liberando fatores de crescimento
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e proteinas indutoras do crescimento e diferenciacdo de células osteoprogenitoras
(osteoindugao).

- E por ultimo a matriz inorganica de HA, que forma uma plataforma no
enxerto autdgeno, contribui para o efeito osteocondutor da formacgéo éssea a medida
que o osso novo se forma por meio da substituicdo. Este processo pode ser

considerado como uma terceira fase da formacgao éssea pelo osso autdégeno.

Quanto a analise qualitativa do tecido enxertado e de sua periferia nos
animais sob tratamento com a droga, foi observado certa reagao inflamatéria de
corpo estranho, osteoclastos em processo reabsortivo, pobre osseointegracao e
pouca quantidade de tecido 6sseo neoformado (Figuras 19B,D; 22B,D e 25B,D).
Estes achados provavelmente se deram devido a uma alteragédo na cronologia do
processo de crescimento e reparagao do osso autdgeno descrito pelos autores
acima.

Acreditamos que a reacdo inflamatéria de corpo estranho que persistiu na
periferia  do enxerto possa ser devido as alteracbes nos processos
imunoinflamatérios causados pela cafeina (HORRIGAN et al., 2006) no organismo
do animal e consequientemente no alvéolo dental.

Quanto ao tecido ésseo implantado no alvéolo acreditamos que as células
transplantadas vivas ja podem conter algum comprometimento devido ao uso
sistémico da droga, pois segundo Wink et al. (1996), em ratos sob tratamento com
cafeina, as principais alteracbes encontradas foram diminuicdo no numero de
ostedcitos por area trabecular e osteoblastos com mitocOndrias intumescidas e
rompidas e, in vitro Kamagata-Kiyoura et al. (1997; 1999) mostrou inibicado dos

eventos proliferativos destas células. No que se refere a nutricdo destas células,
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este passo também pode ter sido comprometido, pois, o retardo na reabsor¢cao do
coagulo levou a um atraso no processo de angiogénese e revascularizagao tanto do
alvéolo como um todo, como do novo tecido implantado. Portanto a deposicao da
matriz 6ssea e a formacado do osso de fase | podem ter sido diminuidas por estes
mecanismos.

Partindo do exposto que as células viaveis poderiam ja estar comprometidas,
a sua morte precoce pode ter levado ao desencadeamento do processo reabsortivo
tdo cedo (7 dias) (Figura 19D) realizado pelos osteoclastos no osso de fase | e
persistindo em grande intensidade até por volta do 21° dia (Figura 22D). Com o
objetivo de prover proteinas osteoindutoras ao meio e mais tarde um arcabouco para
a formacao do osso de fase Il essa reabsorcdo € importante, mas na quantidade e
na duragdo adequadas, a grande atividade clastica no enxerto pode também ter
levado a um menor volume de arcabougo Osseo, consequentemente baixa
capacidade osteocondutora para a remodelacdo e deposicdo de um 0sso maduro
nos arredores do implante.

Portanto a pobre osteointegragao e a pouca quantidade de osso neoformado
na periferia do implante/enxerto, pode ter sido resultado da dissolucdo da matriz
Ossea pelos produtos acidos produzidos durante a reacao inflamatéria de corpo
estranho, pela baixa taxa de formagédo do osso de fase |, pela nutricdo prejudicada

do enxerto e pela alta atividade osteoclastica neste tecido.

6.3. CELULAS TRONCO E REPARACAO OSSEA

A medicina regenerativa com o uso de células tronco tem sido uma grande

saida para o tratamento de defeitos 6sseos (VACANTI; BONASSAR 1999;
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OHGUSHI; CAPLAN, 1999). Células tronco mesenquimais podem facilmente ser
expandidas para um grande numero de células (REYES et al., 2001) e quando
utilizadas adequadamente podem melhorar a capacidade reparadora e cicatrizadora
o0ssea (HERNIGOU et al., 2005; VAZ, 2006). A engenharia de tecidos tem sido
proposta como uma alternativa para as tradicionais técnicas de reparacdo ossea
(BRODIE, HUMES 2005). O principio geral da engenharia tecidual envolve
associacdo de células a um suporte natural ou sintético, visando a producao
tridimensional de um arcabougo contendo o material celular (MARCACCI et al.,
1999; KRUYT et al., 2004).

Com a intengdo de aumentar o numero de células precursoras osteogénicas a
serem adicionadas nos alvéolos dentarios, realizamos a retirada da medula 6ssea
femoral conforme método descrito por Maniatopoulos et al. (1988), seguido pela
expansado destas células osteoprogenitoras e diferenciagdo das mesmas em
osteoblastos (ROSA; BELOTI; VAN NOORT, 2003). Com esta técnica, obtivemos
uma concentragdo de células nucleadas osteoprogenitoras ja diferenciadas em
osteoblastos maior que em um centrifugado osteogénico de medula, e maior que o
aspirado medular na sua forma original. Ainda por meio do teste de viabilidade
celular, confirmamos que estas células permaneceram viaveis apds a expansao,
excluindo a possibilidade de lesdo ou morte celular causado pelo método utilizado.

No que se refere a concentragao das células provindas da medula éssea e
sua relacdo com a atividade osteogénica, varios trabalhos mostram que quanto
maior o numero de células, maior a atividade reparativa no local. Connolly (1995)
compara apos a implantacdo na cavidade abdominal de coelhos, a capacidade
osteogénica de aspirados de medula éssea isoladamente com o obtido por varios

métodos de centrifugacdo. O objetivo da centrifugagdo foi promover uma maior
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concentracao celular/ml no material a ser implantado. Os resultados revelaram maior
quantidade de tecido 6sseo neoformado nas implantagdes feitas com o material
centrifugado, comprovando assim que a osteogénese no interior das camaras é
diretamente proporcional a concentragao celular da solugdo osteogénica. Mesmos
achados feitos em humanos por Hernigou et al. (2005) que confirmaram
clinicamente a importancia do emprego de técnicas para aumento da concentragéo
de células osteoprogenitoras a serem administradas localmente, no tratamento de
pseudoartroses de tibia.

Assim procuramos utilizar o maior numero de osteoblastos a serem
implantados no defeito dsseo alveolar, numa concentracéo de 3,3x10° células/ml, e
possivelmente conseguir maior efeito osteogénico durante a cicatrizagdo Ossea,
nuamero este que tem semelhanga com os trabalhos de Kasten et al. (2006),
utilizando 2x10° células/ml e Nair et al. (2008), 5x10° células/ml.

Recentemente Nair et al. (2009) estudaram o uso isolado das células tronco
mesenquimais expandidas e diferenciadas em laboratério e associadas ao plasma
rico em plaquetas (PRP) na reconstrugao de defeitos segmentares em fémures de
cabras. Os autores usaram uma bioceramica como carreador das células, e estas
foram implantadas nos defeitos. Os resultados histomorfométricos mostraram que
nos animais onde a bioceramica foi utilizada isoladamente a taxa de o0sso
neoformado foi de 36,2% e no grupo contendo as células foi de 61,6%. Concluem os
autores que a engenharia tecidual com o uso de células e também do PRP pode ser
um método eficaz de tratamento, pois neste modelo foi capaz de acelerar os eventos
reparativos em defeitos dsseos extensos.

Lacerda, Prata e Brentegani (em publicagdo no Implant Dentistry - 2009)

compararam o uso das células tronco expandidas e diferenciadas em osteoblastos



Discussdo | 134

com o 0sso autdégeno na reparacdao o6ssea alveolar pés-extracdo. Os resultados
histométricos revelaram que a associagao CO+OA produziu aumento significativo
(10% a 15%) de trabéculas &sseas nos periodos experimentais estudados
comparados ao grupo controle. Concluiram que células osteoblasticas associadas
ao 0sso autdégeno aceleraram a reparagao ossea.

Embora estudos tenham confirmado a superioridade da terapia com células
tronco mesenquimais expandidas em culturas em relacédo a utilizagcao de aspirados
de medula éssea (KADIYALA; JAISWAL; BRUDER, 1997), estas culturas aumentam
substancialmente custos e riscos. Complicacbes como contaminagao com bactérias
e virus e deplecdo da capacidade proliferativa das células tronco mesenquimais
antes da sua implantacao tém sido relatadas. Além disso, a preferéncia pela selegao
in vitro das células com maior potencial proliferativo pode causar a escolha de
células com mutagdes e capazes de dar origem a tumores, como teratomas. No
presente estudo, durante a analise qualitativa, ndo foi observado nos alvéolos a
formacdo de massas celulares tumorais ou crescimentos que se diferenciaram da
cicatrizagdo 6ssea regular descrita na literatura.

Além da implantagcado direta nos defeitos 6sseos através de pipeta, o 0sso
autégeno serviu como um material carreador e osteocondutivo para as células, visto
que ha microporosidades na arquitetura deste tipo de tecido e o mesmo foi
previamente mergulhado no concentrado de células antes da implantagéo. Bruder e
Fox (1999) comentam que a matriz ideal para o crescimento e diferenciagao das
células tronco mesenquimais deveria permitir distribuicdo e retencdo celular
uniformes, suportar crescimento vascular e ser composta de material que fosse

incorporado facilmente durante o ciclo de remodelagao dssea.



Discussdo | 135

Os osteoblastos utilizados nesta pesquisa foram alégenos, ou seja, tiveram
como fonte doadora a medula dssea de um animal da mesma espécie dos animais
onde seriam implantadas. Estudos sugerem que o uso deste tipo de transplante de
células tronco mesenquimais poderia nao ser rejeitado na auséncia de
imunossupressao, inclusive em modelos animais (BARTHOLOMEW et al., 2001;
DEVINE et al., 2003).

Arinzeh et al., (2003) estudaram os efeitos do uso das células tronco alégenas
na reparacao ossea em defeitos criticos na diafise femoral de caes. Os resultados
mostraram que quanto a reparagdo Ossea, houve um aumento na taxa de
cicatrizacdo e um novo osso foi capaz de preencher o defeito presente, e quanto a
resposta das células alégenas frente ao organismo receptor, nenhuma resposta
adversa do hospedeiro pode ser detectada durante o experimento nem anticorpos
contra estas células. Os autores concluiram que as células utilizadas neste modelo
puderam melhorar a capacidade reparativa 6ssea sem o0 uso de terapia
imunossupressiva, e na auséncia de resposta imunes adversas. Em 2008, Planka et
al. estudaram em coelhos o uso de células tronco mesenquimais autégenas ou
alégenas no reparo de defeitos femorais em coelhos. Puderam observar que néo
houve diferengas quanto a reparagao do defeito entre os tipos celulares utilizados, e
guanto ao transplante alégeno nenhuma rejei¢cao foi encontrada.

Qualitativamente os alvéolos dos animais que receberam soro fisiolégico e
foram submetidos a implantagdo de osso autégeno + células tronco mostrou que
esta associacado era biocompativel, apresentando uma osteointegragao progressiva
durante o periodo experimental, isenta de reacdo de corpo estranho e nem
formagdes tumorais (figuras 20A ; 23A,C e 26A,C). Na histometria, quantidades de

tecido 6sseo neoformado similares aos animais sem a implantacdo destes
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biomateriais pode ser observado, como estudos prévios do nosso grupo de pesquisa
(BRENTEGANI et al, 1996 e 1997; LAMANO-CARVALHO et al., 1997a;
BOMBONATO-PRADO, 2002; CALIXTO, 2005; BALABANIAN, 2005; PRATA, 2005).

Quando analisamos os defeitos 0sseos dos animais implantados com a
associagao 0sso autdgeno/células tronco, mas sob administragao diaria de cafeina,
observamos uma queda na neoformacgao O6ssea da ordem de 51,94%; 56,2% e
2,82% aos 7, 21 e 42 dias respectivamente (Figuras 27,28 e 29).

A histometria mostrou que a reparagao 6ssea foi significantemente acelerada
com esta combinagéo, sugerindo um efeito sinérgico entre os materiais, ou seja,
enquanto o osso autdgeno pode agir como osteoindutivo e/ou osteocondutivo, as
células osteoblasticas pode estar estimulando células da regido promovendo
formacdo de novo osso. Esta associacdo pode apresentar propriedades
quimiotaticas, atraindo células osteoprogenitoras e osteoblastos para a regiao,
promovendo aceleracao da reparacao ossea.

A menor quantidade de osso neoformado no 7° e 21° dias provavelmente
tenha ocorrido, como ja discutido acima, devido a uma permanéncia do coagulo
sanguineo no alvéolo e a uma diminuicdo, nestes periodos, na capacidade
proliferativa dos osteoblastos implantados, visto que sao células sensiveis a
presenca de cafeina no meio onde estdo alojadas, levando a vacuolizagao,
rompimento de mitocéndrias (WINK et al., 1996), inibicdo dos eventos proliferativos
(KAMAGATA-KIYOURA et al., 1997; 1999) e apoptose destas células (TSUANG et
al., 2006). Tassinari et al. (1991) relata diminui¢ao dos niveis de colageno produzido
pelos osteoblastos aos 17 e 21 dias, periodo este que coincide com os dados por

nds apresentados, assim esta menor porcentagem de neoformagado dssea na
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presenca de cafeina poderia ser fruto de uma falta de fibras colagenas para se
desenvolver o processo mineralizador ostedide.

No 42° dia a histometria mostrou que a neoformacido 6ssea teve valores
préximos aos dos animais que nao receberam a droga, havendo uma diminui¢ado no
percentual ésseo da ordem de apenas 2,82%. Assim acreditamos que as células
osteoblasticas em um periodo tardio foram capazes aumentar sua atividade
sintetizadora e assim compensar o dano causado pela cafeina na reparagao
alveolar.

A expectativa € de que os resultados apresentados abram novas
possibilidades de acompanhamento de outros estudos e, ao mesmo tempo,
permitam o aprofundamento de questdes aqui apontadas, mas nao inteiramente

examinadas por ndo constarem do escopo da proposta inicial do projeto.
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7. Conclusoes

Dos resultados apresentados pode-se concluir que:

1.

Houve um atraso significativo na formagao de tecido 6sseo reparacional
nos alvéolos dentarios dos animais submetidos a administracédo diaria de
cafeina nos trés periodos (7, 21 e 42 dias) estudados quando comparados

aos tratados com soro fisioldgico.

O fragmento de osso autégeno obtido da calota craniana isoladamente ou
associado as células osteoblasticas implantado no terco médio do alvéolo
mostrou uma osteointegragéo progressiva e sem reagao de corpo estranho

nos animais tratados com soro fisiologico.

As ceélulas osteoblasticas nao proporcionaram o desenvolvimento de
reacdes imunogénicas, massas teciduais tumorais e nem reagao de corpo

estranho quando implantadas no alvéolo dentario.

A associagcdo osso autdgeno/células osteoblasticas foi capaz de estimular
a neoformagdo Ossea e compensar em periodos tardios, os efeitos

deletérios causados pela cafeina na reparagao 0ssea alveolar.
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9. Apéndice

Tabela 13: Fatores de crescimento e citocinas envolvidos na regeneragao e
cicatrizagao de ferida. (Retirado de KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005).

Citocina Simbolo Fonte Funcdes
e Plaquetas v Mitogénicos aos queratinocitos e
Fator de crescimento e Macréfagos fibrobalstos
epidérmico EGF e Saliva v' Estimula a migragéo de
e Urina queratindcitos e formagéo de
e Plasma tecido de granulagao
Fator transformador e Macrofagos
de crescimento alfa TGF-a e Linfocitos-T v" Similar ao EGF
e Queratinécitos
e Macréfagos
e Linfocitos-T v" Quimiotaticos aos PMNs,
Fator transformador e Queratinécitos macroéfagos, linfocitos, fibroblastos
de crescimento beta e Plaquetas e células musculares lisas
TGF-B e Células endoteliais v" Migragéo do queratindcito,
e  Células musculares angiogénese e fibroplasia
lisas v" Induz a producgéo de TGF-B8
e Fibrobalstos
v" Quimiotaticos aos PMNs,
macroéfagos, fibroblastos e células
e Plaquetas musculares lisas
e Macréfagos v Ativa os PMNs, macréfagos e
Fator de crescimento e Células endoteliais fibroblastos
derivado das PDGF e  Células musculares v Mitogénico aos fibroblastos, as
plaquetas lisas células endoteliais e células
e Queratinécitos musculares lisas
v' Estimula a angiogénese e a
contragao da ferida
v Inibe agregacgdo plaquetaria.
v' Quimiotaticos aos fibroblastos
e Macréfagos v" Mitogénico aos fibrobalstos e
e  Mastdcitos, linfocitos- queratinocitos
Fator de crescimento FGF T v' Estimula a migragéo do
de fibroblasto e Células endoteliais queratindcito, angiogénese,
e Fibrobalstos contragdo da ferida e deposigéo
da matriz
e Macréfagos v" Quimiotatico aos PMNs (IL-1) e
e Mastdcitos fibroblastos (IL-4)
Interleucinas IL-1 etc. e Linfécitos v" Angiogénese (IL-8)
e Queratindcitos
e Macréfagos v Ativa os macréfagos
Fator de Necrose TNF e Mastoécitos v" Regula outras citocinas
tumoral e Linfocitos T
v' Estimula a sintese de
proteoglicanos sulfatados,
Fator de Crescimento e Macréfagos colageno, migragao do
semelhante a IGF-1 e Fibrobalstos queratindcito e proliferagdo de
insulina-1 fibroblastos
v Efeitos enddcrinos semelhantes
ao horménio do crescimento
v' Ativa os macrofagos
Interferons IFN e Linfocitos v" Inibe a proliferagéo de fibroblastos
e Fibroblastos e sintese de MMPs
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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