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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar histometricamente o reparo dsseo em defeitos peri-
implantares do tipo deiscéncia, criados cirurgicamente em caes, tratados com a associa¢do de
células derivadas da medula 6ssea (CMs) e regeneragao 6ssea guiada (ROG). A medula 6ssea foi
obtida a partir da crista iliaca de oito cdes beagle adultos machos. Células derivadas da medula
6ssea (CMs) foram isoladas, cultivadas in vitro e fenotipicamente caracterizadas com relagéo as
suas propriedades osteogénicas. Os mesmos animais foram submetidos a extragao bilateral dos
primeiros molares e terceiro e quarto pré-molares inferiores. Apos trés meses, trés leitos para a
colocagdo de implantes foram confeccionados em cada lado da mandibula, deiscéncias Osseas
vestibulares foram criadas e, entéo, implantes de titanio de superficie usinada foram colocados. As
deiscéncias Osseas foram tratadas aleatoriamente, de acordo com um dos seguintes grupos: 1)
ROG+CMs+C: membrana de PTFE-e com reforco de titdnio associada as células derivadas da
medula 6ssea semeadas no carreador, 2) ROG+C: membrana de PTFE-e com reforgo de titénio
associada ao uso do carreador sem células, 3) CMs+C: células derivadas da medula semeadas no
carreador, 4) ROG: membrana de PTFE-e com reforgo de titanio, 5) C: carreador sem células e 6)
Controle: nenhum tratamento. Apds trés meses, os animais foram sacrificados e os implantes em
conjunto com os tecidos adjacentes foram processados laboratorialmente para obtencao de secgdes
nao descalcificadas. Os pardmetros avaliados foram: Contato direto osso-implante (CO),
Preenchimento 6sseo dentro das roscas do implante (PR) e Area de tecido 6sseo fora das roscas
(AF). In vitro, a caracterizacdo fenotipica demonstrou que células derivadas da medula dssea
apresentaram potencial osteogénico identificado pela formagdo de nddulos minerais e expresséo de
marcadores 6sseos (fosfatase alcalina, sialoproteina 6ssea e coldgeno tipo 1). As analises
histométricas revelaram que todos os defeitos tratados com membrana (ROG+CMs+C, ROG+C e
ROG) demonstraram resultados estatisticamente similares (p>0,05) com relagéo a area de novo
osso formado fora das roscas do implante, apresentando, no entanto, maior quantidade de o0sso
neoformado fora dos limites das roscas, quando comparados aos demais grupos (CMs+C, C e
Controle) (p<0,05). Adicionalmente, foi observado que o preenchimento 6sseo dentro das roscas foi
estatisticamente semelhante entre os grupos que utilizaram membrana (ROG+CMs+C, ROG+C,
ROG) e o grupo tratado com células sem barreira (CMs+C) (p>0,05), enquanto todos estes grupos

mostraram um preenchimento dsseo significativamente superior ao grupo Controle (p<0,05). Com



relacdo a porcentagem de contato osso-implante, embora os defeitos tratados com membrana
(ROG+CMs+C, ROG+C e ROG) tenham apresentado valores estatisticamente maiores quando
comparados aos defeitos dos grupos C e Controle (p<0,05), uma tendéncia para aumento da
extensdo de contato osso-implante foi observada nos defeitos tratados com células sem a
associagdo da ROG (grupo CMs+C). Dentro dos limites do presente estudo, pdde-se concluir que
embora as células derivadas da medula dssea, utilizadas isoladamente, tenham promovido bons
resultados em relagdo a formagéo dssea dentro das roscas do implante, 0 seu uso, associado a
ROG, ndo promoveu beneficios adicionais na formagdo Ossea em defeitos peri-implantares de
deiscéncia.

Palavras-chave: Implante dentario, Defeito peri-implantar, Regeneragdo dssea guiada, Células

derivadas de medula 6ssea.
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ABSTRACT

The purpose of this investigation was to histometrically evaluate the bone healing in
surgically created dehiscence-type defects around titanium implants treated with an association of
bone marrow-derived cells (BMCs) and guided bone regeneration (GBR). Bone marrow cells were
harvested from eight male adult beagle dogs, cultured in vitro and phenotypically characterized with
regard to their osteogenic properties. Following, the same animals were subjected to bilaterally teeth
extraction (lower premolars and the first molar) and three months later, three implant sites were
drilled in each side of mandible, buccal bone dehiscences were created and titanium dental implants
with machined surface were placed. Dehiscences were randomly assigned to one of the following
groups: 1) GBR+BMCs+C: PTFE-e barrier placement associated with BMCs into the carrier, 2)
GBR+C: PTFE-e barrier placement associated with carrier, 3) GBR: PTFE-e barrier placement, 4)
BMCs+C: BMCs into the carrier, 5) C: carrier without cells e 6) Control: no treatment. After 3 months,

the animals were sacrificed and the implants in conjunction with adjacent hard tissues were
processed for undecalcified sections. Bone-to-implant contact (BIC), bone filling within the limits of
implant threads (BF) and new bone area (BA) in a zone lateral to the implant surface were obtained.
Results: In vitro, phenotypic characterization demonstrated that BMCs presented osteogenic
potential identified by the mineral nodule formation and the expression of bone markers.
Histometrically, inter-group analysis demonstrated that all defects treated with GBR (GBR+BMCs+C,
GBR+C and GBR) were statistically similar in terms of BA (p>0.05), presenting significantly higher BA
as compared with other groups (BMCs+C, C and Control) (p<0.05). With respect the BF, no
differences were observed among GBR+BMCs+C, GBR+C, GBR and BMCs+C groups (p>0.05),
whereas all these groups showed statistically superior BF as compared to Control group (p<0.05).
Additionally, although the percentage of BIC has been significantly higher in the defects treated by
barrier membrane (GBR+BMCs+C, GBR+C and GBR) as compared to C and Control groups
(p<0.05), a trend towards to a greater extension of BIC has been observed for the defects treated
with BMCs+C. Within the limits of this study, it was concluded that although the use of bone marrow-
derived cells has provided promising outcomes in terms of bone formation within the limits of implant
threads, their use, in combination with GBR, has not promoted additional benefits on the bone
regeneration in peri-implantar dehiscence type bone defects.
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Key words: Dental implants, Peri-implant defect, Guided bone regeneration, Bone marrow-derived

cells.
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11 - INTRODUGAO

A técnica da regeneracao 6ssea guiada (ROG) baseia-se na utilizagdo de uma barreira
fisica para a manutencdo do espago necessario a neoformagao 6ssea em defeitos do tecido 6sseo,
prevenindo a migracdo de células indesejaveis de outros tecidos na regido a ser reparada e
protegendo o coagulo dentro do defeito (Dahlin et al., 1989; Zitzmann et al., 2001). Estudos
mostraram que a técnica de ROG pode ser considerada uma opgéo para o tratamento de defeitos
bsseos adjacentes a implantes dentais (Simion et al., 2001; Casati et al., 2002; Kim et al., 2002a,
2002b; Lima et al., 2003; de Vasconcelos Gurgel et al., 2007; Gurgel et al., 2008). No entanto,
embora resultados satisfatorios tenham sido demonstrados com a utilizagdo de membranas, sua
aplicagéo tem apresentado limitagdes para regenerar, de maneira previsivel, o tecido 6sseo, quando
defeitos peri-implantares estao presentes (Caplanis et al., 1997; Schliephake et al., 2000; Lima et al.,
2003; Botticelli et al., 2004a,b; Wikesjo et al., 2003; 2004; Chiapasco & Zaniboni, 2009).

Desta forma, novas abordagens terapéuticas regenerativas envolvendo terapia celular
tém sido estudas para a regeneragdo Ossea ao redor de implantes, por meio da utilizagdo do
transplante de células autégenas de origem mesenquimal com potencial para formar tecido 6sseo
(Yamada et al., 2004; Mizuno et al., 2008; Kim et al., 2009). Neste contexto, a medula 6ssea tem
sido descrita como uma fonte celular importante para a engenharia tecidual baseada no uso de
células (Fibbe, 2002; Kawaguchi et al., 2004). Estudos tém demonstrado o potencial terapéutico das
células derivadas da medula 6ssea (CMs) e sua habilidade na regeneragdo do tecido 6sseo em
defeitos de tamanho critico em 0ssos longos, na regeneracgao periodontal, em procedimentos de
elevagéo de seio maxilar e em defeitos peri-implantares (Bruder et al., 1998; Kawaguchi et al., 2004;
Yamada et al., 2004; Ueda et al., 2005; Pieri et al., 2008). Adicionalmente, a possibilidade de
extensa expansdo das CMs in vitro, a facilidade de obtengdo da medula dssea e a auséncia de
riscos imunogénicos decorrentes do auto-transplante celular (Li et al., 2009) sugerem que a
utilizacdo desta abordagem terapéutica pode ser relevante para a engenharia tecidual aplicada a
implantodontia.

Considerando as evidéncias que mostraram o potencial osteogénico das células
derivadas da medula 6ssea e tendo em vista os aspectos positivos da ROG, tais como habilidade na
manuten¢do do espago e prote¢do da regido do defeito a ser regenerado, o objetivo deste estudo foi
avaliar histometricamente o reparo 6sseo em defeitos de deiscéncia ao redor de implantes tratados



com a associagdo de células autégenas derivadas da medula 6ssea e a técnica de regeneragao

dssea guiada.



2 - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Defeitos 6sseos peri-implantares

A reabilitagdo de pacientes parcialmente ou totalmente desdentados com implantes
dentais tem se tornado uma modalidade terapéutica de rotina nas Ultimas décadas, apresentando
bons resultados em longo prazo (Lindquist et al., 1997; Naert et al., 2000). Porém, condigdes locais
desfavoraveis, tais como insuficiente volume de tecido 6sseo, podem ocasionar complicagées como
exposi¢do da superficie do implante e comprometimento da sobrevivéncia dos implantes dentais,
podendo promover resultados insatisfatérios do ponto de vista funcional e estético ou ainda,
inviabilizar a utilizagdo dos implantes dentais (Jovanovic, 1994; Esposito et al., 1998; Chiapasco &
Zaniboni, 2009). Mesmo na presenca de uma espessura Ossea satisfatoria, a necessidade de se
trabalhar em uma situagao 6tima com relag@o ao posicionamento do implante, na busca da estética
e da funcdo ideal, pode ocasionar a formagéo de defeitos dsseos peri-implantares horizontais, como
deiscéncias ou fenestragdes dsseas, 0s quais propiciardo exposi¢do de parte do corpo do implante,
podendo prejudicar o sucesso desta terapia (Jovanovic et al, 1992; Hammerle & Jung, 2003).

Mellonig & Nevins (1995) relataram que os defeitos 6sseos tipo deiscéncia e
fenestracdo sdo os mais comuns associados aos implantes dentais. A resolucdo desses defeitos
bsseos peri-implantares, tanto previamente ou no momento da colocagéo do implante, € importante
para o sucesso deste tipo de tratamento reabilitador (Zablotsky et al., 1991). Além da busca por uma
maior sobrevida do implante, a resolu¢do de defeitos dsseos peri-implantares tipo deiscéncia e
fenestracdo é importante também do ponto de vista estético, uma vez que a manutengdo dos
defeitos pode ocasionar comprometimento da estética pela evidenciagdo das roscas do implante,
tanto devido a translucidez da mucosa, como pela recessdo dos tecidos moles peri-implantares,
expondo a superficie do implante ao meio bucal (Chiapasco & Zaniboni, 2009).

Embora diversas terapias dsseas regenerativas tenham sido propostas para o
tratamento de defeitos peri-implantares, uma das técnicas mais empregadas € a regeneragao ossea
guiada, com a utilizagédo de membranas (Hammerle & Karring, 1998; Chiapasco & Zaniboni, 2009).



2.2 - Regeneragao 6ssea guiada

O principio biolégico da regeneracdo tecidual guiada, o qual visa a regeneragédo
periodontal (formagdo de novo cemento, novo 0sso e novo ligamento periodontal), foi proposto a
partir dos postulados de Melcher (1976), que estabeleceu que as células capazes de neoformar as
estruturas de sustentacé@o dental eram as células do ligamento periodontal.

A técnica da regeneragdo Ossea guiada tem, por sua vez, o objetivo de promover
aumento do volume 6sseo em areas com deficiéncia deste tecido (Hammerle & Karring, 1998), por
meio da utilizagdo de uma barreira fisica que previne a presenga de células néo osteogénicas,
derivadas do tecido conjuntivo da mucosa alveolar e do epitélio, permitindo o estabelecimento de
celulas osteogénicas derivadas do espago 6sseo medular, as quais repovoam a regiao do defeito,
possibilitando a regeneracdo do tecido 6sseo (Dahlin et al.,1989; Becker et al. 1990). Esta técnica
pode ser empregada no momento da colocagdo do implante ou em um momento cirlrgico
anteriormente a este procedimento, dependendo da situagéo clinica e do tipo de defeito (Hammerle
& Jung, 2003).

O principio da regeneragdo 6ssea guiada aplicada ao redor de implantes dentais foi
proposto inicialmente por Dahlin et al. (1989) e, posteriormente, demonstrado por Zablotsky et al.
(1991). Estudos mostraram que esta técnica pode ser eficiente no tratamento de defeitos 6sseos
peri-implantares, dentre eles, defeitos de deiscéncia e fenestragbes (Dahlin et al., 1989; Becker et
al., 1990; Zablotsky et al., 1991; Mellonig & Nevins, 1995; Buser et al., 1999). Além disso, foi
demonstrado que o tecido 6sseo neoformado obtido com a utilizagdo desta técnica responde da
mesma maneira que 0 0sso pré-existente a colocacdo de implantes (Simion et al., 2001; Rocchietta
et al., 2008), mesmo apds o carregamento protético (Buser et al., 1995).

Zablotsky et al. (1991) demonstraram em caes que defeitos 6sseos peri-implantares
tipo deiscéncia tratados por meio da utilizagdo de membranas apresentaram maior preenchimento
6sseo que defeitos controle, que nao receberam tratamento. Resultados semelhantes foram obtidos
por Jovanovic et al. (1995), os quais demonstraram que membranas de politetrafluoretileno
expandido (PTFE-e), especialmente as com reforgo de titanio, foram capazes de criar € manter o
espago necessario ao redor dos implantes dentais para a regeneragédo 6ssea neste tipo de defeito.

Em um estudo clinico, Jovanovic et al. (1992) trataram deiscéncias peri-implantares por
meio da técnica da ROG e notaram, no momento da reentrada cirurgica, apds o periodo de seis



meses, significativo preenchimento dsseo na area do defeito, porém com grande variabilidade na
resposta obtida entre os implantes avaliados. Resultados semelhantes também foram encontrados
por Dahlin et al. (1995), os quais avaliaram a eficacia da técnica de regeneragao dssea guiada em
um estudo clinico multicéntrico. Foram tratadas 40 deiscéncias e 15 fenestragdes dsseas detectadas
no momento da colocagao dos implantes dentais. Apds dois anos de acompanhamento, os autores
observaram uma redugéo significativa na altura dos defeitos peri-implantares.

Lima et al. (2003) descreveram, em um estudo em caes, o padrao de reparo dsseo peri-
implantar em defeitos circunferenciais tratados com membranas. Os resultados demonstraram que,
quando as membranas permaneceram em posi¢ao, houve um preenchimento significativo do defeito
ao redor dos implantes, mas salientaram que a necessidade de remog&o precoce das barreiras, em
funcédo de exposi¢ao das mesmas, pode afetar negativamente a regeneragédo 6ssea peri-implantar.

Além do risco de deiscéncias de tecido mole, ocasionando exposi¢cao prematura da
membrana, possivel contaminagdo e prejuizo da resposta ao tratamento regenerativo (Mellonig &
Nevins, 1995; Buser et al., 1999), outras complicagdes tém sido relacionadas a utilizagdo de
barreiras. Neste contexto, um problema técnico encontrado quando defeitos 6sseos ao redor de
implantes dentais sdo tratados com a técnica da ROG esta associado ao fato de muitos tipos destes
defeitos ndo estabelecem um espago naturalmente, favorecendo o deslocamento da membrana
durante o periodo de cicatrizagdo e o seu colabamento, reduzindo, deste modo, a previsibilidade
desta técnica. Desta forma, tem sido sugerido o uso de outros materiais ou modalidades
regenerativas para serem aplicadas em conjunto a utilizacdo das membranas (Stentz et al., 1997;
Hammerle et al., 1998). O uso combinado de barreira e enxerto 6sseo desmineralizado, seco e
congelado, no tratamento de defeitos 6sseos peri-implantares circunferenciais, foi avaliado em cées
por Stentz et al. (1997). Os resultados mostraram uma quantidade significativamente maior de
preenchimento do defeito dsseo e de contato osso-implante em defeitos tratados pela associagéo de
membranas e enxerto 6sseo quando comparados a defeitos tratados pela membrana isoladamente.
Hammerle et al. (1998) investigaram o papel desta associagdo em defeitos de deiscéncia criados
cirurgicamente em macacos. Os autores observaram uma superioridade em termos de ganho 0sseo
e contato osso-implante para os grupos que utilizaram a associagdo entre os materiais ou que
aplicaram a membrana isoladamente, quando comparados ao grupo que recebeu apenas o enxerto

0sseo ou ao grupo controle, sem tratamento.



Recentemente, Chiapasco & Zaniboni (2009), por meio de uma revisdo sistematica,
analisaram os resultados clinicos referentes ao reparo peri-implantar ap6s a utilizagéo da técnica da
ROG para corregéo de defeitos de deiscéncia e fenestragédo presentes no momento da colocagéo de
implantes dentais. Foram selecionados, na revisdo sistematica, estudos que tivessem avaliado
clinicamente os resultados da utilizacdo de barreira, associada ou ndo ao uso de enxertos sseos ou
outros materiais, em termos de complicagdo dos procedimentos associados a ROG, taxa de
sobrevivéncia dos implantes e estabilidade dos tecidos marginais peri-implantares. Os pacientes
foram acompanhados por 1 a 10 anos apds o carregamento protético. Embora tenha sido relatada
exposi¢ao da barreira em alguns casos, a taxa de sobrevivéncia dos implantes foi de 95,7% e nao
foram observadas alteragdes na profundidade de sondagem e/ou no nivel de insergao clinico ao
redor dos implantes durante o periodo de acompanhamento. Apesar dos resultados obtidos serem
favoraveis, os autores mencionaram nao ser ainda possivel estabelecer conclusdes definitivas
quanto a melhor abordagem a ser empregada no tratamento de deiscéncias e fenestragdes peri-
implantares, uma vez que foi observada grande variabilidade nos resultados entre os materiais de
enxerto e os tipos de membrana utilizados, e ainda quanto a utilizagdo da técnica da ROG sozinha
ou em associacdo com outros materiais. Adicionalmente, devido a falta de estudos clinicos
controlados na literatura, os autores relataram ser inviavel, até o presente momento, estabelecer
qual abordagem terapéutica avaliada permitiria maiores taxas de sobrevivéncia de implantes em

longo prazo.

2.3 - Células mesenquimais derivadas da medula éssea

Considera-se como célula-tronco um tipo celular especial que difere de outras células
do organismo por apresentar as seguintes caracteristicas: sdo células indiferenciadas e nao
especializadas; séo capazes de se multiplicar por longos periodos mantendo-se indiferenciadas, de
forma que um pequeno numero pode originar uma grande populacéo de células semelhantes; e séo

capazes de se diferenciar em células especializadas de um tecido particular (Barry & Murphy, 2004).

Dentre as células-tronco, as mesenquimais séo de grande interesse pela facilidade de
obteng&o e por poderem ser utilizadas em transplantes autdégenos, sendo a medula dssea a maior

fonte para sua obtengao (Kotobuki et al., 2004). Pesquisas tém apontado inimeras possibilidades



para a reparagao tecidual e melhoria nos resultados dos processos regenerativos quando células

derivadas da medula 6ssea séo utilizadas (Kotobuki et al., 2004; Suter et al., 2004).

No entanto, a medula dssea é formada por uma populagéo celular heterogénea, sendo
limitado o numero de células-tronco mesenquimais - com capacidade de se diferenciar em tecido
dsseo, cartilaginoso, adiposo e muscular (Minguell et al., 2000; Chang et al., 2009) - na cavidade
medular &éssea. Desta forma, a medula dssea & composta por células indiferenciadas
hematopoiéticas, as quais repdem as células sanguineas que vao sendo eliminadas; células
maduras do sangue; fragmentos de estroma e gordura; além de possuir células-tronco
mesenquimais. A presenca de células mesenquimais indiferenciadas na medula éssea foi
inicialmente sugerida por Friedenstein et al. (1966), os quais encontraram em cultura de células da
medula 6ssea uma populagdo celular com capacidade de aderéncia ao plastico, com morfologia
semelhante a fibroblastos, as quais isoladas e posteriormente expandidas podiam ser conduzidas a
diferenciagdo em mudltiplas linhagens fenotipicas, incluindo células formadoras de tecido d6sseo
(Owen & Friedenstein, 1998; Pittenger et al., 1999). Embora as células mesenquimais da medula
dssea constituam uma pequena parcela de toda populagéo celular deste tecido, correspondendo a
cerca de 0,001 a 0,01 de todas as células nucleares (Pittenger et al., 1999), a proliferacéo e
expansdo das mesmas, sob condigdes adequadas, séo faciimente obtidas in vitro (Kraus & Kirker-
Head, 2006).

2.4 - Engenharia tecidual baseada no transplante de células derivadas da medula 6ssea
Diversos estudos em animais tém demonstrado a habilidade das células derivadas da
medula 6ssea na formagao ectopica de osso (Chen et al., 2002, 2003, 2004; Abukawa et al., 2003,
2004; Yamada et al., 2003; Hayashi et al., 2008), na regeneragéo de defeitos 6sseos alveolares (De
Volk et al., 2003; Abukawa et al., 2004; Ito et al., 2005; Marei et al., 2005) e de 0ssos longos (Srouiji

& Livne, 2005) e no ganho 6sseo associado a elevagéo do seio maxilar (Ohya et al., 2005).

Frente as evidéncias que mostraram que células provenientes da medula 6ssea podem
ser direcionadas a linhagem osteoblastica, promovendo formagéo de osso em diferentes situagoes,
pode-se sugerir que 0 uso de tais células poderia interferir positivamente na regeneragao do tecido

bsseo associada a implantodontia. Embora nédo haja na literatura estudos avaliando, de maneira



controlada, o papel da engenharia tecidual baseada no transplante de CMs na regeneragao dssea
ao redor de implantes dentais, algumas investigacdes neste contexto tém sido relatadas (Yamada et
al., 2004, 2008; Ueda et al., 2005; Pieri et al., 2008; Kim et al., 2009).

Yamada et al. (2004) investigaram em cées o reparo 0sseo ao redor de implantes
inseridos em regides com 0sso regenerado. Para tanto, um més apos as exodontias, foram criados
defeitos alveolares na mandibula dos cdes, os quais receberam diferentes tratamentos
regenerativos, de acordo com os grupos: plasma rico em plaquetas (PRP) associado a presenca de
CMs autdgenas, osso particulado da crista iliaca associado as CMs autdgenas, PRP isoladamente
ou grupo controle (sem tratamento). Dois meses depois, os defeitos dsseos tratados receberam
implantes dentais e, apds dois meses do procedimento, avaliagdes histologicas do reparo 6sseo ao
redor dos implantes foram realizadas. Os autores concluiram que a associagédo de PRP e CMs
promoveu resultados favoraveis, apresentando contato osso-implante e densidade Ossea

comparavel aquela obtida no grupo que combinou o uso de enxerto da crista iliaca com CMs.

Ueda et al. (2005) avaliaram clinicamente, por meio de relatos de casos, 0 uso
combinado de células autdégenas derivadas da medula 6ssea com PRP em carreadores de (-
tricélcio fosfato, para aumento Gsseo associado ao levantamento de seio maxilar e colocagao
simultdnea de implantes dentais. De acordo com os resultados, foi demonstrado ganho de tecido
0sseo pos-operatorio significativo apos a utilizacdo desta abordagem terapéutica. Similarmente,
Yamada et al. (2008), em um estudo clinico de relato de casos acompanhados entre 2 a 6 anos,
relataram que a combinacéo de células autogenas da medula 6ssea com PRP aplicada em conjunto
com enxertos 0sseos no levantamento de seio maxilar promoveu aumento significativo da altura
dssea, apresentando resultados estaveis, mesmo apds o carregamento protético. Outro estudo,
realizado em animais, investigou o reparo peri-implantar apés o uso de células provenientes da
medula 6ssea em associagdo com o PRP no levantamento de seio maxilar, relatando o potencial
desta estratégia regenerativa no aumento da formagao dssea e da osseointegracdo dos implantes
dentais (Pieri et al., 2008).

Kim et al. (2009) avaliaram em cédes o potencial de duas fontes de células
mesenquimais autdgenas - medula 6ssea e ligamento periodontal - na regeneragdo 6ssea de

defeitos retangulares criados cirurgicamente ao redor de implantes dentais. Deste modo, trés meses



apds a realizacdo das exodontias, os defeitos criados envolvendo os implantes dentais foram
tratados com um dos tipos de células inseridas no carreador ou receberam apenas o carreador sem
a presenga de nenhum tipo celular (controle). Uma barreira de coldgeno foi, em seguida,
posicionada sobre todos os implantes, envolvendo os defeitos dsseos. Apods o periodo de reparo, 0s
resultados histomorfométricos demonstraram que os defeitos peri-implantares tratados com terapia
celular apresentaram melhores resultados em termos de regeneragdo de novo 0SS0 que 0 grupo
controle e que as células derivadas da medula 6ssea foram mais promissoras que as células do
ligamento periodontal para a neoformagdo déssea na area do defeito. Nao foram observadas
diferengas entre os grupos com relagdo a porcentagem de contato osso-implante.



3 - PROPOSIGCAO
O objetivo deste estudo foi avaliar histometricamente o reparo dsseo em defeitos de
deiscéncia ao redor de implantes tratados com a utilizacdo de células autdgenas derivadas da

medula 6ssea, isoladamente ou em associag¢do a técnica de regeneragao 0ssea guiada.
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4 - MATERIAL E METODOS

4.1 - Animais

Foram selecionados para este estudo oito cdes machos da raga beagle com
aproximadamente dois anos de idade, pesando em média 20 kg, em bom estado de saude geral e
denti¢do completa. Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos no biotério da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba - Unicamp, sob as mesmas condigdes ambientais, em
baias individuais, sendo alimentados com ragao para animais e agua “ad libitum’”.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), apds aprovagao pelo
Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp (CEMIB)
(Protocolo n® 1088-1) (Anexo 1).

4.2 - Isolamento e cultura das células derivadas da medula 6ssea
A medula 6ssea foi obtida a partir da crista iliaca de cada um dos oito cdes envolvidos
no estudo, mediante pung&o aspirativa (10mL) por meio de agulha lllinois descartavel, em seringas

descartaveis de 20mL contendo heparina (100U/mL de medula 6ssea) (Kadiyala et al.,1997)

(Figuras 1a e 1b).

Figura 1. Agulha lllinois, seringa e heparina utilizados para a obten¢do da medula 6ssea (a). Puncéo aspirativa para
coleta da medula 6ssea da crista iliaca (b).
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O isolamento e cultura das células da medula 6ssea foram realizados de acordo com
Kern et al. (2006), por meio da separagédo de células mononucleares por centrifugagdo em gradiente
de Ficoll-Paque. Deste modo, 10mL de cada amostra de medula éssea foram diluidos em volume
igual de tampdo fosfato salino (PBS) (Gibco/Invitrogen Corporation, EUA). Em seguida, foi
adicionada a solugéo de gradiente Ficoll-Paque (13mL) (Amersham Bioscence, Suécia) no fundo do
tubo, e a separagao das células sanguineas ocorreu ap6s a centrifugagdo em 700g por 30 minutos,
a 20°C (Figura 2a). Apos a centrifugacado, o sobrenadante foi descartado e as células mononucleares
localizadas na interface foram coletadas cuidadosamente com uma pipeta de Pasteur, transferidas
para outro tubo e lavadas duas vezes com tampéo fosfato salino (PBS), sendo que em cada
lavagem essas células foram centrifugadas em 700g por 10 minutos a temperatura ambiente (Figura
2b). Entéo, as células mononucleares foram resuspendidas em um pequeno volume de PBS para
contagem em hemocitbmetro. Em seguida, essas células foram semeadas em garrafas para cultura
de 25cm2 a uma concentragdo de 106 células/mL e incubadas em atmosfera imida a 37°C e 5% CO;
em meio de cultura padrdo composto por Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) com baixa
concentragdo de glicose (Gibco Brl, EUA) suplementado com 10% de FBS (Gibco Brl, EUA),
100ug/mL de estreptomicina, 100U/mL de penicilina e 2mM de L-glutamine (Gibco Brl, EUA). Apo6s
7 dias, 0 meio de cultura foi trocado pela primeira vez e, em seguida, o0 meio foi trocado a cada 4
dias até as células aderidas ao substrato plastico alcangarem confluéncia. Em confluéncia, as
celulas aderidas foram tripsinizadas com a solugdo de Tripsina 0,25% e EDTA 2,21mM (Gibco B,
EUA), resuspendidas em 5mL de meio de cultura padréo, e centrifugadas por 5 minutos a 2500rpm.
Em seguida, o meio de cultura foi aspirado e as células resuspendidas em 3 a 5mL de DMSO - meio
de congelamento (Gibco Brl, EUA) e definidas como passagem 1. Cada 0,5mL desta suspensao
celular foi transferido para um vial e congelado em nitrogénio liquido para a execugédo das fases

subsequentes do experimento.
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4.3 - Caracterizagao fenotipica

Figura 2. Medula 6ssea submetida a centrifugacédo em

gradiente de Ficoll-Paque. Apés centrifugacéo, observa-
se a populacdo de células mononucleares na interface
(seta) entre a fase aquosa (plasma e plaquetas) e fase
organica  (Ficoll) (a). llustracdo das células
mononuclerares apds coleta com pipeta de Pasteur e
centrifugada com PBS (b). A seta corresponde as células

mononucleares apds nova centrifugacdo com PBS.

Células derivadas da medula 6ssea foram submetidas a condigdes osteogénicas a fim

de determinar o seu potencial em promover a formagao de nddulos minerais in vitro e expressarem

marcadores 6SSeos.

Para tanto, apds a cultura primaria das células da medula dssea atingir confluéncia,

uma parte destas células foi congelada, conforme descrito no item 4.2, e a outra foi semeada em

pratos de 100 X 20mm na passagem 1, e cultivadas em meio de cultura padrdo, em atmosfera

umida a 37°C e 5% CO,. Apos estas células alcangarem confluéncia, 0 meio de cultura foi aspirado,

as células foram tripisnizadas com solugdo de Tripsina 0,25% e EDTA 2,21mM (Gibco/Invitrogen

Corporation, EUA) e resuspendidas em meio de cultura padrdo. Em seguida, essas células foram

semeadas a uma densidade de 3X10° células/cm2 em placas para cultivo celular de 24 pocos para a
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avaliagéo da formacao de nddulos minerais e em pratos de 60X15mm para o ensaio de expressao
génica, e mantidas em meio de cultura padréo. Apds 24 horas, iniciou-se a indugdo osteogénica,
utilizando-se o meio de diferenciagdo osteogénico composto por DMEM, FBS 10%, 50ug/mL de

acido ascérbico, 10mM de B-glicerolfosfato e 10> M de dexametasona.

4.3.1 - Ensaio de mineralizagao

Apobs o periodo de 14 dias de inducédo para diferenciacdo osteogénica, foi realizado o
ensaio Von Kossa (Bertram et al., 2005), com o objetivo de se determinar a formagdo de nodulos
minerais. Para isso, 0 meio de cultura foi removido, cada orificio foi lavado com tampao fosfato
salino (PBS) em temperatura ambiente e as células foram fixadas com etanol 100% (1mL por pogo)
por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, as células foram re-hidratadas em
concentragdes decrescentes de etanol (100% até 50%, 5 minutos cada), e lavadas em agua
destilada duas vezes. Depois, foram lavadas em uma solugéo de AgNO3 5% e incubadas a 37°C no
escuro por 1 hora. Ento, as células foram lavadas quatro vezes em agua destilada e expostas a luz
até que o mineral escurecesse. O ultimo passo foi a desidratacdo das células em concentragdes
crescentes de etanol (50% até 100%, 2 minutos cada). Finalmente, o etanol foi removido e os pogos
secos ao ar livre. Um grupo controle foi mantido em meio de cultura padrdo (DMEM, 10% FBS,
penicilina/estreptomicina), sendo este trocado a cada trés dias durante 0 mesmo periodo do grupo

teste (meio de diferenciagéo osteogénica).

4.3.2 - Andlise da expressao génica

4.3.2.1 - Extragdo do RNA total

Apbs as células da medula 6ssea terem sido cultivadas por 3 dias em condigdes
osteogénicas (Castano-lzquierdo et al., 2007), o RNA total das populagdes celulares foi extraido
utilizando o método do fenol/cloroférmio, a fim de avaliar a expresséo dos genes para fosfatase
alcalina (ALP), sialoproteina 6ssea (BSP) e colageno tipo | (COL ). Para tanto, o meio de cultura
celular foi aspirado e as células foram lavadas com 1mL de PBS, e depois foi adicionado 1mL de
Trizol® Reagent (Gibco Brl, EUA). Apés a homogeneizagéo utilizando um “cell scraper” (BD Falcon,

México), as células foram incubadas em temperatura ambiente por 5 minutos. Foram adicionados
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200u! de cloroférmio (Merck, Alemanha), seguido por incubagao por 10 minutos e centrifugacédo a
11500rpm a 4°C por 15 minutos. A fase aquosa contendo o RNA total foi coletada, transferida para
outro tubo e incubada com 500ul de isopropanol (Merck, Alemanha) por 10 minutos para
precipitacdo do RNA. Apés centrifugagdo a 11500rpm a 4°C por 15 minutos, o sobrenadante foi
desprezado e o pellet de RNA total adquirido foi lavado com 500ul de etanol 75% gelado (Merck,
Alemanha) e centrifugado a 11500rpm a 4°C por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi mantido em temperatura ambiente por cerca de 30 minutos para secagem. Em
seguida, o material foi ressuspendido em agua tratada com DEPC e os tubos contendo as amostras
foram armazenados a -70°C.

Para a verificacdo da qualidade dos RNAs obtidos, 1ug de RNA de cada amostra foi
separado em um gel de agarose a 1,2%, por meio de eletroforese a 70V constante, por 40 minutos,
em tampé&o contendo 20mM de MOPS, 5mM de acetato de sédio e 1mM de EDTA. O gel foi corado
com brometo de etidio e visualizado por meio do programa Image Master VDS (Pharmacia Biotech,
Israel). A qualidade do material foi determinada pela presenga e integridade das bandas do RNA
ribossdmico, 28S e 18S.

4.3.2.2 - Sintese de DNA complementar (cDNA) e RT-PCR

As amostras de RNA total extraidas, com comprovada qualidade, foram tratadas com
DNase (Turbo DNA-free®, Ambion, EUA) para eliminar possiveis tragos de DNA gendmico
contaminante, seguindo as recomendacdes do fabricante. A sintese de cDNA foi feita a partir de 1ug
de RNA total de cada amostra, utilizando-se o kit SuperScript® Il First-Strand Synthesis System for
RTPCR (Invitrogen, EUA), por meio do “primer” oligo (dT), seguindo as instrugdes do fabricante.

Os “primers” para Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase - Gapdh (gene de
referéncia) (forward primer. 5- CCAGAACATCATCCCTGCT-3', reverse primer. 5™
ACTACCTTCTTGATGTCGTCATATT-3), ALP (foward primer: 5'- GGGCAACTCTATCTTTGGTCTG-
3, reverse primer: 5- CTGGTAGTTGTTGTGAGCG-3'), BSP (foward primer: 5*-
GGTACATAGGTCTAGCTGCAATC -3, reverse primer: 5- TGGTGCTGTTTATACCTTGCC-3') e
CoL | (foward primer: &- GTGTCCGTGGTCTGACT -3, reverse primer. 5™
TCACCTTTAGCACCAGGTTG -3) foram desenhados com o auxilio de um software LightCycler®
Probe Design Software 2.0 (Roche Diagnosis GmbH, Alemanha), e as reagdes para cada “primer”
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foram otimizadas anteriormente ao inicio das reagbes de PCR propriamente ditas. Reagbes de
amplificagao foram realizadas para por um ciclo de pré-incubagéo a 95°C por 10 min e 40 ciclos de:
desnaturagdo a 950 C por 10 segundos; anelamento a 55°C e extensdo a 72°C por,
respectivamente, 5segundos/7segundos (Gapdh), 3segundos/6segundos (ALP),
5segundos/7segundos (BSP), 2segundos/8segundos (Col I). A expressdo de Gapdh foi utilizada
para controle interno da integridade de RNA e da eficiéncia do processo de transcrigdo. Os produtos
de amplificagéo das amostras foram visualizados em gel de agarose 2.0% corado com brometo de

etidio e fotografados sob luz UV.

4.4 - Analise em microscopia eletronica de varredura

Com o intuito de avaliar a presencga, morfologia e adesdo de células da medula 6ssea
inseridas no carreador, uma avaliagdo utilizando microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi
realizada. Deste modo, CMs foram semeadas no carreador (Esponja de Colageno - BD 3D Collagen
Composite, EUA) na densidade de 2 X 107 células/carreador e cultivadas em meio padréo durante
24 horas. Posteriormente, o meio foi removido por aspiragéo, as esponjas lavadas com 2mL de PBS
e entdo fixadas com solugdo de Karnovsky, durante 24 horas. As amostras foram desidratadas por
série crescente de acetona (Qeel, S&o Paulo, SP, Brasil) (50%, 75%, 85%, 90%, 95% e 100%), € ao
final desidratadas ao ponto critico (Denton Vacuum DCP-1 — Critical Point), seguido de metalizagéo
em ouro (Denton Vacuum Desk Il) e analise em MEV. Uma esponja sem células, contendo apenas
meio padrdo, foi utilizada como controle. As amostras foram analisadas em microscdpio eletronico

de varredura com aumento variando entre 150 e 3500 vezes. A analise das imagens foi descritiva.
4.5 - Procedimentos cirtrgicos

4.5.1 - Exodontias

Anteriormente aos procedimentos cirurgicos, os caes foram sedados com cloridrato de
dihidrotiazina, aplicado por via intramuscular (Rompun®- Bayer do Brasil S.A., Brasil) na dose de
0,AmL/kg. A anestesia geral foi induzida pela administragéo intravenosa de tiopental sddico
(Tiopental®- Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda, Brasil) na dose de 25mglkg, seguida

por anestesia local (Xilocaina 2% Merrel Lepetit Farmacéutica Ltda, Brasil.).
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Posteriormente, foram realizadas as exodontias dos primeiros molares e terceiro e
quarto pré-molares inferiores, dos dois lados da mandibula. Incisdes intra-sulculares foram
realizadas nas faces vestibular e lingual, retalhos de espessura total foram elevados e os dentes
foram seccionados ao nivel da bifurcagéo de suas raizes com auxilio de brocas (Carbide FG n° 701 -
SS White Artigos Dentarios Ltda, Brasil) em alta rotagdo e irrigacdo continua com soro fisiologico
estéril 0,9%. As raizes mesiais e distais foram removidas separadamente, os alvéolos curetados e
os tecidos posicionados e suturados (Figuras 3a — 3d).

Imediatamente apds o procedimento cirurgico e apos quatro dias das exodontias, foi
administrado antibidtico, uma associagdo de penicilina e estreptomicina (Pentabidtico Veterinario
Pequeno Porte, Laboratorio Wyeth — White Hall Ltda, Brasil), de forma subcutanea, com o objetivo
de minimizar qualquer risco de infeccdo da area cirdrgica. Um antiinflamatério néo-esteroidal
(Flunixin Meglumine - Banamine® Ind. Quim. e Farm Schering - Plough S/A Veterinaria, Brasil), na
dosagem de 0,1mL/10kg, foi administrado por 5 dias consecutivos, uma vez ao dia, de forma
subcutanea, com o objetivo de controlar a dor e 0 edema pds-operatorio.

Durante um periodo de 15 dias pds-operatérios, os animais receberam alimentagdo
pastosa (BomGuy, Dumilho SA, Industria e Comércio, Brasil) com o objetivo de evitar traumatismos

sobre a regido operada.
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Figura 3. llustragdo clinica inicial, anteriormente ao procedimento cirurgico (a). Retalho rebatido e seccionamento

do primeiro molar e terceiro e quarto pré-molares inferiores antes (b) e apos as exodontias (c). Sutura dos retalhos

(d).
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4.5.2 - Criagao dos defeitos 6sseos de deiscéncia e colocagdo dos implantes

Quinze dias antes dos procedimentos de colocagéo dos implantes, criagéo e tratamento
dos defeitos 6sseos, as mandibulas dos animais foram radiografadas, e o calculo e biofilme dental
supragengival foram removidos por meio de pontas ultra-sonicas e profilaxia dental.

Trés meses apos as exodontias, foi realizada uma incisdo sobre o rebordo dsseo e um
retalho de espessura total foi elevado com a finalidade de expor o tecido 6sseo subjacente. Apos
regularizagao do rebordo, foram preparados seis leitos 6sseos, trés em cada hemi-mandibula, para
colocagdo dos implantes. Posteriormente ao preparo dos leitos, foram criados seis defeitos dsseos,
tipo deiscéncia, na vestibular dos leitos dos implantes, com dimens6es de 4,0mm de largura por
5,0mm de altura (Casati et al., 2007). As deiscéncias foram confeccionadas com o auxilio de brocas
carbide 703 e cinzéis de Oschinbein (Neumar Instrumentos Odontoldgicos LTDA, Brasil) (Figuras 4a
- 4c).

Uma vez criadas as deiscéncias 6sseas vestibulares, seis implantes de titanio (4 X 8,5
mm) de superficie usinada (Biomet - 3i™ do Brasil LTDA, Brasil) foram colocados (Figura 4d).
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Figura 4. llustragao clinica do rebordo, trés meses apds as exodontias (a). Acesso ao tecido 6sseo por meio de

retalhos mucoperiosteais e regularizagdo do rebordo (b). Confecgdo dos leitos cirurgicos para colocagdo dos

implantes dentais e criagdo dos defeitos 6sseos de deiscéncia na face vestibular (c). Colocagdo dos implantes (d).

4.5.3 - Tratamento dos defeitos 6sseos

Apbs a colocagdo dos implantes, os defeitos peri-implantares foram aleatoriamente
designados a serem tratados por um dos seguintes grupos (Figuras 5a e 5b):
1) ROG+CMs+C: membrana de PTFE-e com reforgo de titdnio combinada a utilizagdo de células
derivadas da medula 6ssea semeadas no carreador
2) ROG+C: membrana de PTFE-e com refor¢o de titnio combinada a utilizagdo do carreador sem
células

3) ROG: membrana PTFE-e com reforgo de titanio
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4) CMs+C: células derivadas da medula 6ssea semeadas no carreador
5) C: carreador sem células
6) Controle: nenhum tratamento

Nos implantes selecionados para o tratamento com ROG, a membrana de PTFE-e com
reforgo de titanio (Gore-Tex® TR4Y, Flagstaff, EUA) foi recortada e ajustada sobre o local do defeito
dsseo, ultrapassando dois a trés milimetros das margens do defeito, e foram fixadas com parafusos
metalicos estéreis auto-rosqueaveis.

Para os grupos designados ao tratamento envolvendo a utilizagdo das CMs, os
seguintes procedimentos foram realizados previamente a utilizagéo das células nos defeitos: 2 X 107
celulas/carreador (Esponja de Colageno - BD 3D Collagen Composite, EUA) foram semeadas na
esponja de colageno e cultivadas em meio de cultura padrdo por 24 horas. Posteriormente, 0 meio
de cultura foi substituido por meio de indugdo osteogénico (DMEM, 10% FBS, 50ug/mL de acido
ascorbico, 10mM de B-glicerolfosfato, 10> M de dexametasona) e as células inseridas no carreador
foram cultivadas por trés dias. Com o intuito de evitar reagdes imunoldgicas decorrentes do uso do
soro fetal bovino, as células carreadas na esponja de colageno foram mantidas em DMEM na
auséncia de FBS por um periodo de 12 horas (serum starvation) previamente ao transplante nos
defeitos, o qual foi realizado imediatamente antes da colocagdo das membranas, nos defeitos
alocados para esta associagao de tratamento. Nos grupos que receberam os carreadores sem as
células, as esponjas de colageno foram submetidas aos mesmos procedimentos, na auséncia de
células.

Seguindo os tratamentos, os retalhos foram posicionados e suturados com suturas
interrompidas e continuas ndo reabsorviveis de PTFE (Gore-Tex®, Flagstaff, EUA) de maneira a

recobrir totalmente os implantes e os materiais utilizados (Figura 6).
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Figura 5. llustragéo clinica de hemi-mandibulas apresentando trés defeitos de deiscéncia cada uma, os

quais foram tratados de acordo com os grupos experimentais escolhidos aleatoriamente em cada animal.

Figura 6. Retalhos suturados recobrindo totalmente os implantes

e 0s materiais utilizados.
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A fim de minimizar riscos de infec¢éo e para controle da dor e do edema pés-operatorio,
0s animais receberam as mesmas medicagdes administradas apds os procedimentos de exodontias.
Durante todo periodo pds-operatério até o momento do sacrificio, os animais receberam alimentagéo
pastosa (BomGuy, Dumilho SA, Industria e Comércio, Brasil) e, para controle quimico do biofilme
dental, foi realizada aplicacéo topica de Digluconato de Clorexidina 0,2% durante os trés meses de

reparo.

4.6 - Sacrificio dos animais

Apos trés meses do tratamento dos defeitos 6sseos, os animais foram sacrificados por
meio de perfusdo cardiaca. As mandibulas foram removidas e colocadas em formol 4% tamponado,
pH neutro por 48 horas. Nas primeiras 24 horas, os tecidos duros adjacentes foram seccionados em
blocos contendo apenas um implante em cada espécime, os quais foram codificados para que o
examinador ndo soubesse a que grupo pertencia cada implante.

4.7 - Processamento Histoldgico

Apbs o processo de fixagdo e posterior lavagem com agua destilada, os espécimes
foram desidratados em uma série de solugéo de alcool etilico (60-100%) sob constante agitagdo. A
infiltracdo plastica foi realizada com misturas de glicolmetacrilato (Technovit 7200 VLC - Kulzer,
Alemanha) e alcool etilico, seguindo variagbes gradativas, finalizando com duas infiltragdes de
glicolmetacrilato puro, sob agitagdo constante. Apés a infiltragdo plastica, os espécimes foram
incluidos e polimerizados por 10 horas. Os blocos de resina foram removidos do molde e montados
em ldmina acrilica com o auxilio de resina (Technovit 4000, Kulzer, Alemanha).

Por meio da utilizagdo de um sistema de corte (Exakt — Cutting. System, Apparatebau
Gmbh, Alemanha), foi realizado um corte longitudinal preliminar e obtida uma secgao de 300-500um
de espessura. Esta secgao foi submetida a um sistema de microdesgaste (Exakt — Micro Griding
System®, Apparatebau Gmbh, Alemanha), resultando em uma secgéo de aproximadamente 50um
de espessura, representando uma l&mina da por¢do mais central do defeito por implante dental
(Donath & Breuner, 1982). As secgdes obtidas foram entdo coradas com coloragdo de Azul de

Toluidina a 1%. Posteriormente, as imagens da regido central do defeito dsseo foram capturadas por
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uma camera acoplada em um microscopio Optico e armazenadas no computador para que fossem

realizadas as analises.

4.8 - Avaliagao Histométrica

Com o auxilio de um programa para analise de imagens (Image Pro, Media
Cybernetics, EUA) os seguintes parametros foram avaliados (Figura 7):

- Contato direto osso-implante (CO): porcentagem de contato direto osso-implante em toda extensao
da superficie do implante correspondente a regido do defeito 6sseo.

- Preenchimento ¢sseo dentro das roscas (PR): porcentagem de preenchimento por tecido dsseo
neoformado dentro das roscas do implante na regido do defeito.

- Area de tecido ésseo fora das roscas (AF): &rea total de novo osso formado na regido fora das
roscas do implante, medida em mma2,

Todas as medidas foram realizadas por um Unico examinador, calibrado para a
realizacdo das mensuragdes. A calibragao intra-examinador foi realizada por meio da avaliacdo de
sete fotomicrografias ndo associadas ao estudo, as quais apresentavam defeitos peri-implantares de
deiscéncia similares aos do presente estudo. As mensuragdes de todos os parametros foram
realizadas duas vezes, dentro de 24 horas. O teste de correlagdo intra-classe mostrou 97% de
reprodutibilidade para PR, 92% para AF e 95% para CO.
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Base do defeito

Figura 7: Esquema ilustrando paré@metros histol6gicos avaliados: A linha rosa corresponde ao parametro
contato osso-implante. PR: representa o preenchimento dsseo dentro das roscas do implante (regido

verde). AF: representa a &rea de novo 0sso formado fora das roscas do implante (regido azul).

4.9 - Andlise Estatistica
O presente estudo foi baseado em um delineamento experimental em bloco ao acaso.
Os dados foram avaliados por meio de Analise de Variancia (ANOVA two-way) (o = 5%) para testar

a hipotese da auséncia de diferengas entre os tratamentos para os parametros avaliados.
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5- RESULTADOS

5.1 - Caracterizagao in vitro das células derivadas da medula 6ssea

No presente estudo, para demonstrar a habilidade das CMs em se diferenciarem em
células formadoras de nddulos minerais, a diferenciacdo osteogénica foi induzida pela adigéo de
meio de cultura contendo &cido ascérbico, dexametasona e B-glicerolfosfato. Apds 14 dias, as CMs
de todos os animais foram capazes de produzir deposi¢do de nddulos minerais em niveis variados,
visualizados pelo método de Von kossa (Figuras 9a - 9c).

Adicionalmente, genes conhecidos por serem marcadores de células osteogénicas,
incluindo fosfatase alcalina, sialoproteina 6ssea e colageno tipo |, foram avaliados. Analises de RT-
PCR demonstraram que os marcadores 6sseos (ALP, BSP e COL 1) foram expressos nas CMs de
todos os animais, apos trés dias sob condi¢des osteogénicas (Figura 9d).

Com o objetivo de examinar a morfologia, inser¢do e adesdo das CMs carreadas nas
esponjas de colageno, analises em microscopia eletrbnica de varredura foram realizadas. Foi
observado que, apds trés dias em meio de cultura, as células apresentavam-se inseridas e
homogeneamente dispersas na estrutura do carreador, apresentando morfologia de células
fibroblasticas e confirmando a disponibilidade das células no carreador para utilizagdo subsequente

nos tratamentos dos defeitos dsseos (Figuras 9e - 9g).
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Figura 9. Painel ilustrando os resultados das avaliagdes in vitro: a-c) Ensaio de mineralizagdo: Células derivadas
da medula 6ssea, cultivadas durante duas semanas sob condi¢des osteogénicas, foram capazes de produzir nédulos
minerais, como visualizado pelo ensaio de Von kossa (coloragdo escura é indicativa de culturas positivas para a
andlise de Von kossa, correspondendo a presenga de nodulos minerais). d) Andlise da expressao génica:
Expressédo de mRNA de COL I, BSP e ALP nas células derivadas da medula 6ssea submetidas a diferencia¢éo
osteogénica. Andlises de RT-PCR demonstraram que todos os marcadores 6sseos foram expressos sob condicdes
osteogénicas. e-g) Microscopia eletronica de varredura: Ap6s serem cultivadas no carreador, CMs foram
observadas inseridas homogeneamente na estrutura da esponja. Células da medula 6ssea presentes dentro do
carreador estdo destacadas pelas setas (550-900X) (e,f). Carreador utilizado como controle, sem a presenca de CMs
(500X) (g). CMs: células derivadas da medula dssea, ALP: fosfatase alcalina, BSP: sialoproteina éssea, COL I:

colageno tipo |.
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5.2 - Observagoes clinicas

Durante os trés meses de pds-operatorio, 0s cdes permaneceram em boa salude, sem
nenhuma complicagao de ordem geral. No pds-operatério inicial, nenhum sinal clinico de inflamagao
ou reagdo adversa dos tecidos (deiscéncia ou formagdo de abscessos ou supuragao) foi observado.
No entanto, durante o periodo de reparo do estudo, trés defeitos peri-implantares (dois do grupo
ROG+CMs+C e um do grupo ROG) apresentaram exposicdo da barreira. Nestes casos, as
membranas expostas foram removidas e os trés implantes relacionados a exposi¢do ndo foram

incluidos na analise estatistica.

5.3 - Analise Histométrica

Anélises histométricas inter-grupo revelaram que todos os defeitos tratados com
barreira demonstraram resultados estatisticamente similares entre si com relagéo a area de 0sso
neoformado fora dos limites das roscas (ROG+CMs+C: 3,17 £+ 0,59mm2; ROG+C: 3,00 + 1,13mm?,
ROG: 3,46 £ 0.87mm2) (p>0,05), sendo estes valores estatisticamente superiores aqueles obtidos
pelos demais grupos (CMs+C: 1,02 £ 0,44mm2; C: 0,81 + 0,67mm2 Controle: 0,54 + 0,89mm?2)
(p<0,05) (Tabela 1).

Com relagéo a porcentagem de preenchimento 6sseo dentro das roscas do implante, 0s
grupos que receberam membrana - ROG+CMs+C (38,66 + 12,08%), ROG+C (34,41 + 18,02%),
ROG (39,43 + 14,20%) - apresentaram preenchimento dsseo estatisticamente similar entre si e
semelhante ao grupo tratado com células sem barreira - CMs+C (35,47 + 20,75%) (p>0,05),
enquanto todos estes grupos mostraram preenchimento ésseo significativamente superior quando
comparados ao grupo Controle (9,96 £ 13,38%) (p<0,05) (Tabela 1).

Adicionalmente, embora a porcentagem de contato osso-implante tenha sido superior
nos defeitos tratados com membrana (32,94 £ 9,48%; 29,90 + 6,49% e 34,83 £ 9,46% para os
grupos ROG+CMs+C, ROG+C e ROG, respectivamente), quando comparada a porcentagem de
contato obtida nos grupos C e Controle (12,88 £10,06 % e 11,04 £ 13,93 %, respectivamente)
(p<0,05), pdde ser observada uma tendéncia para aumento da extensdo de contato osso-implante
no grupo CMs+C, que utilizou as células sem a associagao da ROG (25,39 + 15,40%) (Tabela 1).

As Figuras 10a -10d ilustram os achados histométricos obtidos.

28



Tabela 1. Média e desvio padrao de PR, CO e AF nos diferentes grupos experimentais.

Grupos PR (%) CO (%) AF (mm?)

ROG+CMs+C 38,66 £ 12,08 A 32,94 £ 9,48 A 3,17+ 0,59 A
ROG+C 34,41+ 18,02 A 29,90 + 6,49 A 3,00+ 1,13A
ROG 39,43 £ 1420 A 34,83 +£9,46 A 3,46 £ 0.87 A
CMs+C 35,47 £20,75 A 25,39 + 15,40 AB 1,02+ 0,44 B
Cc 22,03 + 13,93 AB 12,88 £10,06 B 0,81+0,67B
Controle 9,96 + 13,38 B 11,04 £13,93B 0,54 +0,89B

Médias seguidas de letras distintas na vertical diferem entre si pelo teste ANOVA two-way (p<0,05).
PR: preenchimento de tecido 6sseo neoformado dentro das roscas do implante. CO: contato direto osso-
implante. AF: area de novo osso formado na regido fora das roscas do implante. ROG: regeneragao

dssea guiada. CMs: células derivadas da medula 6ssea. C: carreador.
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Figura 10 — Fotomicrografias ilustrativas dos diferentes grupos experimentais: ROG+CMs+C (a),
ROG+C (b), ROG (c), CMs+C (d), C (e) e Controle (f). Aumento Original 10X. ROG: regeneragéao
dssea guiada. CMs: células derivadas da medula 6ssea. C: carreador.

30



6 - DISCUSSAO

Embora a técnica de regeneracdo 6ssea guiada tenha sido extensivamente estudada
em defeitos peri-implantares (Simion et al. 2001; Zitzmann et al. 2001; Casati et al., 2002; Kim et al.
2002a, 2002b; de Vasconcelos Gurgel et al., 2007; Gurgel et al., 2008), esta abordagem terapéutica
apresenta limitagdes para restaurar, de maneira previsivel, o tecido dsseo ao redor de implantes
dentais (Caplanis et al.1997; Schliephake et al., 2000; Lima et al., 2003; Botticelli et al., 2004a,b).
Evidéncias tém demonstrado, no entanto, que novas estratégias regenerativas, baseadas na
engenharia tecidual e no transplante de células derivadas da medula 6ssea, podem resultar em
formacao de tecido 6sseo de maneira promissora em diferentes tipos de defeitos (Chen et al., 2000;
Yamada et al., 2003; 2004; 2008), incluindo defeitos peri-implantares (Yamada et al., 2004; Kim et
al., 2009). Tendo em vista as evidéncias relacionadas a terapia celular e considerando os aspectos
positivos do uso de barreiras durante o processo de regeneragéo 6ssea, tais como a capacidade de
criag@o e de manutengéo do espago na area do defeito e habilidade na protegdo mecénica da regido
a ser regenerada, o objetivo deste estudo foi avaliar o reparo em defeitos dsseos peri-implantares do
tipo deiscéncia tratados com uma abordagem combinada associando células derivadas da medula
dssea e regeneracdo 6ssea guiada. Os resultados do presente estudo mostraram que, embora 0 uso
de barreiras, associado ou néo a presenga de CMs, tenha resultado em superior formacao de tecido
6sseo na regido fora das roscas do implante, as células derivadas da medula 6ssea, utilizadas
isoladamente, foram capazes de promover bons resultados em termos de regeneragédo 6ssea dentro
das roscas do implante nos defeitos peri-implantares.

Inimeras investigacdes tém demonstrado o potencial terapéutico das células derivadas
da medula 6ssea na regeneragao de diversos tipos de defeitos 6sseos presentes na mandibula, tibia
e calvaria (De Volk et al., 2003; Abukawa et al., 2004; Ito et al., 2005; Marei et al., 2005; Srouji &
Livine, 2005). Porém, o uso de CMs e avaliagbes de seus efeitos sobre a regeneragao do tecido
0sseo associada a implantodontia tém sido pouco investigados. Embora néo haja estudos avaliando
de maneira controlada o papel do transplante de células derivadas da medula 6ssea na regeneragao
ao redor de implantes dentais, algumas investigagdes tém relatado que o uso desta abordagem
terapéutica é capaz de promover resultados promissores na formagao éssea peri-implantar (Yamada
et al., 2004, 2008; Ueda et al., 2005; Kim et al., 2009). No entanto, nenhum estudo avaliou se a
abordagem combinada associando terapia celular e ROG poderia trazer beneficios em termos de
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regeneracdo Ossea em defeitos peri-implantares, quando comparada ao uso isolado de cada
modalidade regenerativa. Deste modo, o presente estudo foi o primeiro a avaliar, de forma
controlada, o reparo em defeitos dsseos peri-implantares do tipo deiscéncia tratados com a
associagao de células derivadas da medula 6ssea e da técnica de regeneragao dssea guiada.

De acordo com os resultados obtidos nas avaliagdes histométricas do presente estudo,
todas as estratégias terapéuticas avaliadas que envolveram o uso de membrana ou de células
derivadas da medula éssea apresentaram um bom padréo de formagao éssea dentro dos limites das
roscas do implante, quando comparadas aos defeitos néo tratados. A terapia com CMs, utilizada
isoladamente, foi capaz de promover formag&o 0ssea na regido avaliada dentro das roscas do
implante, de maneira comparavel a obtida nos defeitos tratados com barreira, associados ou néo a
presenca de CMs e/ou carreador. Em geral, o padréo de preenchimento ésseo e de contato 0sso-
implante obtido pelas abordagens regenerativas do presente estudo estad de acordo com trabalhos
prévios que investigaram o reparo 6sseo peri-implantar em diversos tipos de defeitos (Hockers et al.,
1999; Conner et al., 2003; Veis et al., 2007; Kim et al., 2009), incluindo defeitos do tipo deiscéncia
(Casati et al., 2002, Hanisch et al., 2003; Oh et al., 2003; de Vasconcelos Gurgel et al., 2007),
seguindo o tratamento com barreiras, enxertos 0sseos autdgenos e xenogenos, aplicagdo de
proteina morfogenética recombinante humana-2, uso do transplante celular ou combinagéo destas
estratégias regenerativas. Segundo alguns autores, o contato direto osso-implante e o volume de
preenchimento ésseo obtidos nos limites das roscas sdo importantes para a manutengéo clinica em
longo prazo dos implantes dentais (Buser et al. 1991; Gotfredsen et al. 1995; Lazzara et al. 1999).
Deste modo, considerando os bons resultados obtidos pelo uso isolado de CMs na formagao 6ssea
dentro da regido das roscas do implante, pode-se sugerir que a aplicag&o da terapia celular, sem a
necessidade do uso combinado da ROG, poderia apresentar aspectos positivos, minimizando
problemas técnicos associados ao manuseio e adequada estabilizagdo da membrana e evitando
complicagdes relacionadas a deiscéncia do retalho, exposi¢do da barreira e possivel contaminagéo,
0 que pode, em alguns casos, prejudicar 0 processo de regeneragao 6ssea (Simion et al., 1994;
Mellonig & Nevins, 1995; Nowzari & Slots, 1995; Cho et al., 1998; Jovanovic et al., 2007).

Embora as avaliagbes do presente estudo tenham revelado resultados positivos
relacionados a terapia celular para os parametros avaliados dentro dos limites das roscas do
implante, foi demonstrado que a técnica da ROG parece ser importante para a neoformacao 6ssea
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na regido fora das roscas do implante. Desta forma, os resultados do presente estudo referentes a
area de osso formado na regiéo fora das roscas demonstrou que 0 uso de membranas proporcionou
maior extensdo de neoformacdo Ossea. Embora diferengas entre investigagdes possam estar
relacionadas a variagdes no tamanho dos defeitos dsseos, diferentes periodos de avaliagdo ou uso
de diferentes superficies de implante, no presente estudo o padrao de neoformagéo 6ssea na regiao
fora das roscas do implante obtido pelos grupos tratados com barreira estd de acordo com os
achados de outros trabalhos que avaliaram o reparo ésseo peri-implantar em defeitos de deiscéncia
tratados por meio da utilizago da técnica da ROG (Cho et al., 1998; de Vasconcelos Gurgel et al.,
2007; Schwarz et al., 2007). A estabilidade do carreador dentro da regido do defeito pode ser
sugerida como um pré-requisito para a regeneragdo 0ssea peri-implantar (Barboza et al., 2000).
Sendo assim, de acordo com os resultados do presente estudo, pode ser especulado que, nos
defeitos tratados com a terapia celular sem o uso da ROG, a auséncia de uma protegéo fisica como
a barreira pode ter influenciado negativamente os resultados de formagéo dssea na regiéo fora das
roscas do implante, nos defeitos tratados com a terapia celular isoladamente. Neste contexto,
poderia ser sugerido que as membranas teriam um papel protetor, auxiliando na manutengéo da
estabilidade do carreador semeado com células dentro da regido do defeito. Vale ressaltar que, nos
defeitos tratados com as células derivadas da medula sem a utilizacdo de barreiras para a
manutencdo do espacgo, as caracteristicas anatomicas dos defeitos de deiscéncia do presente
estudo poderiam favorecer a pressdo dos tecidos moles adjacentes a area do defeito 6sseo,
dificultando a formagao 6ssea na regido fora das roscas do implante e prejudicando, deste modo, o
potencial regenerativo da terapia celular, quando empregada sem o0 uso associado ROG.

No presente estudo, embora pudesse ser esperado um efeito adicional no reparo dsseo
quando a abordagem terapéutica combinada (ROG + terapia celular) foi utilizada, os resultados
demonstraram que a combinagdo destas estratégias regenerativas néo foi capaz de resultar em
maior formagao 6ssea peri-implantar, em comparag@o com os resultados obtidos com o uso isolado
da barreira ou em combinagéo com o carreador sem células. Mellonig & Nevins (19995) relataram que
os defeitos Osseos tipo deiscéncia podem ser divididos em defeitos com caracteristicas que
favorecem a manutengéo de espago (spacemaking) ou que néo favorecem (non-spacemaking). De
acordo com estes autores, defeitos que favorecem a manutengdo de espaco poderiam ser tratados

com a utilizagdo de barreiras, ndo requerendo, necessariamente, a utilizacdo de materiais de
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preenchimento (como enxertos dsseos autdgenos, heterégenos, substitutos dsseos ou outros
biomateriais). Ao contrario, em defeitos que ndo favorecem a manutengdo do espago, seria
necessaria a utilizacdo de materiais de preenchimento, permitindo a criagdo e manutengédo de
espago e evitando o colabamento da membrana sobre o implante. O tipo de defeito peri-implantar
utilizado no presente estudo representa um defeito dsseo de deiscéncia de trés paredes, cujos
implantes permaneceram localizados dentro do tecido 6sseo em relagao a parede vestibular do 0sso
alveolar, permitindo a manutencdo de um espago sob a membrana. Pode ser sugerido que esta
caracteristica anatdmica do defeito avaliado no presente estudo tenha favorecido a obtengéo de
bons resultados nos defeitos tratados apenas com a utilizagédo da barreira, sem que efeitos
adicionais na formagdo éssea pudessem ser observados quando a abordagem terapéutica
combinada (ROG + terapia celular) foi utilizada. Embora Kim et al. (2009) tenham demonstrado o
potencial da terapia celular em associagdo com o uso de barreiras na regeneragdo ao redor de
implantes, ndo existem estudos que tenham comparado o papel da abordagem terapéutica
combinada com o efeito do uso isolado de barreiras e o potencial da aplicagdo isolada da terapia
celular, no reparo dsseo peri-implantar, como realizado pelo presente estudo. Desta forma,
pesquisas adicionais devem ser realizadas a fim de confirmar os achados do presente estudo.

Um aspecto relevante do presente estudo esta relacionado a cautela em
adequadamente isolar as células provenientes da medula 6ssea utilizadas nos defeitos 6sseos e
caracteriza-las fenotipicamente. Deste modo, o potencial osteogénico das CMs estudadas neste
trabalho foi confirmado por meio da expressdo de marcadores 6sseos importantes - COL |, ALP e
BSP - e pela habilidade das CMs produzirem nddulos minerais, suportando a interpretacdo de que
as células utilizadas no presente experimento estavam comprometidas com o fenétipo osteogénico
(Lian & Stein, 1992). De acordo com o contexto organizacional do tecido 6sseo, a expresséo de
colageno tipo | esta associada a formacdo de matriz extracelular, a presenga de fosfatase alcalina
estd envolvida com a maturagdo desta matriz e deposicdo organizada de minerais, enquanto a
expressao de sialoproteina dssea esta relacionada a mineralizagdo da matriz extracelular (Lian &
Stein, 1992). A co-expressdo destes marcadores, como detectada nos resultados in vitro do
presente estudo, sugere, portanto, o desenvolvimento de uma matriz extracelular mineralizada,
refletindo a aquisi¢do de propriedades osteogénicas pelas células estudadas. Adicionalmente, uma

vez que a mineralizagdo € considerada um indicativo in vitro importante da diferenciagao celular, a
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deteccdo de fosfato presente nos depdsitos minerais, por meio da avaliagdo de Von kossa, no
presente estudo, também confirma o comprometimento osteogénico das células derivadas da
medula 6ssea utilizadas nos experimentos.

Além disso, sabe-se que a medula 6ssea é composta por tipos celulares heterogéneos,
0s quais, se utilizados como um todo, podem ter impacto negativo sobre a osteogénese. Tendo em
vista que as células mesenquimais indiferenciadas representam apenas uma pequena fragdo do
total de células obtidas a partir da medula 6ssea, para a obten¢do de uma populagéo celular mais
homogénea, no presente estudo, as amostras de medula Ossea foram submetidas a um
fracionamento por gradiente de densidade, a fim de eliminar células indesejaveis presentes na
composi¢ao da medula coletada, isolando, desta maneira, as células mononucleares com potencial
para serem utilizadas na terapia celular (Kern et al., 2006). De acordo, uma investigagéo recente
demonstrou a eficacia do método de separagdo celular por meio de gradientes de densidade
utilizando solugéo de Ficoll, como realizado no presente estudo, para isolar as células mesenquimais
indiferenciadas (Chang et al., 2009). A composi¢do da solu¢do de Ficoll é responsavel pela
formacgédo de um meio com baixa viscosidade e alta densidade e o principio da técnica de separagao
celular baseia-se na densidade do gradiente da solugdo em relagéo aos tipos celulares, resultando
na formagao de camadas contendo diferentes células: a fracdo celular, constituida de eritrécitos e
granulécitos, atravessa o gradiente e se sedimenta no fundo dos tubo, enquanto as células
mononucleares nao conseguem penetrar pelo gradiente, depositando-se na interface entre o Ficoll e
o plasma, formando a camada celular com potencial para ser utilizada nos experimentos
subsequentes. Baseado nestes aspectos, pode-se sugerir que a populagdo de CMs utilizadas na
terapia celular do presente estudo foram adequadamente isoladas e caracterizadas quanto ao
fendtipo osteogénico antes de serem transplantadas nos defeitos, diferentemente de outros
trabalhos que utilizaram a medula 6ssea como um todo, sem realizar a separagdo das células
mesenquimais indiferenciadas ou sem demonstrar in vitro 0 comprometimento osteogénico destas
células (Yamada et al., 2004, 2008; Ueda et al., 2005; Kim et al., 2009).

Embora a medula 6ssea seja uma das principais fontes de células estudada para
aplicag&o na engenharia tecidual e regeneragao 6ssea (Bruder et al., 1998; Fibbe, 2002; Kawaguchi
et al., 2004; Yamada et al., 2004; Ueda et al., 2005), sabe-se que células mesenquimais com
potencial osteogénico podem ser obtidas a partir de outros tecidos, como, por exemplo, 0 peridsteo
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(Zhu et al., 2006; Agata et al., 2007; Yoshimura et al., 2007; Hayashi et al., 2008). Deste modo,
outras investigagbes devem ser consideradas a fim de determinar o papel de outras fontes de
células mesenquimais para a regeneragao éssea peri-implantar.

De forma geral, os resultados do presente estudo mostraram que as células derivadas
da medula 6ssea podem promover formagdo 6ssea na regido dentro das roscas do implante
comparavel a obtida pelo uso de membranas, em combinagdo ou ndo com CMs e/ou carreador.
Porém, o uso de barreiras parece ser relevante na formagao 6ssea na regido fora das roscas do
implante. Deve ser ressaltado, no entanto, que complicagdes podem, eventualmente, estar
associadas ao uso da ROG em casos de exposicdo da membrana, prejudicando os resultados da
terapia regenerativa (Cho et al, 1998; Jovanovic et al, 2007). Mais estudos devem ser
considerados, a fim de estabelecer a previsibilidade em longo prazo da regeneragéo dssea peri-
implantar promovida pela terapia celular. Adicionalmente, outras investigacdes devem ser realizadas
com o objetivo de verificar se 0 uso de superficies de implante modificadas poderia otimizar os
resultados obtidos pela terapia celular e ainda, se outras fontes de células mesenquimais
indiferenciadas promoveriam respostas diferentes das células derivadas da medula éssea na

regeneracao de defeitos peri-implantares.
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7- CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, péde-se concluir que as células derivadas da
medula éssea, utilizadas isoladamente, promoveram bons resultados na formagao 6ssea dentro das
roscas do implante, embora o0 seu uso, associado a ROG, n&o tenha sido capaz de promover

beneficios adicionais na formagédo 6ssea em defeitos peri-implantares de deiscéncia.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1088-1, sobre "EFEITO DE CELULAS
MESENQUIMAIS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA E DA REGENERACAO
OSSEA GUIADA SOBRE O REPARO OSSEO AO REDOR DE IMPLANTES EM
DEFEITOS PERIIMPLANTARES. ESTUDO HISTOMORFOMETRICO EM CAES",
sob a responsabilidade de Prof. Dr. Marcio Zaffalon Casati / Fernanda Vieira

Ribeiro, estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentagdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP
em 30 de agosto de 20086.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n® 1088-1, entitled "EFFECT OF MARROW-DERIVED
MESENCHYMAL CELLS AND OF GUIDED BONE REGENERATION OF BONE
DEFECTS ON BONE HEALING AROUND IMPLANTS IN PERI-IMPLANT
DEFECTS. A HOSTOMORPHOMETRIC STUDY IN DOGS", is in agreement with

the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian College for

Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the institutional
Committee for Ethics in Animal Research (State University of Campinas - UNICAMP)
on August 30, 20086.
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