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TiTULO

Expressao da Osteopontina apés utilizagcao de matriz dentinaria humana
desmineralizada em alvéolos de ratos : analise imunohistoquimica

RESUMO

Apesar de sua capacidade de reparo, o tecido ésseo pode ser submetido a
alguns tipos de fraturas, cirurgias ou patologias que podem levar a grandes
defeitos Osseos. As principais estratégias de tratamento de defeitos 6sseos
sao baseados em osteoinducdo ou osteoconducido. Matriz dentinaria
desmineralizada humana (MDDH) €& uma alternativa biocompativel para
preencher defeitos 6sseos, melhorando a qualidade e quantidade de osso
produzido. 24 Ratos Wistar foram selecionados, submetidos a extracdo de
ambos os segundos molares superiores (direito e esquerdo). Os alvéolos
foram separados em dois grupos: controle (direita) preenchido com coagulo
sanguineo e experimental (esquerda) preenchido com MDDH. Os animais
foram sacrificados aos 5, 10 e 21 dias. Foram realizadas analises
histologicas, histomorfométricas (andlise de variancia - ANOVA e teste de
Tukey) e imunohistoquimica para osteopontina (OPN) como indicador de
osteogénese. Aos 5 dias MDDH foi incorporada pelas novas trabéculas
osseas. Aos 10 dias observou-se organizagcdo do tecido conjuntivo e
trabéculas no grupo experimental. Detectou-se coloragao intensa para OPN
em area adjacente a MDDH no grupo experimental. Aos 21 dias no grupo
experimental verificou-se trabéculas maduras. Houve diferenca
estatisticamente significatva (p <0,05). Maior numero de trabéculas em
grupos experimentais que nos grupos controle em todos os periodos de
analise. MDDH implantadas em alvéolos de ratos, induz a aceleragdao da
osteogénese. Presenca OPN observada mais intensamente aos 10 dias

proximo a MDDH.

Palavras Chave : matriz dentinaria humana desmineralizada, reparo
alveolar, osteopontina, reparo 6sseo



TITLE

OSTEOPONTIN EXPRESSION AFTER USE OF DEMINERALIZED HUMAN
DENTIN MATRIX IN RATS ALVEOLI : IMMUNOHISTOCHEMISTRY
ANALYSIS

ABSTRACT

BACKGROUND - Despite its good capacity for regeneration, bone tissue
subjected to some types of fractures or surgery that can lead to large bone
defects. The major bone defects treatment strategies are based in
osteoinduction or osteoconduction. Demineralized human dentin matrix
(DHDM) is a biocompatible alternative to fill bone defect, improving the
quantity and quality of bone produced.

METHODS - Wistar rats were selected, submitted to the extraction of both
second molars (right and left). Alveoli were separated into two groups: control
(right) filled with blood clot and experimental (left) filled with DHDM. Animals
were sacrificed at 5, 10 and 21 days. Histological and histoquantitative
analyzes (analysis of variance - ANOVA, and Tukey's test) were performed
and immunostaining for osteopontin (OPN) as osteogenesis indicator.
RESULTS - 5 days - DHDM incorporated by new trabeculae. 10 days -
connective tissue organization and new trabeculae in the experimental group.
Intense staining for OPN close to DHDM in the experimental group. 21 days -
experimental group showing mature trabeculae. Statistical difference
observed (p<0.05). Higher number of trabeculae in experimental groups in all
periods of analysis.

CONCLUSIONS - DHDM implanted in alveoli induces the acceleration of
osteogenesis. Presence of OPN observed more intensely at 10 days close to
DHDM.

Keywords : demineralized human dentin matrix, wound healing,
osteopontin, bone repair
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1. INTRODUGAO

O tecido o6sseo reune diversos tipos celulares a uma extensa matriz
extracelular mineralizada, colageno, proteinas nao-colagenosas, agua e diversos
fatores de crescimento. Tanto a formacdo o6ssea (osteogénese) quanto a
reabosorcdo 6ssea sao processos fundamentais para o equilibrio do metabolismo
do calcio no organismo e manutencédo dos elementos estruturais do corpo. Além do
papel fisiolégico, a osteogénese também auxilia no controle de desordens
metabolicas 6sseas como a osteoporose ou na recomposicdo do tecido no caso de
fraturas (Lieberman et al., 2002; Yamamoto et al., 2002). Trata-se de um tecido com
boa capacidade de reparo, podendo reagir a varios tipos de agresséao,
demonstrando ampla habilidade de reparar estruturas e formar tecido saudavel.

No entanto, em relacdo aos ossos maxilares, a doencga periodontal, as
patologias de origem endodéntica, os tumores e exodontias podem gerar
reabsorcoes Osseas de moderadas a severas. Nesses casos, a reabsorcdo se
justifica pela dependéncia entre processos alveolares e os elementos dentais. As
extragdes dentarias, por exemplo, deflagram um processo bioldgico irreversivel e
progressivo que culmina na reabsor¢cdo das cristas alveolares, gerando perdas
consideraveis na profundidade e espessura do alvéolo (Jambhekar et al.,2015;
Trombelli et al.,, 2008). Tentativas de reducdo dessa perda tecidual tém sido
adotadas por meio de estratégias de reconstrugdo tecidual ou aceleragdo da
osteogénese (Won et al., 2015; De Oliveira et al., 2013; Reis-Filho et al.,2012;
Schroeder & Mosheiff, 2011; Dupoireux et al., 1994).

As principais estratégias de tratamento de defeitos 6sseos baseiam-se tanto
na liberacdo de moléculas sinalizadoras estimulando a diferenciacdo de precursores
de osteoblastos, chamada osteoinducao (Ji et al., 2015; Alaee et al., 2014; Lee et
al., 2014; Abreu et al., 2013; Ferreira et al., 2013; Marquez et al., 2013; Martinez et
al., 2007; Lieberman et al., 2002) quanto no preenchimento da falha com enxertos
ou “scaffolds” que servem de suporte estrutural para a neoformacao tecidual
denominado osteoconducgao (Reis-Filho et al., 2012; Schroeder & Mosheiff, 2011;
Dupoireux et al., 1994). Admitindo-se que as células diferenciadas por fatores de
crescimento podem ndo conseguir migrar através de grandes falhas 6sseas e que

enxertos ou “scaffolds” nao geram osteogénese sem a presenca de novos
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osteoblastos sintetizando e mineralizando a matriz éssea, conclui-se que a
osteoindugdo e a osteoconducédo sdo interdependentes (Schroeder & Mosheiff,
2011; Mendes et al., 2008; Lieberman et al., 2002).

Entretanto, atualmente as terapias para estimulo da osteogénese por meio de
fatores de crescimento possuem o alto custo, o que constitui um fator limitante. As
técnicas que utilizam enxertos autdbgenos apresentam desvantagens como presenca
de uma segunda area cirurgica doadora e morbidade no sitio doador. Terapias
baseadas em biomateriais, muitas vezes demandam processos de esterilizacao e
purificacdo que podem diminuir a capacidade de osteoinducdo ou a Osseo-
integracdo (Schroeder & Mosheiff, 2011). Essas desvantagens impulsionaram os
estudos na busca de outras alternativas para os tratamentos envolvendo estimulo
da osteogénese.

Embriologicamente, tanto a dentina quanto o osso alveolar possuem a
mesma origem : células da crista neural e ectomesénquima. O osso alveolar e a
dentina possuem composi¢cdes quimicas extremamente semelhantes. Ambos
apresentam cerca de 65% de componentes inorganicos e 35% de matéria organica.
Em relacdo a composi¢cdo organica, tanto na dentina quanto no osso alveolar
destacam-se : colageno |, varios fatores de crescimento como as proteinas
morfogenéticas Osseas (BPMs), sialoproteinas, osteopontinas entre varias outras
proteinas. Com base nesses aspectos, a possibilidade de utilizacdo de matriz
dentinaria como componente osteoindutor e osteocondutor passou a orientar
diversos trabalhos in vitro, in vivo e até em seres humanos.

A matriz dentinaria amplamente utilizada nos trabalhos in vitro, principalmente
em estudos de cultura celular foi denominada matriz dentinaria tratada (MDT) ou
matriz dentinaria desmineralizada (MDD). Pesquisas que cultivaram células de
foliculo dentario e células pré-osteogénicas em conjunto com a MDD/MDT
observaram biocompatibilidade, comportamento indutor da matriz dentinaria,
estimulando osteodiferenciagdo, mineralizacdao e expressdo de osteocalcina,
sialofosfoproteinas Osseas, colageno |, osteopontina, osteonectina e fosfatase
alcalina (Ji et al., 2015; Chen et al., 2015; Li et al., 2013; Guo et al., 2009; Kalajzik
et al., 2004). Trabalhos também demonstraram que a MDD de origem humana
(MDDH) (Li et al., 2009) ou MDD criopreservada por até 6 meses (Jiao et al., 2014)

mantiveram as mesmas propriedades de biocompatibilidade e osteoindugéo.
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Estudos in vivo utilizaram MDD alégena ou autdloga em modelos animais
com amplos defeitos 6sseos parietais ou femurais. Esses trabalhos concluiram que
a MDD integrou-se de forma biocompativel ao defeito 6sseo, promovendo discreta
reacdo inflamatéria, melhorando a quantidade e a qualidade do tecido Gsseo
produzido em relagdo aos grupos controle, promovendo neovascularizagao e sendo
biologicamente reabsorvida. Esses autores consideraram a MDD um “scaffold”
osteocondutor e osteoindutor, recomendando sua utilizagdo em tratamentos de
reconstrugao ossea (Ji et al., 2015; Li et al., 2013; Bakhshalian et al., 2013; Li et al.,
2011; Carvalho et al., 2004; Gomes et al., 2002; Gomes et al., 2001). Trabalho que
observou o comportamento de MDD aut6loga em alvéolos de terceiros molares em
humanos concluiu que a matriz dentinaria apresentou biocompatibilidade, maior
qualidade do novo tecido 6sseo (homogeneidade das trabéculas) além de completa
bio-reabosorgédo (Gomes et al., 2006).

A osteopontina (OPN) é uma das proteinas nao-colagenosas mais
abundantes do tecido 6sseo. Desempenha diversas funcdes que incluem controle
de mineralizac&o, organizacao da osteogénese, adesao das células osteogénicas a
matriz 6ssea e reabsor¢do. OPN e osteocalcina tém sido considerados os principais
marcadores da osteogénese principalmente nas etapas iniciais de ossificagao
(Suenaga et al., 2015).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Organizacgao histoldgica do reparo 6sseo alveolar

Os processos alveolares tanto da mandibula quando da maxila existem em
funcdo da presenca dos dentes. Assim, diante da perda de um ou multiplos
elementos dentais a reorganizacdo Ossea invariavelmente leva a substanciais
perdas O0sseas horizontais e em espessura (Jambhekar et al., 2015). No interior do
alvéolo, a formacao 6ssea envolve um processo complexo, coordenado e dindmico
entre células, matriz extra-celular e moléculas sinalizadoras para o preenchimento
do espaco antes ocupado pela raiz dentéaria (Dimitriou et al., 2005).

O primeiro processo histologico observado, iniciado imediatamente apds a
remogao dentaria resulta do intenso rompimento dos vasos sanguineos do
ligamento periodontal, antes ligados a superficie radicular. Trata-se da coagulagao
sanguinea, deflagrada pelo contato sanguineo e plaquetario com as fibras
colagenas e em seguida pela sucessiva ligagao entre os fatores plasmaticos de
coagulagdo que gera a transformacdo do gel de fibrinogénio na rede de fibrina
(Junqueira e Carneiro, 2013). Pequisas em caes e coelhos observaram coagulo
sanguineo totalmente formado, ocupando completamente a cavidade alveolar, de 24
a 72 horas apdés a remogao dentaria (Lin et al., 2011; Cardaropoli et al., 2003).
Perifericamente ao coagulo, observam-se células inflamatérias (principalmente
neutrofilos), também presentes junto ao tecido conjuntivo gengival. Em detalhe, o
coagulo sanguineo apresenta sua composi¢cédo tradicional, ou seja, hemacias e
plaquetas envolvidos pela rede de fibrina. Adjacentemente as paredes alveolares,
observa-se remanescente do ligamento periodontal, junto ao qual apresentam-se
células mesenquimais indiferenciadas, fibroblastos, fibras colagenas e vasos
sanguineos amplamente dilatados. Ao final das 72 primeiras horas, verifica-se, na
periferia do coagulo, intensa proliferagao vascular substituindo pequenos segmentos
do trombo sanguineo. Nessa fase, podem se observar areas de necrose por
coagulagao em todas as por¢des do coagulo, conferindo o aspecto hialino ao tecido
(Cardaropoli et al., 2003).

No periodo de 7 dias apdés a exodontia, trabalho em ratos evidencia

importantes modificagdes teciduais para o processo de reparo tecidual alveolar.
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Acompanhando a retragdo do coagulo e a amplificagdo das areas de necrose,
verifica-se migracdo de tecido conjuntivo fibroso, fibroblastos e células
mesenquimais indiferenciadas em direcdo ao centro do alvéolo (Lin et al., 2011). A
estrutura do coagulo sanguineo ndo se mantém nessa fase, sendo substituida por
tecido de granulagdo nas porgdes centrais e aumento significativo de fibras
colagenas migrando perifericamente em direcdo ao centro (Kuboki et al., 1988). Nas
porcoes periféricas do centro e apice do alvéolo, adjacente as paredes alveolares
observam-se osteoclastos ancorados em intensa atividade de remodelagao,
gerando alguns espagos medulares (Cardaropoli et al., 2003). Além disso,
principalmente nas regidées mais apicais pode-se perceber as primeiras deposicoes
periféricas de “woven bone” (WB), tecido 6sseo pouco mineralizado muito celular.
Essa deposigao, gerada por grande atividade osteoblastica se adianta em diregéo
ao centro alveolar e regides mais coronarias, podendo ser amplamente verificada
em muitas por¢des do alvéolo 10 dias apds a extragao (Lin et al., 2011; Kuboki et
al., 1988).

Aos 14 dias, em caes, destacam-se ao menos trés eventos importantes : (i) a
auséncia do ligamento periodontal, (ii) a presenga de grande montante de WB,
ocupando agora a maior parte do alvéolo, fazendo a conexao entre as porgdes de
osso antigo periférico com as areas mais centrais e (i) a restricdo de células
inflamatdrias a pequenas porgdes na periferia do alvéolo (Cardaropoli et al., 2003).
Durante essa mesma fase, em ratos e coelhos, além dos alvéolos ja estarem
completamente preenchidos por tecido 6sseo trabecular, pode-se perceber algumas
areas periféricas de substituicdo de WB por tecido 6sseo lamelar, menos celular e
com maior teor de mineralizagao (Lin et al., 2011; Kuboki et al., 1988).

Passados 30 dias da remocdo dentaria, observa-se nitida organizagao
periodontal nos alvéolos de caes. O tecido conjuntivo marginal organiza-se em
fibras orientadas, alinhadas ao epitélio queratinizado, o tecido &6sseo periférico
mineraliza-se, organiza-se na forma de dsteons e recebe novas insergoes de fibras
colagenas. Simultaneamente, em varias regides alveolares, detecta-se intensa
atividade osteoclastica, reabsorvendo o WB, gradualmente substituido por tecido
osseo lamelar (Cardaropoli et al., 2003).

Autores que observaram a organizagao tecidual alveolar em periodo superior

a 30 dias relataram constante evolugao da maturacédo 0ssea. Esse amadurecimento
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foi caracterizado através de continua deposi¢cdo de camadas incrementais de 0sso
lamelar, reforcando estruturalmente as pontes mineralizadas e também pelo
restabelecimento do periosteo, propiciando a adeséo entre a mucosa marginal e o
osso cortical recém produzido (Cardaropoli et al., 2003).

Cabe ressaltar que as caracteristicas locais e moleculares da osteogénese
alveolar aqui descritas determinam ocorréncia exclusiva de ossificagao
intramembranosa, ou seja, com diferenciagcao de células mesenquimais diretamente
em osteoblastos e produgao imediata de tecido 6sseo. O outro tipo de ossificagcao
apresenta diferenciagdo prévia das células mesenquimais em um estagio
intermediario (condroblastos) que produzirdo tecido cartilaginoso. Esse tecido,
posteriormente substiduido por tecido 6sseo, caracteriza a ossificacdo endocondral,
observada principalmente em regidées mecanicamente menos estaveis, em geral

préximas a fraturas 6sseas (Allori et al., 2008; Dimitriou et al., 2005).

2.2. Eventos moleculares do reparo 6sseo alveolar

Hormoénios, citocinas e fatores de crescimento participam da osteogénese
como moléculas sinalizadoras secretadas por células locais ou absorvidas do
plasma sanguineo. Entre os mais importantes fatores de crescimento e
diferenciagao, citocinas pro-inflamatorias, fatores angiogénicos e constituintes da
matriz extra celular envolvidos na osteogénese estdo : superfamilia do fator de
crescimento transformador beta (TGF-R), fator de crescimento de fibroblastos 1 e 2
(FGF-1, FGF-2 ), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento semelhante a insulina 1 e 2 (IGF-1, IGF-2), familia das proteinas
morfogenéticas Osseas (BMPs), osteonectina (ON), osteocalcina (BGLAP),
osteopontina (OPN), fibronectina (FN), interleucinas 1 e 6 (IL-1 e IL-6), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), fator estimulador de formagdo de colbnia de
macrofagos e granulécitos (GM-CSF), fator estimulador de formagao de col6nia de
macrofagos (M-CSF) e fator de crescimento vascular e endotelial (VEGF)
(Poniatowski et al.,2015). Essas moléculas formam complexas interagdes e podem
possibilitar a formagédo 6ssea, desde que 3 fatores essenciais estejam presentes :
presencga de colageno, viabilidade de fosfato e calcio, além da remogéo dos fatores

inibidores de mineralizacao (Allori et al., 2008).
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Para fins didaticos, divide-se o processo de recuperagao 6ssea alveolar em 3
grandes fases : fase inflamatéria, que se inicia imediatamente ap6s a exodontia,
perdurando por aproximadamente 3 a 4 dias em ratos; fase reparadora, observada
apos o 4° até o 14° dia e fase de remodelacéo, geralmente considerada apds o 14°
dia no modelo animal rato (Allori).

Imediatamente apds a remogao do elemento dental, o rompimento das fibras
do ligamento periodontal, feixe vasculo-nervoso e peridésteo alveolar inicia um
processo inflamatorio que ird se perpetuar por alguns dias. Durante esse periodo
inicial de 1 a 4 dias, predomina a sintese e liberagao de citocinas pro-inflamatorias :
interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral alpha (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6).
Essas citocinas exercem efeito quimiotatico para outras células inflamatoérias,
angiogénese e atracao para fibroblastos (Dimitriou et al., 2005). Observam-se ainda,
nesse periodo inflamatdrio, intensa expressao de IGF-1, IGF-2, FGF-1 e FGF-2,
secretados por células locais e inflamatorias. Nessa fase, esses fatores também
atuam como fortes elementos quimiotaticos para fibroblastos e intensificam a
angiogénese (Zhao et al., 2007). A expressao de IGF e FGF pode ser verificada em
todas as fases do reparo dsseo, participando da proliferacao, diferenciagao celular,
sintese, maturacdo 6ssea e remodelacdo osteogénica (Dimitriou et al., 2005). A
degradagdo das plaquetas presentes em fungdo dos processos de coagulagao
funcionam como uma das principais fontes de fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF). Além de importante efeito angiogénico, o PDGF exerce um dos
mais fortes efeitos quimiotaticos e mitogénicos para osteoblastos e precursores
mesenquimais (Allori et al., 2008). Um dos importantes fatores de crescimento
intensamente expressos durante a fase inflamatéria inicial € o TGF-B (Zhao et al.,
2007). A superfamilia do TGF-3 constitui-se em um enorme grupo de polipeptideos
reguladores que agrega muitas outras familias de fatores de crescimento : BMPs,
activinas (ACTs), inibinas (INHs), fatores neurotropicos derivados de células da glia
(GDNFs), entre outras. Estudos em modelo de fratura observaram a presenga de
TGF-R 24 horas apds o trauma, na regidao do periosteo, originado principalmente
dos granulos alfa das plaquetas, mondcitos, macréfagos e células endoteliais. Sua
presenca no soro humano aumenta gradualmente durante as primeiras duas
semanas, atingindo nivel maximo no 14° dia (Allori et al., 2008; Sarahrudi et al.,

2011). Trabalhos em modelo experimental alveolar em ratos demonstra pico de
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expressao local no 10° dia e diminuicdo gradual na porgao final da fase reparadora,
até o 14° dia (Zhao et al., 2007). As familias de TGF-R e BMPs séo os fatores de
crescimento mais relacionados ao tecido 6sseo. Quase todas as células do
organismo sintetizam e possuem receptores para TGF-. No caso das linhagens
celulares relacionadas ao reparo 0sseo, sua resposta depende do grau de
diferenciagao, da relevancia da célula no processo, da presenca de outras células e
do efeito sinérgico de outras citocinas e fatores de crescimento. Os efeitos celulares
gerados pela ligagdo do TGF-B a superficie celular podem ser considerados como
uma conexao entre as fases inflamatéria e reparadora (Vaughan et al., 2000;
Lieberman et al., 2002; Poniatowski et al.,2015). Na primeira fase, TGF-[} apresenta
intensa acdo quimiotatica, gerando recrutamento de células mesenquimais
indiferenciadas, osteo-progenitoras, fibroblastos e células imunologicas (Narine et
al. 2006). Além disso possui efeito angiogénico, atuando de forma sinérgica ao
VEGF. O VEGF é considerado o mais importante fator angiogénico. Sua expressao
se intensifica a partir do periodo inflamatério, atingindo pico de produ¢do em torno
do 7° dia, ja na fase reparadora, quando sofre ligeiro declinio (Zhao et al., 2007)
Durante o periodo reparador, TGF- induz a sintese e ossificacdo da matriz extra
celular por fibroblastos e osteoblastos. Simultaneamente, contribui para incremento
da matriz dssea, ao inibir a ativacéo, proliferacao e diferenciagdo de osteoclastos
em conjungcdo com IL-1, IL-3, IL-6 (Hankenson et al., 2015) e ao induzir sua
apoptose, prevenindo reabsor¢ao prematura do tecido recém formado (Poniatowski
et al.,2015).

A fase reparadora se inicia com a redugédo do processo inflamatoério (apds o
4° dia), quando se intensifica a migracao de fibroblastos em substituicdo ao coagulo,
em direcdo as porgdes centrais do alvéolo. Essa infiltragdo do tecido conjuntivo &
acompanhada pelo aumento da sintese das proteinas morfogenéticas désseas
(BMPs). BMPs séo os fatores de crescimento de maior potencial osteogénico ja
descritos e sua sinalizagao molecular um dos processos de reparo 6sseo mais bem
estudados. BMP-2, -4, -6, -7 e -9 sao considerados os elementos mais
osteogénicos, sendo capazes de induzir diferenciagdo osteoblatica em varios tipos
celulares (células mesenquimais indiferenciadas, fibroblastos). Proporcionando
diferenciagcdo de osteoblastos e condrdcitos, as BMPs atuam tanto na ossificagao

intramembranosa quanto endocondral. (Allori et al., 2008; Hankenson et al., 2015).
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Estudos em ratos demonstram que a expressao das BMPs nos alvéolos dentais &
minima, durante o periodo inflamatdrio, ao contrario do TGF-3 cuja presenca ja é
bastante intensa nesse periodo. No entanto, ambos os fatores de crescimento se
comportam de maneira semelhante na fase reparadora. Tanto o TGF-3 quanto as
BMPs s&o progressivamente expressos, atingem seu pico em torno do 10° dia, e,
apartir desse momento sofrem sensivel reducido em sua sintese até o final da fase
reparadora no 14° dia (Zhao et al., 2007). A expressao dos principais elementos da
matriz extracelular 6ssea como osteopontina, osteonectina (OPN, ON) apresentam
padrao de expressdao semelhante. Sdo minimamente sintetizados durante a fase
inflamatoria, sendo gradualmente mais observados durante a fase reparadora.
Nesse periodo, a curva de producao é ascendente até o final da fase, indicando sua
presencga progressiva, a medida em que o tecido 6sseo se expande (Zhao et al.,
2007). Osteonectina (ON) € uma das principais glicoproteinas da matriz extracelular
O0ssea, classificada como importante nucleador de mineralizagdo mediada por
colageno. Ja a osteopontina (OPN) €& uma sialoproteina cuja expressdo €
estimulada pelo TGF-B, presente na matriz extra celular durante a osteogénese
endocontral e intramembranosa. Produzida normalmente por osteoblastos,
ostedcitos e precursores, participa ativamente da osteogénese no controle da
mineralizagao, adeséao celular e sobrevivéncia dos osteoblastos (Allori et al., 2008b;
Subraman et al.,2015). Como agentes de mineralizagao, a presenca de ON e OPN
na fase reparadora é mais observada nas regides de tecido osteiode e sitios de
mineralizagao do que nas areas completamente mineralizadas (Pinero et al.,1995).
Durante a fase de remodelacdo, apds o 14° dia, evidencia-se novamente a
participacdo da citocina pro-inflamatéria TNF-a, estimulando a formacao e fungao
dos osteoclastos. (Hankenson et al., 2015). Durante a fase de remodelacgéo, apos o
14° dia, evidencia-se novamente a participacao da citocina pro-inflamatéria TNF-q,
estimulando a formac&o e fungdo dos osteoclastos. (Hankenson et al., 2015).
Nesse periodo, metaloproteinases especificas degradam o tecido Osseo
mineralizado, permitindo a invasao de vasos sanguineos (Dimitriou et al., 2005).
Além das metaloproteniases e citocinas pré-inflamatérias, a fase de remodelagao
Ossea € caracterizada pela presenca de osteocalcina (OCN). Trata-se de uma
proteina contendo acido carboxigutdmico, presente exclusivamente nas porgdes

mineralizadas e frequentemente relacionada como reguladora da mineralizagao,
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inibindo a precipitacdo espontdnea de minerais e o crescimento dos cristais de
hidroxiapatita. Assim, a OCN tem sido implicada como diretamente envolvida nos

processos de reabsor¢ao e remodelacao 6ssea. (Allori et al., 2008b).

2.3 Matriz Dentinaria Desmineralizada (MDD)

De acordo com a engenharia de tecidos, os melhores scaffolds devem
interagir positivamente com as células, melhorar sua adesao, crescimento, migragao
e diferenciacao (Jiao et al., 2014). Nesse sentido, a matriz dentinaria tratada (MDT)
ou matriz dentinaria desmineralizada (MDD) ja foi extensivamente avaliada do ponto
de vista microestrutural, constituicdo molecular, sobre os possiveis efeitos do
tratamento (desmineralizacdo) e biocompatibilidade, através de estudos em
culturas de células e animais. Posteriormente, foram testados os potenciais
condutores e indutores da formacido de tecido mineralizado 6sseo e dentario sob
diversas condicdes.

Apos completa limpeza, preparo e desmineralizagdo da MDD por métodos
protocolares normalmente adotados, analises em microscopia eletrbnica de
varredura (MEV) revelaram completa limpeza de residuos de tecidos moles nas
superficies radiculares dentinarias utilizadas como substrato. Observacoes
detalhadas evienciaram a ampla exposi¢cao dos tubulos dentinarios e espagamento
das fibras colagenas da dentina tubular e peritubular. Avaliagbes histoldgicas
mostraram que o espagamento entre as fibras podem representar canais para
liberacdo de proteinas de fatores de crescimento em diregdo a matriz extracelular.
(Guo et al., 2009). Assim, com énfase em sua aplicabilidade como scaffold, a MDD
nao apenas preserva as caracteristicas fisicas e morfolégicas da matriz extracelular
como possui varias das proteinas presentes nos fluidos tissulares. A MDD pode
fornecer tanto suporte mecéanico quanto meio indutor. (Chen et al., 2015).

O processo de desmineralizagao dentinaria contribui positivamente para que
a exposicado das densas fibras colagenas favorecam a adeséo celular. Além disso,
em relagdo a contribugdo para a osteogénese, sabendo-se que a dentina contém
varias proteinas nao colagenosas, inclusive fatores de crescimento como as BMPs,
uma vez desmineralizada, os tubulos dentinarios tornam-se mais amplos,

funcionando como canais para liberacdo de proteinas essenciais que podem
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promover crescimento e diferenciacdo de osteoblastos (Koga et al.,, 2016).
Pesquisas quantificando a liberagdo de proteinas e fatores de crescimento pela
MDD em comparagao a matriz dentinaria nao tratada concluiram que a MDD liberou
mais proteinas e fatores soluveis que a dentina ndo tratada. Os resultados
apontaram para o colageno | e o TGF-31 como as mais altas concentragdes (Li et
al., 2011).

A presenca de moléculas bioativas inerentes a sua constituicdo, tornam a
MDD um reservatorio de fatores indutores a recuperacéo tecidual (Guo et al,
2009). Analises imunohistoquimicas da MDD mostraram a presenca de : proteina
de matriz dentinaria 1(DMP1) , sialoproteina dentinaria (DSP) , sialoproteina 6ssea
(BSP), osteopontina (OPN), fator de crescimento transformador beta 1 (TGF-31),
colageno | (COL-I), decorina, biglicana e metaloproteinases. Todos envolvidos no
controle da mineralizacdo durante o reparo tecidual (Guo et al., 2009; Hedenbjork-
Lager et al., 2016). Trabalhos também comprovaram a estabilidade molecular e
manutencdo de potencial indutor da DDM criopreservada. Concluiu-se ndo haver
diferencas entre a DDM natural e a DDM criopreservada por até 6 meses,
comprovando-se a preservagcao de suas propriedades e estabilidade da matriz.
Dessa forma, um banco de criopreservagao de matriz dentinaria pode representar
grande utilidade do ponto de vista de sua aplicagdo clinica. DDM pode ser
transportada para clinicas de atendimento na forma congelada, sendo
imediatamente disponivel para pacientes, de forma similar a outros produtos de
engenharia tecidual (Jiao et al., 2014).

A utilizagdo de matriz dentinaria tratada de origem humana (MDDH) em
substituicdo a dentina de origem animal mostrou-se viavel e vantajosa. Além de
apresentar melhor arquitetura morfolégica das fibras e maiores quantidades de
fatores de crescimento associados a sua constituicdo (Li et al., 2011), amplia as
possibilidades de novos estudos, visando aplicabilidade desse scaffold diretamente
em tratamentos humanos de forma autoégena.

Uma série de estudos com implantagdo de MDD autégena em animais
atestaram as propriedades favoraveis desse scaffold osteoindutor. Avaliacdes
histolégicas, radiograficas, histomorfométricas e imunohistoquimicas em defeitos
parietais e mandibulares em coelhos, apés periodos de avaliacdo de até 90 dias

permitiram concluir que as fatias de dentina foram completamente incorporadas ao
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novo tecido ésseo e reabsorvidas durante o reparo. Houve aceleragao do reparo
0sseo quando comparados os grupos experimentais (MDD) e controle. Pode-se
observar aumento da trabeculagem oOssea, melhora na qualidade do tecido e
biocompatibilidade, sem formagao de processos inflamatérios ou infecciosos
(Gomes et al., 2001; Gomes et al., 2002; Carvalho et al., 2004; Bakhshalian et al.,
2013). Trabalhos com esse mesmo modelo animal (coelho) com diabete induzida
foram avaliados por meio de densidade 6ssea e histomorfometria. Esses estudos
observaram que MDD mostrou biocompatibilidade durante o reparo 6sseo em
coelhos diabéticos, estimulando a formagao de tecido 6sseo (Gomes et al., 2007;
Gomes et al., 2008). Outros experimentos em coelhos avaliaram a associagdo da
MDD a compostos constituidos por colageno ou utilizaram a matriz dentinaria como
carreador de fator de crescimento. Em ambos os casos, houve boa
biocompatibilidade, biodegradagédo e osteocondutividade. A MDD mostrou-se
também um otimo carreador para o fator de crescimento BPM recombinante ( Li et
al., 2013; Um et al., 2016).

A implantacao de fatias dentinarias desmineralizadas em alvéolos de animais
revelou propriedades favoraveis na aceleragcdo da formacdo 6ssea e melhora na
qualidade tecidual. Apds analise histologica, histomorfométrica e imunohistoquimica,
os pesquisadores concluiram que MDDH aumentou a expressao de VEGF, BMP e
acelerou o processo de reparo em alvéolos de ratos estimulando a diferenciagao
osteoblastica, deposigdo 6ssea e a formacéo vascular. Esses resultados sugerem
que a MDDH apresenta potencial osteoindutor e osteocondutor e pode representar
um eficiente material de enxerto para regeneragao o6ssea (Reis-Filho et al., 2012;
de Oliveira et al., 2013).

Poucos trabalhos em humanos avaliaram a influéncia da MDDH autégena
colocada em alvéolos dentarios. Num deles, a matriz dentinaria foi deixada em
alvéolos de 3o0s molares imediatamente apds a exodontia e foram realizadas
analises de densitometria 6ssea. Os resultados mostraram biocompatibilidade, com
completa integracdo da matriz ao osso neoformado, melhor qualidade Ossea e
discreta aceleragdao do reparo em relagdo ao grupo controle (Gomes et al., 2006).
No outro estudo, um relato de caso, 5 pacientes foram acompanhados por 5 anos

apos colocacado de MDD autdgena juntamente com implantes dentarios. Os autores
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relataram que houve biocompatibilidade, regeneragdo 0ssea guiada e o implante

sendo mantido com sucesso, passados 5 anos da cirurgia (Kim et al., 2016).

2.4 Osteopontina (OPN)

OPN foi descrita pela primeira vez em 1986 em osteoblastos, sendo
sintetizada e constituindo a matriz extracelular 6ssea, junto com a sialoproteina
Ossea. Por isso foi denominada inicialmente como sialoproteina éssea | e depois
sialoproteina éssea Il. Trata-se de uma glicoproteina, cujo nome se deve ao seu
papel no tecido ésseo. Ali, essa molécula funciona como uma “ponte”, exercendo a
conexao entre a hidroxiapatita e os elementos celulares (Subraman et al., 2015).

Pesquisas realizadas por analise imunohistoquimica localizaram a OPN na
matriz extracelular durante a ossificacdo endocondral e intramembranosa. Em
geral, a OPN é produzida por osteoblastos, ostedcitos e células precursoras, mas
também por osteoclastos, condroécitos e fibroblastos. Momentos apés a fratura, a
OPN é marcadamente expressa por osteoblastos, sugerindo seu envolvimento no
recrutamento imediato de células para recuperacdo e posteriormente para
remodelagao 6ssea (fases iniciais e tardias da osteogénese) (Allori et al., 2008b).

A expressao da OPN é estimulada por varios fatores :

(a) Citocinas inflamatérias

(b) Horménios esterdides, acido retindico, glicocorticoides e 1,25 dihidroxi
vitamina D3

(c) Fatores de crescimento e diferenciagdo como fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento transformador beta(TGF-3).

Hormoénio paratireotréfico (PTH) e dexametasona inibem a expressdo e
sintese de OPN (Allori et al., 2008b).

A localizacao e as fases de maior expressao da OPN durante o reparo 6sseo
reflete diretamente seu papel durante a osteogénese. Atribui-se a OPN os papéis
sistémicos de estimulo imunolégico e inflamatério, requlagem da adesao celular,
migracdo e sobrevivéncia de varios tipos celulares Subraman et al., 2015). Mais

especificamente em relagdo a osteogénese, a OPN relaciona-se a maturagao,
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adesao e sobrevivéncia dos osteoblastos, contribuindo para a mineralizagdo O0ssea
(Viale-Bouroncle et al., 2014).

Trabalho utilizando mandibula neonatal de ratos procurou desvendar a
localizagdo da OPN durante a osteogénse do crescimento mandibular, esclarecendo
muitos aspectos em relagdo a fase e a participacdo dessa glicoproteina. OPN foi
claramente observada no tecido ostedide, aumentando a intensidade da
imunomarcacdo em diregdo ao front de mineralizagdo, ao contrario do calcio,
exclusivamente confinado nas areas mineralizadas e ausente no tecido ostedide.
Assim, os pesquisadores ressaltam que, encontrando-se intensamente presente na
regido de inicio de mineralizagdo e também no tecido ostedide, a OPN relaciona-se
as fases iniciais da osteogénese, regulando o processo de precipitagdo mineral.
Considerando-se as marcagdes celulares, a OPN foi observada no citoplasma dos
osteoblastos e ostedcitos mas nao no citoplasma dos osteoclastos, apesar de ser

observada claramente nas regides de remodelacdo Ossea. Tal observagdo sugere
que osteoclastos ativos e maduros nédo produzem OPN. A imunolocalizacido da OPN

proximo as vilosidades citoplasmaticas dos osteoclastos indicam que a OPN ali
verificada foi exposta durante a desmineralizagdo 6ssea remodelatoria, juntamente

com outras proteinas ndo colagenosas também observadas (Pinero et al., 1995).
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3. OBJETIVOS

3.1 - Objetivo geral
Avaliar o potencial osteogénico da MDDH.

3.2 - Objetivos especificos

3.2.1 - Analisar comparativamente, por meio de cortes histolégicos (HE) as
alteragdes e a reorganizagao tecidual provocada pela MDDH deixada em alvéolos
de ratos, 5, 10 e 21 dias apés os procedimentos cirurgicos.

3.2.2 - Analisar comparativamente, por meio de avaliacdo histomorfométrica a
quantidade de tecido 6sseo neoformado nas porcdes apicais dos alvéolos de ratos,
5, 10 e 21 dias apds os procedimentos cirurgicos.

3.3.3 - Avaliar a expressao de osteopontina (OPN), por meio de imunohistoquimica,
nos alvéolos tratados com MDDH nos tempos : 5 e 10 dias.
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4. METODOS

4.1 - Animais

Foram selecionados 24 ratos Wistar do género masculino com cerca de 2
meses de idade, pesando entre 150-200 gramas. Os animais foram mantidos em
ambiente com condigbes climaticas controladas, sob ciclos de 12 horas de luz/
escuriddo e acesso ad libitum a ragdo e agua. Essa pesquisa foi aprovada pelo
Comité de Etica Animal da Universidade de Uberaba n. No. 022/2009.

4.2 - MDDH

Os dentes foram coletados no banco de dentes da Faculdade de Odontologia
da Universidade de Uberaba. As orientacbes para questdes éticas seguiram
Resolugao 196 do Conselho Nacional de Saude, 1996.

A MDDH foi obtida de dentes sem lesbes cariosas ou qualquer outra
patologia. As raizes foram cortadas, separando a porgdo coronaria da porgao
radicular, limpas com remocdo da polpa dentaria e ligamento periodontal,
desmineralizadas em acido dietilaminotetracético (EDTA) 10%, pH 7,3 a 25°C por
aproximadamente 3 meses e cortadas em criostato. Fatias de MDDH foram lavadas
em agua desionizada esterilizada, durante 10 minutos, em seguida, armazenadas
em solugédo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 100 unidades/ml de
penicilina (Gibco BRL) e 100 mg/ml de estreptomicina (Gibco BRL) para a
descontaminagéo.

4.3 - Procedimentos cirurgicos

O protocolo cirurgico foi montado de acordo com método estabelecido por
nosso grupo de estudos (Reis-Filho et al., 2012). Resumidamente, os animais foram
aleatoriamente agrupados e cada um deles foi submetido a exodontia de ambos os
segundos molares superiores (direito e esquerdo) apds anestesia obtida através de

solucdo de Quetamina 10% com Xilazina 2%, 1:1, num volume de 0,1ml por 100g
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de peso corporal injetada intra-muscularmente. Os alvéolos foram separados em
dois grupos : o grupo controle (lado direito) no qual os alvéolos ndo receberam
MDDH, sendo naturalmente preenchidos apenas por coagulo sanguineo e grupo
experimental (lado esquerdo) cujos alvéolos foram preenchidos por MDDH
utilizando porta amalgama. Em um estudo anterior (Abreu et al., 2013), foram
utilizados lados invertidos de grupos controle e experimental para verificar a
possibilidade de algum viés relacionado a essa opg¢ao. Nao foi observado nenhum
viés quando os lados inversos ao presente estudo foram utilizados.

Os animais foram mantidos em posi¢cao supina durante todo o tempo de
duracdo da anestesia ( aproximadamente 4 horas ) a fim de se evitar o
deslocamento da MDDH do alvéolo dentario. Além disso, os animais receberam
alimentagdo pastosa por dois dias apds a cirurgia. Os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical sob anestesia com Quetamina 10% e Xilazina 2%, 1:1,
num volume de 0,1ml por 100g de peso corporal injetada intra-muscularmente para
avaliacao da regeneragao e remodelagao 6ssea precoce, intermediaria e tardia dos
alvéolos dentarios. As eutanasias ocorreram apoés 5,10 e 21 dias apds a cirurgia,
quando as analises histolégicase imunohistoquimicas foram realizadas em 8

animais por grupo.

4.4 - Analises histologicas e histomorfométricas

As maxilas foram dissecadas e fixadas em formalina neutra tamponada 10%
por 48 horas em temperatura ambiente. Apds fixacao, as maxilas foram foram
desmineralizadas em EDTA 10% ( pH 7,3 ), desidratadas usando solu¢des graduais
de etanol, incluidas em parafina e cortadas em micrétomo no plano sagital,
produzindo secc¢des de 5 ym. As seccdes foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) para analises histolégicas e morfométricas ou processadas para
imunohistoquimica para avaliacdo da expressdo de OPN.

As imagens foram observadas por meio de microscopio dptico Olympus® BX
50 e capturadas usando o software Qcapture 6.0. A analise se concentrou na regiao
apical dos alvéolos da raiz distal, como o local inicial de formacédo éssea. As
imagens foram tratadas pelo software Qcapture 6.0 acoplado a um computador.
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Para determinar a quantidade de novas trabéculas 6sseas, essas foram contadas
utilizando uma tela com linhas verticais e horizontais posicionada sobre a
fotomicrografia (Fig. 1), com o auxilio do assistente confocal (Chapel Hill, NC). O
numero de trabéculas Osseas localizadas nos cruzamentos de linha de grade foi

contado por uma pessoa calibrada (Reis-Filho et al., 2012).

Figura 1 - Grade com linhas verticais e horizontais colocada sobre a
fotomicrografia para determinar quantidade de novas trabéculas 6sseas.

4.5 - Analise Imunohistoquimica

A expressao de OPN em cada periodo de tempo foi avaliada por, pelo menos
trés animais diferentes. Para obtencdo dos slides, as secg¢bes foram
desparafinizadas com xileno, re-hidratadas em série gradual de etanol diluido em
PBS e incubadas em H202 10% em metanol para neutralizagdo da atividade da
peroxidase enddgena. Sitios de ligagado n&o especifica foram foram bloqueados com
BSA 2% diluido em PBS por 1 hora. As secg¢des foram incubadas overnight a 40C
com anticorpo anti-osteopontina de rato, diluicdo 1:50 ( Santa Cruz Biotechnology -
OPN : cédigo sc-21742 ). Apos trés lavagens em PBS, as secc¢des foram incubadas
com o anticorpo secundario biotinilado por 30 minutos a temperatuda ambiente (Kit

SLAB - Dako codigo K0690). Os cortes foram entdo lavados novamente em PBS e
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incubados com conjugado complexo streptavidina-peroxidase por 30 minutos em
temperatura ambiente. Os cortes foram novamente lavados em PBS, a atividade de
ligacdo da peroxidase foi detectada por meio do substrato 3,3’ diaminobenzidina-
tetrahidrocloridrato e H2O2 0,01% em PBS, depois contra corados em hematoxilina.
Os controles foram submetidos ao mesmo processo, omitindo-se a incubagédo com o
anticorpo primario. Para determinar-se a quantidade de células coradas, 12 secgbes
aleatoriamente escolhidas foram avaliadas tanto no lado controle quanto no lado
experimental. As imagens foram obtidas numa magnificagao final de 400X utilizando
uma placa de captura e microscépio (Nikon Eclipse E200) acoplado a um
computador pessoal e um software de tratamento de imagens (Reis-Filho et al.,
2012).

4.6 - Analise estatistica

As diferencas entre os parametros avaliados de cada grupo foram testadas
através da Andlise da Variancia (ANOVA) e do teste de Turkey. Os dados de todos
os grupos foram examinados quanto a normalidade pelo teste de Kolmorogov-
Smirnov. Todas as analises foram realizados em triplicata e a significancia foi

estabelecida quando p < 0,05.
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5 - RESULTADOS

5.1 - Andlise histolégica e histoquantitativa

A andlise histolégica mostrou os fragmentos MDDH imersos em alvéolos
dentarios, cercados por tecido conjuntivo em diferentes estagios de reabsorgédo. No
5¢ dia, a porcado apical dos alvéolos no grupo experimental (lado esquerdo)
apresentaram menor numero de areas inflamadas do que o lado controle. O material
implantado (MDDH) encontra-se contato direto com o tecido conjuntivo organizado,
aumentando a formagdo e organizacdo das fibras de colageno, iniciando a
promogao do processo de reparagao tecidual (Fig. 2a). Observagao detalhada da
interacdo de MDDH com tecido conjuntivo mostra varias areas de reabsor¢ao da
dentina, em contacto com regides de tecido organizado. Os vasos sanguineos

também estao presentes nestas areas (fig. 2b).

Figura 2(a) -50 dia, lado experimental. Corte histolégico (HE) mostrando fatias de dentina
desmineralizadas na porgdo apical do alvéolo (préximas ao osso basal). Observa-se
pequena reagao inflamatoéria, porém, inicio de processo de reparo. TC = tecido conjuntivo;
setas = MDDH; OB= osso basal, Barra= 100um.
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Figura 2 (b) — 50 dia, lado experimental. Corte histolégico (HE) ilustrando a MDDH cercada
por tecido conjuntivo. MDDH = matriz dentinaria desmineralizada humana; TC = tecido
conjuntivo; Setas = areas de reabsor¢ao da MDDH; V = vasos sanguineos; Barra =20um.

No 100 dia, as diferengas entre os lados controle e os lados experimentais
em relagdo as etapas de reparagao tecidual tornou-se mais relevante. No lado
controle, as areas mais proeminentes observadas consistem em fibras colagenas e
fibroblastos, configurando organizagcdo do tecido conjuntivo que precede a
formacao de novas trabéculas (Fig. 3a). Os alvéolos experimentais mostram o
reparo tecidual em uma fase mais adiantada. Novas trabéculas sao observadas
préximas ao tecido conjuntivo altamente organizado, e novos vasos sanguineos
também estao presentes. O tecido conjuntivo cercado por novas trabéculas formam

0s espacos medulares que caracterizam a arquitetura da conformacao final do osso
medular (Fig. 3b).
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Figura 3(a) — 10° dia, lado controle, coloragao : HE. Redugéo do processo
inflamatoério, fibras colagenas e fibroblastos, em fase de organizagao do tecido
conjuntivo antes da formagao de novas trabéculas 6sseas. TC = tecido conjuntivo,
T = novas trabéculas, Barra = 100pym

Figura 3(b) — 10° dia, lado experimental, coloracdo HE. Trabéculas Osseas
recentemente formadas conectando as porcoes periféricas de osso antigo, as areas
centrais. Tecido conjuntivo organizado cercado pelas novas trabéculas formam os
espagos medulares. M= espacos medulares; T= trabéculas; V= vasos sanguineos;
CT = tecido conjuntivo; Barra = 100pym

37
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O 21°¢ dia do lado controle corresponde aproximadamente ao 10° dia do
alvéolo experimental. Novas trabéculas, ainda muito celulares e menos
mineralizadas, sdo observadas adjacentes ao tecido conjuntivo organizado (Fig. 4a).
No lado experimental a fase de maturagao é caracterizada pela deposi¢gao continua
de camadas incrementais de osso lamelar, e pela substituicdo de osso celular por

um tecido mais mineralizado (Fig. 4b).

Figura 4(a) — 21° dia, lado controle, coloragdo HE. Trabéculas recém-formadas, menos
mineralizadas, observadas proximas ao tecido conjuntivo organizado. T= trabéculas,
TC = tecido conjuntivo , Barra = 100pm
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Forsyth ...

245 First Street
Cambridge, MA 02142

www.forsyth.org

Cambridge, January 20, 2015

To whom it may concern

This letter is my final report on Alexandre Fernandes's stay in my laboratory at The
Forsyth Institute from February 2014 to January 2015. Alexandre came to my laboratory as part
of the CAPES fellowship to work on a project entitled: "DENTAL PULP STEM CELLS: isolation,
characterization and uses in neuro-regeneration"”.

The goal of this study is to study the differentiation potential of dental pulp stem cells in
vitro, and to determine the impact of cell transplantation on neurological recovery in vivo in a
rodent model of contusion SCI. Information obtained from this work will be used to guide future
clinical trials using dental stem cells to improve neuro-recovery after stroke, traumatic brain
injury, and spinal cord injury.

Alexandre's contributions were essential for the successful development of several
projects:
1. He helped determine factors associated with stemness and neural differentiation potential of
dental pulp stem cells isolated from exfoliated teeth from children (SHED) and extracted third
molars from adults (DPSC).
2. He and his co-workers also determined that inflammatory stimuli were able to block terminal
neural differentiation of dental stem cells and that anti-inflammatory resolvins could reverse that
effect.
3. Finally, Alexandre worked to determine the impact of DPSC transplantation on neurological
recovery in a rodent model of contusion Spinal Cord Injury. Specifically, Alexandre was in
charge of scoring locomotor behavior according to the Basso, Beattie and Bresnahan (BBB)
open field test.

Alexandre was a regular and active participant in my weekly laboratory meetings and
attended research seminars offered at the Forsyth Institute. He has an impressive ability to
analyze data and to propose new solutions based on that analysis. The results of his work are
part of two manuscripts, currently in preparation.
Alexandre spent an extremely productive time at The Forsyth Institute, and | rate his visit as an
outstanding success.

Sincerely,

fun

Ricardo A. Battaglino, Ph.D.

Instructor, Department of Oral Medicine Infection and Immunity
Harvard School of Dental Medicine

Associate Member of Staff,

Mineralized Tissue Biology Department

The Forsyth Institute

245 First St

Cambridge, MA - 02142

617.892.8442
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Figura 4(b) — 21° dia, lado experimental, coloragcio HE. Maturagao trabecular caracterizada
pela deposicdo de camadas de osso lamelar formando tecido com maior teor de
mineralizagao. TC = tecido conjuntivo, T = trabéculas 6sseas. Barra =100 pm

Os resultados da analise histoquantitativa expressam o numero de trabéculas

na figura 5. Houve diferencga estatisticamente significativa (p <0,05) entre o niumero

de trabéculas dos lados controle e experimentais em todos os periodos de analise.

Numero de pontos sobre as trabeculas

200+

150+

100+

AVALIAGAO DA AREA TRABECULAR

PERIODO DE TRATAMENTO

Lado Direito
Lado Esquerdo

Figura 5 - Resultados
histoquantitativos : nuamero de
pontos sobre as trabéculas dos
alvéolos controle (direito) e
experimental ( esquerdo) em 5,
10 e 21 dias apds a exodontia. * p
< 0.05.
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A avaliagado das secgdes submetidas a imunohistoquimica revelou resultados

distintos entre os grupos controle e experimental mesmo nos periodos iniciais. Aos 5

dias apds a exodontia, o alvéolo controle (lado direito) mostrou imunomarcagao

muito fraca e espagada. Somente em areas adjacentes a vasos sanguineos, a OPN

pode ser identificada com alguma clareza (fig. 6a). No lado experimental, a

imunoexpressao pode ser claramente observada, distribuida pelo tecido conjuntivo,

proxima a matriz dentinaria e principalmente proxima as paredes dos vasos

sanguineos (fig 6b).
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Figura 6(a) - 50 dia,
lado controle.
Marcacgao
imunohistoquimica
para OPN. Expressao
fraca e espacada,
detectada mais
claramente préoxima a
parede vascular
(seta) Barra =50pm

Figura 6(b) — 50 dia,
lado experimental.
Marcagao
imunohistoquimica
para OPN pode ser
observada de forma
mais intensa que no
grupo controle, tanto
distribuida pelo
conjuntivo, em area
adjacente a matriz
dentinaria (MDDH) e
principalmente
préxima a parede de
vasos sanguineos.
V = vaso sanguineo,
Barra = 50pm
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Passados 10 dias da exodontia, embora a imunomarcacao no lado controle
tenha se intensificado, uniformemente distribuida pelo conjuntivo (fig 7a), no lado
experimental a expressao de OPN tornou-se ainda mais evidente, claramente maior
que no alvéolo controle. Também nesse periodo, a presenca de OPN se destaca em

regides préximas a MDDH e em torno de areas vasculares (fig 7b).

Figura 7(a) — 100 dia, lado controle.
Imunomarcagcao para OPN
distribuida pelo conjuntivo em
maior intensidade que no 50 dia,
porém, sensivelmente menos
intensa que no grupo experimental
Barra = 100pum.

Figura 7(b) 100 dia, lado
experimental. Marcagao
imunohistoquimica para OPN.
Marcacido muito intensa
distribuida pelo conjuntivo, e
ainda mais nitida préxima a vasos
sanguineos e a MDDH.

MDDH= Matriz Dentinaria
Desmineralizada Humana

Barra = 100pm
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Seccdes de analise imunohistoquimica ainda no 10° dia evidenciaram, nao
apenas a intensidade da presengca de OPN proxima a MDDH, mas também menor
imunomarcagao em regides trabeculares onde a mineralizagédo ja ocorreu de forma
mais adiantada (T). Nesses locais, embora a OPN possa ser notada, sua

imunoexpressao torna-se bem menos intensa que nas areas conjuntivas adjacentes
(fig.8).

e 100pm

m*. -

Fig. 8 - 100 dia, lado experimental. Marcagado imunohistoquimica para OPN é muito intensa
na area de tecido conjuntivo préximo a MDDH e bem menos intensa nas areas de osso
trabecular mineralizado (T). MDDH = matriz dentinaria desmineralizada humana.

T= trabéculas mineralizadas, Barra=100um
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6 - DISCUSSAO

A escolha correta de um agente osteoindutor e osteocondutor é critica para o
sucesso de terapias osteogénicas visando a regeneragédo de tecidos apdés trauma
ou cirurgia. As vantagens da utilizagdo da matriz de dentina desmineralizada como
um agente osteocondutor e osteoindutor sdo a facilidade de obtengéo, baixo custo,
simplicidade de preparagao e de instalagdo no local do tratamento. Os
procedimentos cirurgicos envolvidos neste processo sdo minimamente invasivos,
especialmente quando comparados com os tratamentos que utilizam implantes de
0sso autégeno.

Embriologicamente, tanto dentina quanto o osso alveolar possuem a mesma
origem: ceélulas da crista neural e ectomesénquima. Além disso, osso alveolar e
dentina tém composi¢cdes quimicas muito semelhantes. Ambos constituem-se por
cerca de 65% de componentes inorgénicos e 35% de matéria orgénica. A
composi¢cao organica em ambos sao também muito semelhantes. Clinicamente, as
reabsorcdes radiculares por substituicdo, quando ocorre reabsor¢cao dentinaria e
formagdo éssea no local da raiz confirma a biocompatibilidade entre estes dois
tecidos (Kim et al.,2013). Esses aspectos corroboram com a utilizagédo de matriz de
dentinaria como um agente indutor de osteogénese.

Neste trabalho, foi escolhida a realizacdo da primeira analise somente apdés
de 5 dias devido, aos resultados obtidos em um estudo prévio (Reis-Filho et al.,
2012). Nesse trabalho anterior, o processo inflamatério observado apés 3 dias
influenciou negativamente os marcadores imunohistoquimicos e o0s principais
eventos histologicos. Assim, no presente estudo, foi possivel melhor observagcéao dos
eventos de reparagédo de tecidos. Os outros periodos de avaliagdo (10 e 21 dias)
também foram baseados em marcos da reparacao alveolar apds a exodontia (Abreu
et al., 2013; Lin et al., 2011; Cardaropoli et al.,2003). Neste estudo avaliou-se a
porcdo basal do alvéolo. Esta escolha, com base em resultados de trabalhos
anteriores (de Oliveira et al., 2013; Reis-Filho et al., 2012) ocorreu uma vez que esta
regido é a primeira a produzir tecido ésseo apds a exodontia durante o reparo
alveolar. Considerando que seria avaliado um marcador precoce de osteogénese

(OPN), a observacao da regido sintese 6ssea precoce mostrou-se adequada.
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Nossos resultados mostraram maior quantidade de dsseas nos alvéolos
experimentais em relagcdo ao controle em todos os periodos avaliados. Este
resultado, confirmado estatisticamente se deve, provavelmente, a presenca de
MDDH nos alvéolos experimentais. Foi verificado que a MDDH, apds cinco dias no
alvéolo apresenta superficie irregular, coberta por elementos celulares, indicando
evidente processo de reabsorgdo. Esta reabsor¢gdo gradual da MDDH esta de
acordo com relatos de muitos outros estudos (de Oliveira et al., 2013; Reis-Filho et
al., 2012; Guo et al., 2009; Carvalho et al., 2004; Gomes et al., 2002). Uma das
maiores vantagens da biodegradacao € a liberagao lenta e gradual de fatores de
crescimento presentes na matriz de dentina (BMPs, TGF-B, IGF, FGF, PDGF). Em
areas de reabsorc¢ao dentinaria ou 0ssea, os tecidos reabsorvidos podem funcionar
como uma fonte de fatores de crescimento e outras moléculas, aumentando a
viabilidade destas substancias no meio extracelular (Silva et al., 2004). A MDDH
pode agir como uma zona de agao dinamica, capaz de influenciar o fendtipo da
celular. Proteinas da matriz extracelular podem interagir diretamente com os
receptores da superficie celular, iniciando assim uma via de transducao de sinal e
modulando a resposta celular aos factores de crescimento. Assim, os fatores de
crescimento e diferenciagcao lentamente liberados, pode induzir as células
mesenquimais adjacentes a se diferenciarem em condroécitos e osteoblastos (Kim
etal., 2013; Silva et al., 2004). Dessa forma, a presenca de MDDH foi provavelmente
responsavel pela aceleracédo do reparo do alvéolo experimental quando comparado
ao grupo controle.

Um dos fatores de crescimento constituinte da complexa rede de citocinas
presentes no MDDH e gradualmente liberados durante a reabsorcdo é o TGF-R.
Trata-se de um potente estimulador do crescimento de células d&sseas,
frequentemente implicado na osteogénese in vivo (Poniatowski et al.,2015). O
contato direto entre MDDH e o tecido 6sseo recém formado observado durante esse
periodo estd em conformidade com estas observagdes. Em relagdo a organizagao
do tecido conjuntivo, o TGF-R foi diretamente relacionado com a sintese e contracao
das fibras colagenas por fibroblastos no tecido conjuntivo (Chan et al.,2005). Esta
contragao fibrilar, que caracteriza a organizacdo do tecido conjuntivo pode ser

considerado crucial para a reparacao tecidual.
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Simultaneamente a degradagdo ou a incorporacdgo de DHDM ao o0sso,
verificou-se intensa coloragédo OPN principalmente em areas adjacentes a DHDM. A
presenca desta biomolécula como um indicador de reparagao e regeneragcdo do
tecido mineralizado ja foi extensamente reportada (Subraman et al., 2015; Viale-
Bouroncle et al., 2014 Kuratate et al., 2008). OPN & uma citocina multifuncional,
considerado como um marcador precoce de osteogénese, como um dos indicadores
da fase final de diferenciagdo dos osteoblastos (Allori et al., 2008b). Assim, a
presenca da OPN detectada mais intensamente nas secc¢des de imuno-histoquimica
dos alvéolos tratados com DHDM pode indicar maior numero de osteoblastos
diferenciados e refletir em osteogénese ocorrendo em um ritmo mais adiantado do
que o observado nos alvéolos controle, no mesmo periodo.

Considerando-se a localizagdo da expressdo de OPN, a analise
imunohistoquimica no periodo de 5 e 10 dias verificou imuno marcagéo em regides
adjacentes a vasos sanguineos. Essa observagdo corrobora com os resultados de
Reis-Filho e colaboradores (2012). Considerando-se que o Fator de Crescimento
Endotelio-Vascular (VEGF) é o fator mais importante para angiogénese e que o
suprimento sanguineo adequado é essencial para qualquer reparo tecidual, este
autor realizou imunomarcacao (VEGF) apds preenchimento de alvéolos de ratos
com MDDH. De acordo com os pesquisadores, células mesenquimais e
osteoprogenitoras localizam-se adjacentes a células endoteliais. As observacgdes
sugerem que um dos mecanismos através dos quais a MDDH estimularia
osteogenénese seria através da angiogénese. Assim, o VEGF proporcionaria a
ligacdo entre a angiogénese e a osteogénese por um mecanismo co-dependente,
durante o reparo 6sseo.

Os resultados observaram aos 10 dias, fraca imunomarcagdo da OPN nas
areas completamente mineralizadas da nova trebeculagem O&ssea e intensa
imunomarcacéo nas regides de tecido em fase de diferenciagdo de osteoblastos e
deposicao de tecido ostedide (front de mineralizagdo). Esses resultados estao de
acordo com trabalho de Pinero e colaboradores (1995). De acordo com esses
pesquisadores, a fraca marcagao da OPN na area completamente mineralizada se
deve ao recobrimento dos epitopos anti-OPN pelo tecido mineral, impedindo a

ligacdo antigeno-anticorpo. Esse fato foi comprovado a partir do momento em que
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houve tratamento de desmineralizacdo com EDTA e as areas antes mineralizadas

exibiram imunomarcagao para OPN.
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7 - CONCLUSOES

A) - AMDDH instalada em alvéolos de segundos molares de ratos apresenta amplo
potencial osteogénico, refletido em maior numero de trabéculas ésseas formadas no
lado experimental em relagcdo ao lado controle, considerando-se os mesmos

periodos avaliados.

B) - As analises histolégicas mostraram que a reorganizagéo e o reparo tecidual nos
alvéolos experimentais, tratados com MDDH ocorreu de forma mais adiantada em
relacao aos alvéolos controle. Tal conclusédo baseia-se na verificagdo de reducéo do
quadro inflamatério, organizagdo de fibras conjuntivas e producdo de tecido

mineralizado em periodos anteriores nos alvéolos experimentais.

C) A expressdo de OPN, marcador precoce de osteogénese, ocorreu de forma
nitidamente mais intensa nos alvéolos experimentais em relacdo aos alvéolos
controle. A imunolocalizagdo da OPN ocorreu principalmente nas areas adjacentes

aos vasos sanguineos e proximas a MDDH nos alvéolos experimentais.
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