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RESUMO

Objetivo: Avaliar o potencial do enxerto de medula déssea autdloga em se
preservar o processo alveolar apds a extracao dental. Pacientes e Métodos: 13
pacientes com necessidade de extragdo de 2 a 4 dentes anteriores superiores,
com um total de 30 dentes a serem extraidos, foram inseridos neste estudo. Eles
foram randomizados em dois grupos: 7 pacientes com 15 dentes a serem
extraidos no grupo teste e 6 pacientes com 15 dentes a serem extraidos no grupo
controle. Foram coletados 5 ml de medula éssea do iliaco por hematologistas,
imediatamente antes das cirurgias, nos pacientes do grupo teste. Apds a extragao
dos dentes e rebatimento de um retalho de espessura total, foram fixados
parafusos de titanio através da tabua Ossea vestibular até a palatal os quais foram
usados como pontos de referéncia para mensuragdes. Os alvéolos foram
preenchidos com medula éssea nos sitios experimentais sendo que nada foi
enxertado nos sitios do grupo controle. Apds 6 meses os sitios foram novamente
abertos e foram realizadas as mensuracdes das perdas ésseas em espessura €
altura. Neste momento, previamente a instalacdo do implante, foram removidos
espécimes Osseos os quais foram preparados para avaliagdes histolégicas e
histomorfométricas. Resultados: O grupo teste mostrou melhores resultados
(p<0,05) na preservagao do rebordo alveolar em espessura, com 1,14+0,87mm
(mediana 1mm) de perda 6ssea, comparado com o grupo controle, que obteve
2,46+0,4mm (mediana 2,5mm) de perda 6ssea. A perda em altura da tabua
Ossea vestibular também foi maior no grupo controle do que no grupo teste
(p<0,05), 1,17+0,26mm (mediana 1mm) e 0,62+0,51 (mediana 0,5mm),
respectivamente. Em cinco sitios do grupo controle foram necessarios
procedimentos de expansao ou enxertia 6ssea complementar para se instalar os
implantes, enquanto em nenhum dos sitios do grupo teste isto foi necessario. A
analise histomorfométrica mostrou quantidades similares de osso mineralizado
nos grupos controle e teste (p>0,05), 42,87+11,33% (mediana 43,75%) e
45,47+7,21% (mediana 45%) respectivamente. Conclusao: Estes achados
sugerem que o enxerto de medula éssea autdloga pode contribuir para o reparo

do osso alveolar apés extracao dental.
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ABSTRACT

Purpose: The aim of this study was to evaluate the potential of an autologous
bone marrow graft in preserving the alveolar ridges following tooth extraction.
Materials: 13 patients requiring extractions of 2 to 4 upper anterior teeth, with 30
teeth to be extracted, were enrolled in this study. They were randomized into two
groups: 7 patients with 15 teeth to be extracted in the test group and 6 patients
with 15 teeth to be extracted in the control group. Hematologists collected 5 ml of
bone marrow from the iliac crest of the patients in the test group immediately
before the extractions. Following tooth extraction and elevation of a buccal full-
thickness flap, titanium screws were positioned throughout the buccal to the palatal
plate and were used as reference points for measuring purposes. The sockets
were grafted with autologous bone marrow in the test sites and nothing was
grafted in the control sites. After 6 months, the sites were re-opened and bone loss
measurements for thickness and height were taken. Additionally, prior to implant
placement, bone cores were harvested and prepared for histologic and
histomorphometric evaluation. Results: The test group showed better results
(p<0.05) in preserving alveolar ridges for thickness, with 1.14+0.87mm (median 1)
of bone loss, compared with the control group, which had 2.46+0.4mm (median
2.5) of bone loss. The height of bone loss on the buccal plate was also greater in
the control group than in the test group (p<0.05), 1.17+0.26mm (median 1) and
0.62+0.51 (median 0.5), respectively. In five locations in the control group
expansion or bone grafting complementary procedures were required to install
implants, while these procedures were not required for any of the locations in the
test group. The histomorphometric analysis showed similar amounts of mineralized
bone in both the control and test groups (p>0.05), 42.87+11.33% (median 43.75%)
and 45.47+7.21% (median 45%) respectively. Conclusion: These findings
suggest that the autologous bone marrow graft can contribute to alveolar bone

repair after tooth extraction.
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1- Reparo de Alvéolos Dentais

A despeito dos grandes avangos cientificos alcangados na Odontologia e
tecnologias aplicadas, muitas terapias atuais ainda nao repercutem no retorno das
estruturas orais aos seus aspectos normais de saude. O osso alveolar cresce em
resposta ao desenvolvimento dental e, uma vez removido o elemento dental,
instaura-se um processo fisioldgico de reabsorgédo e remodelagao 6ssea. Portanto,
a altura e espessura do o0sso alveolar sdo mantidas gragas a permanéncia das
raizes dentais dentro de seus alvéolos e a reabsorcdo do osso alveolar € um
achado comum apds a exodontia (Tallgren, 1972). Isto colabora para a criagao de
um problema estético frente a reabilitagcdo e, em algumas situagdes, impede a
instalagdo de implantes dentarios (Mecall & Rosenfeld,1996; Seibert & Lindhe,
1999). Nestes casos, a colocagao do implante pode resultar em deiscéncia 0ssea,
fato que possivelmente causara a perda da estabilidade primaria do mesmo
(Misch, 1996).

A cicatrizagcao de um alvéolo dental inclui uma série de eventos que passa
pela formagcdo de um coagulo, sua substituicdo por um tecido de granulagéo e,
posteriormente, preenchimento por trabeculado ésseo (Amler, 1969). Araujo &
Lindhe (2005) demonstraram que durante este processo cicatricial as paredes do
alvéolo sao reabsorvidas e gradualmente remodeladas, especialmente a parede
Ossea vestibular a qual apresenta marcante reabsorcao osteoclastica. A maior
parte desta perda ocorre entre os primeiros meses da exodontia (Carlsson &
Persson, 1967). Segundo Schropp et al (2003), isto resulta em uma perda em
espessura de aproximadamente 50% apos 10 meses da extracido dental. Este fato
torna necessaria a indicagdo de cirurgias ésseas regenerativas previamente a

instalagdo de implantes. Como, na maioria dos casos de enxertia, um periodo

18



cicatricial de 6 a 12 meses € necessario para — em um segundo momento
cirurgico — poder se instalar os implantes, existe uma inevitavel repercusséo no
aumento da morbidade, custo e de tempo de tratamento. Portanto, uma
abordagem racional quando da realizagdo de uma exodontia seria a preservagao
do processo alveolar.

Basicamente duas técnicas vém sendo sugeridas para se tentar prevenir o
processo de reabsorcao da tabua ossea vestibular alveolar. Uma delas preconiza
a instalacao de implantes imediatos (Paolantonio et al, 2001; Jovanovic & Buser,
1994; Warrer et al, 1991) e a outra o uso de técnicas regenerativas imediatamente
depois da extracao (Lekovic et al, 1998; Becker et al, 1998; Smukler et al, 1999;
Camargo et al, 2000; Froum et al, 2002; Fiorellini et al, 2005; Fickl et al, 2008).

O trabalho de Lekovic et al (1998) demonstrou a viabilidade de se minimizar
a perda Ossea alveolar pos extracdo de dentes anteriores com o uso da técnica de
regeneragao tecidual guiada (RTG) em humanos, onde uma membrana
reabsorvivel foi posicionada sobre os alvéolos frescos imediatamente antes da
sutura. Por meio desta técnica foram conquistados menores niveis de perda
Ossea, especialmente em espessura, quando comparado ao grupo controle. Os
autores observaram que os sitios controles perderam em média 3,43 mm a mais
do que os experimentais. Segundo eles, uma preocupacédo constante ao se
trabalhar com RTG é a possibilidade de exposicdo das membranas e consequente
contaminagao da area o que repercute na reducdo do volume e qualidade do
0SSO.

Outros autores que utilizaram enxertos O&sseos substitutos do o0sso
autégeno para preservagdo das dimensdes do rebordo apds exodontia

observaram, histologicamente, apesar dos beneficios clinicos, niveis de particulas
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residuais dos materiais de enxertia ndo vitais, mesmo apos periodos superiores a
6 meses (Smukler et al, 1999; Froum et al, 2002; Brkovic et al, 2008). Além disso,
vem sendo verificada alguma atividade inflamatéria com o uso dos biomateriais de
enxertia comumente utilizados (Marei et al, 2005; Kok et al, 2005). Segundo
Araujo et al (2009), a utilizagdo de enxerto 6sseo bovino Bio-Oss Collagen® em
alvéolos frescos nitidamente retardou a cicatrizagdo em cachorros, apesar de ter
minimizado alteragdes dimensionais do ponto de vista clinico. Estes mesmos
autores afirmaram que o uso do material de enxertia ndo incrementou o nivel de
neoformacao éssea.

Apesar de alguns estudos sugerirem a instalagdo de implantes
imediatamente apds as extracbes como técnica passivel de se prevenir a perda
em espessura e altura do rebordo alveolar, Araujo et al (2006) demonstraram um
nivel de evidéncia cientifica sobre a continuidade do processo de reabsorg¢ao
Ossea alveolar ap6s instalagao de implantes.

Portanto, a despeito do numero de técnicas disponiveis e de trabalhos
cientificos publicados sobre o assunto, ainda n&o existe um consenso sobre qual a
melhor técnica para se preservar as dimensdes e qualidade 6ssea dos alvéolos
dentais.

Um estudo recente demonstrou por meio de anticorpos monoclonais que,
apos a exodontia, células osteoprogenitoras do ligamento periodontal residual e
da medula éssea contribuem para a regeneragédo 6ssea apos a extracdo (Devlin &
Sloan, 2002). Matin et al (2001) e Fiorellini et al (2005) verificaram que a
cicatrizacdo em alvéolos de ratos é acelerada pelo uso da proteina Ossea
morfogenética-2 recombinante. Os autores especularam que este fator de

crescimento deve estimular a proliferacdo e diferenciacdo de células
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mesenquimais no alvéolo de ratos preservando-se o volume 6sseo cortical do
mesmo. Marei et al (2005) e Kok et al (2005) estudaram o emprego de células
indiferenciadas derivadas da medula 6ssea, cultivadas e aderidas a um substrato,
em alvéolos frescos em modelos animais e verificaram resultados promissores
nesta linha de pesquisa.

Achados como estes vém incentivando pesquisadores a testarem cada vez
mais grupos celulares e fatores de crescimento que poderiam maximizar os

resultados regenerativos em alvéolos.

2- Uso de Células Tronco Estromais em Reconstrugdes Osseas

A medula éssea (MO) é reconhecida por apresentar dois tipos de células
tronco (CT): as hematopoiéticas e as estromais (Kotobuki et al, 2004). As células
tronco hematopoiéticas (CTH) sao responsaveis pela renovagéo dos elementos
sanguineos circulantes. Células tronco estromais (CTE), também chamadas de
células tronco mesenquimais (CTM), sdo conhecidas desde 1968, por meio do
trabalho de Friedenstein e colaboradores, mas o primeiro indicio de que a medula
pode formar osso remonta a mais de cem anos (Goujon, 1869). Teoricamente,
como o proprio nome sugere, as células tronco mesenquimais tém o potencial de
se diferenciarem em diferentes linhagens relacionadas aos tecidos mesenquimais.

Por definicdo, CT sido capazes de se renovarem por si s6 e de se
diferenciarem em pelo menos um tipo celular maduro. Enquanto as CT
embrionarias sdo derivadas de embrides mamiferos no estagio de blastocisto e
tém a habilidade de originar qualquer célula diferenciada do corpo, as CT maduras

sdo intrinsecas aos tecidos de organismos pds natais e responsaveis pela
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reposicao celular no seu tecido especifico como consequéncia do turnover celular
fisiolégico ou dano tecidual causado por injuria (Slack, 2000). Devido as
controvérsias éticas sobre o uso das CT embrionarias, a maioria das pesquisas
vém focando sobre o uso de CT adultas que, teoricamente, ndo sao tao versateis
quanto as embrionarias. No entanto, recentes estudos demonstraram a
plasticidade de CT adultas, o que contradiz o dogma de que a diferenciagao delas
sdo restritas ao seu proéprio tecido (Jiang et al, 2002; Herzog & Krause, 2003).
Segundo Kotobuki et al (2004), CTE podem ser multipotenciais relacionadas a
diferenciagdo em uma variedade de tipos celulares, como ostedcitos, condrécitos,

midcitos, células endoteliais, neurdnios, hepatdcitos, etc (Figura 1).

CELULA PROGENITORA

Célula Tronco Hematopoiética Célula Tronco Mesenquimal
® @ T O C@

Nelyoblasto

Condroplasto Hepgtoblasto

Osféoblasto Mipblasto Progénitora

Endaqtelial

VA‘
Ostedcito 'A‘
Célula .
Midcito Neural Hepatdcito
Condrécito Er%e(ll:éﬁal

FIGURA 1- Cascata de diferenciacao de células tronco medulares *

* (ADAPTADO DE KOTOBUKI ET AL, 2004)
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Portanto, as CTE podem se diferenciar em uma variedade de células
mesodérmicas, mas também em células ectodérmicas e endodérmicas. Partindo-
se deste principio a terminologia “mesenquimal”, para estas CT, pode representar
um equivoco e, portanto, uma terminologia que seja embasada somente na
origem da célula, como o termo “estromal”, possa prevenir polémicas. Embasado
nisso, foi dado preferéncia a terminologia “célula tronco estromal” (CTE) ao invés
de “célula tronco mesenquimal” (CTM) nesta dissertagao.

No entanto, a plasticidade das CT adultas e suas fungdes em o6rgaos
sélidos especificos ainda continuam a ser motivo de grande controvérsia no meio
cientifico (Korbling & Estrov, 2003). Segundo Lemoli et al (2005), que realizaram
uma extensa revisdo da literatura sobre a plasticidade de CT, as CTE da medula
podem dar origem a tecidos de origem mesodérmica (osso, cartilagem, musculo,
estroma medular, tendao, gordura e uma variedade de outros tecidos conjuntivos)
mas alguns estudos tém demonstrado que o fendbmeno de plasticidade (com
potencial de originar tecidos de origem endodérmica e ectodérmica) é raro e a sua
frequéncia ndo pode ser considerada, na atualidade, terapeuticamente relevante.

Segundo Gurevitch et al (2003) as células da MO constituem uma
populagao celular heterogénea que apresentam potencial de se diferenciarem em
outras que poderdo formar os progenitores hematopoiéticos e mesenquimais,
dependendo do microambiente da regido receptora. Portanto, além de poder
originar células sanguineas, a medula 6ssea tem o potencial de promover células
indiferenciadas (células tronco adultas) capazes de originar outros tecidos, dentre
eles, o tecido ésseo e a cartilagem (Schliephake et al, 2001). Smiler et al (2008)
demonstraram, por meio de anticorpos monoclonais especificos, que a MO

contém significativamente mais CT osteogénicas do que o sangue periférico.
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Segundo Yamamoto et al (2002), os osteoblastos (células produtoras de
0ss0) sao originarios das células mesenquimais osteoprogenitoras localizadas
dentro do tecido esquelético. A linhagem de células 6sseas originadas de células
mesenquimais indiferenciadas comprometidas com a osteogénese transforma-se
em células osteoprogenitoras, pré osteoblastos, osteoblastos e ostedcitos (Kale &
Long, 2000) e, portanto, apresenta um grande potencial para formagéao 6ssea. As
CT da medula éssea mostram também potencial angiogénico, pois secretam
VEGF (vascular endothelial growth factor) quando transplantadas (Kaigler et al,
2003), o que favorece a integracao de enxertos 6sseos (Lucarelli et al, 2005).

Basicamente, a possibilidade de se empregar clinicamente estas células em
procedimentos de regeneragao 6ssea em humanos se da, na atualidade, por trés
diferentes formas:

(a) Uso do enxerto de medula 6ssea autéloga fresca (in natura);
(b) Uso de concentrado de células da medula 6ssea autéloga (por centrifugagao);

(c) Uso de cultivo de células estromais da medula 6ssea autéloga (ex vivo).

2.1- Uso do enxerto de medula 6ssea autéloga fresca (EMOAF) - in

natura

A obtencédo de um enxerto de medula 6ssea fresca (EMOAF) é proveniente
de uma aspiragao de dentro da cavidade medular de ossos. Tradicionalmente, a
medula 6ssea é aspirada do esterno ou iliaco (Smiler & Soltan, 2006). Sabe-se
que o potencial osteogénico da MO é reduzido em individuos idosos mais pela
diminuicdo da quantidade de células osteoprogenitoras do que pela atividade das
células remanescentes (Muschler et al, 2001). Sabe-se também que o potencial

osteogénico da MO pode ser atenuado pela diluicdo com sangue periférico
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durante a aspiragédo de grandes volumes (Muschler et al, 1997).

O EMOAF, como potencial indutor de regeneragédo 6ssea, foi avaliado em
pesquisas em modelos animais, com uso em diferentes defeitos 6sseos. Paley et
al (1986), Tiedeman et al (1991) e Sharma et al (1992) relataram resultados
promissores com uso de EMOAF na cicatrizagdo de defeitos segmentais em
animais. Lo et al (1995) também obtiveram bons resultados em coelhos, o0s quais
foram maximizados pelo uso de horménio do crescimento. O uso do EMOAF
também demonstrou bons niveis de formacdo o6ssea em defeitos Osseos
mandibulares (Krymanski et al, 1996) e quando utilizado concomitantemente ao
procedimento de distracdo osteogénica na tibia de coelhos (Hamanishi et al,
1994).

Estudos clinicos em humanos no fechamento de fendas palatinas (Jackson
et al, 1981; Takahashi, 1999), fraturas (Connoly, 1998; Quarto et al, 2001) e
reconstrugdes 6sseas alveolares (Smiler & Soltan, 2006; Smiler et al, 2007; Soltan
et al, 2007) corroboram os resultados destes experimentos em animais,
demonstrando alto potencial regenerativo do EMOAF.

No entanto, alguns trabalhos contradizem os resultados de eficacia do
EMOAF em se promover cicatrizagao de defeitos segmentais (Gebhart, M & Lane,
1991; Lane et al, 1999; Takagi & Urist, 1982). Block (2005) especula que, talvez
pela consisténcia fluida da MO, seja dificil sua manutengao no sitio do defeito por
um periodo de tempo adequado a osteogénese. Segundo o autor, a caracteristica
fluida também, em algumas situagdes, poderia limitar a possibilidade de promogao
de uma estabilidade mecanica do defeito.

Entretanto, parece existir um consenso sobre os beneficios de se associar

o enxerto de MO com biomateriais de enxertia osseocondutores, fazendo com que
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os resultados da associagdo sejam superiores aos dos biomateriais usados
sozinhos. Isto foi verificado associando-se o EMOAF com osso alégeno
desmineralizado (Gebhart & Lane, 1991; Tiedeman et al, 1991), osso xendgeno
(Plenk Jr et al, 1972; Gupta et al, 1982) e materiais ceramicos (Ohgushi et al,
1989; Wolff et al, 1994; Grundel et al, 1991). Este efeito sinérgico provavelmente
se deve a caracteristica de arcabouco do biomaterial aliado a propriedade
osteogénica da medula.

O EMOAF ¢é o método de obtencdo de CTE mais utilizado. Isto se deve ao
fato da técnica ndo envolver grandes custos e ser considerada um procedimento

minimamente invasivo (Lucarelli et al, 2004).

2.2- Uso de concentrado de células da medula éssea autéloga

(CCMOA) - por centrifugacao

Apesar da reconhecida presenga de células osteoprogenitoras na MO
adulta o seu percentual é pequeno (<1%) (Muschler & Midura, 2002). Como é
estimado que existem por volta de apenas 32 milhdes de células nucleadas por mi
de medula, e somente uma em cada 18000 células nucleadas é uma CTE
(Muschler et al, 2001), pode-se concluir que existem somente poucos milhares de
CTE no EMOAF. Incrementar a quantidade de medula aspirada nao representa
uma solugao ja que em aspiragcdes de grandes volumes muito sangue € aspirado
ao invés de MO (Muschler et al, 1997). Portanto, especula-se que em defeitos
O0sseos ditos criticos, como em nao unidées em tibia e fusdes espinhais, seja
necessario um grande numero de células osteoprogenitoras de forma a se
mimetizar de maneira consistente o potencial de formagao éssea do enxerto

0sseo autégeno (Block, 2005).
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Uma teoria plausivel para se incrementar o potencial osteogénico do
EMOAF ¢é o da centrifugacédo e consequente concentracéo das células de maior
potencial. Connoly et al (1989), usando uma simples centrifugacéo de células da
medula Ossea, verificou uma maior resposta osteogénica apds implantagéao
ectopica em coelhos dos implantes de concentrado celular quando comparado a
medula éssea fresca.

Vadala et al (2008) por meio de um processo de concentragdo de CT
obtiveram um percentual de 5,46% de células CD34+/CD45+ e de 0,91% de
células CD34-/CD90+, analisadas por citometria de fluxo em humano. Os autores
preconizaram, apds aspiracdo de MO autdloga, um processo de dupla
centrifugagcdo para se separar células vermelhas das mononucleares, as quais
foram suspendidas em plasma. O buffy coat obtido por este processo simples
contém todas as células mononucleares assim como plaquetas e outros fatores
soluveis que tém papel na osteogénese. Esta técnica possibilita a concentragao
de células da MO de maneira rapida, na prépria sala de operacédo antes do inicio
da cirurgia e, apesar de requerer um custo e instrumentagao extra, € considerada
vantajosa a cultura celular, por razdes de seguranga, ja que as células sao quase

que imediatamente reintroduzidas no sitio do defeito 6sseo (Lucarelli et al, 2004).

2.3- Uso de cultivo de células estromais da medula éssea autéloga

(CCEMOA) - ex vivo

Embasados no conhecimento de que células osteoprogenitoras derivadas
da MO podem sofrer extensa replicacdo in vitro sem perder o potencial
osteogénico (Bruder et al, 1997), varios estudos utilizaram a cultura de células

expandidas para induzir a formagao 6ssea (Kotobuki et al, 2004; Giannoni et al,
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2008; Chen et al, 2007; Torigoe et al, 2009; Cerruti Filho et al, 2007; Gurevitch et
al, 2003; Schliephake et al, 2001; Shayesteh et al, 2008; Yamada et al, 2008;
Geiger et al, 2007; Doi et al, 2007; Kon et al, 2000; Cicconetti et al, 2007; Qi et al,
2006; Dégano et al, 2007; Kasten et al, 2006; Hasegawa et al, 2006; Lucarelli et
al, 2005; Kotobuki et al, 2005; Yamada et al, 2004; Pieri et al, 2009). O cultivo
destas células ganha ainda maior impacto se levarmos em consideragado as
estimativas de proporgdo CTE/célula nucleada de 1/18000 na MO (Muschler et al,
2001) e que, em 6timas condigdes de cultura, bilhdes de CT da medula podem ser
geradas a partir de uma pequena quantidade de material esqueletal (Krebsbach &
Robey, 2002).

Kawaguchi et al (2004), ao avaliarem o uso de cultura de CTE misturadas a
colageno em defeitos periodontais de cées, observaram que a técnica possibilitou
ndo somente a regeneracdo Ossea mas também de cemento e ligamento
periodontal, de maneira significativamente superior ao grupo controle onde
somente o colageno foi utilizado. Duailibi et al (2008), trabalhando com a
bioengenharia dental, por meio da cultura de CT da polpa dental, conseguiram
formar coroas dentais contendo dentina, esmalte, polpa e ligamento periodontal
em ratos.

Apesar do reconhecimento de que o CCEMOA repercute em um nivel
incrementado de células osteogénicas, Krzymanski et al (1997), Martin et al (1997)
e Clarke et al (2007) ndo observaram maior potencial osteogénico do CCEMOA
quando comparado ao EMOAF. Os autores sugeriram que células osteogénicas
nao sao o unico fator responsavel pelo crescimento ésseo e que, possivelmente, a
MO fornece fatores de crescimento as CT. No entanto, Petite et al (2000)

relataram maior nivel de formagdo 6ssea quando um substrato (scaffold) foi
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carreado com CT cultivada da MO em comparagado ao carreamento com a MO
fresca (in natura). Portanto, é preciso reconhecer que o método pelo qual as CTE
sao isoladas e expandidas, e a escolha do substrato, ndo sdo os mesmos ao redor
do mundo e isso, obviamente, repercute em diferentes resultados quando da
aplicacao clinica.

Estudos recentes demonstraram a possibilidade de se modificar
geneticamente as CTE, de forma a fazé-las expressar um fator de transcri¢do ou
proteina especifica, como por exemplo proteina 6ssea morfogenética (BMP),
osterix ou Cbfa1/Runx2, o que tende a incrementar o seu potencial osteogénico
(Caplan, 2000; Turgeman & Pittman, 2001; Jiang et al, 2009; Tang et al, 2008; Tu
et al, 2007; Bronckers et al, 2005).

No entanto, segundo Kotobuki et al (2004), ainda ndo foram estabelecidos
marcadores definitivos para CTE - apenas a caracteristica de serem células
fibroblasticas aderentes da MO - o que pode repercutir na falta de padronizacao
entre diferentes estudos. Segundo Lucarelli et al (2004), do ponto de vista
morfolégico, as CTE podem ter varios fendtipos e, apesar de muitos esforgos
nenhum foi capaz de identificar uma proteina e, posteriormente, um anticorpo que
poderia especificamente identificar estas células. Isto torna dificil uma comparagao

de resultados conduzidos em diferentes instituicoes.
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OBJETIVOS
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Avaliar a eficacia da utilizacdo do enxerto de medula dssea in natura em
alvéolos frescos integros de pacientes submetidos a procedimentos de exodontia

dos dentes anteriores superiores.
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PACIENTES E METODOS
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1. Pacientes

Os pacientes abordados neste estudo foram provenientes do Ambulatério
de Odontologia do Centro de Hematologia e Transfusdo de Sangue da
Universidade de Campinas — UNICAMP. Todos eles tinham necessidade de
extragcdo de dentes anteriores superiores (incisivos e/ou caninos) por diferentes
razdes. No total treze pacientes (7 homens e 6 mulheres), com idade variando de
28 a 70 anos (média 47,5+10,3 anos), com trinta dentes anteriores com extragdes
indicadas foram englobados pelo estudo. Eles foram randomizados em dois
grupos: sete pacientes com quinze dentes a serem extraidos no grupo teste (GT)
e seis pacientes com quinze dentes a serem extraidos no grupo controle (GC)
(TABELA 1). Foi considerado um pré requisito o fato dos pacientes estarem com
uma boa saude geral, sem contra indicagbes ao tratamento, exibirem um bom
padrao de higiene bucal e necessitarem de pelo menos duas extragdes de dentes
anteriores superiores. Critérios de exclusdo incluiram pacientes com complicagdes
sistémicas, fumantes, gravidas, imunossuprimidos, diabéticos, e presenca de
alvéolos dentais com severa perda 6ssea. Os pacientes que preencheram estes

critérios assinaram um consentimento informado (vide Anexo 1).

TABELA 1. Dados clinicos e demograficos dos pacientes

Paciente | Género Dentes Idade Grupo
1 F 21,22 51 anos Teste
2 F 11, 21 54 anos Teste
3 M 11,12 52 anos Teste
4 M 11, 21 28 anos Teste
5 M 23,22,11,13 48 anos | Controle
6 F 12, 22 52 anos Teste
7 M 21,22,23 50 anos Teste
8 M 12, 22 70 anos | Controle
9 M 11, 22 39 anos | Controle
10 M 1, 22 47 anos | Controle
11 F 11, 21 40 anos | Controle
12 F 11,12, 21 51 anos Teste
13 F 11, 21 36 anos | Controle
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2. Protocolo cirurgico

Antes do procedimento odontoldgico, os pacientes randomizados no GT
tiveram 5 ml de MO aspirada do iliaco (FIGURA 2) por hematologistas do Centro
de Hematologia e Transfusdo de Sangue da Universidade de Campinas —
UNICAMP. Para obtencdao da medula éssea foi realizado, apds antissepsia da
pele com digluconato de clorexidina a 2% e anestesia local com lidocaina a 2%
sem vasoconstritor, uma pungao na crista iliaca posterior superior com uso de
uma agulha para aspiracdo de MO de 40 x 12 mm (Lee-Lok, Minneapolis, USA)
conectada a uma seringa de 20 ml contendo 1 ml de heparina, para se evitar a
coagulagao sanguinea. Apos aspiragdo da medula a seringa foi desconectada e

invertida varias vezes para garantir a homogeneizagédo da mistura.

FIGURA 2- Aspiracdo da medula 6ssea

Em todos os pacientes, apds antissepsia da cavidade oral com bochecho
de digluconato de clorexidina a 0,12% e administragdo de anestesia local pelo uso
de lidocaina a 2% com adrenalina 1:100000, foi realizada uma incisdo intra
sulcular ao redor do dente e a extragao foi executada de forma menos traumatica
possivel, com o auxilio de um periétomo. Foram feitas duas incisdes verticais

relaxantes nos angulos mesio e disto vestibulares do alvéolo as quais foram
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estendidas até a jungdo muco gengival. Posteriormente ao rebatimento do retalho
vestibular de espessura total, foi realizada curetagem da regido apical quando

existia a presencga de tecido de granulagéo (FIGURAS 3 a,b).

FIGURAS 3 a,b- Remocgao do dente (a) e rebatimento de um retalho de espessura total (b)

Na sequéncia, foi feita uma perfuracdo nas tabuas Osseas vestibular e
palatina, com auxilio de uma fresa de 1,2 mm, em uma distancia que variou de 1 a
4 mm do bordo coronario da tabua éssea vestibular. Através desta perfuragao foi
inserido um parafuso de titanio (IMPLAC, Sao Paulo, Brasil) que foi fixado na
tdbua 6ssea palatina. Este parafuso serviu como um ponto de referéncia para
avaliagcao da perda 6ssea, seguindo metodologia similar a de Lekovic et al (1998).
As primeiras mensuracdes de altura e espesura foram realizadas durante este

processo (FIGURAS 4 a, b, c, d).
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FIGURAS 4 a, b, c, d- Fixagédo do parafuso (a); Mensuragao clinica vertical externa (b);

Mensuragéo clinica vertical interna (c); Mensuragao clinica horizontal (d)

Os pacientes do grupo teste tiveram seus alvéolos enxertados com medula
Ossea autdloga (FIGURA 5 a, b) e nos pacientes do grupo controle nada foi
enxertado. ApoOs a realizacao de uma incisdo periosteal de alivio o retalho foi
suturado com suturas de nylon 5-0 com o intuito de se obter uma cicatrizagao por
primeira intencdo (FIGURA 5 c). As suturas foram removidas apds dez dias do

procedimento .
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FIGURAS 5 a, b, c- Medula 6ssea autéloga coletada(a); Preenchimento do alvéolo com

medula éssea no grupo teste (b); Sutura (c)

Os procedimentos de reabertura para instalacdo dos implantes foram feitos
apos seis meses. Durante este tempo os pacientes fizeram uso de préteses fixas
provisérias ou permaneceram sem qualquer tipo de protese. Neste momento, as
mensuragdes clinicas finais foram realizadas seguindo-se as mesmas técnicas
descritas a seguir (no item 3 “Avaliagdo da perda Ossea”). Previamente a
instalagdo do implante (IMPLAC, S&o Paulo, Brasil), o parafuso inserido
previamente foi retirado e 30 espécimes 0sseos de aproximadamente 7mm x 2mm
foram removidos com auxilio de uma broca trefina empregada como uma broca
piloto, no longo eixo do sitio tratado, de forma a ultrapassar apicalmente o orificio
presente por razdo da remocgdo dos parafusos de titanio (FIGURAS 6 a,b).
Posteriormente os espécimes foram preparados para avaliagdes histolégicas e

histomorfométricas (FIGURAS 7 a, b, c, d).
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FIGURAS 6 a, b- Remogéao do espécime com fresa trefina (a); Implante utilizado no estudo (b)

FIGURAS 7 a, b, c, d- Vista histolégica: Grupo teste HE-50x e HE-200x (a, b respectivamente)
Grupo controle HE-50x e HE-200x (c, d respectivamente)

Todos os pacientes foram orientados a fazer uso de gelo local durante um
periodo de até 4 horas pds operatério e a utilizar um analgésico por via oral

(Paracetamol 750mg a cada 6 horas, durante 2 dias).
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O protocolo desta pesquisa em humanos foi aprovado pelo comité de ética

em pesquisa da Universidade de Campinas — UNICAMP (vide Anexo 2).

3. Avaliagao da perda 6ssea

Para avaliacdo da perda 6ssea foram realizadas cinco mensuragées com o
uso de uma sonda periodontal. A primeira, chamada de medida clinica vertical
externa (MCVE), foi mensurada da cabeca do parafuso até o bordo coronario da
tabua dssea vestibular do alvéolo (FIGURA 4b e ESQUEMA 1). A segunda
mensuracgao foi chamada de medida clinica vertical interna (MCVI), representando
a distancia do limite mais apical do alvéolo para com o bordo coronario da tabua
O0ssea vestibular (FIGURA 4c e ESQUEMA 2). Estas duas mensuragdes
representaram os niveis de altura do osso alveolar.

A espessura alveolar, chamada de medida clinica horizontal (MCH), foi
considerada uma terceira mensuracao e foi obtida medindo-se a distancia entre os
bordos vestibular e palatal das tabuas 6ssea alveolares (FIGURA 4d e ESQUEMA
3). Os resultados obtidos por meio destas mensuragbes iniciais foram
considerados como um baseline em relacido a avaliagao da perda éssea, realizada

apos seis meses.

1 e N
:

ESQUEMAS 1, 2, 3. Medida clinica vertical externa (MCVE) [1]; Medida clinica vertical interna

(MCVI) [2]; Medida clinica horizontal (MCH) [3]
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As ultimas duas medidas do estudo, a perda Ossea vestibular (POV) e a
perda 0ssea palatina (POP), foram feitas somente durante a cirurgia de reabertura
(apés 6 meses da extracdo, no ato da instalagdo do implante). A primeira foi
realizada medindo-se a distdncia da cabeca do parafuso até a tabua ossea

vestibular e a segunda pela subtragcéo do valor da medida clinica horizontal-MCH

com a perda 6ssea vestibular-POV (FIGURAS 8 a, b).

FIGURAS 8 a, b- Perda 6ssea vestibular em sitios dos grupos controle (a) e teste (b).

Notar o maior nivel de reabsorgéo vestibular presente no GC.

Para cada paciente foi obtida uma média das mensuracdes alveolares e
realizou-se uma comparagao estatistica entre os sitios do grupo teste e do grupo
controle em baseline e seis meses pods operatérios, pelo uso de testes de
Wilcoxon nao pareados. As comparagdes intra grupos entre baseline e seis meses

pos operatorios foram realizadas pelo uso de testes de Wilcoxon pareados.

4. Preparacgao dos espécimes
Os 30 espécimes foram fixados por 72 horas em formol a 10%. Eles foram
descalcificados e embebidos em parafina. Posteriormente, seccbes planas de

5um foram preparadas e coradas por Hematoxilina-eosina (FIGURAS 7 a, b, c, d).
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5. Avaliagao histomorfométrica

As laminas foram submetidas a avaliacdo histomorfométrica pelo uso do
software Carl Zeiss Axio Vision (Release 4.7.1) e da AxioCam HRc adaptada ao
microscépio Axioscop 2 plus (Carl Zeiss; Germany). Por meio desta analise foi
possivel quantificar o percentual de tecido dsseo mineralizado e de tecido nao

mineralizado (FIGURAS 9 a, b, c).

C

FIGURAS 9 a, b, c- Equipamento utilizado para avaliagdo histomorfométrica (a, b)

Delineamento do tecido mineralizado para histomorfometria (c)

41



RESULTADOS
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A comparagao estatistica para género e idade entre os dois grupos foi

realizada por

meio do teste de Fisher

estatisticamente n&o significantes (p>0,05) (TABELA 2).

TABELA 2. Comparacao dos dados clinicos e demograficos entre os grupos

Género | Idade Minima | ldade Mediana | Idade Maxima
Grupo Teste 4F, 3M 28 anos 51 anos 70 anos
Grupo Controle | 2F, 4M 36 anos 43,5 anos 54 anos
P 0,592 0,11

Todos os sitios cirurgicos cicatrizaram bem. Os pacientes

e ambas foram consideradas

relataram

desconforto nulo ou minimo com relagao a aspiragao da MO. As mensuragdes de

altura e espessura antes e apos 6 meses da extracdo e o calculo das perdas

Osseas foi possivel por meio da técnica descrita e € mostrada na tabela 3.

TABELA 3. Mensuragoes clinicas dos alvéolos antes e depois das extragdes
(em milimetros)
MCVE MCIV MCH
6 6 6
Paciente | Grupo | Baseline | Diferenca | meses | Baseline | Diferenca | meses | Baseline | Diferenca | meses
1 GT 2 0,5 1,5 9,5 9 0,5 6,5 1 5,5
2 GT 2 0,5 1,5 11 10,75 0,25 7 0,5 6,5
3 GT 3 0,5 2,5 9 9 0 7 0,5 6,5
4 GT 2,5 0 2,5 9 9 0 8,5 3 5,5
5 GC 2,75 1,5 1,25 10,75 10,38 0,38 8,25 1,75 6,5
6 GT 3 0,5 2,5 11 10,5 0,5 7 1 6
7 GT 2,67 1,67 1 12 11,83 0,17 7,67 0,67 7
8 GC 2,5 1,5 1 9,5 9,5 0 7 3 4
9 GC 2,5 1 1,5 10,5 10,25 0,25 7,5 2,5 5
10 GC 3 1 2 11 10,5 0,5 7 2,5 4,5
11 GC 2 1 1 10,5 10 0,5 7,5 2,5 5
12 GT 3 0,67 2,33 10,33 10,33 0 8 1,33 6,67
13 GC 2 1 1 12 12 0 7 2,5 4,5
GT 2,6+0,45 | 0,62+0,51 |1,98+0,63 | 10,26+1,15| 10,06+1,1 | 0,2+0,22 | 7,38+0,7 | 1,14+0,87 |6,24+0,58
Média+DP
GC |2,46+0,4 1,17+0,26 | 1,29+0,4 | 10,71+0,81 | 10,44+0,84 | 0,27+0,23 | 7,38+0,49 | 2,46+0,4 |4,92+0,86
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A variagao dos parametros clinicos entre baseline e seis meses pés

operatérios sdo apresentados na TABELA 4 e GRAFICOS 1,2 e 3.

TABELA 4. Variagao dos parametros clinicos entre baseline e 6 meses
(em milimetros) — comparagéo intragrupos
Grupo | Parametro Média+tDP |N | Mediana| Minimo Maximo p
MCVE 0,62+0,51 |7 0,5 1,67 0 0,015
GT MCVI 10,06+1,1 |7] 10,33 11,83 9 0,01
MCH 1,14+0,87 |7 1 3 0,5 0,011
MCVE 1,17+0,26 |6 1 1,5 1 0,015
GC MCVI 10,44+0,84 |6| 10,32 12 9,5 0,015
MCH 2,46+0,4 6 2,5 3 1,75 0,015

e
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GRAFICO 2- Ganho MCVI versus Grupo
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GRAFICO 3- Perda MCH versus Grupo
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P=0.015

Wilcoxon rank sum test
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Para ambos os grupos foi encontrada uma diferenga estatisticamente
significativa, em todas as mensurag¢des, comparando-se os valores em baseline e
seis meses pos operatoérios (comparagao intra grupo). A porcentagem de perda
6ssea alveolar é apresentada na TABELA 5 e GRAFICO 4.

TABELA 5. Perda 6ssea em espessura (em
porcentagem) — comparagao intergrupos

Grupo |N Minimo Mediana Maximo Média+DP
GT 7 7,14% 14,28% 35,42% 13,61%+12,51
GC 6 20,24% 34,82% 42,86% 31,35%+11,88

P P=0.006

GRAFICO 4- Perda 6ssea em espessura versus Grupo

o

40
1

35
1

) —

N=6

30
1

P = 0.0060

Wilcoxon rank sum test
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As perdas especificas por vestibular e palatal sdo apresentadas na

TABELA 6 e GRAFICOS 5 e 6, respectivamente.

TABELA 6. Perda 6ssea em espessura vestibular e
palatina (em milimetros) — comparagéo intergrupos

Grupo Teste

Grupo Controle

Mediana 0,75 1,75
Minimo 0,5 1,5
Vestibular | Maximo 2 2,75
Média+DP 0,9+0,81 1,83+0,77
N 7 6
P P= 0,01
Mediana 0 0,62
Minimo 0 0,25
Palatal Maximo 1 1
Média+tDP | 0,17+0,36 0,5+0,53
N 7 6
P P= 0,018

25

GRAFICO 5- POV versus Grupo

N=6

P=0.011

Wilcoxon rank sum test
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" Perda Tesfe | | Controlel

Com relagdo a comparagao inter grupos, o GT mostrou melhores resultados,

estatisticamente significativos, com relagao a preservagao alveolar em espessura
(p=0,015), com 1,14+0,87mm (mediana 1mm) de perda 6ssea (vide TABELAS 3 e
4 e GRAFICO 3). Em porcentagem esta perda 6ssea representa 13,61+12,51%
(mediana 14,28%). O GC obteve maior redugdo em espessura, com 2,46+0,4mm
(mediana 2,5mm) de perda 6ssea. Em porcentagem esta perda dssea representa
31,35%+11,88 (mediana 34,82%), sendo que para os valores relativos uma
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos também foi observada
(p=0,006) (vide TABELA 5 e GRAFICO 4). A perda 6ssea em espessura sempre
ocorreu com maior intensidade devido a reabsorcao alveolar no sentido vestibulo
palatino - com perda de 0,9+0,81mm (mediana 0,75mm) no GT e de 1,83+0,77mm

no GC (mediana 1,75mm) — do que no sentido palatino vestibular - com perda de
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0,17+0,36mm (mediana Omm) no GT e de 0,5+0,53 (mediana 0,62mm) no GC
(vide TABELA 6 e GRAFICOS 5 e 6).

A perda 6ssea em altura da tabua éssea vestibular também foi maior no GC
do que no GT (p=0,016), 1,17+0,26mm (mediana 0,5mm) e 0,62+0,51mm
(mediana 1mm), respectivamente. O preenchimento interno do alvéolo foi similar
em ambos grupos (p=0,72), 10,06+1,1mm (mediana 10,33) no GT e
10,44+0,84mm (mediana 10,32) no GC (vide TABELAS 3 e 4 e GRAFICOS 1 e 2).

Em cinco sitios do GC foram necessarios procedimentos complementares
de expansdo e/ou enxertia O6ssea para que fosse possivel a instalacdo de
implantes (TABELA 7). Esta necessidade ndo ocorreu em nenhum dos sitios do
GT. Todos os 30 implantes instalados osseointegraram e receberam proteses

fixas (FIGURAS 10 a, b).

TABELA 7. Posicionamento de implante com e sem
procedimentos secundarios de expansao e/ou enxertia 6ssea
Procedimento Grupo Teste | Grupo Controle
Com Expansédo Somente 0 (0%) 3 (20%)
Com Expanséo e Enxerto 0 (0%) 1 (6,66%)
Com Enxerto Somente 0 (0%) 1 (6,66%)
Sem Expanséo e Enxerto 15 (100%) 10 (66,66%)

FIGURAS 10 a, b- Instalagéo de pilar protético sobre implante (a)
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Cimentagao de coroa proviséria sobre pilar protético (b)

Histologicamente ndo foi observada qualquer caracteristica de processo
inflamatadrio, tanto no GT como no GC. As laminas de ambos grupos mostraram
presenca de matriz 6ssea além de vasos sanguineos, medula 6ssea e tecido
conjuntivo. Nao foi observada formagéao de nenhum outro tipo de tecido de origem
mesenquimal (como musculo ou cartilagem) que nao tecido 6sseo, em nenhum
dos 15 espécimes do GT. As analises histomorfométricas mostraram quantidades
similares (p=0,36) de osso mineralizado vital tanto no GC como no GT,
42,87+11,33% (mediana 43,75%) e 45,47+7,21% (mediana 45%) respectivamente

(TABELA 8 e GRAFICO 7).

TABELA 8. Analise histomorfométrica de tecido 6sseo
mineralizado (em porcentagem) — comparagao intergrupos

Grupo |N| MédiatDP Minimo Mediana Maximo
GT 7| 4547+7,21 39 45 56,5
GC 6| 42,87+11,33 37 43,75 50,50

P 0,36

Mineralizad.
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DISCUSSAO
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Os estudos sobre preservagdo do osso alveolar sdo de grande interesse na
Implantodontia. Isto acontece porque em regides estéticas da bateria anterior
existe uma grande perda alveolar em espessura apds 6 a 12 meses da exodontia
(Johnson, 1963; Johnson, 1969; Lekovic et al, 1998), o que foi confirmado no
grupo controle do presente estudo. Apesar do aumento crescente do interesse em
instalagdo de implantes imediatos, vem sendo verificado que esta técnica pode ser
afetada negativamente pela auséncia de fechamento por tecido mole (Wilson e
Weber, 1993), presenca de infecgdo (Rosenquist et al, 1996; Polizzi et al, 2000), e
presencga de defeitos entre tecido 6sseo e implantes (Schropp, 2003). Além disso,
segundo Araujo et al (2006), a instalacdo de um implante imediatamente apés a
exodontia ndo assegura manutengcdo da espessura e altura do osso alveolar.
Portanto, o desenvolvimento de técnicas que contribuam para preservagao do
0sso alveolar sado de fundamental importancia.

Regeneracdo 6ssea guiada (Lekovic et al, 1997; Lekovic et al, 1998),
enxertos 6sseos (lasella et al 2003; Camargo et al, 2000) e outros biomateriais
(Fiorellini et al, 2005; Shi et al, 2007) vém sendo testados em alvéolos frescos
para se minimizar a perda dssea em espessura ou para se obter, se possivel, a
conquista da preservacdo total da arquitetura alveolar sem os altos niveis de
morbidade relacionadas aos enxertos Osseos autdogenos. No entanto, os
biomateriais substitutos do enxerto autégeno (sintéticos, aldégenos e xendgenos)
nao tém potencial osteogénico. Além do mais, uma larga proporgéo da capacidade
osteogénica do enxerto 6sseo autdégeno se deve a MO presente no mesmo
(Burwell, 1964; Burwell, 1966; Nade, 1977; Gray & Elves, 1979; Gray & Elves,

1982; Cummine et al, 1983). Portanto, a perspectiva de se utilizar o EMOAF, cujo
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processo de coleta ndo apresenta altos niveis de morbidade, como descrito neste
estudo, é estimulante no campo da engenharia dos tecidos.

A MO adulta possui CT que podem ser induzidas a se diferenciarem em
uma variedade de outras células que formardo progenitores hematopoiéticos e
mesenquimais. Portanto, a medula pode produzir ndo somente células sanguineas
assim como outras células indiferenciadas capazes de formar outros tecidos,
como o0sso e cartilagem (Schliephake et al, 2001; Lemoli et al, 2005). Enquanto os
progenitores do tecido conjuntivo sdo residentes em diversos tecidos, a MO
representa o mais rico e efetivo repositor de células progenitoras capazes de se
diferenciarem em células maduras formadoras de osso (Fleming Jr et al, 2000;
Muschler & Midura, 2002). Especula-se neste estudo que a melhor preservagao
alveolar obtida no GT deste estudo deva ser relacionada a presenca destas
células no aspirado. Entretanto, existem outros fatores na MO que podem
contribuir para a cicatrizacdo 6ssea como a presenca de outras células e um
numero de fatores de crescimento.

A escolha pelo uso da técnica do EMOAF no presente estudo, sem
associagdo a nenhum tipo de arcabougo mecanico (scaffold) com estrutura
tridimensional, se deve ao fato do alvéolo fresco ndo ser considerado um defeito
0sseo critico, pois apresenta paredes 6sseas remanescentes (Kok et al, 2005), e
pelo fato da cicatrizacdo do alvéolo ser retardado pelo uso de biomateriais
osseocondutores (Becker et al, 1998). Quando da abordagem de um defeito 6sseo
critico o uso conjunto de um scaffold vem sendo preconizado (Chen et al, 2007,
Cerruti Filho et al, 2007; Giannoni et al, 2008; Torigoe et al, 2009) e, talvez, a
possibilidade de se trabalhar com um numero maior de CTE, por meio de cultura

celular, possa vir a representar a melhor alternativa a enxertia 6ssea autdégena.
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Entretanto, a aplicabilidade clinica rotineira da cultura celular pode esbarrar no
custo inerente a técnica e no fato da necessidade da espera de alguns dias ou
mesmo semanas entre a aspiracao e reimplantacao das células, o que requer dois
procedimentos cirurgicos separados (Lucarelli et al, 2004). Outro questionamento
sobre a necessidade ou ndo de se cultivar as células é a falta de informacao sobre
0 numero minimo de células requeridas para promog¢ao do reparo 0sseo.

No presente estudo a anadlise histomorfométrica mostrou quantidades
similares de osso mineralizado vital, tanto no GC como no GT, 42,87+11,33%
(mediana 45%) e 44,47+7,21% (mediana 43,75%) respectivamente. Estes niveis
sao proximos aqueles observados por outros autores que estudaram a
cicatrizagao alveolar com analises histomorfométricas (Smukler et al, 1999; Froum
et al, 2002). Isto sugere que, a despeito da melhor manutengédo do volume 6sseo
pelo uso do EMOAF, a qualidade e caracteristicas histolégicas do novo 0sso
formado sdo as mesmas de um sitio cicatrizado que nao foi enxertado. Nao foi
observado histologicamente formagao de outro tecido de origem mesenquimal que
ndo o Osseo, fato este ja esperado pelo conhecimento prévio de que a
diferenciagcdo das CTE ocorre de acordo com as condigdes fisioldgicas locais, no
sitio do transplante (Gurevitch et al, 2003).

O método apresentado neste estudo, onde um parafuso de titanio foi
utilizado, € uma modificagdo do método de Lekovic et al (1998) onde tachinhas de
titanio foram posicionadas na tabua éssea vestibular e serviram como pontos de
referéncia fixos para mensuragdes. A mudanca de tachinhas de titanio por
parafusos de titanio tem trés motivos: (1) a tachinha de titdnio se movimenta em
uma posi¢cao palatal pelo processo cicatricial, acompanhando a tabua éssea

vestibular. O parafuso de titanio, devido a fixacdo na tabua éssea palatal, ndo se
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move permitindo uma facilitada percepcdo e mensuracdo da perda 6ssea em
espessura; (2) dependendo da espessura da tabua 6ssea vestibular, em algumas
ocasioes, a tachinha de titanio ndo apresenta uma estabilidade adequada, mas os
parafusos de titdnio fixados na tabua Ossea palatal, que normalmente é mais
espessa do que a vestibular, garante um alto nivel de estabilidade; e (3) o uso dos
parafusos de titAnio dao a oportunidade de se mensurar a perda éssea em
espessura tanto da tabua vestibular como da palatal, o que nao é possivel com
tachinhas de titdnio fixados somente na tabua &ssea vestibular. Este tipo de
metodologia elimina a necessidade do uso de tomografias computadorizadas,
reduzindo-se custos e prevenindo-se as inerentes doses de radiagao.

Fazendo-se um paralelo com o trabalho de Lekovic et al (1998) pode-se
verificar, tanto no GT como no GC, algumas disparidades. O preenchimento
interno do alvéolo verificado pela MCVI do GT e GC, nos dois tempos cirurgicos,
foi superior no presente trabalho e a perda em espessura do grupo controle do
trabalho de Lekovic et al (1998), verificado pela MCH nos dois tempos cirurgicos,
foi superior. Isso pode ser o resultado da técnica de exodontia empregada, sendo
a férceps no trabalho de Lekovic et al (1998) e realmente minimamente
traumatica, com periétomo, no presente estudo. Outra possivel explicacao pode
ser a modificagdo metodoldgica que introduzimos, ou seja, a presenga de um
parafuso de titdnio atravessando o alvéolo. Talvez o contato simultdneo do
parafuso com as duas tabuas 6sseas e o fato das CTE possuirem habilidade de
se aderirem a superficie o titdnio (Leonardi et al, 2008) possa ter contribuido para
uma menor perda 6éssea em espessura no GC do presente estudo.

Com relacado a maior perda éssea alveolar em espessura do que em altura

apos a exodontia, os achados deste estudo estdo de acordo com outros (Johnson,
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1969; Lekovic et al, 1998; Camargo et al, 2000). No entanto, a despeito da maior
contribuicdo da perda Ossea vestibular neste processo, este estudo demonstrou
algum nivel de perda 6ssea em espessura por palatino, o que foi minimizado pelo
uso do enxerto de medula éssea autdloga. Os resultados melhores do GT na
manutencdo da espessura alveolar foi considerada estatisticamente significante
(p=0,015) e, por prevenir a necessidade de procedimentos complementares de
expansao e/ou enxertia 0ssea, deve ser considerado de relevancia clinica.

Uma outra possivel repercussdo do uso de CT da MO em Implantodontia
seria o0 alcance de um maior nivel de osseointegragdo dos implantes
odontoldgicos, 0 que nao foi avaliado no presente estudo por questbes éticas
relacionadas aos experimentos em seres humanos. Este incremento na
osseointegracdo vem sendo sugerido por alguns estudos em modelo animal
(Lucarelli et al, 2005; Yamada et al, 2004; Chen et al, 2007; Chen et al, 2005).

A ideia de se utilizar células tronco da MO para regeneragao Ossea esta
crescendo nos ultimos anos com, basicamente, trés possibilidades: pelo uso do
enxerto de medula 6ssea autbloga fresca in natura (EMOAF), pelo uso de um
concentrado de células da medula 6ssea autéloga (CMOA), ou pelo isolamento e
cultivo in vitro de células estromais da medula 6ssea autdloga (CCEMOA). A
improvavel possibilidade de contaminacdo proporcionada pelo uso do EMOAF
aliada a caracteristica cicatricial ndo critica do alvéolo fresco repercutiu - no
presente estudo clinico pioneiro com CTE transplantadas em alvéolos de
humanos - na opg¢ao por esta técnica de obtencdo de CTE. Apesar de muitos
autores sugerirem que o CCEMOA poderia maximizar os resultados

regenerativos (Kok et al, 2005; Kadiyala, 1997; Bruder et al, 1998; Bruder et al,
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1998; Bruder et al 1998), a efetividade de seu uso em se preservar o 0sso alveolar
apos extracao dental em humanos ainda precisa ser determinada.

Espera-se, em um futuro ndo muito distante, que a preocupacido de se
manter uma adequada espessura do osso alveolar para posterior instalacao de
implantes seja substituida pela eficacia de uma bioengenharia que proporcione o
implante de células com potencial de criar, concomitantemente, tecido ésseo
alveolar e 6rgao dental, o que ja foi esbogado em modelo animal por Abukawa et

al (2009).
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CONCLUSOES
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Os resultados deste estudo sugerem que o enxerto de medula éssea autdloga
pode contribuir com o reparo O&sseo alveolar apds a extragao dental,
especificamente minimizando a quantidade da perda éssea em espessura €
altura, e reduzindo-se as possibilidades de se ter que indicar procedimentos

complementares de expansao e/ou enxertia 6ssea para instalacdo de implantes.
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Anexo 1 — Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, , portador(a) do RG de numero

, autorizo o Cirurgido Dentista André Antonio Pelegrine, pertencente a equipe

odontologica do Hemocentro/Unicamp, a realizar em mim a remoc¢ao do(s) dente(s) comprometido(s). Estou
ciente da possibilidade de ser efetuada remoc¢ao de uma pequena quantidade do “tutano” (medula dssea) do
osso da minha bacia (iliaco) para que seja colocado na cavidade que continha o dente. Sei que em um grupo
de pacientes somente sera efetuada a remog@o dos dentes e que em outro sera feito, além desta remocgao, a
inser¢do do material proveniente da minha medula 6ssea. Tenho plena consciéncia de que isto sera decidido
mediante a execugdo de um sorteio que sera realizado previamente pelos pesquisadores.

Estou ciente também de que, no grupo de pacientes em que serd realizado a remo¢do da medula
Ossea, sera feito inicialmente uma anestesia local, com auxilio de uma seringa descartavel.

Apbs a remogdo do(s) dente(s), independentemente da colocagdo ou ndo do material da medula
oOssea, serd instalada um “micro parafuso de titdnio”, internamente, no local onde o dente estava posicionado,
para servir como ponto de referéncia pelos pesquisadores com relago as avaliagdes futuras.

Fui informado(a) de que, apds um periodo aproximado de 06 meses, sera instalado um “pino de
titdnio” (implante dental) dentro do osso, no local onde foi feita a remogdo do dente. Este implante sera
instalado mediante a execugdo de uma anestesia local, semelhante a executada para remog¢ao do dente. Apos a
instalagdo do(s) implante(s) sera(3o) confeccionada(s) protese(s) sobre o mesmo para repor a coroa do dente
perdido. Sei da necessidade de meu retorno mensal durante todo o periodo do tratamento proposto.

Todas as duvidas relativas a esses procedimentos foram esclarecidas no momento da assinatura
deste. Esses procedimentos serdo realizados sem qualquer Onus para mim. Serei informado sobre os
resultados dos exames coletados, sendo mantido sigilo e carater confidencial sobre a minha identidade
quando do momento da exposi¢do das conclusdes e da publicagdo do projeto. Terei acesso, pelos meios
abaixo, a contato com os pesquisadores quando assim o desejar.

Autorizo a execugdo de fotografias da minha boca durante a execucdo dos procedimentos clinicos.

Fica facultada a minha desisténcia da participacdo desta pesquisa a qualquer momento que me convir.

Campinas, de de 2008.

Assinatura/RG — Paciente ou responsavel legal

Testemunhas: 1- 2-

Nome do Cirurgido Dentista: André Antonio Pelegrine — CROSP 61927
Nome da responsavel pelo ambulatorio: Maria Elvira Correa — CROSP 35606
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Anexo 2 — Parecer do comité de ética em pesquisa da Universidade de
Campinas — UNICAMP

FACULDADE DE FIENCIAS MEDICAS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Caixa Postal 6111, 13083-970 Campinas, SP

& (0_19) 3788-8936

FAX (0_19) 3788-7187

® www.fcm.unicamp.br/pesquisa/etica/index.html

B cep@fcm.unicamp.br

CEP, 01/12/05.
(Grupo 1)

PARECER PROJETO: N° 677/2005
CAAE: 1612.0.146.776-05

I-IDENTIFICACAOQ:

PROJETO: “REPARQO DE ALVEOQOLOS DENTAIS FRESCOS COM O USO DE MEDULA
OSSEA AUTOLOGA”

PESQUISADOR RESPONSAVEL: André Antonio Pelegrine

INSTITUICAO: Hemocentro/Unicamp <
APRESENTACAO AO CEP: 04/11/05

II - OBJETIVOS

Avaliagio da seguranca e eficdcia da utilizagdo do implante de medula 0ssea em alvéolos
frescos de pacientes submetidos a procedimentos de exodontia de pelo menos um elemento
dental anteriores superiores, no que se refere a promogao de osteogénese.

III - SUMARIO

Estudo clinico aberto, coorte, controlado, randomizado e paralelo em 20 individuos que
apresentem necessidade de exodontia de pelo menos um elemento dental do grupo dos anteriores
superiores. Os pacientes serdo divididos em dois grupos: remog&o do dente e colocagdo de placa
de titanio (ponto de referéncia) apenas e no outro além deste procedimento sera realizada a
pungio de medula oOssea (crista iliaca) e enxerto no local do dente extraido, seguida de
mensuracdes de avaliagio do alvéolo dentario. Os grupos serdo divididos por sorteio. Os
voluntarios serdo reavaliados mensalmente por seis meses. Ao final do estudo os sitios serdo
reabertos pela mesma técnica cirargica e serdo realizadas as mensuragdes clinicas como na fase
inicial. Em seguida sera realizada a placa de titdnio "¢ serfo instalados implantes
osseointegraveis. Apés 6 meses do implante se iniciara a fase protética sobre os pinos ja
osteointegrados As mensuragdes serdo comparadas com teste "t" de Student. Critérios de
inclusdo exclusdo adequados.

IV - COMENTARIOS DOS RELATORES
Ap6s respostas as pendéncias, projeto adequado em termos éticos.
V - PARECER DO CEP

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da UNICAMP, apés
acatar os pareceres dos membros-relatores previamente designados para o presente caso e
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atendendo todos os dispositivos das Resolugdes 196/96 e complementares, bem como ter
aprovado todos os anexos incluidos na Pesquisa, resolve aprovar sem restrigdes o Protocolo de
Pesquisa supracitado.

O conteido e as conclusdes aqui apresentados s3o de responsabilidade exclusiva do
CEP/FCM/UNICAMP e niio representam a opinido da Universidade Estadual de Campinas nem
a comprometem.

VI - INFORMACOES COMPLEMENTARES

O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penaliza¢do alguma e sem prejuizo ao seu
cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item IV.2.d).

Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e
descontinuar o estudo somente apoés analise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o
aprovou (Res. CNS Item III.1.z), exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade do regime oferecido a um dos grupos de
pesquisa (Item V.3.).

O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o
curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4.). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido (mesmo que tenha sido em outro
centro) e enviar notificagio ao CEP e & Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA —
junto com seu posicionamento.

Eventuais modificacdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.
Em caso de projeto do Grupo I ou II apresentados anteriormente 8 ANVISA, o pesquisador ou
patrocinador deve envia-las também & mesma junto com o parecer aprovatorio do CEP, para
serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97, Item II1.2.¢)

Relatorios parciais € final devem ser apresentados ao CEP, de acordo com os prazos
estabelecidos na Resolugdo CNS-MS 196/96.

VII - DATA DA REUNIAO

Homologado na XI Reunido Ordinaria do CEP/FCM, em 22 de novembro de 2005.

Profa. Dra..€armen Silyia Bertuzzo
PRESIDENTE DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
FCM / UNICAMP
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Anexo 3 — Aceite do periddico qualis A

12-Nov-2009
Dear Prof. Pelegrine:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled "Clinical and histomorphometric evaluation of extraction
sockets treated with an autologous bone marrow graft" in its current form for publication in Clinical Oral
Implants Research. The comments of the reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at the foot
of this letter.

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work has not been published before, is not
being considered for publication elsewhere and has been read and approved by all authors. The submission of
the manuscript by the authors means that the authors automatically agree to sign a Copyright Transfer
Agreement (CTA) Form if and when the manuscript is ACCEPTED for publication.

A CTA Form has to be duly completed (including manuscript
identification number) on behalf of all co-authors. Please scan the completed form and send it electronically

to the Production Editor at

clr@oxon.blackwellpublishing.com or fax it to +65 6295 6202.

Alternatively, you can send it to:

Production Editor

Journal Content Management
Wiley-Blackwell

Wiley Services Singapore Pte Ltd
600 North Bridge Road

#05-01 Parkview Square
Singapore 188778

An article will not proceed in production before the CTA form has
been received at the Production office.
The CTA Form can be downloaded at

http://www.wiley.com/go//ctaaglobal.

As part of the Journal's continued commitment to its authors, the Editorial Office and Publisher wish to keep
you informed about what will happen next and, as the attached paper contains important information

regarding journal publication and services for authors, you may wish to save it for future reference.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of Clinical Oral Implants Research, we look
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forward to your continued contributions to the Journal.

Sincerely,
Prof. Niklaus Lang
Editor in Chief, Clinical Oral Implants Research

nplang(@dial.eunet.ch

Referee(s)' Comments to Author: None
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