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Dedico este trabalho:
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motivo maior de minha alegria.

Dedico este trabalho Aquele que tem tornado meus sonhos

realidade, e, sendo este a realizacdo de um grande sonho:

Toda a Gléria, a Honra e os Louvores a Tilll

“Que o Cordeiro receba

A recompensa do Seu sofrimento

Que o Cordeiro receba

A recompensa através de mim

SO pela graca isso acontecera

Entregar minha vida € um dom do Senhor
E ao Cordeiro que reina entre nos

Eu dou minha vida

Como oferta”

Clamor pelas Nac¢oes
(Cindy Huakere)
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Um importante passo, minha carreira profissional:
“VO, o que devo fazer?” Seguiram as sabias palavras
de um homem excepcional em que este mundo

teve o privilégio de ser pisado.

Um médico ndo s6 de patologias fisicas,

mas usado para curar vidas sem esperanca.

Seu exemplo ecoa até hoje em

nossas vidas de uma maneira tao forte.

Sinto muitas saudades...
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ASSUNCAO, L. R. S. Resposta tecidual de dentes reimplantados utilizando
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medula 6ssea. Estudo em cées. 2009. 248 f. Tese (Doutorado)- Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2009.

RESUMO

A avulsdo dentaria é um tipo de trauma que resulta na perda da continuidade de um
complexo e multiplo compartimento de tecidos. Componentes derivados do sangue,
incluindo o plasma pobre em plaquetas (PPP) e o plasma rico em plaquetas (PRP)
constituem uma opcao terapéutica para o reparo tecidual. O gel de PRP tem sido
usado como arcabouco para ceélulas-tronco da medula éssea em Engenharia
Tecidual. O proposito da presente investigagdo foi avaliar o efeito do PPP, PRP
ativado ou ndo por trombina e células-tronco (CT) originarias da medula Ossea
associadas ao PRP no reparo de reimplantes dentarios. Quatro caes foram utilizados
neste estudo. PRP e PPP foram obtidos pelo método de dupla centrifugagdo a partir
do sangue coletado da veia jugular dos animais. CT foram obtidas por aspiracéo da
medula 0ssea (AMO) e isoladas pelo método de centrifugacdo por densidade de
gradiente. A citometria de fluxo (CF) foi realizada apés AMO utilizando marcadores
celulares CD34 e CD90. Apos 30 minutos da extracdo, os dentes foram
reimplantados e, de acordo com a proposta metodoldgica, divididos em 5 grupos:
Grupo | — dentes reimplantados sem material (Controle); Grupo Il — dentes
reimplantados com o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP); Grupo Il — dentes
reimplantados com o Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio (PRP);
Grupo IV — dentes reimplantados com o Plasma Rico em Plaquetas ativado por

trombina de origem bovina e cloreto de calcio (PRP + TR) e Grupo V — dentes



Resumo

reimplantados com células-tronco da medula 0ssea associadas ao PRP ativado por
cloreto de calcio (CT + PRP). Andlises histologica, histomorfométrica e imuno
histoquimica foram realizadas 120 dias apés o reimplante. Andlise de variancia
(ANOVA) e o teste post-hoc de Tukey foram utilizados para a andlise estatistica, com
nivel de significancia de 5%. CF mostrou 55,98% de CD34+ e 33,28% de CD90+
ap6s AMO. O grupo V (CT + PRP) apresentou as maiores &reas de reabsorcdo por
substituicdo, confirmado por intensa imunomarcacdo para osteopontina, com
diferenca estatisticamente significante, durante a analise histomorfométrica, quando
comparado aos demais grupos, exceto com o Grupo | (Controle). O grupo Il (PRP)
também apresentou areas de reabsorcdo por substituicdo, porém com menos
evidéncia do que o grupo V. Os Grupos Il e IV obtiveram os melhores resultados,
sendo que o Grupo IV (PRP + TR) ndo apresentou evidéncias de reabsorcdo por
substituicdo. Por outro lado, o Grupo Il (PPP) mostrou areas de reabsorcédo
inflamatdria, com imunomarcacdo positiva mais intensa para a fosfatase acido
tartarato resistente (TRAP) em alguns espécimes. Os achados deste estudo
experimental sugerem que o0 uso da trombina no preparo do PRP desempenha um

importante papel na regeneragdo dos tecidos apos reimplante dentario.

Palavras-chave: Reimplante dentario. Plasma Rico em Plaquetas. Células-tronco.

Medula 6ssea.



ASSUNCAO, L. R. S. Tissue response of replanted teeth using platelet-poor
plasma, platelet-rich plasma and bone marrow stem cells. Study in dogs.

2009. 248 f. Thesis (Doctorate)— S&o Paulo State University, Aracatuba, 2009.

Abstract

Dental avulsion constitutes a traumatism which results in the loss of a complex and
multiple tissue compartments. Blood-components products, including platelet-poor
plasma (PPP) and platelet-rich plasma (PRP), constitute a therapeutic option for
tissue healing. PRP gel has also been used as a scaffold for bone marrow stem cells
in Tissue Engineering. This study aimed to evaluate the effect of PPP, PRP activated
or not with thrombin and bone marrow stem cells (BMSC) associated with PRP on the
healing of replanted teeth. Four adult hybrid dogs were used in this study. PRP and
PPP were obtained trough double centrifugation technique of blood collected from
the jugular vein of the animals. CTM were obtained from bone marrow aspiration
(BMA) and isolated by density gradient centrifugation method. Flow Cytometry
Analysis (FCA) was performed after BMA using CD34 and CD90 cells markers. After
30 minutes of extraction, teeth were replanted and, according to the methodological
proposal, divided into 5 Groups: Group | — teeth replanted without any material
(Control); Group Il — teeth replanted with Platelet-poor Plasma (PPP); Group Il —
teeth replanted with Platelet-rich plasma activated by sodium chloride (PRP); Group
IV — teeth replanted with Platelet-rich plasma activated by bovine thrombin and
sodium chloride (PRP + TR) and Group V — teeth replanted with bone marrow stem

cells associated with PRP activated by sodium chloride (BMSC + PRP). Histological,



Abstract

histomorphometric and immunohistochemical analysis were assessed 120 days after
reimplantation. Analysis of variance (ANOVA) and Tukey post-hoc test were used for
the statistical analysis, with the level of significance set at 5%. FCA showed 55.98%
of CD34+ and 33.28% of CD90+ after BMA. Group V (BMSC + PRP) presented the
largest areas of replacement resorption, confirmed by intense immunomarcation for
osteopontin, with a significant difference during the histomorphometric analysis
when compared to the other groups, except to Group | (Control). The Groups Il and
IV yielded better results, where Group IV (PRP + TR) presented no evidence of
replacement resorption. On the other hand, Group Il (PPP) showed areas of
inflammatory resorption, with a more intense positive immunomarcation for tartrate-
resistant acid phosphatase (TRAP). The findings of this experimental study suggest
that the use of thrombin in PRP preparation play an important role in the

regeneration of tissues after tooth reimplantation.

Keywords: Tooth reimplantation. Platelet-rich plasma. Stem cells. Bone marrow.
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1 Iutneducac

avulsdo é um tipo de traumatismo que resulta na perda de
continuidade das estruturas responsaveis pela manutencdo da integridade e
conservacdo do elemento dentario no osso alveolar, abrangendo um complexo e
multipo compartimento de tecidos. Este tipo de injuria envolve o rompimento do
epitélio gengival, ruptura do ligamento periodontal, danos ao cemento e 0SSO
alveolar e comprometimento do sistema neurovascular da polpa (BARRET; KENNY,
1997). Por esse motivo, 0 manejo de dentes avulsionados consiste em um desafio
para clinicos e objeto de estudos por pesquisadores ha déecadas.
A fim de se evitar a perda do elemento dentario com consequéncias estéticas
e funcionais desfavoraveis para o paciente, o reimplante tem sido uma manobra
terapéutica recomendada ap0s a avulsdo de dentes permanentes (ALEXANDER,
1956). Entretanto, o prognéstico de dentes reimplantados esta na dependéncia de
diversos fatores os quais incluem o tempo extra-alveolar do dente avulsionado
(ANDREASEN, 1981b; SODER et al., 1977), o meio de armazenamento
(ANDREASEN, 1980c; BLOMLOF et al., 1980; MATSSON et al., 1982) e o grau de
desenvolvimento radicular (KRISTERSON; ANDREASEN, 1984).
Segundo Andreasen e Andreasen (2001), a patologia do reimplante dentario
pode ser dividida em reacgdo pulpar e periodontal. A reacdo do ligamento periodontal

diante da avulséo e reimplante inclui o reparo com ligamento periodontal normal,

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado
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reparo com reabsorcdo de superficie, reparo com reabsorcdo por substituicdo e
reparo com reabsorcdo inflamatoria. A ocorréncia das reabsorcfes esta diretamente
relacionada a preservagdo ou ndo da vitalidade das células do ligamento periodontal
(LINDSKOG et al., 1985).

Um reparo com ligamento periodontal normal € uma situacéo dificil de ocorrer
na pratica clinica, ja que o traumatismo resultara em pelo menos uma lesdo minima
a camada mais interna do ligamento (ANDREASEN; ANDREASEN, 2001). Varios
autores preconizam o0 uso de substancias para o tratamento alveolar e radicular
antes do reimplante (BARRET et al., 2005; BUTCHER; VIDAIR, 1955; LINDSKOG et
al., 1983; NORDENRAM et al., 1973, SHULMAN et al., 1973; ZANETTA-BARBOSA,;
CARVALHO, 1990), porém com resultados nédo satisfatorios ou inconclusivos. O
objetivo almejado é a completa reinser¢cdo do dente avulsionado com estruturas e
funcdes restabelecidas.

A reinsercdo dos tecidos de conexdo a superficie radicular apds a avulsdo
depende de eventos de cicatrizagdo que ocorrem de forma seqiencial. Um coagulo é
formado entre as duas partes do ligamento periodontal rompido e, durante o
processo de coagulacdo o fibrinogénio é convertido em fibrina. A fibrina
desempenha um importante papel na cicatrizacdo da ferida por sua capacidade de
se unir & fibronectina, e provocar a migracdo de fibroblastos e a angiogénese
(DVORAK et al., 1987). Derivados do sangue incluindo plasma liofilizado e
fibronectina foram utilizados com resultados satisfatérios em reimplantes

experimentais (NASJLETI et al., 1986, 1987a, 1987hb).

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado
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Outro constituinte do sangue que tem sido utilizado com resultados
promissores na Odontologia é o Plasma Rico em Plaquetas (PRP). O PRP é uma
mistura de fatores de crescimento e cola modificada de fibrina autégena (MARX et
al., 1998) com potencial regenerador, em especial de tecido 6sseo (GONSHOR,
2002). Recentemente, este material tem sido relatado na regeneracdo de outros
tipos de tecidos como a cartilagem (NAGAE et al., 2007), tenddes (KON et al.,
2009), mucosa oral (LINDEBOOM et al., 2007) e tecidos periodontais (TOZUM et al.,
2006). Outra fracdo importante nos processos de regeneragdo e reparagdo é o
Plasma Pobre em Plaquetas (PPP), porém igualmente importante por ser rico em
fibrinogénio (CHAGAS et al., 2004).

A busca da exceléncia da regeneracdo tem sido alvo de um campo novo e
promissor denominado Engenharia Tecidual (BIANCO; ROBEY, 2001). O mecanismo
da engenharia tecidual é estruturado sobre uma triade composta de células, fatores
de crescimento e um arcabou¢o (SLAVKIN; BARTOLD, 2006). As ceélulas-tronco
mesenquimais, ou seja, células com capacidade de gerar outros tecidos, como 0sso,
cartilagem, masculo, tenddo e tecidos de conexdo, tem sido o alvo de pesquisas
nessa area (RISBUD; SHAPIRO, 2005). A medula Ossea, além de ser o maior
reservatorio de células-tronco hematopoiéticas, 0os quais renovam continuamente 0s
elementos sanguineos circulantes, apresenta também células-tronco mesenquimais
(PITTENGER et al., 1999).

Também neste contexto, muitos estudos tém relatado resultados promissores
na utilizagdo do gel de PRP como arcabouco (scaffold) para células mesenquimais

indiferenciadas em estudos /n vitro (LIN et al., 2006) e in situ (YAMADA et al.,
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2004), pois, aléem de servirem como matriz, € um composto indiscutivelmente rico
em fatores de crescimento (MARX, 2001), compondo, dessa maneira, o tripé da
Engenharia Tecidual.

A avulsdo dentaria é considerada um traumatismo severo no qual as
estruturas de suporte e de vascularizagcdo sao altamente comprometidas. Diante da
tematica duvidosa quanto ao prognéstico de dentes reimplantados e em face dos
bons resultados na utilizacdo de produtos biolégicos com potencial regenerador em

tecidos lesados por doencgas ou traumas, justifica-se a realiza¢cdo do presente estudo.
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2 Revisdo da Litevatura

2.1 AVULSAO E REIMPLANTE DENTARIO

egundo a Organizagdo Mundial de Saude, os traumatismos dentarios
sdo categorizados como problema de saude publica (ANDREASEN; ANDREASEN,
2002), sendo comum sua ocorréncia entre criancas e adolescentes, com um aumento
marcante em sua incidéncia entre as idades de 8 a 10 anos (ANDREASEN;

ANDREASEN, 2001).

A avulsé@o ou exarticulacdo é um tipo de injuria traumdtica que implica um total
deslocamento do dente para fora do seu alvéolo, resultando em danos ao feixe
neurovascular e ao ligamento periodontal, assim como ao 0sso alveolar, cemento e
tecidos gengivais (ANDREASEN; ANDREASEN, 2001). Em casos de avulsdo, o Unico
tratamento ndo protético € o reimplante, que consiste na manobra cirlrgica de
recolocar no seu proprio alvéolo o dente que foi removido acidental ou
intencionalmente (MARZOLLA; CAMPANELLA JUNIOR, 1983). O objetivo deste
tratamento é possibilitar a manutencdo das relacbes dente a dente e dente a 0sso

alveolar (MORGADO et al., 1992).
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Segundo Andreasen (1980c) a reacdo do periodonto imediatamente apos o
reimplante consiste na formagdo do coagulo entre as duas partes do ligamento
periodontal rompido. Apés 3 a 4 dias, a fenda no ligamento periodontal é substituida
por um tecido conjuntivo jovem. ApGs uma semana, observa-se a adesdo do epitélio
gengival a juncdo cemento-esmalte, o que diminui o risco de infeccdo bacteriana.
ApoOs duas semanas, a linha do rompimento periodontal é reparada, podendo ser
observadas fibras colagenas estendendo-se da superficie do cemento até o 0sso

alveolar.

Entretanto, o reparo com a formacdo de um ligamento periodontal normal é
uma situacdo extremamente dificil de acontecer sob condi¢des clinicas, ja que o
traumatismo resultara em pelo menos uma lesdo minima a camada mais interna do
ligamento, podendo levar a reabsor¢cdo de superficie, reparo com reabsor¢cdo por

substituicdo ou reparo com reabsorcdo inflamatoria (ANDREASEN; ANDREASEN,

2001).

Todas as situacdes de respostas dos tecidos periodontais diante do reimplante
dependem da preservacdo ou ndo da vitalidade das células do ligamento periodontal,
0 qual esta intimamente relacionado ao periodo extra-alveolar e manipulacdo do
dente avulsionado. Estudos mostram que o periodo extra-alveolar de até 15 minutos,
mesmo que o dente avulsionado esteja condicionado em meio seco, oferece um bom
prognéstico ao reimplante, sendo classificado como tratamento imediato
(ANDERSSON; BODIN, 1990). Ap6s 15 minutos, as fibras do ligamento periodontal

podem estar comprometidas, aumentando o risco das reabsorcdes radiculares e
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influenciando no prognéstico do dente avulsionado (ANDREASEN; KRISTERSON,

1981).

Véarios estudos demonstraram que o0 prognostico favoravel de reparo do
ligamento periodontal diminui a medida que se aumenta o periodo extra-alveolar do
dente avulsionado (ANDREASEN, 1980c; ANDREASEN et al., 1995b,
MATSSON et al., 1982), especialmente naqueles mantidos em meio seco
(ANDREASEN, 1981a, 1981b). Neste ultimo caso, mesmo ap0Os periodos extra-
alveolares curtos (30 minutos), uma significante perda da viabilidade celular no
remanescente radicular é observada, aumentando o risco de reabsor¢fes radiculares

(SODER et al., 1977).

A reabsorcdo radicular de superficie € caracterizada por cavidades na
superficie radicular ou encurtamento da regido apical, porém com a presenca de
espaco periodontal e lamina dura normais (ANDREASEN et al., 1995a),
representando areas localizadas de danos ao ligamento periodontal ou ao cemento e
que foram reparadas por células do ligamento periodontal (ANDREASEN, 1980Db).
Este tipo de reabsor¢éo pode ser diagnosticada atraves de exames radiograficos apos
um ano do reimplante (ANDREASEN et al., 1995b). Histologicamente, este tipo de
reabsorcdo pode ser observada apds uma semana do procedimento (ANDREASEN,

1980c).

Andreasen (1981b) demonstrou que a reabsor¢do de superficie € mais comum

em dentes avulsionados e armazenados em solucdo salina, saliva ou &agua,
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independente do periodo extra-alveolar quando comparado a dentes mantidos em
meio seco, onde, neste ultimo caso, reabsorces radiculares mais agressivas sao
observadas. Andreasen (1980b) observou a presenca desta reabsorcéo nas faces
mais convexas da superficie radicular, indicando uma associacdo das mesmas com
danos mecéanicos provocados sobre a superficie radicular durante os movimentos de

luxacgéo.

Segundo Andreasen (1980a), a reabsorcdo radicular por substituicdo
representa a fusdo do osso alveolar e a superficie dentéria. Este tipo de reabsorcéo
ocorre na presenca de extensas areas de superficies radiculares danificadas, porém
sem a presenca de contaminagdo, gerando uma competicdo pelo reparo por
osteoblastos oriundos da medula 6ssea, resultando em formac&o 6ssea no espaco do
ligamento periodontal (TRONSTAD, 1988). O diagndstico clinico deste tipo de
reabsorcdo pode ser observado entre 1 e 2 meses apés o reimplante, podendo ser
diagnosticada pelo teste de percussdo apdés 1 semana (ANDREASEN et al., 1995b).
Radiograficamente é revelada apds 8 semanas do reimplante (ANDREASEN, 1975). O
pico para a observacdo deste tipo de reabsor¢cdo ocorre apés 2 meses do
procedimento em estudos histolégicos (ANDREASEN, 1980c). Evidéncias
experimentais indicam a importancia da presenga do ligamento periodontal vital
sobre a superficie radicular funcionando como uma barreira para impedir a
ocorréncia da reabsorcdo por substituicio (ANDREASEN; KRISTERSON, 1981).
Consequentemente, periodos extra-alveolares mais longos (acima de 30 minutos)

aumentam substancialmente a ocorréncia desta alteracdoes (MATSSON et al., 1982).
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Andreasen (1980a) estudou a ocorréncia deste tipo de reabsorcdo em
macacos, onde 0s incisivos superiores e inferiores foram reimplantados em periodos
de 0 e 18 minutos e mantidos em meio seco ou em solucdo salina, e em periodo de
120 minutos apo0s a avulsdo experimental e mantidos em meio seco. O autor
observou que, no grupo de dentes com reimplante imediato ou apdés 18 minutos,
areas de anquilose foram observadas preferencialmente nas superficies vestibular e
lingual, ou seja, aquelas que apresentam maior convexidade e também na regido
apical quando comparado a cervical. O autor também observou a existéncia de dois
tipos de reabsorcédo por substituicdo: uma caracterizada pela completa mineraliza¢éo
da regido do ligamento periodontal observada na regido cervical, labial e lingual e
um segundo tipo, composta por camadas de 0sso depositadas sobre a superficie
radicular, alternando com areas de tecido conjuntivo, nas regifes proximais e apicais.
O autor relacionou o primeiro tipo a regides da raiz com auséncia de ligamento
periodontal vital, enquanto que, no segundo tipo havia a presenca de remanescentes

do ligamento periodontal em algumas regides.

JA a reabsorcdo radicular inflamatéria € definida como cavidades de
reabsor¢cdo no cemento e dentina associada com inflamacdo do tecido periodontal
adjacente (ANDREASEN, 1980b). Também podem ocorrer por toxinas oriundas da
polpa infectada que atingem a superficie radicular via tdbulos dentinarios
(HAMMARSTROM et al., 1989). Clinicamente, este tipo de reabsorcdo pode ser
diagnosticada apdés o primeiro més do reimplante (ANDREASEN et al., 1995b).
Histologicamente, a presenca deste tipo de reabsorcdo pode ser notada apdés uma

semana, mostrando um rapido avanc¢o com o passar do tempo (ANDREASEN, 1980c).
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Semelhantemente a reabsorcédo de superficie, a reabsorcdo inflamatoria esta
relacionada aos locais da raiz que apresentam maior convexidade (ANDREASEN,
1980b). Além disso, estdo mais presentes em reimplantes de dentes armazenados
em meio seco (ANDREASEN, 1981b). Também Trope e Friedman (1992), analisando
trés tipos de meios de armazenamento para dentes avulsionados, observaram a
reabsorcédo inflamatdria mesmo em dentes com o tratamento endoddntico radicular,
provando a relagdo deste tipo de alteracdo com a maneira em que o dente é mantido

durante o periodo extra-alveolar.

Em um estudo clinico e radiografico em 400 dentes reimplantados, Andreasen
et al. (1995b) observaram o reparo do ligamento periodontal em 96 dentes (24%).
A reabsorcdo de superficie foi observada em 4,5% dos casos e diagnosticada no
primeiro ano apdés o reimplante. A reabsorcdo inflamatdria, por sua vez, foi
encontrada em 30% dos casos e diagnosticada nos 6 primeiros meses. O
aparecimento deste tipo de reabsor¢cdo em um periodo mais tardio, em alguns casos,
estava relacionada a progressdo da anquilose em dentes com tratamento
endodontico inadequado. Ja a reabsorcdo por substituicdo foi observada em 61%
dos dentes reimplantados, evidenciada apos um ou dois meses através de alteracdes
clinicas (som metélico durante a percussdo ou auséncia de mobilidade). Os autores
observaram que, de uma forma geral, as reabsor¢cbes podem ser diagnosticadas

dentro de um ano de acompanhamento.

Medidas adicionais tém sido realizadas com o intuito de inibir a reabsor¢éo

radicular através da aplicacdo de substancias na superficie radicular do dente
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avulsionado previamente ao reimplante. Essas substancias incluem o fluoreto de
sodio (SHULMAN et al.,, 1973), o &cido hipoclorito (NORDENRAM et al., 1973),
solucdo de triofosfato de adenosina (ATP) (ZANETTA-BARBOSA, PERRI DE
CARVALHO, 1990) e mais recentemente, um derivado de proteina de matriz do
esmalte (Emdogain) (BARRET et al., 2005; IGBAL; BAAMAS, 2001). Entretanto, os

resultados com a utilizacdo dessas substancias ainda séo controversos.

A técnica ideal para a realizacdo do reimplante tem sido alvo de pesquisas
com a aplicacdo de diversos tipos metodologias. Entretanto, alguns fatores ja se
encontram sedimentados na literatura e incluem cuidados e manobras que podem
melhorar o prognoéstico de dentes reimplantados. Um deles consiste na cuidadosa
remocdo do coagulo antes do reimplante, sendo esta uma importante manobra para
a diminuicdo do risco de inflamagdo causada pela presenga de corpos estranhos,
além de promover um contato melhor entre o dente e o osso alveolar (OIKARINEN,

1993).

Outro aspecto seria quanto ao periodo de contencdo dos dentes
reimplantados. Segundo Nasjlteti et al. (1982), o periodo ideal de contencdo de
dentes reimplantados é de 7 dias, sendo que periodos que extrapolam 6 semanas
podem comprometer o reparo do ligamento periodontal (NASJLETI et al., 1982;
ANDREASEN et al., 1995b). O periodo de 7 dias para a contencao é suficiente ja que,
neste periodo, as fibras gengivais ja se encontram aderidas a superficie dentaria,
provendo um suporte adequado para manter o elemento dentario no alvéolo

(ANDREASEN, 1980c). Gabrielli et al. (1984) também verificaram em um estudo com
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molares de ratos que a contencdo contribuiu para limitar a migracdo apical do
epitélio, reduziu a presenca de reabsor¢cdo externa e da tdbua Ossea alveolar, e

favoreceu a revasculariza¢éo pulpar e o reparo do ligamento periodontal.

A administracdo de antibioticos apos o reimplante é um aspecto importante a
ser considerado para a diminuicdo do risco de reabsorcdo inflamatoéria
(HAMMARSTROM et al., 1989). Entretanto, essa administracdo quando realizada
ap6s 3 semanas do reimplante ndo mostrou ter efeito sobre a reducdo deste tipo de

reabsor¢do (HAMMASTROM et al., 1986).

Como foi demonstrado até agora, a realizacdo de procedimentos com o intuito
de preservar 0 maximo possivel de células vitais no ligamento periodontal em dentes
avulsionados tem sido a preocupacao dos pesquisadores e alvo dos estudos durante
décadas. Em um estudo realizado por Karring et al. (1993), onde se verificou o
restabelecimento dos tecidos de conexdo nas superficies de raizes radiculares
privadas de sua conexdo periodontal normal, observaram que as células do
ligamento periodontal possuem a capacidade de gerar a reinser¢cdo do tecido
periodontal, ao passo que 0 0sso alveolar e o tecido de conexdo gengival néo

possuem essa propriedade.

No processo de reparo com a formacdo de um ligamento periodontal normal
apoés o reimplante, a primeira estrutura formada entre a interface dente-osso alveolar
€ 0 coagulo (ANDREASEN, ANDREASEN, 2001). A adesdo do coagulo a superficie

radicular parece ser importante na cicatrizacdo do ligamento periodontal. Em um
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estudo de Wikesjo et al. (1991), onde os autores empregaram a utilizacdo de
heparina sobre raizes dentarias apos a realizagdo de defeitos periodontais em cées,
foi observado o comprometimento do reparo dos tecidos de conexdo neste grupo,
através do menor reparo por tecido conjuntivo e do aumento no crescimento da

bolsa epitelial na porgéo inferior.

Polson e Proye (1983) confirmaram que o pré-requisito para a regeneracao de
estruturas periodontais € baseado na adesdo do coagulo a superficie radicular,
promovendo o que 0s autores denominaram de “conexao da fibrina”. Neste estudo,
24 dentes, incluindo incisivos e molares, de macacos foram extraidos e as fibras
periodontais removidas da superficie radicular. Em 12 dentes, foi realizada a
aplicacdo topica com &cido citrico sobre as superficies radiculares. Os dentes foram
entdo lavados em salina e reimplantados, resultando em um periodo extra-alveolar
com menos de 18 minutos. As observacdes foram realizadas em periodos de 1,3, 7 e
21 dias apdés o reimplante. Os resultados mostraram que no grupo de dentes
tratados com o acido citrico, foi possivel observar, no primeiro dia, uma rede de
fibrina aderida a superficie radicular. Aos 7 dias, essa regido encontrava-se ocupada
por tecido celular e aos 21 dias, pelas fibras colagenas. Os autores, concluindo,
asseveram que a reinsercdo de fibras coldgenas foi precedida por infiltracdo de
fibrina e que essa infiltragdo foi um evento inicial na resposta de cicatrizacdo da

ferida.

Sendo os componentes do sangue substancias fundamentais para o processo

de reparo, por que ndo de sua utilizacdo como modalidade terapéutica em
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experimentos que envolvam reparo de tecidos danificados por doencas ou traumas?
Foi baseado neste raciocinio que Nasjleti e sua equipe publicaram estudos utilizando

esses materiais em cirurgias periodontais e também em reimplantes dentarios.

Em 1986, Nasjleti et al. avaliaram o reparo do ligamento periodontal em
macacos apés reimplante utilizando o plasma liofilizado, um material que contém
fibrinogénio, fibronectina e o fator Xllla plasmatico. O plasma liofilizado era obtido a
partir do sangue venoso associado ao anticoagulante acido citrato-dextrose. Este
material era, posteriormente, centrifugado a 130 G durante 10 minutos e o
sobrenadante era transferido para um tubo para o processo de liofilizagdo. Um total
de 24 incisivos e pré-molares foram reimplantados apos a aplicacdo de 800mg do
plasma liofilizado reconstituido em 1 ml de solucdo salina sobre as superficies
radiculares e paredes do osso alveolar, sendo que, o tempo extra-alveolar nao
ultrapassava 5 minutos. Os dentes controle foram reimplantados apenas sob o efeito
da solucéo salina no mesmo periodo extra-alveolar. As observagfes foram realizadas
1, 3, 7, 14, 28 e 45 dias apos o reimplante. Os dentes foram examinados por
andlises histologicas e por auto-radiografias.  Os resultados revelaram uma
reinsercdo dos tecidos de conexdo de forma precoce e significativamente maior no
grupo tratado quando comparado ao grupo controle, além de reducédo de resposta

inflamatdria e inibicdo de reabsorcdo da superficie radicular.

No ano seguinte, Nasjleti et al. (1987b) analisaram o efeito do plasma
liofilizado em cirurgias periodontais, associado ao tratamento radicular com o &cido

citrico. As raizes de primeiros e segundos pré-molares e primeiros e segundos
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molares de macacos eram expostas e condicionadas com o acido citrico seguido da
aplicacdo do plasma liofilizado reconstituido em solucdo salina. Raizes tratadas
apenas com o &cido citrico foram utilizadas como controle. As observac¢des foram
realizadas apés 3, 7, 14, 21, 28 e 45 dias ap0s o procedimento cirargico. Os autores
observaram diferencas entre os dois grupos de tratamento em todos os periodos,
entretanto, apdés 21 dias essas diferengas eram menos significantes. No dltimo
periodo de observagdo (45 dias), ambos 0s grupos apresentavam fibras colagenas
em conexdo com a superficie radicular, diminui¢cdo de células inflamatorias, presenca
de canais vasculares dispersos, apresentando diferengas quanto a localizagdo do
epitélio juncional onde, no grupo controle, o mesmo mostrava-se situado mais
apicalmente. Estes resultados levaram os autores a concluirem que a utilizacdo do

plasma liofilizado associado ao acido citrico promove uma melhoria na cicatrizacéo.

No mesmo ano, Nasjleti et al. (1987a), utilizaram a fibronectina, uma proteina
soluvel presente no plasma sanguineo, em incisivos e pré-molares de macacos. O
periodo extra-alveolar foi de 5 minutos. Os dentes e as paredes alveolares foram
banhados com fibronectina diluida em salina em uma propor¢do de 400 pg/ml.
Dentes banhados apenas com salina foram utilizados como controle. As observagdes
foram realizadas 1, 3, 7, 14, 28 e 45 dias apés o reimplante. Os autores encontraram
diferencas significantes entre os dois grupos, onde a fibronectina foi capaz de
promover uma melhor cicatrizacdo através do posicionamento precoce do coagulo de
fibrina, aumento do tecido de conex&o e proliferacdo celular, redugcdo da resposta
inflamatéria e inibicdo de reabsor¢cdo da camada cementaria e respostas de

anquilose.
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2.2 COMPONENTES DO SANGUE: PLASMA POBRE EM PLAQUETAS (PPP)

E PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

Na ocorréncia de uma lesdo traumatica da-se o inicio a uma série de eventos
objetivando a substituicdo do tecido primério da lesédo por um tecido mais adequado
funcionalmente. Entre os eventos estabelecidos, especialmente na ocorréncia de uma
injuria traumatica onde ocorre dano vascular, como no caso da avulsdo dentéria,
ocorre o controle do sangramento, ou seja, a hemostasia. Essa ocorréncia é
combinada pela sucessdo de eventos como a vasoconstricdo, agregacao e ativacao
plaquetérias, ativacdo da coagulagdo, cascatas do complemento e cininas, e ativagao

do plasminogénio (GOTTRUP; ANDREASEN, 2001).

Os aspectos fisiolégicos da hemostasia acima mencionados podem ser
divididos em trés grupos de fenbmenos fisioldgicos: histovasculoplaquetarios,

plasmaticos e trombodindmicos (SANTOS; SANTOS, 2004).

A lesdo vascular é seguida de vasoconstricdo reflexa com consequente
diminuicdo do fluxo do sangue e aumento de sua viscosidade. Essa viscosidade
permitira a concentracdo de células sangtiineas como os leucdcitos, as heméacias e
principalmente as plaquetas (SANTOS; SANTQOS, 2004). Quando do rompimento da
integridade do endotélio, ha exposicdo do subendotélio e dos componentes do tecido
conjuntivo, incluindo o colageno tipo IV e V que € especialmente importante na
promocdo e agregacdo plaquetaria e também de proteinas estruturais (GOTTRUP;

ANDREASEN, 2001). Com a exposi¢do do subendotélio e dos tecidos adjacentes, as
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plaguetas excercem sua primeira funcdo, ou seja, a adesividade e se aderem a
gualquer superficie diferente do endotélio vascular integro. A seguir, exercem sua
segunda funcdo: agregabilidade, ou seja, sua capacidade de aderir a outras
plaguetas e formar o trombo plaquetario ou trombo branco (BERNE; LEVY, 2000). O
trombo plaquetario € impermeavel ao plasma e serve como um selante para a
vasculatura rompida e também na prevencdo da invasdo bacteriana (WAHL; WAHL,

1992).

Em casos onde 0 sangramento € menor o trombo plaquetario é suficiente para
promover a hemostasia. Entretanto, quando se trata de volumes hemorragicos
maiores, outros mecanismos serdo necessarios para a promo¢do da hemostasia,
chamados estes de mecanismos plasmaticos ou simplesmente coagulacdo. Essa fase
é definida como aquela em que o organismo transforma o tecido sanguineo em gel e
a seguir, sélido (SANTOS; SANTOS, 2004). O passo crucial na coagulacdo € a
conversao do fibrinogénio em fibrina, criando-se assim uma rede que possibilitara a
captura de fracdes do plasma e elementos formados. Este coagulo sanguineo de
fibrina € formado tanto intra como extravascularmente e da suporte ao coagulo

plaquetario inicial (GOTTRUP, ANDREASEN, 2001).

A seguir, 0s mecanismos de coagulacao intrinsecos e extrinsecos sao ativados,
cada um dando inicio as cascatas que converterdo protrombina em trombina (a mais
potente substancia coagulante conhecida). Quantidades infimas de trombina
conseguem transformar grandes volumes de fibrinogénio em fibrina instavel, que,

por sua vez, se polimerizara para formar o coagulo (GOTTRUP, ANDREASEN, 2001;
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SANTOS; SANTOS, 2004). Os produtos da cascata de coagulacéo regulam as células
na area da ferida. Assim, a trombina intacta serve como um potencial estimulador
para o crescimento para fibroblastos e células endoteliais (CHEN, BUCHANAN, 1975;
WEKSLER et al., 1978). A fibrina age como substancia quimiotatica para o0s

monadcitos e induz a angiogénese (DVORAK et al., 1987).

Caso a hemostasia ndo seja obtida, o sangue continuara a extravasar pelo
tecido, levando a um hematoma e um coagulo que consiste em fracdo plasmatica do
soro, elementos formados e fragmentos de fibrina. A presenca de tal hematoma
retardard a cicatrizagdo da ferida e aumentard o risco de infeccdo (GOTTRUP;

ANDREASEN, 2001).

A Ultima fase da hemostasia, ou seja, os fendbmenos trombodinamicos
envolvem as plaquetas que estdo contidas dispersamente no coagulo as quais sofrem
uma transformagdo metabdlica denominada metamorfose viscosa das plaquetas.
Através dessa transformacgdo, essas células emitem pseuddpodes que, em sua
extensdo maxima, encontram outras células que se aderem formando uma rede
celular plaquetaria. Ocorre, entdo, a producdo de uma proteina, a tromboastenina,
que, liberando energia, promove a retracdo dos pseudopodes e do coagulo. Essa
retracdo, por sua vez, expulsa o plasma que permeia o trombo, tornando-o mais
firme, tamponante e eficaz. Com isso, se finda o processo de hemostasia (SANTOS;

SANTQOS, 2004).
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No ambiente delimitado pelo coagulo sangtineo, iniciam-se, entdo, todos 0s
processos para a regeneracdo ou reparo tecidual através de fatores de crescimento
liberados pelas plaguetas (GUYTON; HALL, 2002). Neste contexto, tem-se sugerido
que o termo regeneracdo seja utilizado para o processo biolégico pelo qual a
estrutura e funcédo do tecido dilacerado ou perdido séo completamente restauradas,
ao passo que reparo é um processo biologico pelo qual a estrutura e fungdo do
tecido dilacerado ou perdido sdo recuperados por novo tecido que ndo restaura a
estrutura e fungéo originais (GILLMAN, 1961).

Para que a regeneracdo tecidual ocorra, € necessario a presenca de células
especializadas com potencial de formar o tecido lesado, sinais moleculares
especificos que induzem essas células e um arcabouco apropriado que mantenha as
células e ao mesmo tempo permita a agdo dos sinais sobre as mesmas, constituindo
os trés pilares da Engenharia Tecidual (SCHELER et al., 2009). O coagulo sanguineo
€ estruturado sobre estes trés pilares e constitui em local apropriado para que 0s
processos regenerativos ocorram. Os constituintes naturais do coagulo, incluindo a
fibrina, as plaguetas e os fatores de crescimento sdo alvos de pesquisas na tentativa

de imitar os caminhos naturais de regeneracao tecidual (MESSORA, 2005).

Como ja comentado anteriormente, a fibrina é obtida a partir da converséo de
fibrinogénio pela acdo da trombina e constitui no suporte ou arcabouco para que O
coagulo desempenhe seu papel no processo de reparo. A fibrina serviria entdo como
uma matriz para a migragcdo de células ao local danificado (GOTTRUP; ANDREASEN,

2001). Tem sido demonstrado também que a fibrina provoca a migracdo de
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fibroblastos e a angiogénese, as quais iniciam precocemente a invasao celular no

coagulo (DVORACK et al., 1987; KNIGHTON et al., 1982).

Na tentativa de reproduzir os efeitos biolégicos da fibrina, produtos derivados
desse material, sob a forma de um adesivo ou cola de fibrina, tém sido utilizados em
cirurgia cardiovascular, neurocirurgia, cirurgia oftmalmica, cirurgia reconstrutiva e
cirurgia buco-maxilo-facial (HOTZ, 1991; KNIGHTON et al., 1982; SALTZ et al., 1991,
SEGURA-CASTILLO et al., 2005; SILVER et al., 1995). Esse material pode ser obtido
comercialmente ou preparado a partir de material sanguineo do proprio paciente,
diminuindo, nessa segunda maneira, 0 risco de infec¢bes. A fibrina autéloga é
produzida por meio de crioprecipitagdo ou precipitacdo por etanol, sulfato de amodnia
e polietilenoglicol, onde é entdo obtido o fibrinogénio. Essa solucéo de fibrinogénio é
misturada a trombina, transformando-se em adesivo de fibrina (SOFFER et al.,

2003).

O fibrinogénio é uma proteina plasmatica de alto peso molecular e soltivel no
plasma sanguineo, onde compreende 2% do volume total do sangue. Essa proteina é
ricamente concentrada em uma fracdo plasmatica muito importante nos processos
de regeneracdo, o Plasma Pobre em Plaguetas (PPP) ou Plasma Rico em Fibrinogénio
(PRF) (CHAGAS et al., 2004; DOHAN et al.,, 2006). A fibrina, derivada do
fibrinogénio, ndo € somente um hemostatico, mas também esté ligada a processos
regenerativos (DVORAK et al., 1987; KNIGHTON et al.,, 1982; POLSON; PROYE,

1983; SCHNABEL et al., 2008).
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A maioria dos estudos, entretanto, direciona-se a aplicacdo de outra porgao de
fracdo plasmética: o Plasma Rico em Plaquetas (PRP). A diferenga importante quanto
a composicao, entre o PRP e o PPP, é a presenca da alta concentracdo de plaquetas

e a concentracdo inata de fibrinogénio no PRP (CARLSON; ROACH JUNIOR, 2002).

As plaquetas sé@o células formadas na medula 6ssea a partir da fragmentacgao
do megacariocito, seu antecedente medular, e possuem um periodo de vida de 7 a
10 dias no sangue (HARCHER; FINCH, 1969). Como ja explicitado anteriormente, as
plaguetas possuem propriedades de adesdo, ativacdo e agregacdo. Quando da
agregacdo, onde ha acumulo das plaquetas, ocorrera sua degranulacdo com
liberacdo do conteudo dos granulos alfa, os quais contem fatores de crescimento

(EVERTS et al., 20086).

Fatores de crescimento sdo proteinas que funcionam como agentes
sinalizadores para as células e exercem varios efeitos sobre os processos de reparo e
regeneracdo (GOTTRUP; ANDREASEN, 2001). Estes polipeptideos séo a chave para
regular diversos eventos celulares, tais como sintese de DNA, quimiotaxia,

citodiferenciacéo e sintese de matriz (ANITUA, 1999).

Importantes fatores de crescimento sdo liberados durante o processo de
degranulacdo das plaquetas como o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), fator de crescimento de transformacdo beta (TGF-B), fator de crescimento
similar & insulina (IGF-1) (LENHARO, MENDONCA, 2002) e também fator de

crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF),

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Revisdo da Literatura 62

proteina morfogenética do osso (BMP) e fator de crescimento epidermal (EGF)

(LENHARO et al., 2004).

Os fatores de crescimento possuem trés formas de acédo: 1) paracrina, onde
os fatores de crescimento secretados por uma célula sédo capazes de estimular uma
segunda célula vizinha; 2) autdcrina, onde os fatores liberados agem na prépria
célula secretora e 3) enddcrina, onde os fatores de crescimento podem influenciar
uma célula com fenoétipo diferente da célula originaria e a qual se localiza em um

local distante (EVERTS et al., 2006).

Em se tratando dos fibroblastos, principais células que compdem o ligamento
periodontal, varios fatores de crescimento mencionados presentes nas plaquetas
possuem acdo direta ou indireta sobre essas células. O fator de crescimento de
transformacdo beta (TGF-B) € responsavel pela ativacdo e proliferacdo de
fibroblastos (STEENFOS et al., 1990), aumentando a sintese de proteinas de matriz
extracelular como o coladgeno, fibronectina e laminina, possibilitando a promogéo do
reparo dos tecidos depois de terem sido controladas as reacfes imunes e
inflamatérias (ABBAS et al., 2003). O efeito do TGF-B pode ser aumentado pela
presenca de PDGF e fator de crescimento epidermal (EGF), dois fatores também

presentes nas plaquetas (LYNCH et al., 1991).

O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) é encontrado nos
granulos a plaquetarios, mas também sdo sintetizados pelos macréfagos e o

endotélio. O PDGF é o primeiro fator de crescimento presente em uma ferida e inicia
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a cicatrizagdo dos tecidos de conexdo, promovendo a sintese de colageno e proteinas
(EVERTS et al., 2006). Um importante efeito da liberacdo de PDGF é na ativagdo e
proliferacéo de fibroblastos cuja migragdo ordenada ao local da ferida correlaciona-se

com a concentracéo direta deste fator (DEUEL; HUANG, 1984).

O fator de crescimento similar a insulina (IGF), na sua versao 1, ou seja, IGF-
1, pode estimular a sintese de DNA dos fibroblastos do ligamento periodontal,
provavelmente via unido com os receptores da superficie celular de alta afinidade
(BLOM et al., 1992). Quando administrado juntamente com o PDGF ou FGF, ocorre

aumento da producéo fibroblastica e producéo de colageno (LYNCH et al., 1989a).

J& o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), em sua forma bésica, ou seja,
FGF-b € um importante mitégeno para fibroblastos e também células endoteliais,
células musculares lisas e células nervosas periféricas, além de estimular a
epitelizacdo (GOTRUPP, ANDREASEN, 2001). Foi provado que um trauma
provocando a liberagdo de enzimas degradantes de heparina pelas plaquetas é capaz
de liberar FGF-b e promover o inicio da cascata angiogénica (OOSTA et al., 1982).
Nos tecidos orais, a presenca de FGF-b junto a dentina tem mostrado influenciar
positivamente a adesdo, migracdo e proliferacdo de células do ligamento periodontal

(TERRANOVA; WIKESJO, 1987).

Além das importantes propriedades isoladas dos fatores de crescimento 0s
quais sdo liberados pelas células plaquetarias, estudos demonstram uma

potencializacdo desses efeitos quando estes fatores atuam de forma sinérgica. Assim,
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o PDGF associado ao IGF-1 produz aumento significativo sobre a cicatrizacdo do
tecido conjuntivo e o epitélio (LAWRENCE et al., 1986); PDGF e TGF- promovem a
sintese de coldgeno e a proliferacdo de fibroblastos (LYNCH et al., 1989a) e PDGF e
IGF podem ser potentes quimiotaticos e mitégenos para cementoblastos, fibroblastos
e osteoblastos (LYNCH et al., 1989b). Sendo assim, o Plasma Rico em Plaquetas
(PRP) com sua composi¢do formada pela alta concentragdo de células plaquetarias

torna-se um palco perfeito para que o sinergismo dos fatores de crescimento ocorra.

Além dos fatores de crescimento, o gel de PRP contém fibrina, fibronectina e
vitronectina, proteinas capazes de favorecer a adesdo celular e atuam como uma
matriz para a formagéo de 0sso, tecido conjuntivo e epitélio (MARX, 2004). Porém,
diferentemente da cola ou adesivo de fibrina, possui a mesma concentragdo das
referidas proteinas de um coagulo sangiineo normal (MARX, 2001). O PRP é entdo
um composto autdgeno, atoxico, ndo imunoreativo e capaz de promover e
potencializar eventos cicatriciais como mitogénese, angiogénese e quimiotaxia

(LENHARO et al., 2004).

Os estudos utilizando o Plasma Rico em Plaquetas tém sido direcionados na
andlise do potencial deste material em promover o reparo 0sseo. Esses estudos
constataram o potencial de reparo 0sseo do PRP associado a hidroxiapatita (OKUDA
et al., 2005), osso bovino (LEKOVIC et al., 2002) e esponja de colageno bovina
(WILTFANG et al., 2004). Resultados favoraveis foram relatados por Anitua (1999) e
Sammartino et al. (2005) no reparo 6sseo de cavidades alveolares tratadas apenas

com o PRP. Em odontopediatria, 0 material apresentou-se também como uma
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abordagem segura e eficaz no tratamento 0sseo em pos cirurgias de enucleacdes

cisticas em criangas, como relatado por Shashikiran et al. (2006).

Mais recentemente, o PRP também tem sido aplicado no reparo de outros
tipos de tecidos. Lindeboom et al. (2007) avaliaram o efeito do PRP na cicatriza¢éo
da mucosa oral em 10 pacientes edéntulos saudaveis os quais haviam sido
submetidos a uma elevacdo bilateral do chdo da cavidade sinusal. Os autores
observaram que a utilizagdo do PRP possui um forte efeito na regeneragao capilar
dessas feridas. Nagae et al. (2007), em um estudo em coelhos, relataram resultados
satisfatérios na diminuicdo da degeneracéo do disco invertebral em cartilagens com o

emprego do PRP associado a microesferas de gelatina.

A utilizagdo do PRP em reimplantes dentarios foi relatado em dois casos
clinicos por Tézim et al., em 2006 e por Demir et al., em 2007. Em ambos os casos,
o reimplante foi realizado de maneira intencional em dentes condenados por doenca
periodontal avancada. Apoés a realizacdo do tratamento endodontico, os dentes foram
cirurgicamente extraidos e o PRP, preparado do sangue periférico dos respectivos
pacientes, foi aplicado no local do defeito apds o reimplante do elemento dentério.
Em ambos os relatos, através de acompanhamentos clinicos e radiograficos, os
autores observaram regeneracdo Ossea e cicatrizacdo de tecido mole muito
satisfatoria.

Okuda et al. (2003) constataram, em um estudo /in vitro, que o plasma rico
em plaquetas contém altos niveis de fator de crescimento derivado de plaquetas

(PDGF) e fator de crescimento transformador beta (TGF-B) que modulam a
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proliferacéo de células osteobasticas, fibroblasticas, epiteliais e aquelas derivadas do
ligamento periodontal. Resultados semelhantes também foram observados por
Annunziata et al. (2005) e Han et al. (2007) onde verificaram que o PRP aumenta a
proliferacéo de células derivadas do ligamento periodontal /n vitro constatado atraves
do aumento da producdo de colageno Tipo |I. Em ambos os estudos, também foi
constatado um aumento de atividade da fosfatase alcalina, uma enzima que marca
de forma precoce a fenotipagem osteoblastica, indicando a diferenciacdo de células

do ligamento periodontal em células da linhagem osteoblastica.

O Plasma Rico em Plaquetas (PRP), assim como o Plasma Pobre em plaquetas
(PPP) sdo obtidos a partir do sangue total atraveés de processos de separacdo por
diferenca nas densidades celulares, através da dupla centrifugacdo. Whitmann et al.
(1997) preconiza a retirada de aproximadamente 450 ml de sangue do paciente
diretamente para uma bolsa contendo o anticoagulante citrato-dextrose. O sangue é
inicialmente centrifugado a 5600 rpm para separar 0 Plasma Pobre em Plaquetas
(PPP) dos eritrécitos e do “buffy coat”, que contém plaguetas e leucécitos. A
velocidade é entdo reduzida para 2400 rpm, permitindo a separacdo do “buffy coat”
da camada vermelha. O PRP é entdo misturado com trombina bovina (10.000

unidades) dissolvida em 10 ml de cloreto de calcio a 10%.

Entretanto, o método acima mencionado é limitado pela tecnologia empregada
e pelo volume de sangue necessario, restringindo seu uso a ambientes hospitalares
(TOZUM; DEMIRALP, 2003). Sendo assim, diversos protocolos foram introduzidos

para a producdo de PRP em pequena quantidade, utilizando-se centrifugas de
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bancadas e controladas eletronicamente, tornando a técnica passivel de ser
executada em ambientes ambulatoriais e consultérios odontolégicos (WEIBRICH;

KLEIS, 2002).

Sonnleitner et al. (2000) propdem uma técnica onde o sangue colhido através
de puncd@o venosa € acondicionado em tubos a vacuo contendo o anticoagulante
citrato de sodio. Os tubos sdo centrifugados inicialmente a 160 G por 20 minutos,
resultando na divisdo do sangue em trés componentes basicos, ou seja, células
vermelhas que se depositam no fundo do tubo; no centro do tubo o PRP e na porgéo
superior o PPP. Para que a concentracdo de plaquetas atinja seu ponto maximo, 0s
autores indicam que um ponto seja marcado aquém da linha que separa o plasma
das células vermelhas em 6 a 8 mm. Todo o liquido acima desse ponto é transferido
a um novo tubo sem o anticoagulante e novamente centrifugado a 400 G por 15

minutos, obtendo-se, assim, o PRP.

Apds a obtengcdo do PRP, é necessario sua coagulacdo para que ocorra a
liberacdo dos fatores de crescimento dos granulos a plaquetarios e formacédo de uma
rede de fibrina sobre a qual os fatores de crescimento poderdo atuar (MARX et al.,
1998). Diversos protocolos foram instituidos para a obtencdo do gel de PRP,
incluindo a utilizacdo de cloreto de calcio a 10% associado a trombina bovina ou

apenas o cloreto de calcio (LEAO, MAGINI, 2004).

O protocolo que mais tem sido utilizado pelos pesquisadores é o proposto por

Marx (2000). Este protocolo utiliza uma mistura de 10 ml de cloreto de célcio a 10%
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com 10.000 unidades de trombina bovina. Landesberg et al. (1998) condenam a
utilizacdo da trombina bovina devido ao risco deste material possuir restos de fator V
da coagulacdo e, por isso, estimular negativamente o sistema imune humano,

combatendo o proprio fator V humano.

Tsay et al. (2005), utilizando métodos de preparo de PRP associado a
trombina, observaram um aumento de 90% de liberacdo de fatores de crescimento
derivados do PRP, tais como o PDGF e TGF-B. Quanto aos problemas de
coagulopatias com a utilizagdo da trombina, Marx (2004) esclareceu que os relatos
com esse tipo de problema ocorreram em uma época em que a trombina era
processada com alto teor de contaminacdo do fator V bovino, aléem de serem
utilizadas altas doses desse material (acima de 10.000 unidades) diretamente sobre

o local da ferida onde é facilmente absorvido pela circulacdo sangtinea.

Anitua (1999), em um protocolo simplificado, dispensou a utilizacdo de bolsas
de coletas e, utilizando-se tubos e minicentrifugas, obteve o PRP a partir de uma
pequena por¢édo de sangue. Nesse protocolo, o volume de cerca de 1,2 ml por tubo é
associado a 50 pl de cloreto de calcio a 10% e, segundo o autor, apés 5 a 10

minutos da mistura, o gel € formado.

2.3 A INOVACAO: TERAPIA CELULAR E ENGENHARIA TECIDUAL

Como ja comentado durante essa revisdo, 0 termo regeneracdo denota o

restabelecimento das caracteristicas estruturais e funcionais do tecido original
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guando h& ocorréncia de destruicdo de um tecido. Em muitas situacdes clinicas, a
regeneracdo do Ligamento Periodontal, bem como de outras estruturas lesadas apos

a avulsdo dentéria, € uma situacdo extremamente dificil de ser alcancada.

As inovac0Oes cientificas tém aberto novos horizontes para o restabelecimento
de estruturas lesadas por doengas e traumas. O conceito de formar novos tecidos
para o restabelecimento de estruturas danificadas ou degeneradas e orgaos perdidos
fundamenta-se no centro da pratica da variabilidade biotecnoldgica referido, em um

termo geral, como engenharia tecidual (BIANCO; ROBEY, 2001).

Atualmente, as estratégias empregadas para a engenharia tecidual podem ser
categorizadas em trés classes: a condutiva, a indutiva e o transplante celular. A
abordagem condutiva é realizada através da utilizacdo de biomateriais de uma forma
passiva com o intuito de facilitar o crescimento ou a capacidade de regeneracdo dos
tecidos ja existentes. A estratégia da engenharia tecidual indutiva envolve a ativacdo
de células préximas ao local do defeito através de sinais biolégicos especificos. Ja o
transplante de células utiliza células cultivadas em laboratorio as quais s&o
depositadas em estruturas apropriadas (scaffolds). Posteriormente, o scaffold
contendo as células especificas é implantado no local do defeito. Este ultimo modelo
reflete verdadeiramente a natureza multidisciplinar da engenharia tecidual com o
envolvimento de varios profissionais como o cirurgido, o engenheiro e o biologista

celular (KAIGLER; MOONEY, 2001).
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A premissa basica da Engenharia Tecidual é baseada no fato de que, através
da manipulacdo controlada do microambiente extracelular, as células poderdo ser
guiadas de maneira que possam se organizar, se proliferar e se diferenciar,
formando, assim, uma matriz extracelular mais funcional e por fim, um novo tecido
funcional. Este controle requer sinais moleculares autécrinos, paracrinos e
enddcrinos, interacdes da matriz celular, forgas mecanicas e contatos célula com
célula que resultem na formacdo de uma estrutura tridimensional e funcional
(SCHELLER et al., 2009). De uma forma resumida, estes sdo os trés pilares que
compdem a engenharia tecidual: célula, matriz e sinais moleculares especificos

(SCHELLER et al., 2009; SLAVKIN; BARTOLD, 2006).

Um dos desafios da engenharia tecidual envolve a identificagdo mais
apropriada de cada um de seus componentes. Sendo assim, o tipo de matriz ou
scaffold e também a forma como ele se apresenta (gel, esponja ou fibra) pode afetar
significativamente a resposta biolégica (JAMES et al., 1999). Da mesma maneira, a
identificacdo da fonte celular para aplicagdo desejada (células autdgenas versus
alogenas; celulas primarias, de linhagem, geneticamente modificadas versus células-
tronco; células de origem embrionaria versus adulta; células-tronco de origem
mesenquimal versus pulpar versus adiposa versus ligamento periodontal) € uma
outra preocupacdo da engenharia tecidual (MAO et al., 2006). Os sinais moleculares
para diferenciacdes teciduais especificas e a abordagem da liberagdo desses fatores
representa o desafio dentro do contexto do terceiro pilar da engenharia tecidual

(GIANNOBILE, 1996).
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Em relacdo aos tipos celulares, estudos tém mostrado que o numero de
tecidos com potencial regenerador tem aumentado significativamente devido, em
grande parte, ao progresso da biologia das células-tronco (BIANCO; ROBEY, 2001).
Células-tronco pluripotentes, ou seja, capazes de gerar células de outros 6rgaos e
tecidos foram retiradas de tecido fetal humano e mostraram habilidade em
desenvolver uma variedade de células diferenciadas (PITTENGER et al., 1999). Essas
células sé@o classificadas como pluripotentes por possuir a habilidade de originar
células dos trés folhetos embrionarios, ou seja, mesoderma, ectoderma e endoderma

(LEMOLI et a., 2005).

Além das células-tronco de origem embrionaria, muitos tecidos adultos
também possuem populagbes destas células com capacidade de regeneracdo apds
trauma, doenca ou envelhecimento. As células-tronco adultas tém sido encontradas
em uma variedade de tecidos incluindo medula éssea, sangue periférico, cérebro,
polpa dentéria, vasos sangilineos, musculo esquelético, pele, cérnea, pancreas, entre
outros (LEMOLI et al., 2005). A medula éssea, além de ser o maior reservatorio de
células-tronco hematopoiéticas (HSCs) o0s quais renovam continuamente 0s
elementos sanguineos circulantes, apresentam também células-tronco mesenquimais

(PITTENGER et al., 1999).

Estudos mostram que as células-tronco mesenquimais derivadas da medula
o0ssea (BMMSCs) sdo multipotentes e capazes de se diferenciarem em células de
tecidos derivados do mesoderma como 0sso, cartilagem, musculo, tenddo, estroma

medular, tecido adiposo e em uma variedade de tecidos de conexdo (BIANCO;
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ROBEY, 2001). As estratégias da terapéutica destas células sdo baseadas na
suposicdo de que, em um tecido especifico e em resposta a sinais moleculares,
podem transformar-se no tecido de origem (RISBUD; SHAPIRO, 2005). BMMSCs
podem ser expandidas /in vitro para que um namero apropriado de células possa ser
obtido e posteriormente, estimuladas a se diferenciarem na linha de tecido

mesenquimal de interesse (PITTENGER et al., 1999).

Os sinais moleculares que dirigem a proliferacdo das células-tronco tém sido
alvo de pesquisas (THESLEFF; SHARPE, 1997). Estudos tém identificado familias de
proteinas capazes de desencadear a proliferacdo e diferenciacdo das ceélulas-tronco
mesenquimais, tais como: fatores de crescimento de fibroblasto - FGF (HORI et al.,
2004), fator B de transformacédo e crescimento- TGF-f (LI et al., 2005), fatores
derivados de crescimento da plaqueta — PDGF (LUCARELLI et al., 2003) e proteinas

morfogenéticas do osso- BMP (SEKIYA et al., 2005).

A estrutura (scaffold) que servird de suporte para o desenvolvimento das
células mesenquimais deve possuir propriedades biomecéanicas satisfatorias,
provendo 0 espaco hecessario para 0 recrutamento e proliferacdo celular,
sobrevivéncia destas células no meio de cultura onde foram implantadas, além de
permitir a acdo dos fatores de crescimento, promovendo, assim, a formac¢do do novo
tecido (BARTOLD et al., 2006). Do ponto de vista tecidual, este material vai fazer o

papel de vigamento, no qual novo tecido sera formado. Em nivel celular obtém-se
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uma superficie na qual as células-tronco poderédo se aderir, proliferar e diferenciar

(POTIER; PETITE, 2005).

Uma grande variedade de matrizes e estruturas tem sido estudada para que
0s objetivos da regeneracdo do complexo dental e cranio-facial sejam atingidos. A
escolha de uma estrutura apropriada desempenha um papel crucial na morfogénese
de orgéos e tecidos. Ao se realizar uma escolha de uma matriz ou estrutura para a
regeneracdo periodontal, cuidado especial é requerido considerando as estruturas
gue envolvem o periodonto, ou seja, cemento, ligamento periodontal e osso alveolar
(MOIOLI et al.,, 2007). Além disso, devido a complexidade do periodonto, sua
completa regeneracdo requer uma populacdo de células multipotentes (BARTOLD et

al., 2006).

No campo da engenharia tecidual utilizando as células-tronco mesenquimais,
muitos estudos tém relatado resultados promissores com o emprego do plasma rico
em plaquetas como um apropriado Scaffold para essas células, tanto em estudos /in
vitro (LIN et al., 2006; LUCARELLI et al., 2003; OLIVA et al., 2005) como in situ
(FILHO CERRUTI et al., 2007; ITO et al., 2006; TOBITA et al., 2008; YAMADA et al.,

2004).

Lucarelli et al. (2003) investigaram o potencial dos fatores de crescimento
liberados pelo PRP sobre as células-tronco do estroma da medula 6ssea retirada de
humanos na proliferacdo e diferenciagdo dessas células /in vitro. As células aspiradas

da medula éssea foram cultivadas em meio de cultura, sendo que as células nédo
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aderentes foram descartadas e as aderentes (células-tronco mesenquimais),
mantidas para proliferacdo. O Plasma Rico em Plaquetas (PRP) foi obtido dos
pacientes, sendo que 4 ml de trombina foi adicionado a 16 ml de PRP. Diferentes
concentragbes de PRP, de 1% a 10% foi adicionado as culturas e teste de
proliferagéo celular (MTT) foi realizado para observar a concentracdo de PRP que
afetaria a proliferagcdo celular. Além disso, os autores observaram se a concentracdo
de 10% de PRP influenciaria na diferencia¢cdo das células-tronco mesenquimais na
linhagem condrogénica e osteogénica em culturas tratadas com dexametasona. Os
autores observaram que o aumento de numero de células-tronco mesenquimais era
de carater dose-dependente a concentragdo de PRP nas culturas, mesmo na
auséncia de suplemento com soro fetal bovino, sendo que, quando o PRP era
removido, as células voltavam a sua taxa normal de proliferagdo. A concentracédo de
10% de PRP nas culturas com dexametasona mostraram sinais de deposicdo de
minerais, provando a diferenciacdo dessas células em condroblastos e osteoblatos.

Através deste estudo, os autores demonstraram que as plaquetas constituem em

uma fonte de fatores de crescimento para a proliferacdo de células mesenquimais.

Resultados semelhantes foram encontrados por Oliva et al. (2005) onde foi
observada uma resposta de proliferacdo de células estromais da medula Ossea
diretamente proporcional a concentracdo do PRP no meio de cultura, levando os
autores a indicarem este material como um método eficaz na proliferagio das células

em uma fase anterior & sua utilizacéo clinica na regeneracéo de tecido 0sseo.
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Lin et al. (2006), através da construcdo de um sistema de liberacdo dos
fatores de crescimento do PRP a partir de um biopolimero a base de alginato,
propuseram, através deste sistema, coordenar 0s eventos moleculares de
diferenciacdo 6ssea em células-tronco mesenquimais. Os autores observaram que 0
controle dos fatores de crescimento liberados pelas plaquetas possuia propriedade

osteoindutiva e osteocondutiva para as células mesenquimais in vitro.

Extrapolando esses resultados promissores in vitro para os estudos in vivo,
Yamada et al. (2004), em um estudo em cdes, investigaram a regeneragdo 6ssea
utilizando células-tronco mesenquimais da medula 6ssea (BMMSCs) e o plasma rico
em plaquetas (PRP) como substancia de suporte (scaffold) e liberador de fatores de
crescimento para a proliferacdo e diferenciacdo destas células. Células mesenquimais
derivadas da medula dssea foram cultivadas e proliferadas em meio de Dulbecco”s
modificado por Eagle (DMEM) com baixo teor de glicose. Posteriormente, defeitos
0sseos foram realizados nos cdes e preenchidos com apenas o PRP, BMMSCs
associado ao PRP e particulas autégenas de 0sso e medula. A avaliagdo histoldgica,
os autores observaram uma melhor regeneracdo Ossea e neovascularizagdo nos
defeitos completados com BMMSCs associado ao PRP. Mais recentemente Yamada et
al. (2006) relataram um caso clinico da mesma técnica que fora empregada no
estudo experimental anteriormente descrito em um paciente com doenga
periodontal. A avaliacdo clinica e radiografica demonstraram reducdo de 4mm na
profundidade da bolsa periodontal, auséncia de sangramento e mobilidade dentéria,

além de reducgéo do defeito 6sseo.
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A utilizacdo de PRP com células da medula 6ssea foram estudadas em
humanos por Filho Cerruti et al. (2007). O estudo foi realizado em 32 pacientes com
idades entre 45 e 75 anos com indicagdo para implantes dentérios, porém que
apresentavam tecido 0sseo insuficiente para o procedimento. Primeiramente, um
arcabouco a base de fibronectina e laminina foi obtido a partir do Plasma Pobre em
Plaguetas dos pacientes. Células mononucleares foram aspiradas da medula éssea da
crista do osso iliaco ou do osso esterno dos pacientes, associadas ao arcabougo
mencionado e transportadas aos defeitos 0sseos dos pacientes associado ao Plasma
Rico em Plaguetas e enxertos 6sseos. As células aderidas ao arcabouco, as quais néo
foram utilizadas nas cirurgias, foram também cultivadas para observacdo do
comportamento das mesmas /n vitro. O resultado /n vitro mostrou a existéncia de
células aderidas ao arcabougco com caracteristicas de células hematopoiéticas, sendo
gue, apés 24 horas as células aderentes mostravam caracteristicas fibroblastoides,
sugerindo sua origem mesenquimal. Os resultados imunoldgicos, entretanto,
mostraram a existéncia de ambas as linhagens, ou seja, hematopoiéticas e
mesenquimais. Os resultados clinicos revelaram uma taxa de sucesso de 94,7%
entre os pacientes operados, mostrando um ganho 0sseo em largura e comprimento
suficiente para a instalacdo dos implantes. O processo de cicatrizacdo observados
nesses pacientes foi associado pelos autores a presenga das células mesenquimais
presentes na fragdo mononuclear da medula 0ssea e aos fatores de crescimento

contidos no PRP.
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3 Propesicic

r

oi propoésito da presente investigacdo, avaliar através de analises
histomorfolégica, histomorfométrica e de imuno histoquimica, as alteragfes teciduais
gue ocorrem apos reimplante de dentes de cédes utilizando-se plasma pobre em
plaguetas (PPP), plasma rico em plaquetas (PRP) e células-tronco mononucleares

originarias da medula 6ssea de caes.
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4 Material e Métode

€,

reviamente a realizacdo deste estudo, o projeto foi submetido a
apreciacdo da Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, UNESP, obtendo parecer favoravel (Protocolo n® 57/06)

(Anexo A).

4.1 Animais

Para o presente trabalho, foram utilizados quatro caes de ninhadas diferentes,
sem raca definida, sendo duas fémeas e dois machos, com idade aproximada de um
ano, de porte semelhante e com peso médio de 13,2 Kg. Inicialmente, todos os caes
foram vacinados com trés doses da vacina V8 (Vencomax 8, Vencofarma, Londrina,
PR, Brasil) com intervalo de 30 dias entre casa dose, e vermifugados com 2 doses de
vermifugo oral (Canex composto, Vetbrands, Jacarei, SP, Brasil) com intervalo
quinzenal entre as doses. Todos os animais também receberam uma aplicacéo
mensal de anti-carrapaticida (Frontline® Plus, Merial Satde Animal Ltda., Paulinia,
SP, Brasil) e foram mantidos em todo o periodo experimental utilizando coleira
antiparasitaria (Scalibor®, Intervet do Brasil Veterinaria Ltda., Cruzeiro, SP, Brasil)
para protecdo contra o mosquito fleb6tomo transmissor da Leishmania. Além disso,

durante a permanéncia dos animais no Biotério, todos os cuidados diarios de
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manipulacédo, limpeza e alimentagdo foram observados e realizados por pessoal

treinado.

4.2 Tratamento Endododntico

Todos os elementos dentérios utilizados para o reimplante foram inicialmente
submetidos a uma sesséo de tratamento endoddntico. Os dentes utilizados foram 0s
incisivos centrais e laterais superiores, 0s incisivos laterais e intermeédios inferiores e
os segundos pré-molares e terceiros pré-molares da maxila e mandibula, totalizando
16 dentes em cada cdo. Um dos animais apresentava agenesia dos segundos pré-
molares superiores e inferiores, sendo utilizado, neste animal, também os incisivos
centrais inferiores, resultando em 14 dentes.

Para a realizacdo deste procedimento, os animais receberam medicacéo preé-
anestésica por via intra-muscular de Acepran 1% (Univet S/A Induastria Veterinaria,
Sao Paulo, SP, Brasil) e cloridrato de cetamina (Ketamina Agener 10%, Unido
Quimica Farmacéutica Naconal S/A, Embu-Guacu, SP, Brasil). Ap0s, 0s animais
foram anestesiados por via intramuscular com 0,05 ml/Kg/peso de Cloridrato de
Xilazina (Calmium, Unido Quimica Farmacéutica Naconal S/A, Embu-Guagu, SP,
Brasil) e uma associacdo de Cloridrato de tiletamina e Cloridrato de zolazepam na
dosagem de 0,2 ml/Kg/peso (Zoletil® 50, Virbac do Brasil, Sdo Paulo, SP, Brasil).
Durante o procedimento, quando necessario, 0s animais receberam complementacao
anestésica com a metade da dosagem inicial. Em todo o momento operatério os
animais foram hidratados com solugdo de Ringer Lactato, (Equiplex Industria

Farmacéutica, Goianea, GO, Brasil) via endovenosa, com o auxilio de butterfly n°® 21
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(Lamedid Comercial e Servicos Ltda., Buarueri, SP, Brasil) e equipo (Embramed Ind.
e Com. De Produtos Hospitalares Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil). Os bloqueios
perineurais foram realizados com Cloridrato de prilocaina a 3% com felipressina
(Citanest® 3% com Octapressin, Dentisply Ind. e Com. Ltda., Catanduva, SP, Brasil).
Apoés a antissepsia do campo operatdrio com polivinilpirrolidona iodada (PVP-I)
(Industria Farmacéutica Rioquimica Ltda., Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil), os
dentes de interesse foram isolados utilizando-se lencol de borracha (Madeitex, Séo
José dos Campos, SP, Brasil). A abertura coronéria foi realizada com o auxilio de
ponta diamantada (K.G. Sorensen - Industria e Comércio, Sado Paulo, SP, Brasil),
acionadas em alta-rotacdo e refrigeradas em ar e agua (Figuras 1 e 2). Apos a
odontometria, a polpa radicular foi removida com o auxilio de extirpa-nervos
(Dentsply-Maillefer, Ind. e Com. Ltda., Petrépolis, RJ, Brasil) e o canal radicular
submetido a instrumentacéo utilizando-se limas de primeira série (Dentsply-Maillefer,
Ind. e Com. Ltda., Petropolis, RJ, Brasil) (Figura 3), acompanhada de irrigacdes
sucessivas de soro fisiolégico (Equiplex, Indastria Faramacéutica, Martindplis, SP,
Brasil) e aspiracdes frequientes. Os canais foram alargados até o limite canal-dentina-
cemento, utilizando-se movimentos de alargamento e limagem, até a lima n°® 40. Ao
término do preparo biomecanico, o canal radicular foi secado com o uso de cones de
papel absorvente (Tanari®, Tanarim Ind. Ltda., Manacupuru, AM, Brasil) e obturado
com cones de guta percha (Tanari®, Tanarim Ind. Ltda., Manacupuru, AM, Brasil) e
cimento a base de hidroxido de calcio (Sealapex, Sybron Endo, Glendora, EUA)
(Figura 4). Depois desse procedimento, a cavidade coronaria recebeu

condicionamento com &cido fosférico a 37% (Vigodente S/A, Industria e Comércio,
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Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e, apos lavagem e secagem da superficie dentaria, selado
com sistema adesivo (Prime & Bond 2.1, DENTSPLY Ind. e Com. Ltda., Petrépolis, RJ,
Brasil) e resina composta (TPH Spectrum, DENTSPLY Ind. e Com. Ltda., Petropolis,
RJ, Brasil). Os dentes tratados foram radiografados utilizando-se filmes radiograficos
(Dental Intraoral E-Speed Film, Kodak Comércio e Ind. Ltda., Sdo José dos Campos,

SP, Brasil).

FIGURA 1- Abertura de um incisivo intermédio superior.

FIGURA 2- Aspecto de um pré-molar apds a abertura coronaria.
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FIGURA 3- Preparo biomecanico do canal radicular.

FIGURA 4- Obturacéo do canal radicular.

4.3 Reimplante Dentario

Trés dias antes do procedimento cirdrgico, os animais foram medicados com
espiramicina associada ao metronidazol (Stomorgyl 10, Merial Saude Animal Ltda.,
Campinas, SP, Brasil) na dose de 2 mg/Kg de peso, por via oral, na dosagem de 1
comprimido por dia.

Para este procedimento, todos 0s animais receberam o mesmo protocolo de
anestesia e cuidados trans-operatorios descritos no item 4.2. ApOs anestesia do
animal, seguiu-se a extracdo dos elementos dentarios. A antissepsia do campo
operatorio foi realizada com PVPI, seguido da sindesmotomia do dente de interesse

(Figura 5) o qual foi luxado utilizando alavanca reta (J.O.N. Comércio de Produtos
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Odontoldgicos, Sdo Paulo, SP, Brasil) e em seguida, extraido com férceps infantil n©
01 (Golgran Ind. e Com. De Instrumento Odontoldgico Ltda., Sdo Caetano do Sul, SP,
Brasil). Nos pré-molares, previamente a exodontia, as raizes foram seccionadas
utilizando-se broca carbide lisa n® 2 (K.G. Sorensen — Industria e Comeércio, Séo
Paulo, SP, Brasil) (Figura 6), totalizando, para cada pré-molar, 2 raizes.
Consequentemente, o nimero de raizes utilizadas para o reimplante foi de 24 raizes
por cdo, exceto aquele que apresentava agenesia dos segundos pré-molares que
apresentou 18 raizes.

Uma vez realizada a extragdo dentéria, os dentes foram fixados através da
porcdo coronaria em uma placa de cera utilidade, evitando o contato da porgéo
radicular, e mantidos nessa posicdo em temperatura ambiente por 30 minutos

(Figura 7).

FIGURA 5- Sindesmotomia do elemento dentério.
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FIGURA 6- Odontossecc¢do do 1° pré-molar inferior esquerdo.

FIGURA 7- Fixacdo dos elementos dentarios apos extracéo.

Decorridos 30 minutos,

as raizes foram reimplantadas conforme os

procedimentos descritos a seguir, sendo que, cada material foi utilizado em um

animal diferente conforme explicitado na Tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo do material utilizado entre os cées

Material

Céo Dentes superiores

Dentes inferiores

1 Sem material (Controle)

Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)

2 Plasma Rico em Plaguetas (PRP)

Sem Material (Controle)

3 Plasma Rico em Plaquetas

trombina bovina e cloreto de célcio (PRP + TR)

ativado por | Sem Material (Controle)

4 Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto | Células-tronco associadas ao PRP ativado

de calcio (PRP)

por cloreto de calcio (CT + PRP)
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Em todos os casos, os dentes anteriores reimplantados foram imobilizados aos
dentes contiguos por meio de contencdo com a utilizacdo de um fio de ago
ortodéntico de 0,014 polegadas (Dental Morelli, Sdo José do Rio Preto, SP, Brasil)
utilizando-se sistema adesivo e resina, seguido de fotopolimerizacdo (Figura 8). Os
dentes posteriores (pré-molares) tiveram sua porcdo coronaria fixada com sistema
adesivo e resina (Figura 9). As contencdes dos dentes anteriores foram removidas 7

dias apods o reimplante.

FIGURA 8- Contencéo dos incisivos superiores e inferiores.

FIGURA 9- Aspecto de um 2° pré-molar ap6és a contencao.
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4.3.1 GRUPO I: Reimplante sem material (Controle)
Apds os 30 minutos do periodo extra-alveolar, o alvéolo foi irrigado com soro

fisioldgico e a raiz reimplantada.

4.3.2 GRUPO I1: Reimplante com Plasma Pobre em Plaquetas (PPP)

4.3.2.1 Preparo do Plasma Pobre em Plaquetas

Este preparo foi feito de acordo com o protocolo de Messora et al. (2008) que
¢ uma adaptacdo do protocolo de Sonnleitner et al. (2000), utilizando-se uma
centrifuga laboratorial refrigerada (Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha) e uma
capela de fluxo laminar (Cabina de Fluxo Laminar Vertical Veco®, Veco do Brasil
Industria e Comércio de Equipamentos Ltda., Campinas, SP, Brasil) para a
manipula¢do das amostras bioldgicas.

ApoOs anestesia do animal, 10 ml do sangue periférico foi coletado da veia
jugular do animal em uma seringa de polietileno de 20 ml contendo solugdo ACD-A
(4cido citrato dextrose)- Férmula “A” (JP Indastria Farmacéutica S/A, Ribeirdo Preto,
SP, Brasil) em uma proporcdo de 5:1. ApGs homogeneizacdo por 5 minutos, uma
amostra de 500 pL foi separada para a contagem de plaquetas. O sangue coletado
foi inicialmente centrifugado em tubos a vacuo (Vacuplast, Huangyn, China) a 160 g
por 20 minutos, a temperatura de 22°C (Figura 10). Apés a primeira centrifugacao,
um ponto de 2.0 mm foi marcado abaixo da linha que divide as duas fra¢des, sendo
todo o conteldo acima deste ponto pipetado e transferido para outro tubo a vacuo.

A amostra foi submetida & nova centrifugagdo a 400 g por 15 minutos a 22°C,
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resultando nos dois componentes, um localizado acima do tubo (Plasma Pobre em
Plaguetas- PPP) e outro abaixo do tubo (Plasma Rico em Plaguetas- PRP) (Figura
11).

As plaquetas presentes no sangue periférico e no PPP e PRP foram contadas
manualmente em camara de Neubauer em um microscopio binocular (Olympus
Corporation, Tokio, Japdo) com a objetiva de 40x. Para a realizagdo deste método, a
amostra foi diluida em solucdo de Brecher, utilizando-se pipeta de Thoma para
glébulos vermelhos (NORMAX, Marinha Grande, Portugal). Neste animal, a contagem
inicial de plaquetas do sangue periférico foi de 147.500 plaquetas/ul de sangue; de
52.500 plaquetas/ul de sangue para o plasma pobre em plaguetas e de 820.000
plaguetas/ul de sangue para o plasma rico em plaquetas.

Imediatamente antes do reimplante dentario, 200ul de PPP foi pipetado e
colocado em um recipiente de plastico esterilizado, tipo “casulo” (Figura 12) e o
material ativado com 10ul cloreto de calcio a 10% (Aphoticario, Farmacia de
Manipulacdo, Aracatuba, SP, Brasil) (0,05 ml para cada 1 ml de PPP). Ap0s a
irrigacdo do alvéolo com soro fisiologico, o material foi entdo levado ao alvéolo e o

dente reimplantado.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Material e Método 90

FIGURA 10- Separacdo das duas fragcdes do sangue apds
a 12 centrifugacéo.

FIGURA 11- Obtenc&o do Plasma Pobre e Plaquetas (PPP) e
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) apds
22 Centrifugacao.

FIGURA 12- Plasma pobre em plaguetas acondicionado
em recipiente de plastico esterilizado.
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4.3.3 GRUPO I11: Reimplante com Plasma Rico em Plaquetas ativado por

cloreto de calcio (PRP)

4.3.3.1 Preparo do Plasma Rico em Plaquetas

Este preparo seguiu 0 mesmo protocolo descrito no item 4.3.2.1. Foi coletado
30 mL de sangue da veia jugular em uma seringa de polietileno de 60 ml solucéo
ACD-A (4cido citrato dextrose)- FOormula “A” em uma proporcdo de 5:1. Apoés a
segunda centrifugacéo, a fracdo do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi descartada,
permanecendo a porc¢éo inferior do tubo, ou seja, o Plasma Rico em Plaquetas (PRP).
Neste animal, foi observado um total de 192.500 plaquetas/ul de sangue para o
sangue periférico e de 615.000 plaquetas/pl de sangue para o plasma rico em
plaguetas.

Imediatamente antes do reimplante dentario, 200ul de PRP foi pipetado e
transportado para um recipiente de plastico esterilizado, tipo “casulo” (Figura 13). A
ativacao deste material foi realizada com 10 pl cloreto de calcio a 10% (Aphoticario,
Farmécia de Manipulagdo, Aragatuba, SP, Brasil) (0,05 ml para cada 1 ml de PRP).
Apés a irrigacdo do alvéolo com soro fisiologico, o material foi entdo levado ao

alveolo (Figura 14) e o dente reimplantado (Figura 15).

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Material e Método 92

FIGURA 13- Plasma rico em plaquetas acondicionado
em recipiente de plastico esterilizado.

FIGURA 14- Plasma rico em plaquetas colocado
no interior do alvéolo.

FIGURA 15- Reimplante do elemento dentério.
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4.3.4 GRUPO 1V: Reimplante com Plasma Rico em Plagquetas ativado por
trombina de origem bovina e cloreto de célcio (PRP + TR)

O preparo do PRP seguiu o0 mesmo protocolo descrito no item 4.3.2.1. Foi
coletado 30 mL de sangue da veia jugular em uma seringa de polietileno de 60 ml
solugdo ACD-A (&cido citrato dextrose)- Férmula “A” em uma proporgdo de 5:1. A
contagem do sangue periférico foi de 177.500 plaquetas/pl de sangue e a contagem
final do plasma rico em plaquetas foi de 715.000 plaquetas/ul de sangue. Neste
grupo, a ativagdo do PRP foi realizada com trombina de origem bovina em po
(10.000 U) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri, EUA) dissolvida em 10 mL de
cloreto de célcio a 10% (Aphoticario, Farmacia de Manipulacdo, Aracatuba, SP,
Brasil). Um total de 28,58ul da mistura foi utilizada para a ativagdo do PRP (500 pl
de trombina e cloreto de célcio para 3,5 ml de PRP) (Yamada et al., 2004). Apds a

ativacdo, o alvéolo foi irrigado com soro fisioldgico e as raizes reimplantadas.

4.3.5 GRUPO V: Reimplante com Células-tronco associadas ao Plasma Rico

em Plaquetas ativado por cloreto de célcio (CT + PRP)

4.3.5.1 Coleta do material de medula 0ssea

Para este procedimento, o animal foi anestesiado com 0,05 ml/Kg/peso de
Cloridrato de Xilazina (Calmium, Unido Quimica Farmacéutica Naconal S/A, Embu-
Guacgu, SP, Brasil) e uma mistura de Cloridrato de tiletamina e Cloridrato de
zolazepam na dosagem de 0,2 ml/Kg/peso (Zoletil® 50, Virbac do Brasil, S&o Paulo,

SP, Brasil). Um total de 2,5 mL de material foi aspirado da medula 6ssea da crista
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do osso iliaco, utilizando uma agulha especial para puncdo da medula Ossea
(Komiyashiki, Japdo) e seringa de polietiieno de 20 mL associado a 1,5 ml de
heparina sodica (Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP)
(Figura 16). O animal foi colocado em decubito lateral direito, realizando-se, a seguir,
a tricotomia e assepsia do local da pungédo. Para penetrar no espago medular do
osso iliaco, foi aplicada uma pressdo manual moderada a agulha, girado-a e
alternando os movimentos para direita e esquerda. Por meio de uma presséao

negativa na seringa foi colhido o material da medula 0ssea.

FIGURA 16- Diagrama e foto ilustrando a puncéo iliaca realizada para obtencdo das células-tronco da medula
Ossea.
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4.3.5.2 Separagao das células-tronco derivadas da medula 6ssea do céao
Este procedimento seguiu a metodologia proposta por Csaki et al. (2007). O
material coletado da medula Ossea foi misturado com solucdo salina a 0,9%
(Equiplex Ind. Farmacéutica, Martinépolis, Sdo Paulo) na propor¢do 1:1, sendo
posteriormente transferido para um tubo de centrifugagcédo de 50 ml (Techno Plastics,
Trasadingen, Suica) contendo 15ml de Ficoll-Paque™ Plus (Amersham Biosciences,
Uppsala, Suécia) e submetido a centrifugacéo inicial a 400 g durante 30 minutos em
temperatura de 20°C. ApOs esta etapa, a camada mononuclear obtida durante a
centrifugacdo ou buffy coat (Figura 17) foi coletada e colocada em um novo tubo de
15 ml (Techno Plastics, Trasadingen, Suica), no qual foi acrescida solucéo salina a
0,9%. ApoOs esta etapa, seguiu-se mais uma centrifugacdo por 450 g durante 5
minutos em temperatura de 20°C, sendo que o sobrenadante resultante desta
centrifugagdo foi descartado. As células foram lavadas 3 vezes em solugdo salina a
0,9% por meio de centrifugacdo em 1200 rpm por 6 minutos em temperatura de
20°C. O pellet formado (Figura 18) foi entdo ressuspenso em 10 mL de meio
Dulbecco”s modificado por Eagle (DMEM) (Invitrogen Corporation, Grand Isle,
Estados Unidos) para a contagem das células em camara de Neubauer com a
utilizacdo do azul de tripano que permitiu diferenciar as células viaveis daquelas néo
viaveis (coradas) (Figura 19). Ap6s a contagem das células, o material foi submetido
a uma centrifugacdo de 1100 rpm por 5 minutos e o pellet formado foi ressuspenso
no Plasma Rico em Plaquetas, onde 200 pl contendo 3,08x10° células foi

transportado ao recipiente de plastico tipo casulo, e ativado com cloreto de célcio
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como ja descrito. O reimplante para este material seguiu 0 mesmo protocolo dos
demais grupos.

Neste animal, foi coletado 50 mL de sangue da veia jugular em uma seringa
de polietileno de 60 ml solu¢cdo ACD-A (acido citrato dextrose)- FOormula “A” em uma
propor¢céo de 5:1. O preparo e a ativagdo do plasma rico em plaguetas seguiram o
mesmo protocolo do item 4.3.2.1. Neste animal, a contagem inicial do sangue
periférico foi de 147.500 plaquetas/ul de sangue, e a contagem final do plasma rico

em plaquetas obtido foi de 710.000 plaquetas/pl de sangue.

FIGURA 17- Separacao das células por centrifugagdo utilizando Ficoll-Paque™. A seta indica a
camada das células mononucleares (células-tronco).

e

FIGURA 18- Pellet de células formado ap6s a Ultima centrifugacado (seta).
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FIGURA 19- Contagem de células utilizando a cAmara de Neubauer através da excluséo pelo teste de
vitalidade com azul de Tripano (seta).

4.3.5.3 Caracterizacéao celular através de citometria de fluxo

ApoOs a coleta da medula 6ssea, as células da camada mononuclear foram
avaliadas por meio de citometria de fluxo. ApGs a contagem em camara de Neubauer,
5x10° células foram suspensas em 100 pL tamp&o fosfato citrato- PBS (pH 7,4). As
células foram marcadas com anticorpos especificos conjugados a fluorocromos: Anti-
CD90-canino (AbD Serotec, Oxford, Reino Unido) e identificado pelo secundario
Rabbit F(ab")2 Anti-rat 1gG conjugado a ficoeritina-R (RPE) (AbD Serotec, Oxford,
Reino Unido) e Anti-CD34-canino conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(AbD Serotec, Oxford, Reino Unido). As células foram analisadas no citbmetro de
fluxo modelo FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, CA, Estados Unidos) (Figura

20).
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FIGURA 20- Citdmetro de fluxo utilizado para a analise de caracterizacdo das células da medula éssea.

4.4 Cuidados pos-operatorios

Apés o reimplante dentario, todos os animais foram submetidos a
antibioticoterapia com uso de espiramicina associada ao metronidazol (Stomorgyl 10,
Merial Saude Animal Ltda.) na dose de 2 mg/Kg de peso, 1 vez ao dia durante 3 dias
apoés a cirurgia. Os animais também foram administrados com cloridrato de tramadol
(Tramal®, Laboratorios Pfizer Ltda., Guarulhos-SP) na dose de 2 mg/Kg, 1 vez ao
dia durante seis dias apoés a cirurgia. Nesta fase, os animais foram alimentados com
racdo comercial adicionada ao leite durante 15 dias.

Decorrido o periodo experimental de 120 dias, os animais foram anestesiados
seguido de aprofundamento com uma solucdo de Tiopental Sodico a 2,5%
(Thiopentax, Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda., Itapira, SP, Brasil)
na dose de 25 mg/Kg de peso para que seja praticada a eutanasia por perfusédo

realizada apds a disseccdo bilateral das carétidas e jugulares. Uma injecdo, via
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artéria carodtida, de uma solucdo de 45 g de cloreto de sédio P.A (SIGMA Chemical
CO., Steinheim, Alemanha) diluido em 5 litros de 4gua destilada foi realizada para
retirar todo o sangue do animal. Em seguida, da mesma forma, via carétida, injetou-
se 3 litros de formol para auxiliar na fixacdo tecidual. As pecas de interesse foram
separadas, fixadas em solucéo formalina a 10% (Agua Régia Quimica, Aracatuba , SP,
Brasil) e descalcificadas em solucéo de acido férmico (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio
de Janeiro, RJ, Brasil) e citrato de sodio (Vetec Quimica Fina Ltda., Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), segundo o protocolo de Morse (1945).

Apéds o periodo de descalcificacdo, os espécimes foram incluidos em parafina
(Merck, Darmsdadt, Alemanha), cortados serialmente no sentido longitudinal
vestibulo-lingual com 6 micrometros de espessura para a analise histolégica e imuno

histoquimica.

4.5 Analises Histomorfologica e Histomorfométrica

Para a analise histologica, as pecgas foram coradas pela hematoxilina de Harris
e eosina aquosa e pelo Tricromio de Masson e analisadas com auxilio de microscopio
optico (Microscopip Carl Zeiss, Oberkochem, Alemanha). Para a anélise descritiva dos
resultados, avaliou-se os 2/3 terco médios radiculares dos espécimes, observando-se
a insercdo ou nao das fibras periodontais, presenca ou ndo de reabsorcoes
radiculares e Osseas e presenca ou ndo de anquilose, 120 dias ap0s o reimplante
dentario.

Para a andlise histomorfométrica, foram selecionados 12 cortes corados pela

técnica H.E., representativos de cada grupo. A captacdo das imagens foi feita em
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uma camera digital (Leica DFC 500, Leica, Wetzlar, Alemanha) acoplada ao
microscopio o6ptico (Leica DM 4000 B, Leica, Wetzlar, Alemanha) conectado ao
computador utilizando o Software Leica QwinPlus em um aumento de 2,5X e
armazenadas como figuras (tif 24). Como nao foi possivel capturar a por¢céo radicular
de interesse em uma mesma imagem devido ao tamanho das raizes, as imagens
foram unidas utilizando programa de editor de fotos (Corel Drawn X3, Corel
Corporation, Verséo 13.0.0.739).

As imagens gravadas foram transferidas para o programa ImageLab 2000
(Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil) para a
guantificacdo das areas de reabsorcdo e anquilose (PANZARINI et al., 2005).
Inicialmente, a area total correspondente a raiz era selecionada (Figura 21) e os
dados armazenados em planilhas, contendo a area total e a porcentagem da regido
(Figura 22). Posteriormente, as areas de reabsor¢do de superficie (Figura 23),
reabsorcéo por substituicdo (Figura 24) e reabsorcao inflamatéria (Figura 25) foram
selecionadas e os dados armazenados em planilhas. Para a quantificacdo das areas
de anquilose, foi utilizado a medida do perimetro total da superficie radicular e
posteriormente, 0 perimetro correspondente a regido de anquilose. Para a
identificacdo das areas de reabsorcdo e de anquilose, as imagens obtidas foram
comparadas com o0s cortes histoldégicos no microscépio. Os dados foram transferidos

para o programa Excel 1.4 para a realizagcdo da analise estatistica.
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FIGURA 21- Area total radicular selecionada para quantificacio.

FIGURA 22- Planilha contendo os valores referentes a area e a porcentagem.
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FIGURA 23- Area de reabsorcéo de superficie selecionada para quantificagao.

FIGURA 24- Area de reabsorcéo por substituicdo selecionada para quantificacio.
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FIGURA 25- Area de reabsorcéo inflamatdria selecionada para quantificacéo (esquerda) e
area total radicular selecionada (direita).

4.6 Analise de Imuno Histoquimica

Para a analise de Imuno histoquimica, o processamento laboratorial dos cortes
foi 0 mesmo realizado para a analise histologicas. ApOs o corte, os tecidos foram
preparados em laminas silanizadas (EasyPath, S&o Paulo, SP, Brasil) e os cortes
preparados em uma sequéncia de solucdes de alcool e xilol. Apos, as laminas foram
imersas em solucdo de agua oxigenada (Merck, Darmsdadt, Alemanha) e PBS por 60
minutos e em solugdo tampéo fosfato-citrato de sodio (Merck, Darmsdadt,
Alemanha) durante 20 minutos, em temperatura de 55°C e durante 20 minutos em
temperatura ambiente. A seguir, as laminas foram bloqueadas em solucdo de leite
desnatado por 20 minutos e o tecido foi incubado overnight com o anticorpo primario
anti-osteopontina (1:100, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA) e
anti-TRAP (fosfatase acido tartarato resistente) (1:100, Santa Cruz Biotechnology,

Inc., Santa Cruz, CA, USA). As pecas foram entdo lavadas e incubadas com o
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anticorpo secundario biotinilado rabbit anti-goat por 30 minutos (1:200, Jackson
Immuno Research Laboratory, USA). Os tecidos foram contramarcados utilizando-se
o0 complexo avidina-biotina (Vectastain® Elite ABC, Vector, Burlingame, CA, Estados
Unidos) e depois corados em uma solucéo substrato de peroxidase por 10 minutos
(DAKOCytomation, Kioto, Japéo). Os tecidos foram contracorados com hematoxilina

de Harris. Todas as amostras foram acompanhadas por um controle negativo.

As laminas foram avaliadas utilizando-se microscopio optico (Leica DM 4000 B,
Leica, Wetzlar, Alemanha) em um aumento de 10 x, analisando-se os 2/3 médios
radiculares dos espécimes. Foram observadas as marcagfes correspondentes as
células e matriz do osso, ligamento periodontal e superficie dentaria. Para a

guantificacdo dessas imunomarcacdes, 0os seguintes escores foram utilizados:
0. Sem marcagéo
1. Marcacéo leve
2. Marcacdo moderada
3. Marcacéo intensa
4.7 Andlise Estatistica

Os resultados foram avaliados com o auxilio do programa Bioestat, verséo 5.0
(AYRES; AYRES JUNIOR, 2007). A analise estatistica foi realizada pela andlise de
variancia (ANOVA) e o teste post-hoc de Tukey para as comparagfes individuais

entre os grupos, utilizando-se nivel de significancia de 5%.
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S Resultade

5.1 ANALISE HISTOMORFOLOGICA

S resultados obtidos foram descritos, apds a analise qualitativa dos 2/3
meédios radiculares dos cortes, onde as seguintes estruturas foram observadas:
ligamento periodontal, cemento, dentina e parede Ossea alveolar. Os resultados
histomorfoldgicos serdo descritos em fungdo das ocorréncias observadas nos

diferentes grupos experimentais apés 120 dias do reimplante.
GRUPO I (Controle)

Neste grupo, 0s espécimes que apresentavam dentina e cemento com
integridade, mostravam a presenca de cemento secundario (Figuras 26 e 27) sobre
essas estruturas. Nesses casos, 0 espaco do ligamento periodontal era ocupado por
feixes de fibras colagenas, sendo que, em alguns espécimes, areas com discretas
neoformacdes 6sseas puderam ser observadas (Figura 28). Em alguns desses
espécimes, o ligamento periodontal apresentou-se relativamente organizado e a

parede 6ssea alveolar mostrava-se com integridade (Figura 29).
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OA
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FIGURA 26- Grupo | (Controle). Camada de cemento secundario (CS) sobre dentina

e cemento integros. H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento
Periodontal; d=dentina.

OA

LP

FIGURA 27- Grupo | (Controle). Area de reabsorcdo de superficie com tecido cementario

neoformado (1). H.E, original 63X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento
Periodontal; d=dentina.
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OA

LP

FIGURA 28- Grupo | (Controle). Ligamento periodontal (LP) com feixes de fibras colagenas e
areas com discretas formacgdes 6sseas. Tricromio de Masson, original 63X.
OA=0sso Alveolar; d=dentina.

OA

LP

FIGURA 29- Grupo | (Controle). Ligamento periodontal (LP) relativamente organizado.
H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; d=dentina.
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Em outros espécimes, notou-se junto ao cemento e dentina reabsorvida, a
presenca de tecido conjuntivo pouco vascularizado com discreto numero de

fibroblastos (Figura 30).

/ TC

FIGURA 30- Grupo | (Controle). Areas de dentina e cemento (1) reabsorvida com
a presenca de tecido conjuntivo (TC) pouco vascularizado. H.E., original 63X.
d=dentina.

Também foram observados, neste grupo, alguns espécimes com o tecido
0sseo neoformado praticamente em contato com a superficie da dentina e do
cemento (Figura 31). Apresentando também, extensas areas com reabsorcéo
cemento-dentinaria que se achavam ocupadas por tecido 6sseo neoformado (Figura
32). Em alguns casos, foram evidenciadas, ao lado da reabsorcdo, pequenas areas

com cemento integro (Figura 33).
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OA
d
FIGURA 31- Grupo | (Controle). Parede d&ssea praticamente em contato com

dentina ou cemento (1). H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; d=dentina.

OA

TO

FIGURA 32- Grupo | (Controle). Extensas areas de reabsorgédo por substituigdo com formagao
de tecido 6sseo (TO). H.E., original 25X. OA=0sso Alveolar; d=dentina.
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OA

CE

RCD <

FIGURA 33- Grupo | (Controle). Areas de reabsorcio cemento-dentinaria (RCD)
e pequenas areas com cemento integro (CE). H.E., original 25X. OA=0sso
Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

GRUPO Il (Reimplante com Plasma Pobre em Plaquetas)

A grande maioria dos espécimes que pertenciam a este grupo apresentou
discretas areas de reabsorcéo ocupada por cemento secundario (Figura 34). Em dois
dos espécimes, evidenciou-se 0 cemento praticamente com integridade (Figura 35),
apresentando apenas pequenos pontos de reabsor¢do cemento-dentinéria. Feixes de
fibras colagenas foram observadas entre a superficie cementaria e a parede é6ssea

alveolar, com discreta neoformacéo 6ssea (Figura 36).
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FIGURA 34- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). Discretas areas de reabsorcdo de
superficie ocupada por cemento secundario (CS). H.E., original 63X. OA=0sso
Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

OA

LP

FIGURA 35- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). Cemento mostrando-se integro, com
pequenas areas de reabsorcdo de superficie (1). H.E., original 63X. OA=0sso0
Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.
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FIGURA 36- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). Presenca de fibras colagenas (1) com
discreta neoformacdo 6ssea. Tricrobmio de Masson, original, 63X. OA=0sso
Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

Em quatro espécimes, observou-se espessa camada de cemento secundario
sobre a superficie do dente (Figura 37), ocasionando a diminuicdo do espaco
periodontal. Em um dos casos, o tecido 6sseo neoformado ocupava praticamente o

espaco periodontal (Figura 38).
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FIGURA 37- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). Espessa camada de cemento secundario
(CS) sobre a superficie radicular. H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar;
LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

OA

TON

FIGURA 38- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). Tecido 6sseo neoformado ocupando
o espaco do Ligamento Periodontal (1). H.E., original 25X. OA=0sso Alveolar;
d=dentina.
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Nos espécimes onde foi observado neoformacgéo 6ssea ocupando o espaco do
ligamento periodontal, também foi evidenciado, em algumas regides, extensas areas
de reabsorcdo cemento-dentinaria, ocupadas por tecido conjuntivo (Figura 39 e 40).
Em um desses espécimes, evidenciou-se extensas areas de reabsorcdo dentinaria

(Figura 41).

TC

FIGURA 39- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). Extensas areas de reabsorcdo cemento-
dentinaria (1) ocupada por tecido conjuntivo (TC). H.E., original 63X. d=dentina.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Resultado 116

LP

TC

FIGURA 40- Grupo Il (Plasma Pobre em Plagueta). Areas de reabsorcéo (1) ocupada por
tecido conjuntivo (TC). H.E., original 63X. LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

RI

FIGURA 41- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaqueta). Area com extensa reabsorcéo inflamatdria
(RI) com conseqiente destruicdo da superficie dentinéria. H.E., original 63X.
d=dentina.
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GRUPO 111 (Reimplante com Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto

de célcio)

Este grupo foi marcado com areas de reabsorcdo superficiais e também por
extensas areas de 0sso neoformado ocupando o espaco do ligamento periodontal. As

reabsorcoes inflamatdrias foram raras neste grupo.

Em alguns casos, o espaco do ligamento periodontal encontrava-se ocupado
parcialmente por cemento secundario e/ou tecido 0sseo, ocasionando 0 seu
estreitamento (Figuras 42 e 43). O ligamento periodontal exibia moderado ndamero

de fibroblastos e vasos sanguineos (Figuras 44 e 45).

TO
LP
CE
d
FIGURA 42- Grupo Il (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio).

Estreitamento do espaco do ligamento periodontal (LP), ocasionado pelo
cemento (C) e/ou tecido ésseo (TO) neoformados. H.E., original 63X.
d=dentina.
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FIGURA 43- Grupo IIl (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de célcio).
Estreitamento do espaco do ligamento periodontal (LP), ocasionado pelo
cemento (CE) e/ou tecido 6sseo (TO). H.E., original 63X. d=dentina.

OA

LP

FIGURA 44- Grupo 11l (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio). Ligamento
periodontal (LP) exibindo moderado ndmero de fibroblastos. H.E., original 63X.
OA=0sso0 Alveolar; d=dentina.
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LP

FIGURA 45- Grupo 111 (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cIoreto’ de calcio). Ligamento
periodontal (LP) com moderado nimero de fibroblasto. Area de reabsorcdo de
superficie com reparo (1). H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; d=dentina.

O espaco do ligamento periodontal praticamente foi ocupado por tecido 6sseo
neoformado em alguns espécimes (Figura 46). Nos espécimes onde se observou o
espaco do ligamento periodontal ocupado por tecido 06sseo neoformado,

praticamente em todos 0s casos notou-se a auséncia de cemento (Figura 47).

Em outros, evidencia-se o0 espago do ligamento periodontal praticamente

preenchido por tecido conjuntivo pouco vascularizado (Figura 48).
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FIGURA 46- Grupo Il (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio). Espaco do
ligamento periodontal preenchido com tecido 6sseo neoformado (TON). H.E.,
original 63X. d=dentina.

TON

FIGURA 47- Grupo Il (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de célcio). Espaco do
ligamento periodontal preenchido com tecido 6sseo neoformado (TON), com
auséncia de cemento. H.E., original 63X. d=dentina.
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TC

FIGURA 48- Grupo 11l (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio). Espaco do
ligamento periodontal preenchido com tecido conjuntivo (TC) pouco
vascularizado. H.E., original 63X. d=dentina.

GRUPO 1V (Reimplante com Plasma Rico em Plaquetas ativado por

trombina de origem bovina e cloreto de calcio)

Na maioria dos espécimes, a camada de cemento encontrava-se com
integridade. Neste grupo, foi evidenciado areas de reabsor¢cbes cemento-dentinarias,
porém, a maioria delas, encontravam-se inativas e ocupadas por tecido conjuntivo

com discreto numero de fibroblastos (Figura 49).
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FIGURA 49- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
calcio). Discreta reabsor¢cdo cemento dentinaria (RCD) ocupada por tecido
conjuntivo com discretos numeros de fibroblastos. H.E., original 63X. OA=0sso
Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

Em alguns espécimes, notou-se o estreitamento do ligamento periodontal,
ocasionado pelo cemento neoformado e tecido 6sseo da parede alveolar (Figuras 50
e 51). A presenca de cemento secundario ocasionava o estreitamento do espago
periodontal, com ligamento periodontal exibindo discreto niumero de fibroblastos

(Figura 52).
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FIGURA 50- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Estreitamento do ligamento periodontal (LP) ocasionado por cemento
(CE) e tecido 6sseo (TO). H.E., original 63X. d=dentina.

TO

LP
CE

FIGURA 51- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Estreitamento do ligamento periodontal (LP) ocasionado por cemento
(CE) e tecido 6sseo (TO). H.E., original 63X. d=dentina.
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FIGURA 52- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Estreitamento do ligamento periodontal (LP) ocasionado pela formacéo
de cemento secundario (CS). H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; d=dentina.

Em outros casos, notou-se discreta reabsorcdo do cemento e dentina que se
encontrava ocupada por cemento secundario. O espaco periodontal, nestes casos,
achava-se reduzido, ocasionado pela neoformacdo 0ssea ao nivel da parede Ossea
alveolar. O tecido conjuntivo exibia moderado numero de fibroblastos e vasos

sangulineos (Figura 53).
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FIGURA 53- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Discreta reabsorcao de superficie (1) ocupada por cemento secundario
(CS). H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento Periodontal;
d=dentina.

Em um dos casos, foi evidenciado moderada faixa de cemento secundario
adjacente ao cemento original com integridade. O espa¢o do ligamento periodontal
era amplo, exibindo um tecido conjuntivo bem vascularizado com moderado namero
de fibroblastos. Por outro lado, a superficie da parede éssea alveolar mostrava-se

irregular (Figura 54).
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FIGURA 54- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Moderada faixa de cemento secundario (CS) sobre o cemento original
com integridade. H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento
Periodontal; d=dentina.

Na maioria dos espécimes, o ligamento periodontal exibia feixes de fibras
colagenas dispostas obliqguamente ao longo do eixo do espago periodontal (Figura
55). Em alguns espécimes, 0 espaco periodontal encontrava-se ocupado por fibras

colagenas irregulares (Figura 56).
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FIGURA 55- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Espaco do ligamento periodontal (LP) mostrando feixes de fibras
coldgenas dispostas obliquamente. Tricrdmio de Masson, original 63X. OA=0sso
Alveolar; d=dentina.
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LP

FIGURA 56- Grupo IV (Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Espaco do ligamento periodontal (LP) mostrando feixes de fibras
coldgenas mais irregulares. Tricrobmio de Masson, original 63X. OA=0sso
Alveolar; d=dentina.
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GRUPO V (Reimplante com Células-tronco associadas ao Plasma Rico em

Plaquetas ativado por cloreto de calcio)

Entre todos os grupos analisados, este grupo foi 0 que apresentou 0 maior
namero de espécimes com tecido ésseo neoformado em contato com area de
dentina reabsorvida (Figura 57). Em alguns espécimes, notou-se areas de reabsor¢do
cemento-dentinaria (Figura 58), ao lado de espacos do ligamento periodontal

ocupado por tecido 0sseo neoformado (Figura 59).

TON

FIGURA 57- Grupo V (Células-Tronco e Plasma Rico em Plaquetas). Reabsorcdo por
substituicdo: espacos do ligamento periodontal praticamente ocupado por
tecido 6sseo neoformado (TON). H.E., original 63X. d=dentina.
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FIGURA 58- Grupo V (Células-Tronco e Plasma Rico em Plaquetas). Reabsor¢ao inflamatoria
com extensas areas de reabsorcdo cemento-dentindria (RCD). H.E., original
63X. OA=0sso0 Alveolar; d=dentina.

TON

TON

FIGURA 59- Grupo V (Células-Tronco e Plasma Rico em Plaquetas). Espaco do ligamento
periodontal ocupado por tecido ésseo neoformado (TON). H.E., original 63X.

d=dentina.
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Em outro espécime, evidenciou-se a superficie cementaria parcialmente
ocupada por tecido 6sseo com estreita faixa de tecido conjuntivo junto a parede
0ssea. Observa-se ainda, areas com reabsorcédo ativa da parede 0ssea. Evidencia-se

também, areas de cimento e dentina reabsorvida (Foto 60).

OA

LP

FIGURA 60- Grupo V (Células-Tronco e Plasma Rico em Plaqueta). Superficie cementaria
parcialmente ocupada por tecido 6sseo (1). Areas de cimento e dentina
reabsorvidas (2). H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento
Periodontal; d=dentina.
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Em quatro espécimes, notou-se o espaco do ligamento periodontal irregular e
encontrava-se ocupado por tecido conjuntivo com discreto niumero de fibroblastos
(Figura 61). Em um deles, &reas de reabsor¢des cemento-dentinéria encontravam-se
inativas. O espaco do ligamento periodontal nessas areas era irregular, notando-se
tecido conjuntivo com moderado numero de fibroblastos (Figura 62). Nos demais,
evidenciou-se a presengca de cemento secundario sobre a superficie cementaria
preexistente. Nestes casos, 0 ligamento periodontal mostrou discreto niamero de

fibroblastos (Figura 63).

OA

LP

FIGURA 61- Grupo V (Células-Tronco e Plasma Rico em Plaquetas). Espaco do ligamento
periodontal (LP) irregular ocupado por tecido conjuntivo com discreto nimero
de fibroblastos. H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; d=dentina.
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FIGURA 62- Grupo V (Células-Tronco e Plasma Rico em Plaquetas). Areas inativas de reabsorcéo
de superficie (1). H.E., original 63X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento Periodontal;
d=dentina.
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FIGURA 63- Grupo V (Células-Tronco e Plasma Rico em Plaguetas). Presenca de cemento
secundario (CS) sobre a superficie do cemento pré-existente. H.E., original 63X.
OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.
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5.2 ANALISE DE IMUNO HISTOQUIMICA

A andlise das imunomarcac¢des foi realizada na regido da interface entre
dente, ligamento periodontal e osso alveolar, nos 2/3 médios da raiz. As analises
dessas marcagbes seguiram 0 mesmo agrupamento descrito para a avaliacao
histoldgica.

GRUPO I (Controle)

Nos dentes em que foi realizado o controle negativo, foram observadas
imunomarcacdes para ostepontina nas células da linhagem osteoblastica presentes
no ligamento periodontal (Figura 64). Nas areas de osso alveolar, foi possivel

observar a ostepontina principalmente em ostedcitos localizados em suas lacunas.

Figura 64- Grupo | (Controle). Imunomarcag¢bes positivas para células osteoblasticas no
Ligamento Periodontal (setas). Aumento de 40X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento
Periodontal; d=dentina.
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Neste grupo, foram observadas células da linhagem osteoclastica atraves de
imunomarcacdes positivas para TRAP em poucos espécimes, sendo observadas

principalmente em regides do osso alveolar (Figura 65).

Figura 65- Grupo | (Controle). ImunomarcacBes positivas para células osteoclasticas na
regido de osso alveolar (seta). Aumento de 40X. OA=0sso Alveolar.

GRUPO Il (Plasma Pobre em Plaquetas)

Neste grupo, foi observada a reabsor¢cdo da dentina e a presenca de
imunomarcacoes positivas para osteopontina em células da linhagem clastica (Figura
66). Em alguns espécimes, as regides onde ha remanescente do ligamento
periodontal, foi observada uma imunomarca¢cdo mais discreta da ostepontina nas

células da linhagem osteoclastica. Vale destacar que no 0sso alveolar, esta proteina
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da matriz apresentou-se bem marcada principalmente nos ostedcitos, presentes nas

suas lacunas.

FIGURA 66- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). Ligamento periodontal com
imunomarcagdess para a linhagem clastica (setas). Aumento de 40X.
OA=0sso Alveolar.

Em relacdo a imunomarcacdes para TRAP, essas foram observadas em alguns
espécimes, sendo que, em dois deles, as mesmas foram bem evidentes para células
da linhagem clastica, principalmente nas regibes de superficie dentaria e 0sso

alveolar (Figura 67).
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FIGURA 67- Grupo Il (Plasma Pobre em Plaquetas). ImunomarcacBes positivas para a
linhagem clastica na regido de osso alveolar (seta). Aumento de 40X.
OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

GRUPO I11 (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio)

Foi observada, neste grupo, a presenca das respostas de reabsorcdo e de
anquilose. Em ambas as situacdes, foram observadas imunomarcacgdes intensas para
ostepontina (Figura 68). Nas areas de anquilose, foram observadas imunomarcacdes
intensas para osteopontina principalmente em ostedcitos presentes nas lacunas do
0sso alveolar. Foi possivel visualizar também pontos de mineralizacdo 0ssea, com
imunomarcacao positiva para osteopontina, mostrando o papel desta proteina da

matriz no processo de mineralizagdo do tecido 0sseo. Nas regides onde foram
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observados remanescentes do ligamento periodontal, também foram observadas

imunomarcacdes positivas para ostepontina em células da linhagem osteoblastica.

FIGURA 68- Grupo Il (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de célcio). Area de
anquilose com imunomarcagdo intensa para a osteopontina na linhagem
osteoblastica (setas). Aumento de 10X. OA=0sso Alveolar; d=dentina.

As imunomarcagOes para TRAP foram menos evidentes, sendo observado
células da linhagem clastica em algumas regides da superficie dentaria e no 0sso

alveolar (Figura 69).

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Resultado 138

FIGURA 69- Grupo Il (Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio). Espécime
com imunomarcacg8es positivas para linhagem clastica no osso alveolar (setas).
Aumento de 40X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento Periodontal.

GRUPO 1V (Reimplante com Plasma Rico em Plaquetas ativado por

trombina de origem bovina e cloreto de calcio)

J& neste grupo foi evidenciada imunomarcac¢des bastante intensas para
ostepontina, mostrando também a participacdo desta proteina no processo de
mineralizacdo do tecido 6sseo. Vale destacar que em alguns espécimes foi possivel
observar a regido do cemento com marcagdo positiva para a ostepontina. Nestes
espécimes, o ligamento periodontal apresentou marcacgdes intensas de células da
linhagem osteoblastica, com a presenca de marcacdes intensas também no 0sso
alveolar e ostedcitos presentes nas suas lacunas (Figura 70).
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FIGURA 70- Grupo IV (Plasma Rico em Plaguetas ativado por trombina bovina e cloreto de
célcio). Area de cemento e ligamento periodontal com intensa marcacéo para a
osteopontina (setas). Aumento de 40X. LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

Ja as imunomarcagdes para a TRAP foram muito raras neste grupo, sendo
observada apenas em dois espécimes através de discretas marcacdes especialmente

na regido proxima ao 0sso alveolar (Figura 71).
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FIGURA 71- Grupo IV (Plasma Rico em Plaguetas ativado por trombina bovina e cloreto de
calcio). Imunomarcagdes discretas para a linhagem de células clasticas (seta).
Aumento de 40X. OA=0sso Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

GRUPO V (Reimplante com células-tronco associadas ao Plasma Rico em

Plaquetas ativado por cloreto de calcio)

Neste grupo foram observadas respostas de reabsor¢cdo por substituicdo e
nestas areas, foram observadas imunomarcagfes positivas para ostepontina (Figura
72). Nas regibes onde havia remanescente do ligamento periodontal, foram

observadas imunomarcacdes positivas para as células da linhagem osteoblastica.
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FIGURA 72- Grupo V (Células-tronco e Plasma Rico em Plaquetas). Area de anquilose com
marcacdo positiva para a osteopontina (seta). Aumento de 40X. OA=0sso
Alveolar; LP=Ligamento Periodontal; d=dentina.

As imunomarcacdes para as células de linhagem clastica foram muito
obervadas pelo anticorpo anti-TRAP nas regides de superficie dentaria e 0sso

alveolar (Figura 73).
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FIGURA 73- Grupo V (Células-tronco e Plasma Rico em Plaquetas). Imunomarcac@es intensas para
a linhagem de células clasticas em regido da superficie radicular e no osso alveolar
(setas). Aumento de 40X. OA=0ss0 Alveolar; d=dentina.

5.3 CARACTERIZACAO CELULAR POR CITOMETRIA DE FLUXO

A Figura 74 mostra o resultado de citometria de fluxo realizada com o material

celular obtido por puncédo da medula da crista do osso iliaco do cdo apos adi¢do do

anticorpo anti-CD34 conjugado ao anticorpo secundario.
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FIGURA 74- Citometria de fluxo realizada ap6és puncdo iliaca com adicdo
de anti- CD34.

Os resultados mostram que aproximadamente 56% das células foram
marcadas com o anticorpo anti-CD34, indicando que a maior parte das células-tronco

pertenciam a linhagem hematopoiética.

A figura 75 mostra a analise de citometria de fluxo do material celular da
medula 6ssea apds a adicdo do anticorpo anti-CD90. Neste caso, foi necessério
também realizar uma reacdo apenas com o anticorpo secundario (controle), ja que

0 mesmo ndo encontrava-se conjugado ao anticorpo primario.
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FIGURA 75- Citometria de fluxo realizada apés puncdo iliaca com adicdo apenas de anticorpo secundario
(controle) (esqg.) e com adi¢do de anticorpo anti-CD90 (dir.).

Os resultados mostram a presenca de duas populacdes distintas marcadas
com este anticorpo, sendo a maior correspondendo a 26,59% e a menor de 6,69%
do total de células presentes no material da coleta. N&o houve marcagdes quando

apenas o anticorpo secundario foi adicionado.

5.4 ANALISE ESTATISTICA
5.4.1 Anéalise Histomorfomeétrica

Para esta andlise, os dados foram obtidos através da quantificacdo dos valores

correspondentes a regido das areas de reabsorcdo de superficie, reabsorcdo por

substituicdo e reabsorcao inflamatéria em relacdo a area total radicular de 12 cortes
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representativos de cada grupo. Como a anquilose foi observada apenas em um

espécime do grupo I, essa alteracdo foi excluida desta andlise.

Apbés a quantificacdo em valores absolutos (mm?) através da andlise
histomorfométrica, esses valores foram transformados em valores relativos (em
porcentagem) e submetidos a analise estatistica. As tabelas contendo as medidas da
area dentaria total e das areas comprometidas nos 5 grupos avaliados encontram-se
no Anexo B. Os dados obtidos foram comparados pela analise de variancia (ANOVA),
seguido da analise comparativa pelo teste de Tukey quando a analise de variancia

sugeriu uma diferenca significativa entre os grupos.

A Figura 76 mostra os valores relativos do comprometimento radicular quanto

a ocorréncia de reabsorcéo de superficie nos 5 grupos avaliados.
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FIGURA 76- Comprometimento radicular quanto a ocorréncia de reabsorcéo de superficie em
valores relativos * estatisticamente significante (p<0,05).

A analise de variancia mostrou diferenca estatisticamente significante quanto
a reabsorcdo de superficie (p=0.0256; p<0.05). A tabela 2 mostra as comparacoes

individuais entre os grupos para esta alteracao utilizando o teste post-hoc de Tukey.
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Tabela 2- Teste de Tukey para comparacoes individuais entre 0s cinco grupos quanto
a reabsorcgao de superficie

Comparacao p
Grupo | X Grupo 11 >0,05 ns
Grupo | X Grupo Il >0,05 ns
Grupo | X Grupo 1V >0,05 ns
Grupo | X Grupo V >0,05 ns
Grupo 11 X Grupo 1 >0,05 ns
Grupo Il X Grupo IV >0,05 ns
Grupo 11 X Grupo V >0,05 ns

Grupo 111 X Grupo IV >0,05 ns
Grupo Il X Grupo V >0,05 ns
Grupo IV X Grupo V <0,05*

* diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

A Figura 77 ilustra os valores relativos do comprometimento radicular quanto a

ocorréncia de reabsorcéo por substituicdo nos 5 grupos avaliados.
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FIGURA 77- Comprometimento radicular quanto a ocorréncia de reabsor¢do por
substituicdo em valores relativos * estatisticamente significante (p<0,05).

A analise de variancia mostrou diferenca estatisticamente significante quanto a
reabsorcéo por substituicdo (p=0.0015; p<0.05). A tabela 3 mostra as comparacdes

individuais entre os grupos para esta alteracao utilizando o teste post-hoc de Tukey.
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Tabela 3- Teste de Tukey para comparacdes individuais entre 0s cinco grupos quanto
a reabsorcao por substituicéo

Comparacao p
Grupo | X Grupo Il >0,05 ns
Grupo | X Grupo Il >0,05 ns
Grupo | X Grupo IV >0,05 ns
Grupo | X Grupo V >0,05 ns
Grupo Il X Grupo I >0,05 ns
Grupo Il X Grupo IV >0,05 ns
Grupo Il X Grupo V <0,05*

Grupo Il X Grupo IV >0,05 ns
Grupo Il X Grupo V <0,05*
Grupo IV X Grupo V <0,01*

* diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

A ocorréncia de reabsorcdo inflamatdria nos 5 grupos deste estudo € mostrada na

Figura 78.
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FIGURA 78- Comprometimento radicular quanto a ocorréncia de reabsorcao inflamatéria em
valores relativos.
Para esta alteragéo, o teste de ANOVA ndo mostrou diferenga estatisticamente

significante quando os cinco grupos foram comparados (p=0.5867; p=>0.05).

5.4.2 Analise de Imuno Histoquimica

Os escores obtidos pela analise das imunomarcacdes para os anticorpos anti-
osteopontina e anti-TRAP nos cinco grupos, foram submetidos ao teste estatistico
pela analise de variancia (ANOVA). Quando havia diferenga significativa, o teste de
Tukey também foi aplicado para as comparacdes individuais entre 0s grupos.

A andlise de variancia mostrou diferenca estatisticamente significante para as
imunomarcacdes para o anticorpo anti-osteopontina (p=0.0015; p<0.05). A tabela 4
mostra as comparacoes individuais entre 0os grupos para esta alteracdo utilizando o

teste post-hoc de Tukey.
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Tabela 4- Teste de Tukey para comparacoes individuais entre 0s cinco grupos quanto
a imunomarcacao pelo anticorpo anti-TRAP

Comparacao p
Grupo | X Grupo Il >0,05 ns
Grupo | X Grupo Il >0,05 ns
Grupo | X Grupo 1V >0,05 ns
Grupo | X Grupo V >0,05 ns
Grupo Il X Grupo Il <0,05*
Grupo Il X Grupo IV >0,05 ns
Grupo Il X Grupo V >0,05 ns

Grupo Il X Grupo IV >0,05 ns
Grupo Il X Grupo V >0,05 ns
Grupo IV X Grupo V >0,05 ns

* diferenca estatisticamente significante (p<0,05)

Para as imunomarcacdes para o anticorpo anti-TRAP, a andlise de variancia
ndo mostrou diferenca estatisticamente significante quando foram comparados 0s

cinco grupos deste estudo (p=0.1671; p>0.05).
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6 Discussio

animal experimental escolhido para a realizacdo desse
trabalho foi o cdo, pois sua utilizagdo em pesquisas no reparo das estruturas
periodontais, especialmente em reimplantes dentarios, encontra-se ja sedimentado
na literatura. A escolha do tipo de animal a ser utilizado em uma pesquisa deve ser
direcionada aquele cuja resposta biol6gica se assemelhe o maximo possivel a
resposta obtida no modelo humano, para que os resultados obtidos possam, de
alguma forma, serem extrapolados para o homem (PITT FORD, 1985). No caso do
cdo, muitos autores comprovam esta semelhanca quando se comparam estudos
histol6gicos em polpas dentarias (HOLLAND et al., 2007; RUSSO; HOLAND, 1974) e
em estruturas de sustentacdo do dente (BOER et al., 2008; CUNHA et al., 1995;

SONODA, 1997).

O momento ideal para a realizagdo do tratamento endodontico de dentes
reimplantados € um dos pontos discutidos na literatura. Muitos autores preconizam o
tratamento antes do reimplante pelo fato de que a reabsorcédo inflamatoria possa ser
causada pelo material necrético que permanece no interior do canal radicular
(ANDREASEN; HJORTING-HANSEN, 1966; COCCIA, 1980). A necrose pulpar ocorre
em quase 100% de dentes reimplantados que apresentam rizogénese completa

(DURR; SVEEN, 1987), justificando a realiza¢do do tratamento endodéntico em nosso
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estudo. Também, optou-se, nesse modelo experimental, a realizacdo deste
procedimento em uma sessdo anterior ao reimplante para que todas as variaveis
relacionadas com complica¢cdes oriundas da polpa pudessem ser diminuidas ou
anuladas, ja que o objetivo do estudo relacionava-se ao reparo do ligamento
periodontal. Além disso, a realizacdo deste tratamento em uma sessdo a parte evita
a exposicdo do animal a uma sobre dose de anestésicos em razdo de um
procedimento cirdrgico mais longo. O hidroxido de célcio foi o material de escolha
para a realizacdo deste tratamento devido a comprovada propriedade bioldgica,
antimicrobiana e também por seu efeito inibidor de uma possivel reabsor¢do

inflamatoria da raiz (ESTRELA, 1997; TRONSTAD et al., 1990).

O periodo de uma semana, utilizado no presente estudo, para a contencdo
dos dentes reimplantados normalmente € suficiente para assegurar uma sustentacao
periodontal adequada, uma vez que as fibras gengivais ja estdo reparadas neste
intervalo (ANDREASEN; ANDREASEN, 2001). Nasjleti et al. (1982), utilizando dois
periodos diferentes de contencdo — 7 e 30 dias, em dentes reimplantados de cées
por um periodo extra-alveolar maximo de 30 minutos, observaram o
restabelecimento do epitélio juncional, formacgdo de fibras coldgenas no espaco do
ligamento periodontal e reabsorcéo por substituicdo limitada ao tergo apical no grupo
de 7 dias. Por outro lado, dentes reimplantados e mantidos em contengdo por 30
dias, mostraram extensas areas de reabsor¢do inflamatéria e de anquilose.

Quanto ao tempo extra-alveolar de dentes avulsionados, foi provado que,

ap6s 15 minutos, as fibras do ligamento periodontal podem estar comprometidas,
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aumentando o risco das reabsor¢des radiculares e influenciando no prognéstico do
dente avulsionado (ANDREASEN; KRISTERSON, 1981). Além disso, para a
integridade do ligamento periodontal fora do alvéolo, hd a necessidade de um meio
de conservacdo adequado (ANDREASEN, 1981b). Com a escassez de estudos que se
assemelham a presente pesquisa, optamos por um tempo extra-alveolar
intermediario, ou seja, de 30 minutos e sem a utilizacdo de um meio de conservagao,

para que ndo houvesse muitas variaveis nesta fase inicial do estudo.

A proposta do periodo de eutanasia dos animais de 120 dias (4 meses) para
observar a resposta tecidual pode ser considerada um periodo que se aproxime de
um resultado mais definitivo quando comparado a periodos de observacdo menores.
Segundo Nasjleti et al. (1975), a orientagdo final de fibras do ligamento periodontal
nao ocorre em um tempo menor de 4 meses. Estudos que avaliaram a resposta
tecidual apos reimplante de dentes permanentes em cées utilizaram periodos de 2, 3
ou 4 meses para a realizacdo da eutanadsia (CHEN et al., 2008; MORO, 2004;
MURAD, 1982; TROPE; FRIEDMAN, 1992). Entretanto, sendo este um estudo de
caracteristica transversal, entendemos ser interessante, em outra oportunidade, a
realizacdo de grupos com periodos de observacdo diferentes para a analise das
sequencia dos eventos que ocorreram até o resultado final, sendo de grande valia

para uma melhor compreenséo de algumas ocorréncias observadas.

A manobra mecanica para a exodontia e para o reimplante nado influencia

negativamente no reparo (ANDREASEN, 1981b). Entretanto, como a ponta ativa do
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forceps pode promover um trauma na regido cervical da raiz (OIKARINEN et al.,
1996) e por outro lado, a regido apical apresentar-se em forma de delta, o que
poderia resultar em um processo inflamatério ndo relacionado a manobra cirdrgica,
nos levou a considerar apenas a regido dos 2/3 médios radiculares para as analises,

excluindo-se, assim, as regides cervicais e apicais.

Outro fator muito discutido entre pesquisadores quando da anélise de cortes
apoés reimplantes, é o sentido ideal destes cortes: longitudinal ou transversal. O corte
dos espécimes no sentido transversal é capaz de fornecer dados relacionados as
quatro superficies dentarias (vestibular, lingual, mesial e distal), sendo que o tipo
longitudinal oferece a visdo de apenas dois lados do corte. Por outro lado, o corte
transversal, quando nao realizado de forma continua, possui maior possibilidade de
erros quanto a localizacdo inicial ou final das alteracdes radiculares, podendo,
inclusive causar uma certa “omissdo” da ocorréncia destas alteragbes. Em nosso
estudo, optamos pelo corte longitudinal no sentido vestibulo-lingual por fornecer
uma visdo melhor de toda a extensdo do ligamento periodontal. A despeito da
auséncia das superficies mesial e distal no corte, entendemos que, resultados
satisfatérios observados nas faces vestibular e lingual, reproduzem ainda melhores
resultados nas faces mesiais e distais, ja que, o terco médio do ligamento
periodontal nas regides vestibular e lingual, apresenta menor fluxo vascular e maior
tendéncia a reabsorcbes devido a maior convexidade dessas superficies

(ANDREASEN, 1980a; ANDREASEN, 1980b; CASTELLI et al., 1980).
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Excetuando o Grupo IV, observamos resultados menos satisfatorios nos
dentes pré-molares devido & maior presenca de reabsor¢cdes por substituicdo e
inflamatéria quando comparado aos incisivos. Esta falta de uniformidade dos
resultados opde-se aos achados de outros autores que também utilizaram estes
dentes em estudos com reimplantes dentarios (SAE-LIM et al., 1998; SOTTOVIA,

2007; TROPE; FRIEDMAN, 1992), porém ndo observaram esta diferenca.

A ocorréncia maior de reabsor¢cdes nos pré-molares poderia ser atribuida ao
excesso de forcas mastigatérias que € maior neste grupo de dentes. Em dentes com
sobrecarga oclusal, ocorre necrose e exsudato inflamatorio no espago do ligamento
periodontal e também no ligamento em si, promovendo a migracdo celular e
diferenciacdo de células osteoblasticas que imediata e aceleradamente depositam a
matriz éssea sobre a superficie radicular (CONSOLARO et al., 2005). J& a presenca
de reabsorcéo inflamatoria pode estar relacionada a propria metodologia empregada
de seccionamento das raizes dos pré-molares o que poderia causar a formacéo de

nichos, facilitando o acimulo de microorganismos nessas regides.

Entretanto, de uma forma geral, a reabsorcédo inflamatéria foi observada em
poucos espécimes, demonstrando a efetividade do tratamento endodontico realizado
e da antibioticoterapia empregada (ANDREASEN, 1987; TRONSTAD, 1988).
Trabalhos demonstram que o emprego de antibidticos em casos de reimplantes,
especialmente a penicilina, favorece a diminuicdo de bactérias na superficie radicular,

no canal pulpar e também no alvéolo, diminuindo, assim, o risco de reabsor¢des
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radiculares (HAMMARSTROM et al., 1986, 1989). Em nosso estudo, utilizamos a
espiramicina associada ao metronidazol ja que a espiramicina, por ser um
macrolideo, possui um espectro similar a penicilina e o metronidazol é também eficaz
contra bactérias anaerobias presentes nas periodontopatias (MONTGOMERY, 2000).
Além disso, o medicamento escolhido € recomendado especificamente para o pré e

pos-operatorio de intervencdes da cavidade oral e faringiana de cées e gatos.

A utilizagdo dos materiais em animais diferentes baseia-se no fato de que o
plasma é uma substancia que é absorvida pelo organismo. Caso fossem utilizados
materiais diferentes no mesmo animal, um poderia interferir na a¢cdo do outro,
dificultando a analise dos resultados. Também por esse motivo, optamos por utilizar
0 material em uma arcada e a outra servir como controle, diminuindo o risco desta
interferéncia. Trabalhos na literatura ndo observaram diferencas quanto a presenca
de reabsor¢cdes em dentes da maxila comparado aos da mandibula (ANDREASEN,
1980c; BLOMLOF et al., 1983). Da mesma forma, ndo observamos diferenca nas
respostas de dentes superiores quando comparado aos inferiores, viabilizando a

metodologia empregada deste estudo quanto a este aspecto.

Procuramos também averiguar as diferengas no reparo tecidual nos diferentes
grupos deste estudo por meio de imunomarcacdes de anticorpos especificos de
componentes envolvidos na formagdo dssea e nos processos de reabsorcdo. A

osteopontina é uma proteina da matriz 0ssea que é sintetizada pelos pré-

osteoblastos, osteoblastos e ostedcitos. A expressdo desta proteina em estagios
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iniciais da formacdo Ossea mostra sua importancia na formacdo deste tecido
(BUTLER, 1989), sugerindo assim, reparos com formacdo de tecido 0sseo apos o
reimplante. Por outro lado, imunomarcagfes para a fosfatase acido tartarato
resistente (TRAP) indicam alta atividade de células de linhagem clastica ja que trata-
se de uma enzima lisossdbmica presentes nos odontoclastos e osteoclastos (MINKIN,
1982; SAHARA et al., 1996). Sendo assim, imunomarcagdes positivas para a TRAP
nos tecidos apods reimplantes dentarios sugerem maior reabsorcdo por células

pertencentes a essas linhagens.

O Grupo | caracterizou o grupo controle, onde nenhum tipo de material foi
empregado nestes dentes. Alguns espécimes deste grupo apresentaram certa
integridade na dentina e cemento, com a presenca de cemento secundario
neoformado em &reas de reabsorcdo. No estudo de Sottovia (2007), as maiores
alteracdes foram encontradas no grupo que fora mantido em meio seco, com a
presenca de extensas areas de reabsor¢bes por substituicdo e inflamatorias.
Entretanto, neste estudo, foi utilizado um periodo extra-alveolar de 2 horas. No
presente estudo, a integridade observada em alguns espécimes mantidos em meio

seco pode ser relacionada ao tempo extra-alveolar mais curto.

Por outro lado, este grupo foi o segundo onde a reabsor¢do por substituicido
foi mais observada (Figura 77). Esta alteragdo foi também evidenciada através das
imunomarcacdes positivas para osteopontina presentes no ligamento periodontal. A

reabsorcéo por substituicdo esta fortemente relacionada a presenga de um ligamento
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periodontal ndo vital sobre a superficie radicular (ANDREASEN; KRISTERSON, 1981).
Nevins et al. (1980) asseveram gue com um periodo extra-alveolar de 20 minutos, o
reimplante ja se encontra comprometido. Andreasen (1981a) observou que até 18
minutos em meio seco, 0 dente avulsionado apresentava 70% de ligamento
periodontal com vitalidade, reduzindo para 30% quando o periodo atingia 30
minutos. Este fato pode explicar a maior prevaléncia da reabsor¢do por substituicdo

neste grupo.

Durante o preparo do plasma pobre em plaquetas (PPP) e plasma rico em
plaguetas (PRP), a contagem de plaquetas apés a segunda centrifugacédo resultou
em um aumento de 3 a 5 vezes do numero destas células na fragcdo do PRP quando
comparado a contagem inicial do sangue periférico. Marx et al. (1998) realizaram o
primeiro estudo mostrando uma melhora significativa de defeitos mandibulares com
a utilizacdo do PRP. Neste estudo, o PRP apresentava uma contagem de 3 a 4 vezes
maior de nimero de plaquetas quando comparado a contagem inicial do sangue
periférico. Altas concentragbes de PDGF e TGF- capazes de aumentar a proliferacéo
de células do ligamento periodontal foram encontradas no PRP cuja concentracdo de
plaguetas era 3 vezes maior da quantidade inicial (OKUDA et al., 2003). Marx (2004)
define como um “PRP terapéutico” em humanos aquele que possui aproximadamente
1.000.000 de plaguetas/ul de sangue, considerando que o0s seres humanos
apresentam cerca de 200.000 = 75.000 plaquetas/pl no sangue periférico. Por outro
lado, estudos tém demonstrado que concentracdes maiores de plaquetas no PRP

podem inibir o efeito de proliferacdo celular (HAN et al., 2007; LIU et al., 2002).
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De uma forma geral, encontramos bons resultados nos espécimes do Grupo
I, apresentando auséncia de reabsorcdo por substituicdo e reabsor¢do inflamatoria
em 8, dos 12 cortes analisados por histomorfometria. O Plasma Pobre em Plaquetas
(PPP) € um material rico em fibrinogénio, originando também outra nomenclatura
dada a esse material que € Plasma Rico em Fibrinogénio (PRF) (CHAGAS et al., 2004)
e também é considerado uma cola de fibrina autéloga (FLORYAN, BERGHOFF, 2004).
O fibrinogénio é convertido pela trombina autdégena em fibrina (GOTTRUP;
ANDREASEN, 2001; SANTOS; SANTOS, 2004; SILVER et al., 1995), e desempenha
importantes papéis na cicatrizagdo, incluindo indugdo da angiogénese (DVORAK et
al., 1987), quimiotaxia de mondcitos (DVORAK et al.,, 1987) e migracdo de
fibroblastos (KNIGHTON et al., 1982). Opondo-se a esses resultados, Pearson et al.
(1988) asseveram que a fibronectina obtida de forma exdgena seria de pouca
aplicacdo ja que, segundo os autores, o sangramento causado durante o ato

cirdrgico ja possui quantidade adequada para a adeséo celular.

Derivados do sangue foram utilizados em reimplantes dentarios em alguns
estudos e incluem o plasma liofilizado autdlogo (NEASJLETI et al., 1986),
concentrado de proteina alogena de fibrina e fibronectina (RIPAMONTI; PETIT, 1989)
e fibronectina (NASJLETI et al., 1987a). Destes trabalhos, o plasma liofilizado e o
concentrado de fibrina sdo os que mais se assemelham a composi¢do do PPP. No
estudo de Nasjleti et al. (1986), os autores observaram que a utilizacdo do plasma
liofilizado reconstituido em solucdo salina aumentava a proliferacdo celular dos

tecidos de conexdo, reduzia a resposta inflamatoria e inibia reabsor¢fes radiculares.
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Entretanto, o tempo extra-alveolar utilizado na referida pesquisa foi de apenas 5
minutos, diferentemente de nosso caso, onde o tempo de 30 minutos em meio seco
jA representa um ligamento periodontal com apenas 30% de vitalidade
(ANDREASEN, 1981a). Entendemos, com isso, que os resultados favoraveis
apresentados no presente estudo s&o mais significativos em fung¢do do maior

comprometimento das células do ligamento periodontal.

Por outro lado, o Grupo Il foi aquele onde o maior indice de reabsor¢cédo do
tipo inflamatéria foi observado (Figura 78), sendo esta ocorréncia confirmada pelas
imunomarcacdes do anticorpo anti-TRAP, mostrando, inclusive uma relacédo
estatisticamente significante quando comparado ao Grupo 11l (Tabela 4). Entretanto,
essa diferenca ndo foi significante para os resultados da andlise histomorfométrica
guando o teste estatistico foi aplicado. Também neste grupo, foi observado
imunomarcacoes da osteopontina para células da linhagem osteoclastica. Embora a
osteopontina seja uma matriz da proteina 0ssea observada principalmente em células
osteoblasticas, pode também marcar células de linhagem clastica (ASOU et al.,
2001), confirmando o efeito paracrino dos osteoblastos sobre a atividade

osteoclastica.

De maneira interessante, neste grupo, 0S mMesMoOs espécimes que
apresentaram a reabsorc¢éo inflamatoéria foram aqueles que também demonstraram a
reabsorcéo por substituicdo durante a andlise histomorfométrica, sendo todos dentes

pré-molares. O fibrinogénio adsorvido aparece como uma proteina de reagdo
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inflamatdria aguda, funcionando como substancia indutora da acdo do receptor
CD11B aos macrofagos e neutrdfilos (SANTOS; SANTOS, 2004). Esse fator poderia
explicar o aumento de reacfes inflamatdrias neste grupo. Por outro lado, como foi
observada em grande parte dos grupos uma heterogeneidade de respostas entre

pré-molares e incisivos, esta explicagdo ndo pode ser conclusiva de maneira isolada.

Ripamonti e Petit (1989), em um estudo em babuinos, observaram respostas
de anquilose em dentes com superficies radiculares tratadas com &cido citrico e
reimplantados com concentrado de proteina alogena de fibrina e fibronectina. Os
autores conferem parcialmente essa resposta com a metodologia empregada no
estudo, onde os 4&pices radiculares foram cortados previamente ao reimplante,
reduzindo o espaco entre a raiz e 0 0sso alveolar e favorecendo a colonizagéo de
células produtoras de osso derivadas dos espacos medulares. Contrariando esses
achados, a reabsorcdo por substituicho ndo foi um achado comum entre o0s

espécimes reimplantados com o PPP.

A anquilose foi observada em apenas um espécime do Grupo Il. Embora o
termo “anquilose” seja referido, muitas vezes, como 0 crescimento 6sseo adentrando
as cavidades reabsorvidas da raiz (ANDERSSON et al., 1984), a verdadeira anquilose
esta relacionada com a fusdo do osso alveolar ao tecido duro dentario, podendo ou
ndo estar associado a reabsorcdo radicular. Na auséncia de areas nao vitais de
ligamento periodontal maiores do que quatro milimetros quadrados (ANDREASEN;

KRISTERSON, 1981), o cemento e a dentina sdo gradualmente absorvidos e
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invadidos pelo tecido 6sseo (HAMMARSTROM et al., 1989), caracterizando a

reabsorcao por substituicdo (ANDERSSON; MALMGREN, 1999).

A estratégia terapéutica do plasma rico em plaguetas (PRP) fundamenta-se na
aceleracdo da cicatrizacdo por meio da concentracdo de fatores de crescimento,
iniciadores universais de quase todos os eventos cicatriciais (LENHARO; MENDONCA,
2002). Entretanto, para que ocorra a manutencdo dos fatores de crescimento no
local desejado, é necesséario que o PRP se encontre na forma de gel (DELWICHE et
al., 1985). Porém, a separacdo dos hemocomponentes do PRP sé é possivel antes
da formacédo do coagulo, onde, para isso, o anticoagulante é utilizado durante a
coleta. A acdo deste anticoagulante € entdo neutralizada no momento da utilizacéo
clinica por substancias que possibilitam a formagdo do coagulo, sendo que, as mais
utilizadas sd@o a associacdo de cloreto de calcio e trombina bovina (MARX et al.,
1998) ou somente o cloreto de célcio (LEAO, 2002). Como os resultados na literatura

gue utilizam os dois protocolos ainda sédo controversos, decidimos por analisar a acao

do PRP ativado por ambos os protocolos.

Quando analisados os resultados dos dentes reimplantados com o plasma rico
em plaquetas ativado pelo cloreto de célcio (Grupo IIl1), observamos alguns
espécimes com uma boa resposta de reparo das estruturas periodontais, porém com
uma tendéncia a substituicdo do espaco periodontal por tecido ésseo neoformado,
fato este confirmado também pelas imunomarcacdes positivas para osteopontina,

gue foram pronunciadas neste grupo. A reabsor¢do por substituicdo foi observada

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Discussdo 165

em 5 dos 12 cortes analisados por histomorfometria. Por outro lado, 7 espécimes
apresentaram auséncia total deste tipo de reabsorcdo, observando-se apenas o
estreitamento da regido do ligamento periodontal devido & presenca de cemento

secundario e osso neoformado.

O Plasma Rico em Plaquetas apresenta em sua constituicdo béasica o plasma,
leucocitos e plaquetas (MARX, 1999). As plaquetas, por sua vez, possuem O0S
granulos a-plaquetéarios, responsaveis pela liberagdo dos fatores de crescimento
quando ocorre a granulacdo plaquetaria, entre os quais podemos citar o PDGF,
TGFB, o VEGF e o EGF (MARX, 2001). Estes fatores de crescimento agem como
sinalizadores para a proliferacdo e migracdo de células ativas no processo de
cicatrizagdo (GOTTRUP, ANDREASEN, 2001), sendo o TGF-B e o PDGF os mais
importantes fatores de crescimento presentes no local da cicatrizacdo durante as

fases iniciais desse processo (EVERTS et al., 2006).

Estudos mostram que o TGF-B é responsavel pela agdo e ativacdo dos
fibroblastos (STEENFOS et al., 1990) e o PDGF, além da ativacdo dessas células, é
também responsavel pela migracdo ordenada dos fibroblastos no local da ferida
(DEUEL; HUANG, 1984). Por outro lado, o PDGF aumenta a proliferacdo de células
O0sseas e contribui na regeneragdo Ossea através da mitogenése osteoblastica
(EVERTS et al., 2006) e o TGF-B tem um grande potencial no reparo 6sseo, ja que
essas células possuem receptores para essa molécula. Também se, por um lado, a

associagdo do PDGF e TGF-B sdo promovedores de sintese de colageno e
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proliferacdo de fibroblastos (LYNCH et al., 1989a), por outro, a combinacdo desses
fatores de crescimento também estdo relacionados com a diferenciacdo e
proliferacdo de osteoblastos em células osteogénicas (ROBEY et al., 1987). Diante
da acdo dos multiplos fatores de crescimento presentes nas células plaquetarias os
quais agem sob diferentes vias em diferentes populagdes celulares (VAN DEN
DOLDER et al., 2006), isto poderia sugerir uma competicdo celular na presenca
desses peptideos durante o reparo, contribuindo para os dois tipos de respostas

teciduais observados no grupo IlI.

Embora a utilizagdo do PRP em Odontologia esteja fortemente relacionado
com a regeneracao 6ssea (MACEDO, 2004), estudos recentes tém empregado 0 uso
dessa substancia na cicatrizagdo da mucosa oral (LINDEBOOM et al., 2007) e no
reparo de estruturas periodontais como um todo, como foi o caso de Tozim et al.
(2006) e Demir et al. (2007) que utilizaram esse material em reimplantes
intencionais, observando resultados satisfatorios no reparo dessas estruturas.
Segundo Marx (2001), o PRP ndo € ésseo-indutor e ndo pode induzir neoformacéo
ossea. O PRP age na cicatrizacdo pela sua capacidade de aumentar o numero de
células (mitogénese) e estimular o crescimento vascular (angiogenése). Entendemos,
assim, que a presenca dos fatores de crescimento no PRP que, por sua vez,
influencia varios grupos celulares, assegura sua viabilidade em reparo de outros

tecidos que nao seja o tecido 0sseo.
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A vida média de uma plagueta em uma ferida e o periodo de influéncia direta
de seus fatores de crescimento esta em torno de 5 a 8 dias (EVERTS et al., 2006;
MARX, 2001). Assim que as plaquetas séo ativadas, em 10 minutos secretam 70%
dos seus fatores de crescimento e préximo a 100% na primeira hora, continuando a
sintetizar quantidades adicionais de fatores de crescimento por aproximadamente 8
dias, seu tempo médio de vida (MARX, 2001). Coincidentemente, este é o periodo
onde a proliferacdo dos tecidos de conexdo atinge 0 seu pico maximo em

reimplantes dentarios (NASJLETI et al., 1975).

Surpreendentemente, quando utilizamos o PRP ativado com a associa¢do de
trombina de origem bovina e cloreto de calcio (Grupo IV), ndo observamos, em
nenhum espécime, a reabsorcdo por substituicdo (Figura 77). Por outro lado, a
reabsorcdo de superficie foi o tipo mais observado, sendo estatisticamente
significante quando comparado ao Grupo V, onde as referidas reabsor¢cdes foram
menos evidentes (Tabela 2). Entretanto, a analise histoldgica revelou que, a maioria
dessas reabsor¢fes encontrava-se inativa e reparada com cemento secundario. Esses
dados foram confirmados através das imunomarcacfes mais discretas com o
anticorpo anti-TRAP neste grupo.

As reabsorcOes de superficie sdo consideradas auto-limitantes, apresentando
um reparo com cemento neoformado (ANDREASEN; ANDREASEN, 2001),
representando, assim, pouco significado clinico quanto ao prognostico de dentes
reimplantados. Andreasen (1981b) demonstrou que este tipo de reabsorcdo € mais

comum em dentes avulsionados e armazenados em solucdo salina, saliva ou agua
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em periodos de 8 a 120 minutos quando comparado a dentes mantidos em meio
seco. Uma das explicacBes para esse fenbmeno € de que locais de reabsorcdes de
superficie poderiam ser ocupadas por outros tipos de reabsor¢cdo, ou seja,
substitutivas e inflamatorias. O tempo de observacdo deste estudo, sendo apds 120
dias do reimplante, anula essa possibilidade, j& que, as reabsor¢cdes dos tipos
substitutiva e inflamatdria, podem ser observadas histologicamente ap6s um periodo,

respectivamente de duas semanas e uma semana (ANDREASEN, 1980a,1980c).

Contrariando as observacdes histologicas e a andlise histomorfométrica, as
imunomarcacdes para a osteopontina foram bastante intensas no grupo 1V,
sugerindo uma tendéncia do reparo por tecido 6sseo. Entretanto, a osteopontina é
uma proteina que também tem a capacidade de ligar-se ndo somente aos receptores
de superficie dos osteoblastos, mas aos componentes da matriz extracelular em
especial o colageno tipo | e a fibronectina (DENHARDT; GUO, 1993; KAARTINEN et
al., 1999) e também a linhagens de fibroblastos (DENHARDT; GUO, 1993). Além
disso, estudos demonstram a presenga da osteopontina também na regido do
cemento (LAO et al., 2006; STASZYK; GASSE, 2007). Estes aspectos podem explicar
a intensa marcacao observada nos espécimes do Grupo 1V, em regides de ligamento

periodontal e superficies radiculares integros.

Para entender a auséncia de reabsorcOes por substituicdo e a presenca de
feixes de fibras coldgenas organizadas, resultando em reparo com a formacdo de um

ligamento periodontal normal no Grupo IV, nos levou a buscar estudos na literatura

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Discussdo 169

gue tratassem do Unico material presente neste grupo e ausente nos demais: a

trombina.

A trombina ou fator Il ativado é uma proteina do tipo protease serina e realiza
um papel fundamental na ativacdo da cascata de coagulacdo e na inducdo da
formacd@o da matriz de fibrina e no coagulo sanguineo. A trombina é considerada a
mais potente substancia coagulante conhecida, sendo capaz de converter
fibrinogénio em fibrina e ativar a agregacdo plaquetaria em uma ferida (FENTON,
1988; SANTOS; SANTOS, 2004). Além dessas propriedades, estudos demonstram
gue a trombina pode ser liberada a partir de um coagulo de fibrina e causar ativacéo
ou estimular a proliferacdo de células teciduais adjacentes, incluindo mondcitos e
macréfagos (BAR-SHAVIT et al., 1983), células musculares lisas (BERK et al., 1991),

células endoteliais (HERBERT et al., 1994) e fibroblastos (DAWES et al., 1993).

Chan et al. (1998) investigaram, /n vitro, o efeito da trombina no
comportamento de células derivadas do ligamento periodontal (LP), procurando
também melhor elucidar o papel dessa substancia no processo de reparo do tecido
periodontal. A funcdo da trombina foi analisada quanto ao crescimento das células
do LP, adesdo dos fibroblastos do LP a fibronectina e coldgeno tipo I, producéo da
fosfatase alcalina e morfologia dos fibroblastos do LP. Foi observado que a trombina
foi capaz de estimular o crescimento dos fibroblastos, aumentar a sintese de
colageno e causar significantes alteraces morfolégicas nessas células, provocando

uma maior unido entre as células, alteracbes na orientagdo das fibras e aumento do
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espaco intercelular. Por outro lado, ndo aumentou a adesdo a fibronectina e
colageno quando os fibroblastos foram pré-tratados com a trombina e exibiu pouco
efeito na producdo de atividade da fosfatase alcalina por essas células. Esses
resultados /in vitro podem explicar os fendmenos ocorridos /n situ em nosso estudo,
ndo somente quanto a formacdo de fibras colagenas, mas também quanto a
auséncia de substituicdo do ligamento periodontal por tecido 0sseo, j4 que a taxa de
fosfatase alcalina, um marcador de diferenciacdo de células para formar tecidos

mineralizados, ndo aumentou com o uso da trombina.

Chen e Buchanan (1975) j4 haviam observado o efeito da trombina em
fibroblastos através do aumento na proliferacdo e migracdo dessas células. Esses
resultados foram confirmados por Dawes et al. (1993), onde observaram que a
trombina causa a quimiotaxia de fibroblastos e consequente migracdo celular na
mesma dosagem que o PDGF. O tempo extra-alveolar de 30 minutos do presente
estudo poderia resultar em algum remanescente de células do ligamento periodontal,
gue em contato com a trombina, causaria um aumento do numero de fibroblastos e
migracao dessas células para regides da raiz desprovidas de ligamento. A presenca
de receptores para a trombina em células do ligamento periodontal foi demonstrada

no estudo de Chan et al. (1988).

Os resultados promissores com a utilizacdo do PRP em Engenharia Tecidual
em associacdo com as células-tronco, nos motivou a realizacdo de outro grupo

experimental. A medula Ossea € um tecido que contém células-tronco
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hematopoiéticas, as quais sdo capazes de gerar as celulas sanguineas e células-
tronco mesenquimais, com capacidade de gerar outros tipos celulares, como
osteoblastos, condroblastos, mioblastos e células nervosas (BIANCO et al., 2001;
GRONTHOS et al., 2006; PONTIKOGLOU et al., 2008). Para que as células-tronco
mesenquimais desempenhem seu papel terapéutico, precisam estar em um espaco
apropriado e com sinais especificos para serem capazes de se diferenciarem e
sintetizarem uma matriz extracelular de volume suficiente e de integridade funcional
(SCHELLER et al., 2009). O PRP, por ser rico em fatores de crescimento, € um
material que tem sido usado como arcabouco para estas células visando a

regeneracao de tecidos periodontais (ITO et al., 2006; YAMADA et al., 2004, 2006).

A aplicacéo clinica do uso de células-tronco mesenquimais da medula éssea €
limitada devido ao pequeno nimero destas céelulas com potenciagdo de diferenciacéo
presentes nesse tecido (1 em 10° células nucleadas) em doadores jovens, sendo que
esse numero diminui com a idade (LUCARELLI et al., 2003). Para que essas células
possam ser usadas na regeneracdo de tecidos, as células precisam passar por um
processo de expansdo ou proliferacdo para serem posteriormente semeadas no
arcabouco apropriado (PITTENGER et al., 1999). No presente estudo, a proliferacéo
in vitro das células ndo foi realizada para que houvesse uma maior proximidade com
a realidade clinica do trauma dentario. Sendo assim foram utilizadas todas as células
presentes na fragdo mononuclear do material da medula 0ssea. Estudos relataram
bons resultados na utilizacdo dessa fracdo celular no reparo de diversos tipos de

tecidos (FILHO CERRUTI et al., 2007; OLIVEIRA, 2008; STRAUER et al., 2002).
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As células-tronco expressam proteinas de superficie que podem ser
reconhecidas por anticorpos especificos e, portanto podem ser utilizados na
caracterizacdo dessas células. Estudos mostram que as células-tronco mesenquimais
expressam o0s anticorpos CD13, CD29, CD44, CD73, CD90 e CD105, mas nao
expressam CD11, CD31, CD45 e CD235. Em adicdo a isso, é consenso que estas
células sdo negativas para CD34. O CD34 tem sido muito utilizado como marcador
para a linhagem hematopoiética (COPLAND et al., 2007; DELORME, CHARBORD,
2007; DVORAKOVA et al., 2008). A presenca de células-tronco hematopoiéticas e
mesenquimais no material coletado da medula 6ssea foi confirmada através da
citometria de fluxo, mostrando uma maior porcentagem de células-tronco da

linhagem hematopoiética neste material (Figuras 74 e 75).

A fracdo de células mononucleares obtidas da medula 6ssea contém células-
tronco hematopoiéticas, progenitoras endoteliais e, em menor numero, células-
tronco mesenquimais (STRAUER et al., 2002). Duas populagbes distintas foram
detectadas dentro da regido positiva (M1) através de citometria de fluxo devido as
diferencas de intensidade de expressdo do anticorpo CD90 (Figura 75). Esses dados
sugerem que a populacdo maior corresponde as ceélulas estromais presentes na
fracdo mononuclear e que também sdo positivas para esse marcador. A glicoproteina
CD90, conhecida também como Thy-1 (antigeno 1 de diferenciacdo do timdcito), é
um marcador de superficie de neurbnios, timocitos, algumas linhagens de
fibroblastos e células mesangiais. Entre as células da medula 6ssea, algumas

linhagens positivas para o CD34, também sdo expressas pelo marcador CD90, além
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das células endoteliais, presentes no estroma medular, expressam esse marcador
(BRADLEY et al.,, 2009). Até o presente momento, apesar dos esforcos dos
pesquisadores, ainda nao foi possivel definir o marcador ou marcadores especificos
gue poderiam identificar, de maneira inequivocada, uma populacéo de células-tronco
mesenquimais dentro de uma populacdo celular heterogénea como o estroma

medular (HUGHES et al., 2006).

Moioli et al. (2007) ressaltam que, em se tratando da engenharia tecidual do
periodonto, deve haver a restauracdo do ligamento periodontal com suas fibras em
conexdo com a superficie radicular e osso alveolar, bem como regeneracdo do
cemento e reparo do 0sso alveolar. Entretanto, os resultados observados na analise
histomorfolégica no Grupo V mostraram, neste grupo, 0 maior nimero de espécimes
com tecido 6sseo neoformado em contato com area de dentina reabsorvida. Esses
dados foram confirmados pela analise histomorfométrica, onde a reabsor¢éo por
substituicdo foi maior neste grupo (Figura 77), apresentando diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos demais, com exce¢do do grupo controle
(Grupo 1) (Tabela 3). Também as imunomarcac¢des para a osteopontina através da

andlise de imuno histoquimica foram bem evidentes neste grupo.

As diferencas entre os Grupos Ill e V quanto a presenca da reabsor¢cao por
substituicdo sugere alguma influéncia das células da medula no aumento do reparo
por tecido 6sseo no Grupo V, ja que, a metodologia para ativacdo do PRP foi a
mesma utilizada nos dois grupos. Mesmo encontrando-se em um numero reduzido,

as células-tronco mesenquimais poderiam ter sofrido a acdo dos fatores de
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crescimento presentes no PRP, colaborando para a diferenciacdo dessas células em
células osteoblasticas. Semelhantemente, em um estudo /n vivo, Filho Ferrucci et al.
(2007), observaram neoformacdo de tecido 6sseo com a utilizacdo de células
mononucleares da medula 6ssea, isto €, hematopoiéticas e mesenquimais associadas
ao PRP. Neste estudo, apos a avaliagdo /n vitro, os autores conferem o ganho 0sseo
as células mesenquimais presentes na fracdo mononuclear do material da medula
Ossea. Acreditamos ser de extrema importancia, em um préximo estudo, a marcacao
das células com proteinas fluorescentes, possibilitando analisar o comportamento das
mesmas de maneira mais detalhada como relatado nos estudos de De Kok et al.

(2005) e Hasegawua et al. (2006).

Os fatores de crescimento envolvidos na formacdo 6ssea podem diferenciar
células-tronco mesenquimais indiferenciadas em células osteoprogenitoras imaturas
e maduras na presenca de proteinas morfogenéticas do osso (BMPs). Essas proteinas
pertencem a super familia dos fatores de transformacao beta (TGF-B), que, por sua
vez, encontra-se presente no PRP (EVERTS et al., 2006). A utilizacdo de marcadores
especificos associados a expressdo de fosfatase alcalina tem demonstrado a
presenca de ceélulas osteoprogenitoras presentes na medula Ossea, que se
diferenciam em osteoblastos na presenca de fatores de crescimento, incluindo TGF-
B, FGF, PDGF e IGF (HUGHES et al., 2006), os quais sao liberados pelos granulos a-
plaquetérios durante a fase de degranulacdo (EVERTS et al., 2006). Com base nas
observacdes da presente investigacdo, o PRP ativado por cloreto de célcio nédo
poderia ser indicado como um suporte (scaffold) apropriado para a regeneracao do
ligamento periodontal apds o reimplante dentério, devido a maior formacéo de tecido
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0sse0 neste grupo. Levando-se em conta a espessura do ligamento periodontal
(0,25mm), outros tipos de materiais poderiam ser testados para servir como
arcabouco das células indiferenciadas como as esponjas de coldgeno (NAKAHARA et
al., 2004), gel de colageno (MIMURA et al.,, 2008), membranas de colageno
(NAKAHARA et al., 2003) e também o préprio PRP ativado pela mistura de trombina

bovina e cloreto de calcio pelos bons resultados mostrados na presente pesquisa.

Ao término desta discussdo, diante dos resultados satisfatérios encontrados
em alguns dos materiais utilizados nesta pesquisa e no vasto horizonte das
possibilidades que a aplicacdo da engenharia tecidual traz para a regeneracdo de
tecidos danificados por traumas, algo que permeia nossa mente é a seguinte
pergunta: sera possivel transferir os dados experimentais aqui expostos para a
realidade clinica? A despeito dos desafios, a utilizacdo do PPP e PRP é algo
totalmente viavel e ja utilizado em ambulatérios odontolégicos de forma rotineira.
Também a terapia celular nas doencas periodontais € hoje uma realidade que ja néo
pode ser ignorada. Mesmo ainda necessitando de alguns refinamentos metodoldgicos
e maiores validacdes cientificas dos achados aqui reportados através de fases
sequenciais deste estudo inédito para o tratamento da avulsdo dentaria, ansiamos
que, ao final deste trabalho, a presente pesquisa possa trazer inovacdes nao
somente para a area de Traumatologia Dentaria, mas também para o aprimoramento

de um assunto tdo explorado na atualidade que é o uso de células-tronco na

terapéutica de tecidos lesados por doengas e traumas.
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7 Concluséo

entro dos limites desse estudo, de acordo com a metodologia

empregada e baseado nos resultados obtidos podemos concluir que:

o O Plasma Pobre em Plaquetas foi capaz de promover o reparo do
ligamento periodontal, porém mostrou areas de reabsor¢ao inflamatéria
em 35% dos espécimes analisados, no entanto, sem diferenca
estatisticamente significante com os demais grupos;

o O Plasma Rico em Plaquetas ativado por cloreto de calcio foi capaz de
gerar reparo do ligamento periodontal, porém com uma tendéncia ao
reparo por substituicdo O0ssea em 41% do total de espécimes deste
grupo;

o A utilizacdo do Plasma Rico em Plaquetas ativado por trombina de
origem bovina e cloreto de calcio apresentou os melhores resultados,
observando-se areas de reparo do ligamento periodontal e auséncia de
reabsorcdo por substituicdo, apresentando, no entanto, maior
guantidade de areas com reabsorcédo de superficie inativas em 90% dos
espécimes;

. O Grupo das células-tronco mononucleares da medula 6ssea associadas
ao PRP foi aquele que apresentou as maiores areas de reabsor¢cao por

substituicio em 67% dos espécimes, sendo essa diferenca
Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Conclusio 178

estatisticamente significante quando comparado aos demais grupos,

exceto com o Grupo controle.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 180

Referéncias

ABBAS, A.K.; LICHTMAN, A.H.; POBER, J.S. Imunologia celular e molecular. Rio
de Janeiro: Revinter, 2003. 544 p.

ALEXANDER, P.C. Replantation of teeth. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol., St.
Louis, v.9, n.1, p. 110-114, 1956.

ANDERSSON, L.; BODIN, I. Avulsed human teeth replanted within 15 minutes- a long
term clinical follow up study. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.6, n.1,
p.37-42, 1990.

ANDERSSON, L.; MALMGREN, B. The problem of dentoalveolar ankylosis and
subsequent replacement resorption in the growing patient. Aust. Endod. J.,
Melbourne, v. 25, n.2, p. 57-61, 1999.

ANDERSSON, L. et al. Tooth ankylosis. Clinical, radiographic and histological
assessments. Int. J. Oral Surg., Copenhagen, v.13, n.5, p.423-431, 1984.
ANDREASEN, J.O. Analysis of pathogenesis and topography of replacement root
resorption (ankylosis) after replantation of mature permanent incisors in monkeys.
Swed. Dent. J., J6nkdping, v.4, n 6, p.231-240, 1980a.

ANDREASEN, J.0. Analysis of topography of surface- and inflammatory root
resorption after replantation of mature permanent incisors in monkeys. Swed. Dent.

J., Jonkodping, v. 4, n. 4, p.135-144, 1980Db.

“Normalizagdo segundo a Associacgdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT — NBR
6023/2002

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 181

ANDREASEN, J.O. Effect of extra-alveolar period and storage media upon periodontal
and pulpal healing after replantation of mature permanent incisors in monkeys. Int.

J. Oral Surg., Copenhagen, v.10, n.1, p.43-53, 1981a.

ANDREASEN, J.0. Experimental dental traumatology: development of a model for
external root resorption. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.3, n. 6, p. 269-
287, 1987.

ANDREASEN, J.O. Periodontal healing after replantation and autotransplantation of
incisors in monkeys. Int. J. Oral Surg., Copenhagen, v.10, n.1, p.54-61, 1981b.
ANDREASEN, J.O. Periodontal healing after replantation of traumatically avulsed
teeth. Assessment by mobility testing and radiography. Acta Odontol. Scand.,
Stockholm, v.33, p.325-335, 1975.

ANDREASEN, J.O. A time-related study of periodontal healing and root resorption
activity after replantation of mature permanent incisors in monkeys. Swed. Dent. J.,

Jonkoping, v.4, n.3, p.101-110, 1980c.

ANDREASEN, J.O; ANDREASEN, F.M. Avulsdes. In: . Texto e atlas

colorido de traumatismo dental. 3. ed. Porto Alegre: Artmed, 2001. p. 383-425.
ANDREASEN, J.0.; ANDREASEN, F.M. Dental trauma. In: Pine, CM. Community
oral health. London:Wright, 2002. p.94-99.

ANDREASEN, J.0; HIORTING-HANSEN, E. Replantation of teeth. I1. Histological study
of 22 replanted anterior teeth in humans. Acta Odontol. Scand., Stockholm, v.24,

n.3, p.287-306, 1966.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 182

ANDREASEN, J.O; KRISTERSON, L. The effect of limited drying or removal of
periodontal ligament. Periodontal healing after replantation of mature permanent
incisors in monkeys. Acta Odontol. Scand., Stockholm, v.39, n.1, p.1-13, 1981.
ANDREASEN, J.O. et al. Replantation of 400 avulsed permanent incisors. 1. Diagnosis
of healing complications. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.11, n.2, p.51-
58, 1995a.

ANDREASEN, J.O. et al. Replantation of 400 avulsed permanent incisors. 4. Factors
related to periodontal ligament healing. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen,
v.11, n. 2, p.76-89, 1995b.

ANITUA, E. Plasma rich in growth factors: preliminary results of use in the
preparation of futures sites for implants. Int. J. Oral Maxillofac. Implants,
Lombard, v.14, n.4, p.529-535, 1999.

ANNUNZIATA, M. et al. In vitro cell-type specific biological response of human
periodontally related cells to platelet-rich plasma. J. Periodontal Res., Copenhagen,
v.40, n.6, p.489-495, 2005.

ASOU, Y. et al. Osteopontin facilitates angiogenesis, accumulation of osteoclasts, and
resorption in ectopic bone. Endocrinology, Springfield, v.142, n.3, p.1325-1332,
2001.

AYRES, M; AYRES JUNIOR, M. BioEstat: aplicacOes estatisticas nas areas de
ciéncias biologicas e médicas. Belém: Sociedade Civil Mamiraua, 2007. 364 p.
BARRET, E.J.; KENNY, D.J. Avulsed permanent teeth: a review of the literature and
treatment guidelines. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.13, n. 4, p.153-

163, 1997.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 183

BARRET, E.J et al. Replantation of permanent incisors in children using Endogaim.
Dent. Traumatol., Copenhagen, v.21, n.5, p. 269-275, 2005.

BAR-SHAVIT, R.; KHAN, A.; FENTON, J.W. Chemotactic response of monocytes to
thrombin. J. Cell. Biol., Nova Yorque, v. 96, n.1, p.282-285, 1983.

BARTOLD, P.M. et al. Principles and applications of cell delivery systems for
periodontal regeneration. Periodontol. 2000, Copenhagen, v.41, p.123-135, 2006.
BERK, B.C. et al. Thrombin-stimulated events in cultured vascular smooth-muscle
cells. Biochem. J. , Londres, v.274, p.799-805, 1991.

BERNE, R.M.; LEVY, M.N. O sistema cardiovascular. In: . Fisiologia. 4.
ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2000. p. 303-308.

BIANCO, P.; ROBEY, P.G. Stem cells in tissue engineering. Nature, Londres, v.414,
n.6859, p.118-121, 2001.

BLOM, S.; HOLMSTRUP, P.; DABELSTEEN, E. The effect of insulin-like growth factor-I
and human growth hormone on periodontal ligament fibroblast morphology, growth
pattern, DNA synthesis, and receptor binding. J. Periodontol., Chicago, v.63, n. 12,
p.960-968, 1992.

BLOMLOF, L. et al. Periodontal healing of replanted monkey teeth prevented from
drying. Acta Odontol. Scand., Stockholm, v.41, n.2, p.117-123, 1983.

BLOMLOF, L. et al. Vitality of periodontal ligament cells after storage of monkey
teeth in milk or saliva. Scand. J. Dent. Res., Copenhagen, v.88, n.5, p.441-445,
1980.

BOER, F.A. et al. Immediate reimplantation of primary teeth: a histological study in

dogs. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.24, n.3, p.337-342, 2008.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 184

BRADLEY, J.E.; RAMIREZ, G.; HAGOOD, J.S. Roles and regulation of Thy-1, a
context-dependent modulator of cell phenotype. Biofactors, Oxford, v.35, n.3,
p.258-265, 2009.

BUTCHER, E.O., VIDAIR, R.V. Periodontal fiber reattachment in replanted incisors of
the monkey. J. Dent. Res., Chicago, v.34, n.4, p.569-576, 1955.

BUTLER, W.T. The nature and significance of osteopontin. Connect. Tissue Res.,
Londres, v.23, n.2-3, p.123-136, 1989.

CARLSON, N.E.; ROACH JUNIOR, R.B. Platelet-rich plasma. Clinical applications in
dentistry. J. Am. Dent. Assoc., Chicago, v.133, n. 10, p.1383-1386, 2002.
CASTELLI, W.A. et al. Vascular response of the periodontal membrane after
replantation of teeth. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol., St. Louis, v.50, n.5,
p.390-397, 1980.

CHAGAS, S.A.; OLIVEIRA, S.; DE BORTOLI JUNIOR, N. Regeneracdo tecidual —
plasma rico em plaquetas (PRP) e plasma rico em fibrinogénio (PRF). In: PONTUAL,
M.A.B.; MAGINI, R.S. Plasma rico em plaquetas (PRP) e fatores de
crescimento: das pesquisas cientificas a clinica odontol6égica. Sdo Paulo: Santos,
2004. p.147-162.

CHAN, C.P. et al. Effects of thrombin on the growth, protein synthesis, attachment,
clustering and alkaline phosphatase activity of cultured human periodontal ligament
fibroblasts. Proc. Natl. Sci. Counc. Repub. China B, Taiwan, v.22, n.4, p.137-

143, 1998.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 185

CHEN, L.B.; BUCHANAN, J.M. Mitogenic activity of blood components. I. Thrombin
and prothrombin. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A, Washington, v.72, n.1, p.131-135,
1975.

CHEN, H. et al. The effect of intracanal anti-inflammatory medicaments on external
root resorption of replanted dog teeth after extended extra-oral dry time. Dent.
Traumatol., Copenhagen, v. 24, n.1, p.74-78, 2008.

COCCIA, C.T. A clinical investigation of root resorption rates in reimplanted young
permanent incisors: a five-year study. J. Endod., Nova Yorque, v.6, n.1, p.413-420,
1980.

CONSOLARO, A.; TAVEIRA, L.A.A.; MARTINS-ORTIZ, M.F. Reabsor¢cédo dentaria por
substituicdo: consequéncia natural da anquilose alveolodentaria. In: CONSOLARO, A.
Reabsorcfes dentarias nas especialidades clinicas. Maring4: Dental Press,
2005. p. 247-277.

COPLAND, 1. et al. CD34 expression on murine marrow-derived mesenchymal
stromal cells: impact on neovascularization. Exp. Hematol., Copenhagen, v. 36, n.1,
p. 93-103, 2008.

CSAKI, C. et al.. Chondrogenesis, osteogenesis and adipogenesis of canine
mesenchymal stem cells: a biochemical, morphological and ultrastructural study.
Histochem. Cell. Biol., Berlin, v.128, n.6 p.507-520, 2007.

CUNHA, R.F. et al. Pulpal and periodontal reactions of immature permanent teeth in
the dog to intrusive trauma. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.11, n.2,

p.100-104, 1995.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 186

DAWES, K.E.; GRAY, A.J.; LAURENT, G.J. Thrombin stimulates fibroblast chemotaxis
and replication. Eur. J. Cell. Biol., Stuttgart, v. 61, n. 1, p. 126-130, 1993.

DE KOK, I.J. et al. Evaluation of mesenchymal stem cells following implantation in
alveolar sockets: a canine safety study. Int. J. Oral Maxillofac. Implants,
Lombard, v.20, n.4, p.511-518, 2005.

DELORME, B.; CHARBORD, P. Culture and characterization of human bone marrow
mesenchymal stem cells. Methods Mol. Med., Totowa, v.140, p.67-81, 2007.
DELWICHE, F. et al. Platelet-derived growth factor enhances in vitro erythropoieses
via stimulation of mesenchymal cells. J. Clin. Invest., New Haven, v.76, n.1, p.137-
142, 1985.

DEMIR, B. et al. Intentional replantation of a hopeless tooth with the combination of
platelet rich plasma, bioactive glass graft material and non-resorbable membrane: a
case report. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.23, n.3, p.190-194, 2007.
DENHARDT, D.T.; GUO, X. Osteopontin: a protein with diverse functions. FASEB J.,
Bethesda, v.7, n.15, p.1475-1482, 1993.

DEUEL, T.F.; HUANG, J.S. Platelet-derived growth factor: Structure, function, and
roles in normal and transformed cells. J. Clin. Invest., New Haven, v.74, n.3, p.669-
676, 1984.

DOHAN, D.M. et al. Platelet-rich fibrin (PRF): a second-generation platelet
concentrate. Part I: Technological concepts and evolution. Oral Surg. Oral Med.
Oral Pathol. Oral Radiol. Endod., St. Louis, v.101, n.3, p.e37-44, 2006.

DURR, D.P; SVEEN, O.B. Pulpal responses after the avulsion and replantation of

permanent teeth. J. Pedod., Birmingham, v.11, n.4, p.301-310, 1987.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 187

DVORAK, H.F. et al. Fibrin containing gels induce angiogenesis. Implications for
tumor stroma generation and wound healing. Lab. Invest., Nova Yorque, v.57, n.6,
p. 673-686, 1987.

DVORAKOVA, J. et al. Isolation and characterization of mesenchymal stem cell
population entrapped in bone marrow collection sets. Cell Biol. Int., Londres, v.32,
n.9, p.1116-1125, 2008.

ESTRELA, C. Eficacia antimicrobiana de pastas de hidroxido de calcio.
Ribeirdo Preto. 1997. 142 f. Tese (Livre Docéncia) - Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 1997.

EVERTS, P.A.M et al. Platelet-rich plasma and platelet gel: a review. J. Extra
Corpor. Technol., St. Paul, v.38, n.2, p.174-187, 2006.

FENTON, J.W. Regulation of thrombin generation and functions. Semin. Thromb.
Hemost., Nova Yorque, v.14, n.3, p.234-240, 1988.

FILHO CERRUTI, H. et al. Allogenous bone grafts improved by bone marrow stem
cells and platelet growth factors: clinical case reports. Artif. Organs, Cleveland,
v.31, n.4, p.268-273, 2007.

FLORYAN, K.M.; BERGHOFF, W.J. Intraoperative use of autologous platelet-rich and
platelet-poor plasma for orthopedic surgery patients. AORN J., Nova Yorque, v. 80,
n.4, p.668-674, 2004.

GABRIELLI, M.F.R. et al. The effect of splinting upon healing after tooth replantation:
a histological study in rat molars. J. Nihon Univ. Sch. Dent., Tokyo, v.26, n.1,
p.59-71, 1984.

GIANNOBILE, W.V. Periodontal tissue engineering by growth factors. Bone, Nova

Yorque, v.19, supl. 1, p. 23S-37S, 1996.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 188

GILLMAN, T. Tissue regeneration. In: BOURNE, G.H. Structural aspects of
ageing. London: Pitman, 1961. p. 144-176.

GONSHOR, A. Technique for producing platelet rich plasma and platelet concentrate.
Int. J. Periodontics Restorative Dent., Chicago, v.22, n.6, p.547-557, 2002.
GOTTRUP, F.; ANDREASEN, J.O. Cicatrizacdo da lesdo apés trauma. In: Andreasen
J.0.; Andreasen F.M. Texto e atlas colorido de traumatismo dental. Porto
Alegre: Artmed, 2001. p. 13-76.

GRONTHOS, S. et al. Bone marrow stromal stem cells for tissue engineering.
Periodontol. 2000, Copenhagen, v.41, p.188-195, 2006.

GUYTON, A.C.; HALL, J.E. Hemostasia e coagulacdo sanguinea. In: ,
Tratado de fisiologia médica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2002. p.394-
404.

HAMMARSTROM, L.; BLOMOF, L.; LINDSKOG, S. Dynamics of dentoalveolar ankylosis
and associated root resorption. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.5, n.4,
p.163-175, 1989.

HAMMARSTROM, L. et al. Replantation of teeth and antibiotic treatment. Endod.
Dent. Traumatol., Copenhagen, v.2, n. 2, p.51-57, 1986.

HAN, J. et al. The effect of different platelet-rich plasma concentrations on
proliferation and differentiation of human periodontal ligaments cells in vitro. Cell
Prolif., Oxford, v.40, n.2, p.241-252, 2007.

HARCHER, L.A.; FINCH, C.A. Thrombokinetics in man. J. Clin. Invest., New Haven,

v.48, n.6, p. 963-974, 1969.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 189

HASEGAWA, N. et al. Behavior of transplanted bone marrow-derived mesenchymal
stem cells in periodontal defects. J. Periodontol., Chicago, v. 77, n.6, p.1003-1007,
2006.

HERBERT, J.M. et al. Thrombin induces endothelial cell growth via both a proteolytic
and non-proteolytic pathway. Biochem J., Londres, v.303 pt.1, p. 227-231, 1994.
HOLLAND, R. et al. Influency of the type of vehicle and limit of obturation on apical
and periapical tissue response in dogs teeth after root canal filling mineral trioxide
aggregate. J. Endod., Chicago, v.33, n.6, p.693-697, 2007.

HORI, Y. et al. Effect of culture substrates ad fibroblast growth factor addition in the
proliferation and differentiation of rat bone marrow stromal cells. Tissue Eng., Nova
Yorque, v.10, n.7-8,p.995-1005, 2004.

HOTZ, G. Alveolar ridge augmentation with hydroxylapatite using fibrin sealant for
fixation. Part 1. An experimental study. Int. J. Oral Maxillofac. Surg.,
Copenhagen, v.20, n.4, p.204-207, 1991.

HUGHES, F.J. et al. Effects of growth factors and cytokines on osteoblast
differentiation. Periodontol. 2000, Copenhagen, v.41, p.48-72, 2006.

IGBAL, M.K.; BAMAAS, N. Effect of enamel matrix derivative (EMDOGAIN) upon
periodontal healing after replantation of permanent incisors in beagle dogs. Dent.
Traumatol., Copenhagen, v.17, n.1, p.36-45, 2001.

ITO, K. et al. Simultaneous implant placement and bone regeneration around dental
implants using tissue-engineered bone with fibrin glue, mesenchymal stem cells and
platelet-rich plasma. Clin. Oral Implants Res., Copenhagen, v.17, n.5, p.579-586,

2006.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 190

JAMES, K. et al. Small challenges in polymer chemistry have large effect on the
bone-implant interface: evaluation of a series of degradable tyrosine-derived
polycarbonates in bone defects. Biomaterials, Guilford, v.20, n.23-24, p.2203-
2212, 1999.

KAARTINEN, M.T. et al. Cross-linking of osteopontin by tissue transglutaminase
increases its collagen binding properties. J. Biol. Chem., Baltimore, v.274, n.3,
p.1729-1735, 1999.

KAIGLER, D.; MOONEY, D. Tissue engineering’s impact on dentistry. J. Dent. Educ.,
Washington, v.65, n.5,p.456-462, 2001.

KARRING, T. et al. Development of the biological concept of guided-tissue
regeneration-- animal and human studies. Periodontol. 2000, Copenhagen, v.1,
n.1, p. 26-35, 1993.

KNIGHTON, D.R.; HUNT, T.K.; THAKRAL, K.K.; GOODSON, W.H. 3rd . Role of
platelets and fibrin and the healing sequence: an in vivo study of angiogenesis and
collagen synthesis. Ann. Surg., Philadelphia, v.196, n.4, p.379-388, 1982.

KON, E. et al. Platelet rich plasma: new clinical application: a pilot study for
treatment of jumper’s knee. Injury, Amsterdam, v.40, n.6, p.598-603, 2009.
KRISTERSON, L.; ANDREASEN, J.O. Influence of root development on periodontal
and pulpal healing after reimplantation of incisors in monkeys. Int. J. Oral Surg.,
Copenhagen, v.13, n.4, p.313-323, 1984.

LANDESBERG, R.; MOSES, M.; KARPATKIN, M. Risks of using platelet rich plasma gel.

J. Oral Maxillofac. Surg., Philadelphia, v.56, n.9, p.1116-1117, 1998.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 191

LAO, M.; MARINO, V.; BARTOLD, P.M. Immunohistochemical study of bone
sialoprotein and osteopontin in healthy and diseased root surface. J. Periodontol.,
Chicago, v.77, n.10, p.1665-1673, 2006.

LAWRENCE, W.T. et al. The reversal of an adryamicyn induced healing impairment
with chemoattractants and growth factor. Ann. Surg., Philadelphia, v.203, n.2,
p.142-147, 1986.

LEAO, M.P. Formacéo in vitro da rede de fibrina durante a ativacdo do
plasma rico em plaquetas com cloreto de céalcio a 10% em temperatura de
37°C. 2002. 123 f. Dissertagdo (Mestrado em Implantodontia)- Universidade Federal
de Santa Catarina, Floriandpolis, 2002.

LEAO, M.P.; MAGINI, R.S. Coagulacdo (Fformacdo de gel): trombina + cloreto de
cloreto de calcio. In: PONTUAL, M.A.B.; MAGINI, R.S. Plasma rico em plaguetas
(PRP) e fatores de crescimento: das pesquisas cientificas a clinica odontoldgica.
S&o Paulo: Santos, 2004. p.233-257.

LEKOVIC, V. et al. Comparison of platelet-rich plasma, bovine porous bone mineral,
and guided tissue regeneration versus platelet-rich plasma and bovine porous bone
mineral in the treatment of intrabony defects: a reentry study. J. Periodontol.,
Chicago, v.73, n.2, p.198-205, 2002.

LEMOLI, R.M. et al. Stem cell plasticity: time for a reappraisal? Haematologica,
Pavia, v.90, n.3, p. 360-381, 2005.

LENHARO, A., MENDONCA, R.G. Plasma rico em plaquetas. In: BEZERRA, F.J.B.;
LENHARO, A. Terapia clinica avangcada em implantodontia. Sdo Paulo: Artes

Médicas, 2002. p.77-104.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 192

LENHARO, A. et al. Plasma rico em plaquetas- PRP. In: PONTUAL, M.A.B.; MAGINI,
R.S. Plasma rico em plaquetas (PRP) e fatores de crescimento: das
pesquisas cientificas a clinica odontolégica. Sdo Paulo: Santos, 2004. p.165-
185.

LI, WJ. et al. A three dimensional nanofibrous scaffold for cartilage tissue
engineering using human mesenchymal stem cells. Biomaterials, Guilford, v.26,
Nn.25,p.599-609, 2005.

LIN, S.S.; LANDESBERG, R.; CHIN, H.S.; LIN, J.; EISIG, S.B.; LU, H.H. Controlled
release of PRP-derived growth factors promotes osteogenic differentiation of human
mesenchymal stem cells. Conf. Proc. IEEE Eng. Med. Biol. Soc., Piscataway, v.1,
p.4358-4361, 2006.

LINDEBOOM, J.A.H. et al. Influence of the application of platelet-enriched plasma in
oral mucosa wound healing. Clin. Oral Implants Res., Copenhagen, v.18, n.1,
p.133-139, 2007.

LINDSKOG, S. et al. Repair of periodontal tissues in vivo and in vitro. J. Clin.
Periodontol., Copenhagen, v.10, n.2, p.188-205, 1983.

LINDSKOG, S.; PIERCE, A.; BLOMLOF, L.; HAMMARSTROM, L. The role of the
necrotic periodontal membrane in cementum resorption and ankylosis. Endod.
Dent. Traumatol., Copenhagen, v. 1, n.3, p.96-101, 1985.

LIU, Y. et al. Fibroblast proliferation due to exposure to a platelet concentrate in vitro
is pH dependent. Wound Repair Regen., St. Louis, v. 10, n.5, p.336-340, 2002.
LYNCH, S.E. et al. Comparative effects of growth factors on soft tissue repair. J.

Dent. Res., Chicago, v.68, spec. iss., p.326, 1989a. (Abstract 1153).

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 193

LYNCH, S.E. et al. A combination of platelet-derived growth factor and insulin-like
growth factor enhances periodontal regeneration. J. Clin. Periodontol.,
Copenhagen, v. 16, n.8, p.545-548, 1989b.

LYNCH, S.E. et al. The effect of short-term application of a combination of platelet-
derived and insulin-like growth factors on periodontal wound healing. J.
Periodontol., Chicago, v.62, n.7, p.458-467, 1991.

LUCARELLI, E. et al. Platelet-derived growth factor enhance proliferation of human
stromal stem cells. Biomaterials, Guilford, v.24, n.18, p.3095-3100, 2003.
MACEDO, A.P. Protocolo de obtencdo e aplicacdes clinicas do PRP. In: PONTUAL,
M.A.B.; MAGINI, R.S. Plasma rico em plaquetas (PRP) e fatores de
crescimento: das pesquisas cientificas a clinica odontolégica. Sdo Paulo: Santos,
2004. p.189-230.

MAOQ, J.J. et al. Craniofacial tissue engineering by stem cells. J. Dent. Res., Chicago,
v.85, n.11, p. 966-979, 2006.

MARX, R.E. Platelet-rich plasma: a source of multiple autologous growth factor for
bone grafts. In: LYNCH, S.E.; GENCO, R.J.; MARX, R.E. Tissue engineering:
applications in maxillofacial surgery and periodontics. Chicago: Quintessence, 1999.
p. 71-82.

MARX, R.E. Platelet-rich plasma: evidence to support its use. J. Oral Maxillofac.
Surg., Philadelphia, v.62, n.4, p.489-496, 2004.

MARX, R.E. Platelet-rich plasma (PRP): what is PRP and what is not PRP? Implant.

Dent., Baltimore, v.10, n.4, p. 225-228, 2001.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 194

MARX, R.E. Quantification of growth factor levels using a simplified method of
platelet-rich plasma gel preparation. J. Oral Maxillofac. Surg., Philadelphia, v.58,
n.3, p.300-301, 2000.

MARX, R.E. et al. Platelet-rich plasma: growth factor enhancement for bone grafts.
Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol. Endod., St. Louis, v.85, n.6,
p.638-646, 1998.

MARZOLA, C.; CAMPANELLA JUNIOR, E. Reimplante em dentes com a raiz em
formacdo. RGO, Porto Alegre, v.31, n.1, p.15-18, 1983.

MATSSON, L. et al. Ankylosis of experimentally reimplanted teeth related to extra-
alveolar period and storage environment. Pediatr. Dent., Chicago, v.4, n.4, p. 327-

329, 1982.

MESSORA, M.R. Influéncia do plasma rico em plaquetas no reparo 6sseo de
defeitos de tamanho critico em calvarias de ratos: estudo histologico e
histométrico. 2005. 144 f. Dissertacdo (Mestrado em Periodontia), Faculdade de
Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, 2005.

MESSORA, M.R. et al. Bone healing in critical-size defects treated with platelet-rich
plasma: a histologic and histometric study in rat calvaria. J. Periodontol. Res.,
Copenhagen, v.43, n.2, p.217-223, 2008.

MIMURA, T. et al. A novel exogenous concentration-gradient collagen scaffold
auguments full-thickness articular cartilage repair. Osteoarthritis Cartilage,
Londres, v.16, n.9, p.1083-1091, 2008.

MINKIN, C. Bone-acid phosphatase: tartrate-resistant acid phosphatase as a marker

of osteoclast function. Calcif. Tissue Int., Berlin, v.34, n.3, p.285-290, 1982.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 195

MOIOLI, E.K. et al. Matrices and scaffolds for drug delivery in dental, oral and
craniofacial tissue engineering. Adv. Drug Deliv. Rev., Amsterdam, v.59, n.4-
5,p.308-324, 2007.

MONTGOMERY, E.H. Antibiéticos bacterianos. In: YAGIELA, J.A.; NEIDLE, E.A.;
DOWD, F.J. Farmacologia e terapéutica para dentistas. 4. Ed. Rio de Janeiro:
Guanabara Koogan, 2000. p.468-502.

MORGADO, M.L.C.; SAGRETTI, O.M.A.; GUEDES PINTO, A.C. Reimplantes dentarios.
Rev. Bras. Odontol., Rio de Janeiro, v.49, n.3, p.38-44, 1992.

MORO, M.A. Resposta tecidual a reimplantes de dentes de caes tratados
endodonticamente com hidroxido de calcio, hidroxido de calcio com
calcitocina, Sealapex e Endofil. 2004. 321 f. Tese (Doutorado em Cirurgia e
Traumatologia Buco-Maxilo-Facial)-Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2004.

MORSE, A. Formic acid sodium citrate decalcification and butyl alcohol dehydratation
of teeth and bones for sectioning in paraffin. J. Dent. Res., Chicago, v.24, n.3-4,
p.143-153, 1945.

MURAD, R. Estudo microscopico sobre a influéncia da raspagem da
membrana periodontal e/ou remocdo da polpa e obturacdo de canal com
hidroxido de calcio em reimplantes dentais em cées. 1982. 41 f. Dissertagao
(Mestrado) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba,

1982.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 196

NAGAE, M. et al. Intervertebral disc regeneration using platelet-rich plasma and
biodegradable gelatin hydrogel microspheres. Tissue Eng., Nova Yorque, v.13, n.1,
p.147-158, 2007.

NAKAHARA, T. et al. /In situ tissue engineering of periodontal tissues by seeding with
periodontal ligament-derived cells. Tissue Eng., Nova Yorque, v.10, n.3-4, p.537-
544, 2004.

NAKAHARA, T. et al. Novel approach to regeneration of periodontal tissues based on
in situ tissue engineering: effects of controlled release of basic fibroblast growth
factor from a sandwich membrane. Tissue Eng., Nova Yorque, v.9, n.1, p.153-162,
2003.

NASJLETI, C.E. et al. The effects of different splinting times on replantation of teeth
in monkeys. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol., St. Louis, v.53, n.6, p.557-566,
1982.

NASJLETI, C.E. et al. Effect of citric acid and lyophilized autologous plasma on
healing following periodontal flap surgery in monkeys. J. Periodontol., Chicago,
v.58, n.11, p.770-779, 1987D.

NASJLETI, C.E. et al. Effect of fibronectin on healing of replanted teeth in monkeys:
a histologic and autoradiographic study. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol., St.
Louis, v.63, n.3, p.291-299, 1987a.

NASJLETI, C.E. et al. Effect of lyophilized autologous plasma on periodontal healing

of replanted teeth. J. Periodontol., Chicago, v.57, n.9, p.568-578, 1986.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 197

NASJLETI, C.E. et al. Healing after tooth reimplantation in monkeys. A
radioautographic study. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol., St. Louis, v.39, n.3,
p.361-375, 1975.

NEVINS, A.J. et al. Replantation of enzimatically treated teeth in monkeys. Part 1.
Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol., St. Louis, v. 50, n.3, p.277-281, 1980.
NORDENRAM, A.; BANG, G.; ANNEROTH, G. A histopathologic study of replanted
teeth with superficially demineralized root surfaces in Java monkeys. Scand. J.
Dent. Res., Copenhagen, v.81, n.4, p. 294-302, 1973.

OIKARINEN, K. Dental tissues involved in exarticulation, root resorption and factors
influencing prognosis in relation to replanted teeth. A review. Proc. Finn. Dent.
Soc., Helsinki, v.89, n.1-2, p.29-44, 1993.

OIKARINEN, K.S.; STOLTZE, K.; ANDREASEN, J.O. Influence of conventional forceps
extraction and extraction with an extrusion instrument on cementoblast loss and
external root resorption of replanted monkey incisors. J. Periodontal. Res.,
Copenhagen, v.31, n.5, p.337-344, 1996.

OKUDA, K. et al. Platelet-rich plasma combined with a porous hydroxyapatite graft
for the treatment of intrabony periodontal defects in humans: a comparative
controlled clinical study. J. Periodontol., Chicago, v.76, n.6, p.890-898, 2005.
OKUDA, K. et al. Platelet-rich plasma contains high levels of platelet-derived growth
factor and transforming growth factor-beta and modulates the proliferation of
periodontally related cells in vitro. J. Periodontol., Chicago, v.74, n.6, p.849-857,

2003.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 198

OLIVA, A. et al. Ex vivo expansion of bone marrow stromal cells by platelet-rich
plasma: a promising strategy in maxillo-facial surgery. Int. J. Immunopathol.
Pharmacol., Silvi Marina, v.18, supl.3,p.47-53, 2005.

OLIVEIRA, G.K. Células-tronco mononucleares autdlogas na cicatrizagcdo de
defeitos tibiais agudos experimentais de cao. 2008. 50 f. Dissertacao
(Mestrado em Medicina Veterinaria) — Universidade Federal de Santa Maria, Santa
Maria, 2008.

OOSTA, G.M. et al. Purification and properties of human platelet heparitinase. J.
Biol. Chem., Baltimore, v.257, n.19, p.11249-11255, 1982.

PANZARINI, S.R.; PERRI DE CARVALHO, A.C.; POI, W.R.; SONODA, C.K. Use of
Vitamin C in delayed tooth replantation. Braz. Dent. J., Ribeirdo Preto, v.16, n.1,
p.17-22, 2005.

PEARSON, B.S. et al. Comments on the clinical application of fibronectin in dentistry.
J. Dent. Res., Chicago, v.67, n.2, p. 515-517, 1988.

PITTENGER, M.F. et al. Multilineage potential of adult human mesenchymal stem
cells. Science, Washington, v. 284, n.5411, p.143-147, 1999.

PITT FORD, T.R. Tissue reactions to two root canal sealers containing formaldehyde.
Oral Surg, Oral Med., Oral Pathol., St. Louis, v.60, n.6, p.661-665, 1985.
POLSON, A.M.; PROYE, M.P. Fibrin linkage: a precursor for new attachment. J.
Periodontol., Chicago, v.54, n.3, p.141-147, 1983.

PONTIKOGLOU, C.; DELORME, B.; CHARBORD, P. Human bone marrow native

mesenchymal stem cells. Regen. Med., Londres, v.3, n.5, p.731-741, 2008.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 199

POTIER, E.; PETITE, H. Utilisation thérapeutique des cellules souches en
orthopédie. Pathol. Biol., Paris, v. 53, n.3, p. 142-148, 2005.

RIPAMONTI, U.; PETIT, J.C. Patterns of healing on replanted baboon incisors coated
with and allogeneic fibrin-fibronectin. J. Periodontal. Res., Copehagen, v.24, n.5,
p.335-342, 1989.

RISBUD, M.V.; SHAPIRO, I.M. Stem cells in craniofacial and dental tissue
engineering. Orthod. Craniofac. Res., Oxford, v.8, n.2, p.54-59, 2005.

ROBEY, P.G. et al. Osteoblasts synthesize and respond to transforming growth
factor-type beta (TGF-beta) in vitro. J. Cell. Biol., Nova Yorque, v. 105, n.1, p.457-
463, 1987.

RUSSO, M.C.; HOLLAND, R. Microscopical findings after protection with various
dressings in pulpotomized teeth of dogs. Rev. Fac. Odontol. Aracgatuba,
Aracatuba, v.3, n.1, p.113-123, 1974.

SAE-LIM, V.; METZGER, Z.; TROPE, M. Local dexamethasone improves periodontal
healing of replanted dog”s teeth. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.14, n.
5, p. 232-236, 1998.

SAHARA, N. et al. Cytodifferentiation of the odontoclast prior to the shedding of
human deciduous teeth: an ultrastructural and cytochemical study. Anat. Rec., Nova
Yorque, v. 244, n.1, p.33-49, 1996.

SALTZ, R. et al. Experimental and clinical applications of fibrin glue. Plast.

Reconstr. Surg., Baltimore, v.88, n.6, p.1005-1015, 1991.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 200

SAMMARTINO, G. et al. Use of autologous platelet-rich plasma (PRP) in periodontal
defect treatment after extraction of impacted mandibular third molars. J. Oral
Maxillofac. Surg., Philadelphia, v.63, n.6, p.766-770, 2005.

SANTOS, M.D.; SANTOS, M.D.D. O sangue e a medula. In: PONTUAL, M.A.B.;
MAGINI, R.S. Plasma rico em plaquetas (PRP) e fatores de crescimento: das
pesquisas cientificas a clinica odontoldgica. Sdo Paulo: Santos, 2004. p.3-44.
SCHELLER, E.L.S.; KREBSBACH, P.H.; KOHN, D.H. Tissue engineering: state of the
art in oral rehabilitation. J. Oral Rehabil., Oxford, v.36, n.5, p.368-389, 2009.
SCHNABEL, L.V. et al. Effects of platelet rich plasma and acellular bone marrow on
gene expression patterns and DNA content of equine suspensory ligament explants
cultures. Equine Vet. J., Londres, v.40, n.3, p.260-265, 2008.

SEGURA-CASTILLO, J.L. et al. Reduction of bone resorption by the application of
fibrin glue in the construction of alveolar cleft. J. Craniofac. Surg., Burlington, v.16,
n.1, p.105112, 2005.

SEKIYA, 1. et al. Comparison of effect of BMP-2, -4, -6 on in vitro cartilage formation
of human adult stem cells from bone marrow stroma. Cell Tissue Res., Nova
Yorque, v.320, n.2, p.269-276, 2005.

SHASHIKIRAN, N.D. et al. Applications of platelet-rich plasma (PRP) in contemporary
pediatric dentistry. J. Clin. Pediatr. Dent., Chicago, v.30, n.4, p.283-286, 2006.
SHULMAN, L.B.; GEDALIA, 1.; FEINGOLD, R.M. Fluoride concentration in root
surfaces and alveolar bone of fluoride-immersed monkeys incisors three weeks after

replantation. J. Dent. Res., Chicago, v.52, n.6, p.1314-1316, 1973.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 201

SILVER, F.H.; WANG, M.C.; PINS, G.D. Preparation and use of fibrin glue in surgery.
Biomaterials, Guilford, v.16, n.12, p. 891-903, 1995.

SLAVKIN, H.C.; BARTOLD, P.M. Challenges and potential in tissue engineering.
Periodontol. 2000, Copenhagen, v.41, p.9-15, 2006.

SODER, P.O. et al. Effect of drying on viability of periodontal membrane. Scand. J.
Dent. Res., Copenhagen, v.85, n.3, p.164-168, 1977.

SOFFER, E.; OUHAYOUN, J.P.; ANAGNOSTOU, F. Fibrin sealants and platelets
preparations in bone and periodontal healing. Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol.
Oral Radiol. Endod., St. Louis, v.95, n.5, p.521-528, 2003.

SONNLEITNER, D.; HUEMER, P.; SULLIVAN, D.Y. A simplified technique for
producing platelet-rich plasma and platelet concentrate for intraoral bone grafting
techniques: a technical note. Int. J. Oral Maxillofac. Implants, Lombard, v.15,
n.6, p.879-882, 2000.

SONODA, C.K. Reimplante mediato de dentes com a superficie radicular
tratada com solucéo de hipoclorito de sédio a 2% e solucédo de fluoreto de
sodio a 2%. Estudo histomorfoldégico em cées. 1997. 109 f. Tese (Doutorado
em Cirurgia e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial) — Faculdade de Odontologia de
Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 1997.

SOTTOVIA, A.D. Reimplante dentario apos a utilizacdo da solucdo de Euro-
Collins® ou leite bovino como meio de conservacdao: analise
histomorfomeétrica em céaes. Aracatuba, 2007. 91 f. Tese (Doutorado em Cirurgia
e Traumatologia Buco-Maxilo-Facial)- Faculdade de Odontologia, Universidade

Estadual Paulista, Aracatuba, 2007.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 202

STASZYK, C.; GASSE, H. Primary culture of fibroblasts and cementoblasts of the
equine periodontium. Res. Vet. Sci., Oxford, v.82, n.2, p.150-157, 2007.
STEENFOS, H.H.; LOSSING, C.; HANSSON, H.A. Immunohistochemical demonstration
of endogenous growth factors in wound healings. Wounds, Malvern, v.2, n. 6,
p.218-226,1990.

STRAUER, B.E. et al. Repair of infarcted myocardium by autologous intracoronary
mononuclear bone barrow cell transplantation in humans. Circulation, Dallas,
v.106, n.15, p.1913-1918, 2002.

TERRANOVA, V.P.; WIKESJO, U.M. Extracellular matrices and polypeptide growth
factors as mediators of functions of cells of the periodontium. A review. J.
Periodontol., Chicago, v. 58, n. 6, p.371-380, 1987.

THESLEFF, 1.; SHARPE, P. Signaling networks regulating dental development. Mech.
Dev., Shannon, v.67, n.2, p.111-123, 1997.

TOBITA, M.C. et al. Periodontal tissue regeneration with adipose-derived stem cells.
Tissue Eng., Nova Yorque, v. 14, n.6, p. 945-953, 2008.

TOZUM, T.F.; DEMIRALP, B. Platelet-rich plasma: a promissing innovation in
dentistry. J. Can. Dent. Assoc., Ottawa, v.69, n.10, p.664, 2003.

TOZUM, T.F. et al. Intentional replantation for a periodontally involved hopeless
incisor by using autologous platelet-rich plasma. Oral Surg. Oral Med. Oral
Pathol. Oral Radiol. Endod., St. Louis, v.101, n.6, p.e119-e124, 2006.
TRONSTAD, L. Root resorption — etiolology, terminology, and clinical manifestations.

Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen, v.4, n.6, p.241-252, 1988.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 203

TRONSTAD, L.; KRESHTOOL, D.; BARNETT, F. Microbiological monitoring and results
of treatment of extrarradicular endodontic infection. Endod. Dent. Traumatol.,
Copenhagen, v.6, n.3, p.129-136, 1990.

TROPE, M.; FRIEDMAN, S. Periodontal healing of replanted dog teeth in Viaspan,
milk and Hank’s balanced salt solution. Endod. Dent. Traumatol., Copenhagen,
v.8, n. 5, p.183-188, 1992.

TSAY, R.C. et al. Differential growth factor retention by platelet-rich plasma
composites. J. Oral Maxillofac. Surg., Philadelphia, v.63, n.4, p.521-528, 2005.
VAN DEN DOLDER, J. et al. Platelet-rich plasma: quantification of growth factor
levels and the effect on growth and differentiation of rat bone marrow cells. Tissue
Eng., Nova Yorque, v.12, n.11, p.3067-3073, 2006.

WAHL, L.M.; WAHL, S.M. Inflammation. In: COHEN, I.K.; DIEGELMANN, R.F.;
LINDBLAD, W.J. (Ed.)) Wound healing: biochemical and clinical aspects.
Philadelphia: WB Saunders, 1992. p. 40-62.

WEIBRICH, G.; KLEIS, W.K. Curasan PRP kit vs PCCS PRP system. Collection
efficiency and platelet counts of two different methods for the preparation of
platelet-rich plasma. Clin. Oral Implants Res., Copenhagen, v.13, n.4, p.437-443,
2002.

WEKSLER, B.B.; LEY, C.W.; JAFFE, E.A. Stimulation of endothelial cell prostacycline
production by thrombin, trypsin and ionosphere A23187. J. Clin. Invest., New

Haven, v.62, n.5, p.923-930, 1978.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



Referéncias 204

WHITMAN, D.H.; BERRY, R.L.; GREEN, D.M. Platelet gel: an autologous alternative to
fibrin glue with applications in oral and maxillofacial surgery. J. Oral Maxillofac.
Surg., Philadelphia, v.55, n.11, p.1294-1299, 1997.

WIKESJO, U.M.E.; CLAFFEY, N.; EGELBERG, J. Periodontal repair in dogs. Effect of
heparin treatment of the root surface. J. Clin. Periodontol., Copenhagen, v. 18,
n.1, p.60-64, 1991.

WILTFANG, J. et al. Effects of platelet-rich plasma on bone healing in combination
with autogenous bone and bone substitutes in critical size defects. An animal
experiment. Clin. Oral Impants Res., Copenhagen, v.15, n.2, p.187-193, 2004.
YAMADA, Y. et al. A novel approach to periodontal tissue regeneration with
mesenchymal stem cells and platelet-rich plasma using tissue engineering
technology: a clinical case report. Int. J. Periodontics Restorative Dent.,
Chicago, v.26, n.4, p.363-369, 2006.

YAMADA, Y. et al. Tissue-engineered injectable bone regeneration for
osseointegrated dental implants. Clin. Oral Implants Res., Copenhagen, v.15, n.5,
p.589-597, 2004.

ZANETTA-BARBOSA, D.; CARVALHO, A.C.D. Effect of brief storage in ATP solution on
periodontal healing after replantation of teeth in rats. Endod. Dent. Traumatol.,

Copenhagen, v.6, n.5, p.193-199, 1990.

Luciana Reichert da Silva Assungdo- Tese de Doutorado



206

Anexo A



207

6'8 /6€'0592T L'l 181'GS0TT T'T 9T9'76GT 0'0 0 98G'TT9ZVT | 10 14"
9'T 678°'0€6T 0'0 0 0'0 0 9'T 6¥8'0€6T | 2TG'L28T2T | 10 T
9'92 26L'7129€ 0'0 0 9'92 26.'7129¢ 0'0 0 ZLT'E€LTIET | 10 o)
2'e €€2' 120V 0'0 0 0'0 0 2'c  €E€T'Te0v | 261'T99¥8T | 10 6
G's G66'TTSOT 0'0 0 0'8 6.8'6186 9'0  9TT'Z69 | 96¥'9TSECT | 10 8
w 8'T 9T9'0V6E 0'0 0 0'0 0 8'T 9T9'0V6E | 6TC'GVETZC | 10 L
W 0'0 0 0'0 0 0'0 0 0'0 0 ETT'TLT96 | 10 9
A 8'T 9TT'0TST 0'0 0 0'0 0 8'T  OTT'OTGT | T9V'218€8 | 10 S
2'0 00S'0EY 0'0 0 0'0 0 2'0 00S'0€Y | 8/5'2L068T | 10 14
0'C €E€2'T12S 0'0 0 0'0 0 0'C  €€T'TTZS | 8EV'65E692 | 10 €
¥'0C 86T'€6TGT ¥'02 86T'€6TGT 0'0 0 0'0 0 18L°20EV. | 10 Z
T'LT 6€5'€962¢ 0'0 0 0'9T 6E€S'TIETC Z'T  000209T | GZT'TT8EET | 10 T
(%) 18P A 10sqv ‘A | (%) ¥e_rd A losav ‘A | (%) 1eed A losay A | (%) ¥eldd ‘A (10sqQy A
‘Jul "qeay 'sans "geay "dns "qeay LY
ogdiosqeay "1’V elLOIRWERU| oedinuisgns allyladng [elo1 ealy | odni9 | 810D

(1D) 9j013u09 0dnub ou eugTRWEUI B OoBAInsgns Jod ‘aioiiadns ap ogdlosqgeal Jod seprawolidwod seale sep a [e10) eLRluUsp eale ep Sepipap



208

Anexo B

1'se TE'6ETTE L'8T  82.'€692C €'9 996799/ 90  9T9'08. | 868'62TTZT | ddd T
01 996'TLET 00 0 0'0 0 0T 996°T/ET | 8€6'T9EBET |  ddd 1T
€0 €€2'759 00 0 0'0 0 €0  €£2'%S9 | L/6'98/€22 | ddd 0T
0'0 0 00 0 0'0 0 00 0 G/8'05626T | ddd 6
02 86T'80GE 00 0 0'0 0 0'C  86T'80SE | 99.'66T/LT |  ddd 8
92 869'TET. 00 0 0'0 0 9'C  869TETL | 9ST'€TEVLZ |  ddd L
8'0 T€8'/0GT 00 0 0'0 0 80 TEB'LOST | 2/T'€206.T | ddd 9
L'T 67€'89.€ 00 0 0'0 0 L'T  6VE'89/€ | 8/0'79602Z | ddd g
062 621'86G2Y L'TZ  ¥1€'6069€ 2'c  996't0.€ 2'T  6v8'v86T | T8L'TSTOLT |  ddd 4
2T €2€'50€62 G'0T  285'G9S6T 6'v 2681506 v'0  6¥8'T89 | ¥8%'/9€98T | ddd €
0'cT G65'2220€ £'8 28G'9£€6T S'v  YOT'VEVOT 2’0 6¥8'TOS | 697'068TEC | ddd 4
12 67€'8€2Y 0 0 0'0 0 T'C  6ve'8eey | 058°29200Z |  ddd T
(%) re;dy A 0sav A | (%) ey ‘A 1osavy ‘A | (%) ¥eldd ‘A (10sav A | (%) 1eldd ‘A |losay ‘A
‘Ul "qeay 'sans ‘qeay "dns “qesy 1Y
oediosqeay "1'Y eLioyewreju| oedinisgns aloipadng [e10} BalY odnig | au0)

(ddd) se1enbe|d wa aiqod ewse|d odnib ou eugreweul 8 ogdinusgns Jod ‘a1aipiadns ap oediosgeal Jod sepiswoldwod seale Sep 8 [e10] BLRIUSP BaJe ep SepIpa




209

Anexo B

(T"we| ‘gz "19)
2'e 0G0°'06 269'9£0v ddd19 ari
(%) 12134 "A "10SqQV ‘A
‘1°d
asojinbuy [e101 OJ418W148d odnig ajuaq

(ddd) se1anbe|d wa aiqod ewse|d odnib ou asojinbue uod sepnawoldwod seale sep o [e10] oueluap oJlawiiad op sepipajy



210

G'C  996'€Seh 0'0 0 0'0 0 G'C 996'€S2Y ¥60°00.69T | ddd 14}

0'v  0€S'65€8 0'0 0 0'v 0€5'65€8 | 00 0 | 8€6'T9E0TZ | dud T

€' 9792919 0'0 0 'S 9T9'/9T9 | 00 0 | 222'TPT9TT | did 0T

L'0 000°82. 0'0 0 0'0 0 L'0 000°82. ve'216G6 ddd 6

o T'T 9TT'G.G2 0'0 0 0'0 0 T'T 9TT'G.G2 1¥9'992222 | ddd 8
m '8 G18'Geel 0'0 0 2L 66T'20V9 0T 9T9'€Z8 99/'€8888 ddd L
m €'6T YIE'9T86T VLT GOY'858.T 0'0 0 0'C 6V8'/G6T | 2G8'08920T | ddd 9
A T'€T  ¥9T1'9€08T 2 6V8'v0€ 0'TT GTE'T66VT | 00 0 GZT'SYTLET | ddd S
L'0 08T'06€T 0'0 0 0'0 0 L'0 08T'06ET | G¥¥'20686T | ddd 14

L'0 00S'9EVT 0'0 0 0'0 0 L'0 00S'9EYT | ¥99°G02L0Z | ddd €

T'T 9T9'68€T 0'0 0 0'0 0 T'T 9T9'68ET | ¥9T'GLCTCT | did Z

S'C 9T9'€0T¥ 0'0 0 T'T  00S'/08T V'l 9TT'962¢ | 86€'LT629T | did T

(%) 1e13Y "A "losav ‘A | (%) ‘¥e|dd ‘A "10say A (%) "¥e1dd "A  "10sav ‘A (%) "¥e13d "A "10sqQV “A
‘Jul "qeay 'sans ‘qeay "dns ‘qeay LV
ogdlosqeay "1’V elLOIRWERU| oedinisgns allyladng [e101 ealy odnio | au0)

(d¥4d) o1oea ap o1al0)d Jod
opeAle selanbe|d Wa 021y ewse|d odnib ou eliorewejul 8 oedininsgns Jod ‘aloiiadns ap oedlosgeal Jod sepnawoldwod seale sep o [e10] eLBIUSp Bale ep Sepipap




211

Anexo B

'z 000'629T 00 0 0'0 0 v'C 000'6/9T | ¥€2'9/989 | dL +ddd | 2T
T's GT/'TEES 00 0 00 0 T's GTL'TEES | 00S'V60VO0T | ML +ddd | 1T
S0 005895 00 0 0'0 0 S0 005'89S | ZT9'T9ZTZT | ¥L +ddd | OT
7'0 919219 00 0 0'0 0 v'0 9T9'2T9 | 8EY'29G0VT | YL +ddd | 6
80 9TT'Z€6 00 0 0'0 0 8'0 OTT'Z€6 | ¥€Z'SLLOTT | YL +ddd | 8
0'c 9T9'6.62 00 0 0'0 0 0'c 9T9'6.62 vEL'VPZ96 | L +ddd | L
z'e 00S'GTZE L'2 0052692 0'0 0 G0 000°€2S | ¥E€L'ETE00T | L +ddd | 9
0'0 0 0'0 0 0'0 0 00 0 LTT'669T9 | UL +ddd | G
8'Z 005°'88. 00 0 0'0 0 8'Z 005'88. | O8T'66TOL | ¥L+ddd | ¥
L'ST  6¥8'LLLL 0'TT 678'68T9 0'0 0 8'C 000'88ST G96'T899S | UL +ddd | €
€'sT 9TT'v8€6 G'TT 005'6£0. 0'0 0 8'c 9T9'v¥ET 000'9EET9 | UL +ddd | ¢
G'e 000'8SET 00 0 0'0 0 g'e 000°8S€T 669'T8T8E | UL +ddd | T
(%) rel@d "A  10sav ‘A | (%) 1@ A (1osay A | (%) ¥edd A (10say A | (%) 1eldd ‘A |osqy A
Ul "qeay 'sans ‘qeay 'dns "geay 1Y
ogdiosqeay "1’V eloyewreju| oedininsgns aloadng [e10} ealy odnug a1log

(41+d¥d) o1o[ea ap 018.10]9 3 eUIAOG WabLIo ap euiquioly Jod

opeAne selanbe|d wa 091y ewse|d odnib ou eloeWeRUI 8 oedINISgNsS Jod ‘a1o)yuadns ap ordlosqeal Jod sepnawoldwod seale sep 9 [e10] BLRIUSp BalR Bp SepIpajy




212

Anexo B

€61 Gie'96€€T 0'L €T6'L2v8 | €'CT 2ev'8961T 0'0 0 0€6'6EETZT ddd + 10 | 2T
02T L1¥'892¥2 0'0 0 0'TT T9E'€66TC T'T 9TT'G.22 69Y'9€2T02 ddd + 10 | TT
6'CC 9T'9GGTE 0'0 0 9'ce 099‘62TTE €0 00S'92v 1¥5'8G9/€T ddd + 10 | OT
v'etT £68'7002¢ 0'0 0 v'eT £68'7002¢ 0'0 0 L¥5'2G89.T ddd + 1D 6
8'0 €€2'018 0'0 0 0'0 0 8'0 €€2'018 v16'872E0T ddd + 1D 8
T'C 991'€082 0'0 0 0'0 0 1'C 99'€082 291'€86TET ddd + 1D L
v'e 677€'90€2 0'0 0 0'0 0 v'e 677€'90€2 V9T’ TYG.6 ddd + 1D 9
G'C 6V€'SS.LY 0'0 0 0'0 0 G'e 6V€'SGLY £95'GZ€98T ddd + 1D S
9'vT ¥2'€60.2 T'0T  ¥16'98/8T | O0O'v 92€'L16. 7'0 000'68. 8€6'69678T ddd + 1D 14
v'6¢C V9T'GSTIS 0'0 0 v'6¢C V9T'GSTIS 0'0 0 8E6'VGTVLT ddd + 1D €
L'9T €70'880T¢ 2'€  996'vIOV | C'€T L¥0'7899T €'0 000'68€ 8.0'09592T ddd + 1D Z
0'T2 Giv'0GE62 0'0 0 0'TeC Giv'05E6¢ 0'0 0 0G.'¥8S6ET ddd + 1D T
(%) 1e13Y "A 10sav ‘A | (%) 'Y A (10sav A | (%) 1Y A (10sav A | (%) ¥eldd A (10say A
‘Jul "qeay 'sans ‘qeay "dns "qeay LY
oediosqeay "1'Y BlLOIRWERU| oeadinisgns alojadng [e101 ealy odnuo 9110)

(d¥d + 1D) o191ed ap 0184010 Jod opeAlte selanbe|d Wa 031y ewse|d oe
Sepeloosse 0J3u0Jd1-sen@d odnub ou euorewer|yul @ ordinlisgns Jod ‘a1oipiadns ap ogdlosgeal Jod sepiawoldwod seale sep o |210] BURIUSP BaIR Bp SepIpaj




Artigo para publicacio 213

Anexo C

ARTIGO PARA PUBLICACAO!

Engenharia dos Tecidos Periodontais apés Reimplante Dentario. Estudo em cées.
Luciana Reichert da Silva Assungdo’, Celso Koogi Sonoda®, Suely Regina Mogami Bomfim?®,
Roberta Okamoto®, Marjorie de Assis Golim®, Sandra Helena Penha de Oliveira®", Célio
Percinoto®”

'Departamento de Odontopediatria, Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP, Rua
José Bonifacio, 1193, Aracatuba, SP, 16015050, Brasil

’Departamento de Ciéncias Basicas, Laboratdrio de Farmacologia, Faculdade de Odontologia
de Aracatuba, UNESP, Rodovia Marechal Rondon Km 527/528
Campus Universitario, Prédio 31, Aracatuba, SP, 16018-805, Brasil

*Disciplina de Clinica Odontopediatrica, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do
Para, UFPa, Rua Augusto Correa, 1, Campus Universitario, Belém, PA, 66075900, Brasil

*Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada, Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
UNESP, Rua José Bonifécio, 1193, Aracatuba, SP, 16015050, Brasil

>Departamento de Clinica e Cirurgia e Reproducio Animal, Curso de Veterinaria, Faculdade
de Odontologia de Aracatuba, UNESP, Rua Jose Bonifacio, 1193, Aracatuba, SP, 16015050,
Brasil

®Laboratério de Citometria de Fluxo, Divisdo de Hemocentro, Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, Distrito de Rubido Junior, s/n, Botucatu, SP, 18618970, Brasil

* autores para correspondéncia: percinoto@foa.unesp.br, shpoliv@foa.unesp.br
T professores orientadores do trabalho

Engenharia dos Tecidos Periodontais apds Reimplante Dentario.

Palavras-chaves: Reimplante dentario. Plasma Rico em Plaquetas. Células-tronco. Medula
0ssea.

NuUmero de Palavras no Resumo: 200
NuUmero de Palavras no Texto: 3761
Numero de Tabelas e Figuras: 4

Numero de Referéncias: 35

! Texto escrito segundo as normas da revista Journal of Dental Research (Anexo D)
? Baseado em estudo de tese submetida a Faculdade de Odontologia de Aragatuba, UNESP, para obtencdo do
titulo de Doutor em Odontopediatria



Artigo para publicacio 214

RESUMO

Plasma pobre em plaquetas (PPP), Plasma rico em plaquetas (PRP) e Células-tronco da
medula éssea (BMSC) constituem uma abordagem em Engenharia Tecidual. O efeito do PPP,
PRP ativado ou ndo por trombina (PRP/TR) e células-tronco da medula 6ssea foram avaliados
em dentes reimplantados de cdes. PRP e PPP foram obtidos através da veia jugular dos
animais. BMSC foram obtidas por aspira¢do da medula 6ssea (BMA) e a citometria de fluxo
(FCA) realizada ap6s BMA utilizando CD34 e CD90. Apos 30 minutos da extracdo, os dentes
foram reimplantados com os materiais: (i) PPP, (ii) PRP, (iii) PRP/TR e (iv) BMSC/PRP.
Dentes reimplantados sem os materiais foram usados como controle. Analises histoldgica,
histomorfométrica e imunohistoquimica foram realizadas 120 dias ap6s o reimplante. FCA
mostrou 55.98% de CD34+ e 32.67% de CD90+ apds BMA. PRP e BMSC/PRP apresentaram
maiores areas de reabsor¢do por substituicdo (RS), com intensa imunomarcagdo para
osteopontina. PPP e PRP/TR obtiveram melhores resultados; PRP/TR apresentou nenhuma
RS. Por outro lado, PPP mostrou areas de reabsor¢édo inflamatoria, com imunomarcacao para
fosfatase &cido tartarato resistente (TRAP). Os achados deste estudo experimental sugerem
que o uso da trombina no preparo do PRP desempenha um importante papel na regeneragédo

de tecidos apds reimplante dentario.
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INTRODUCAO

A avulsdo dentaria € um trauma que resulta na perda da continuidade de um complexo e
multiplo compartimento de tecidos (Barret e Kenny, 1997). A reinsercdo dos tecidos de conexdo a
superficie radicular, ap6s a avulsdo, depende de eventos de cicatrizacdo que ocorrem de forma
sequiencial. Um coagulo ¢é formado entre as duas partes do ligamento periodontal rompido e, durante o
processo de coagulacgdo o fibrinogénio é convertido em fibrina. A fibrina desempenha um importante
papel na cicatrizacdo da ferida por sua capacidade de se unir a fibronectina, e provocar a migracao de
fibroblastos e a angiogénese (Dvorak et al., 1987). Derivados do sangue incluindo plasma liofilizado e
fibronectina foram utilizados com resultados satisfatérios em reimplantes experimentais (Nasjleti et
al., 1986; Nasjleti et al., 1987a).

Atualmente, as fracBes plasmaticas, Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e também o Plasma
Pobre em Plaquetas (PPP) tém sido utilizado na regeneracdo de uma variedade de tecidos, incluindo
osso (Gonshor, 2002), cartilagem (Nagae et al., 2007), tenddes (Kon et al., 2009) e tecidos
periodontais (T6zum et al., 2006). O Plasma Rico em Plaquetas é uma mistura de fatores de
crescimento e cola modificada de fibrina autégena (Marx et al., 1998), enquanto que, 0
Plasma Pobre em Plaquetas é altamente concentrado em fibrinogénio (Dohan et al, 2006).

A busca da exceléncia da regeneragdo tem sido alvo de um campo novo e promissor
denominado Engenharia Tecidual. O mecanismo da engenharia tecidual é estruturado sobre
uma triade composta de células, fatores de crescimento e um arcabouco (Bianco e Robey,
2001). As células-tronco mesenquimais com capacidade de gerar outros tecidos, como 0sso,
cartilagem, musculo, tenddo e tecidos de conex&o, tem sido 0 alvo de pesquisas nessa area
(Risbud e Shapiro, 2005). Estudos também tém relatado resultados promissores na utilizacao
do PRP como arcabouco (scaffold) para células-tronco mesenquimais indiferenciadas
(Yamada et al., 2004).

O objetivo deste estudo foi avaliar a resposta tecidual em dentes reimplantados de caes

utilizando o plasma pobre em plaquetas (PPP), plasma rico em plaquetas (PRP), ativado ou



Artigo para publicacio 216

ndo por trombina, e células-tronco da medula 6ssea (BMSC) associadas ao PRP, analisando o
potencial regenerador destes materiais nos tecidos periodontais.
MATERIAL & METODO
Modelo Experimental

O modelo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em experimentacio animal
da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista, UNESP. Quatro
cées mesticos adultos, com idade meédia de 1 ano, foram submetidos aos procedimentos sob
efeito de anestesia geral, utilizando injecdo intramuscular de cloridrato de xilazina
(0,05mL/Kg/peso) e uma associacdo de cloridrato de tiletamina e cloridrato de zolazepam
(0,2mL/Kg/peso). Os dentes utilizados foram os incisivos centrais e laterais superiores, 0s
incisivos laterais e intermédios inferiores e os segundos pré-molares e terceiros pré-molares
da maxila e mandibula, totalizando 16 dentes em cada cdo. Um dos animais apresentava
agenesia dos segundos pré-molares superiores e inferiores, sendo utilizados os incisivos
centrais inferiores, resultando em 14 dentes neste animal.
Procedimento Cirargico

Em uma sessdo anterior ao reimplante, os elementos dentarios foram inicialmente
submetidos ao tratamento endodontico, utilizando o cimento de hidroxido de calcio (Sealapex,
Sybron Endo, Glendora, EUA) como material obturador. Apos 2 semanas, 0s dentes foram
extraidos para a realizacdo do reimplante experimental. Nos dentes pré-molares, as raizes
foram seccionadas previamente a extragdo, totalizando 24 raizes em cada céo, exceto em um
dos animais, com agenesia dos segundos pré-molares, com 16 raizes. Ap6s 30 minutos em
meio seco, os dentes foram reimplantados e realizada contencdo durante 7 dias. Nos pre-
molares, a contencdo foi obtida pela unido das duas metades da coroa, previamente
seccionadas, com resina composta fotopolimerizavel. Dentes reimplantados sem o material

foram utilizados como controle (Grupo ). Grupos II, IIl, IV e V constituiram,
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respectivamente, reimplante com Plasma Pobre em Plaquetas (PPP); reimplante com Plasma
Rico em Plaquetas ativado por cloreto de célcio (PRP); reimplante com Plasma Rico em
Plaquetas ativado por trombina e cloreto de calcio (PRP/TR) e células-tronco associadas ao
PRP ativado por cloreto de célcio (BMSC/PRP). Cada material foi utilizado em um animal
diferente. Antes e ap6s o reimplante, os animais foram medicados com espiramicina
associado ao metranidazol, na dosagem de 2mg/Kg de peso, e com cloridrato de tramadol na
dosagem de 2mg/Kg durante 6 dias ap6s o ato operatdrio. Os animais receberam ragao
adicionada ao leite durante 15 dias ap6s o procedimento.

Preparo do Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) e Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Um volume variando entre 10 e 50 mL de sangue aut6logo foi coletado de cada animal
através de canulacdo da veia jugular, em uma seringa contendo anticoagulante acido citrato
dextrose (ACD-A), na proporcdo de 5:1. A amostra de sangue foi centrifugada a 160g/ 22°C
durante 20 minutos para separar 0 plasma que contém as plaquetas das células vermelhas
(Eppendorf AG, Hamburgo, Alemanha). A camada superficial de plasma foi removida e
novamente centrifugada a 4009/22°C durante 15 minutos, resultando em duas camadas: a
superior contendo o Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) e a inferior, com o Plasma Rico em
Plaquetas (PRP). Liquido de Brecher foi utilizado para lisar os eritrocitos e diluir a amostra
inicial de sangue periferico e de PPP e PRP para a contagem das plaquetas. As amostras
foram contadas manualmente em camara de Neubauer. Nos quatro animais, a contagem de
plaquetas do sangue periférico foi de 147.500, 192.500, 177.500 e 147.500 plaquetas/pl,
sendo que a quantidade de células plaquetarias no PRP foi, na mesma ordem, de 820.000,
615.000, 715.000 e 710.000 plaquetas/pul. Na amostra utilizada no Grupo I, a quantidade de
plaquetas contida no PPP foi de 52.500 plaquetas/pl.

Um total de 200l de cada material foi transferido a um recipiente de plastico estéril

para serem colocados no alvéolo previamente ao reimplante. Uma quantidade de 10ul de
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solucdo de cloreto de célcio a 10% foi utilizado para ativar ambas as amostras de plasma
pobre em plaquetas (Grupo 1) e plasma rico em plaquetas (Grupos Il e V) (0,05 mL de
cloreto de célcio para cada 1 mL de plasma rico em plaguetas ou plasma pobre em plaquetas)
(Messora et al., 2008). Para o reimplante dos dentes do Grupo IV, o plasma rico em plaquetas
foi ativado com 28,58ul de 10.000 U de trombina de origem bovina em p6 (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Missouri, EUA) dissolvida em 10 mL de cloreto de sddio a 10% (Yamada et al.,
2004). Os materiais foram ativados imediatamente antes de sua utilizagcdo nos reimplantes.
Separacéo das Células-tronco da Medula Ossea (BMSC)

Um total de 2,5 mL de material foi aspirado da medula 6ssea da crista do o0sso iliaco
do céo, utilizando uma agulha especial para pungdo da medula 6ssea (Komiyashiki, Japéo)
associado a 1,5 mL de heparina sédica. O material coletado foi diluido inicialmente em
solucdo salina a 0,9% na proporcdo de 1:1, transferido para 15 mL de Ficoll-Paque™ Plus
(Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia) e submetido a centrifugacdo inicial a 400g/20°C
durante 30 minutos. A camada mediana (buffy coat) foi entdo transferida a um novo tubo e
diluida em solucéo salina a 0,9%. A suspenséo foi entdo centrifugada a 4509/20°C durante 5
minutos. As células foram lavadas 3 vezes, ressuspensas em 10 mL de meio DMEM
(Invitrogen Corporation, Grand Isle, Estados Unidos) e contadas manualmente em cadmara de
Neubauer utilizando o azul de tripano para diferenciar as células viaveis das ndo viaveis. A
seguir, um total de 3,08x10° células foram ressuspensas em 200pl de PRP contido no
recipiente de plastico. No momento de sua utilizagdo, o material foi ativado com 10% de
cloreto de calcio.

Anélise por Citometria de Fluxo

Apbs a contagem manual em cAmara de Neubauer, 5x10° células foram suspensas em

100 pL tampéo fosfato citrato- PBS (pH 7,4). As células foram marcadas com anticorpos

especificos conjugados a fluorocromos: Anti-CD90-canino (Thy-1) (AbD Serotec, Oxford,
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Reino Unido) e identificado pelo secundario Rabbit F(ab")2 Anti-rat IgG conjugado a
ficoeritina-R (RPE) (AbD Serotec, Oxford, Reino Unido) e Anti-CD34-canino conjugado a
isotiocianato de fluoresceina (FITC) (AbD Serotec, Oxford, Reino Unido). As células foram
analisadas no citbmetro de fluxo modelo FACScalibur (BD Biosciences, San Jose, CA,
Estados Unidos).
Analises Histomorfologica e Histomorfométrica

Decorrido o periodo de 120 dias ap6s o reimplante, os animais foram sacrificados e as
pecas de interesse foram separadas, fixadas em solugdo formalina a 10% (Agua Régia
Quimica, Aragatuba, SP, Brasil) e descalcificadas em solucdo de &cido formico e citrato de
sodio (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) (Morse, 1945). Apo6s a
descalcificagdo, os cortes foram processados e embebidos em parafina. Cortes seriados de
6um foram cortados no sentido longitudinal e corados com hematoxilina e eosina e Tricrdmio
de Masson. Doze cortes histoldgicos representativos de cada grupo foram selecionados para a
analise histomorfometrica para aumentar a confiabilidade dos dados utilizados na analise
estatistica. As imagens dos cortes foram capturadas por uma camera digital (Leica DFC 500,
Leica, Wetzlar, Alemanha) acoplada ao micrsocopio 6ptico (Leica DM 4000 B, Leica,
Wetzlar, Alemanha) conectado ao computador utilizando o Software Leica Qwin (verséo Plus,
Leica, Wetzlar, Alemanha) em um aumento de 2,5X e armazenadas como figuras (tif 24).
Como néo foi possivel capturar a porcdo radicular de interesse em uma mesma imagem
devido ao tamanho das raizes, as imagens foram unidas utilizando programa de editor de fotos
(Corel Drawn X3, Corel Corporation, Versao 13.0.0.739). O programa ImageLab 2000
(Diracon Bio Informatica Ltda., Vargem Grande do Sul, SP, Brasil) foi utilizado para a

quantificacdo das areas de reabsorcGes de superficie, por substituicdo e inflamatoria.
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Analise de Imuno Histoquimica

MarcagOes de imno histoquimica para Osteopontina (OP) e Fosfatase &cida tartarato
resistente (TRAP) foram realizadas em todos os espécimes utilizando o método de deteccédo
por imunoperoxidase. Enquanto OP é uma proteina extracelular sintetizada pelos osteoblastos
nos estagios iniciais de formacdo oOssea (Thorwarth et al., 2005), TRAP € uma enzima
lisossdmica presente nos odontoclastos e osteoclastos (Minkin, 1982; Sahara et al., 1996). Os
seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-OC e anti-OP produzido em goat (1:100,
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA). O anticorpo biotinilado rabbit anti-
goat (Jackson Immuno Research Laboratory, USA) foi utilizado como secundario na diluicdo
de 1:200. Os tecidos foram contramarcados utilizando-se o complexo avidina-biotina
(Vectastain® Elite ABC, Vector, Burlingame, CA, Estados Unidos) e depois corados em uma
solugéo substrato de peroxidase por 10 minutos (DAKOCytomation, Kioto, Japéo). Os tecidos
foram contracorados com hematoxilina de Harris. Todas as amostras foram acompanhadas
por um controle negativo.
Anélise Estatistica

Os resultados foram avaliados com o auxilio do programa Bioestat, versao 5.0 (Ayres
et al., 2007). A analise estatistica foi realizada pela analise de variancia (ANOVA) e o teste
post-hoc de Tukey para as comparacdes individuais entre os grupos, utilizando-se nivel de
significancia de 5%.
RESULTADOS
Caracterizacao Celular por Citometria de Fluxo

As células presentes no material de coleta da medula 0ssea tiveram marcagOes
positivas para CD-34 em uma proporcao de 55.98% do total de células (Figura 1A). Células
positivas para CD-90 (Thy-1) mostraram a presenca de duas populacdes distintas, sendo a

maior correspondendo a 26,59% e a menor de 6,69% do total de células presentes no material
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da coleta (Figura 1B), sugerindo a presenca de uma populacdo heterogénea de células na
medula 6ssea.

Analise Histoldgica Qualitativa

Grupo | (Controle)- Os espécimes que apresentavam dentina e cemento com integridade,
mostravam a presenca de cemento secundario sobre essas estruturas e o ligamento periodontal
(LP) ocupado com feixes de fibras colagenas com discretas formacGes 0sseas (Fig. 2A). Foi
observado também, neste grupo, espécimes com tecido 6sseo neoformado em contato com a
superficie de dentina e cemento, mostrando também extensas areas com reabsorcdo cemento-
dentinéria (Fig. 2B).

Grupo 1l (PPP)- A grande maioria dos espécimes que pertenciam a este grupo apresentou
discretas &reas de reabsorcdo ocupada por cemento secundario (Fig. 2C). Em algumas regifes
de quatro espécimes, o tecido 6sseo neoformado ocupava praticamente o espaco periodontal,
observando-se também extensas areas de reabsor¢do cemento dentinéria ocupada por tecido
conjuntivo (Fig. 2D)

Grupo 11l (PRP)- Este grupo foi marcado com areas de reabsorcdo superficiais e também por
extensas areas de 0sso neoformado ocupando o espaco do ligamento periodontal. Em alguns
casos, 0 espaco do LP encontrava-se ocupado parcialmente por cemento secundario e/ou
tecido dsseo, ocasionando o seu estreitamento (Fig. 2E). Em outros espécimes, 0 espago do
LP praticamente foi ocupado por tecido 6sseo neoformado com auséncia de cemento (Fig.
2F).

Grupo IV (PRP/TR) - Na maioria dos espécimes, a camada de cemento encontrava-se com
integridade. Neste grupo, foi evidenciado areas de reabsor¢des cemento-dentinarias, porem, a
maioria delas, encontravam-se inativas e ocupadas por tecido conjuntivo com discreto nimero
de fibroblastos (Fig. 2G). Em alguns espécimes, notou-se o estreitamento do LP, ocasionado

pelo cemento neoformado e tecido 0sseo da parede alveolar (Fig. 2H).
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Grupo V (BMSC/PRP)- Entre todos os grupos analisados, este grupo foi o que apresentou o
maior numero de espécimes com tecido 6sseo neoformado em contato com area de dentina
reabsorvida (Fig. 21). Em quatro espécimes, notou-se 0 espago do LP irregular e encontrava-
se ocupado por tecido conjuntivo com discreto nimero de fibroblastos (Fig. 2J).
Anélises Histomorfométrica e Estatistica

Apos a quantificacdo em valores absolutos (mm?) das reabsorcdes de superficie, por
substituicdo e inflamatoria, esses valores foram transformados em valores relativos (em
porcentagem). A normalidade e homogeneidade dos dados foram verificados e submetidos a
andlise estatistica. As medias dos trés tipos de reabsor¢des estdo documentadas na Figura 3.
Foi observada uma correlagdo estatisticamente significante para a reabsorgcdo de superficie
entre os Grupos PRP/TR e BMSC/PRP (Fig. 3A) e para a reabsorcdo por substituicdo entre o
grupo BMSC/PRP e os demais, exceto com o Controle (Fig. 3B). Ndo foram observadas
relacOes estatisticamente significantes na anélise da reabsor¢édo inflamatéria quando os cinco
grupos foram comparados (Fig. 3C).
Analises de Imuno Histoquimica

O Grupo Controle apresentou imunomarcagdes positivas para a OP em células de
linhagem osteobléastica na regido do ligamento periodontal (Fig. 4A). OP foi bem evidente nas
imunomarcacdes de linhagem osteoblastica nos Grupos PRP e BMSC/PRP, especialmente nas
areas de reabsorcdo por substituicdo (Figs. 4B). O Grupo TR/PRP mostrou marcacgdes
intensas para OP na linhagem osteoblastica em regides do ligamento periodontal e superficie
radicular (Fig 4C). Imunomarcagdes positivas para OP foram observadas na linhagem
osteoclastica no Grupo PPP. A linhagem de células osteoclasticas também foram marcadas
pela TRAP nos Grupos PPP (Fig. 4D) e BMSC/PRP (Fig. 4E) em regides de superficie
dentéria e osso alveolar. Nos demais grupos, as imunomarcagdes para a TRAP foram menos

evidentes (Fig. 4F).
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DISCUSSAO

A regeneragdo de tecidos periodontais deve alcancar quatro critérios para que seja
essencialmente satisfatoria: restabelecimento de um epitélio funcional, insercdo do tecido de
conexdo (fibras de Sharpey) no cemento radicular, neoformacgéo de cemento na raiz exposta e
restauracdo do o0sso alveolar dentro de 2mm da jung¢éo cemento-esmalte (Bartold et al., 2000).
O presente estudo avaliou o potencial regenerador de produtos de origem biol6gica nos
tecidos periodontais apds o reimplante dentario.

Excetuando o Grupo IV (PRP/TR), observamos resultados menos satisfatorios nos
dentes pré-molares devido a maior presenca de reabsor¢des por substituicdo e inflamatoria
qguando comparado aos incisivos. Esta falta de uniformidade dos resultados opde-se aos
achados de outros autores que também utilizaram estes dentes em estudos com reimplantes
dentarios (Trope e Friedman, 1992; Sae-lim et al., 1998), porém ndo observaram esta
diferenca. Como os dentes pré-molares sdo utilizados para a mastigacdo, o excesso de trauma
oclusal poderia ter facilitado a ocorréncia maior de anquilose neste grupo (Andreasen, 1981).
Ja a presenca de reabsorcdo inflamatoria pode estar relacionada a prépria metodologia
empregada de seccionamento das raizes dos pré-molares o que poderia causar a formacéo de
nichos, facilitando o acimulo de microorganismos nessas regides. Entretanto, de uma forma
geral, a reabsorcdo inflamatoria foi observada em poucos espécimes, demonstrando a
efetividade do tratamento endoddntico realizado e da antibioticoterapia empregada

(Andreasen, 1987).

Alguns espécimes do Grupo | (Controle) apresentaram reparo da superficie radicular
com a presenca de cemento secundario neoformado em areas de reabsorcdo. Por outro lado,
este grupo foi o segundo onde a reabsorcdo por substituicdo foi mais observada. Esta
alteracdo foi também evidenciada através das imunomarcacdes positivas para OP presentes no

ligamento periodontal. A reabsorcéo por substituicdo esta fortemente relacionada a presenca
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de um ligamento periodontal ndo vital sobre a superficie radicular (Andreasen e Kristerson,

1981).

O Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) é um material rico em fibrinogénio, originando
também outra nomenclatura dada a esse material que é Plasma Rico em Fibrinogénio (PRF) e
também € considerado uma cola de fibrina autéloga (Floryan e Berghoff, 2004). A fibrina
desempenha importantes papéis na cicatrizacdo, incluindo inducdo da angiogénese,
quimiotaxia de monadcitos (Dvorak et al., 1987) e migracdo de fibroblastos (Knighton et al.,
1982). De uma forma geral, foram encontrados bons resultados nos espécimes do Grupo Il
(PPP), apresentando auséncia de reabsorcao por substituicdo e reabsorcdo inflamatoria em 8,
dos 12 cortes analisados por histomorfometria. Por outro lado, este grupo foi aquele onde o
maior indice de reabsorcdo do tipo inflamatéria foi observado, sendo esta ocorréncia
confirmada pelas imunomarcagoes para células de linhagem osteoclasticas pelos anticorpos

OP e TRAP.

A estratégia terapéutica do plasma rico em plaquetas (PRP) fundamenta-se na
aceleracdo da cicatrizacdo por meio da concentracdo de fatores de crescimento, iniciadores
universais de quase todos os eventos cicatriciais (Everts et al., 2006). A formacédo do gel de
PRP se da pela acdo de substancias que neutralizam a acdo do anticoagulante, sendo as mais
utilizadas a associacao de cloreto de célcio e trombina bovina (Marx et al., 1998) ou somente
0 cloreto de célcio (Messora et al., 2008). Quando analisados os resultados do Grupo Il
(PRP), onde o plasma rico em plaquetas foi ativado apenas por cloreto de calcio, observamos
alguns espécimes com uma boa resposta de reparo das estruturas periodontais, porem com
uma tendéncia a substituicdo do espacgo periodontal por tecido 6sseo neoformado, fato este
confirmado também pelas imunomarcacgdes positivas para OP, que foram pronunciadas neste
grupo. Diante da acdo dos multiplos fatores de crescimento presentes nas células plaquetarias

0s quais agem sob diferentes vias em diferentes populacdes celulares (Van Den Dolder et al.,



Artigo para publicacdo 225

2006), poderia originar uma competicdo celular na presenga desses peptideos durante o
reparo, contribuindo para os dois tipos de respostas teciduais observados no grupo Il1.

Surpreendentemente, quando utilizamos o PRP ativado com a associacdo de trombina
de origem bovina e cloreto de célcio (Grupo V), ndo observamos, em nenhum espécime, a
reabsorcdo por substituicdo. A trombina ou fator Il ativado € uma proteina do tipo protease
serina e realiza um papel fundamental na ativacéo da cascata de coagulacdo e na inducdo da
formacdo da matriz de fibrina e no coagulo sanguineo. Estudos demonstram que a trombina
pode ser liberada a partir de um codgulo de fibrina e causar ativacdo ou estimular a
proliferacdo de células teciduais adjacentes, incluindo células endoteliais (Herbert et al.,
1994) e fibroblastos (Chan et al., 1998). Em um estudo in situ, foi demonstrado que a
trombina foi capaz de estimular o crescimento dos fibroblastos, aumentar a sintese de
colageno e causar significantes alteragdes morfologicas nessas células, provocando uma maior
unido entre as células, alteracdes na orientacdo das fibras e aumento do espaco intercelular
(Chan, 1998). Apesar da reabsorcéo de superficie ter sido encontrada com freqliéncia neste
grupo, séo consideradas auto-limitantes, apresentando um reparo com cemento neoformado
(Andreasen e Andreasen, 1994), representando, assim, pouco significado clinico quanto ao
prognastico de dentes reimplantados.

A fracdo de células mononucleares obtidas da medula 6ssea contém celulas-tronco
hematopoiéticas, progenitoras endoteliais e, em menor nimero, células-tronco mesenquimais
(Strauer et al., 2002). Duas populacdes distintas foram detectadas dentro da regido positiva
(M1) através de citometria de fluxo devido as diferencas de intensidade de expressdo do
anticorpo CD90. Esses dados sugerem que a populacdo maior corresponde as células
estromais presentes na fragdo mononuclear e que também sdo positivas para esse marcador. A
glicoproteina CD90, conhecida também como Thy-1 (antigeno 1 de diferenciacdo do

timécito), € um marcador de superficie de neurdnios, timdcitos, algumas linhagens de
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fibroblastos e células mesangiais. Entre as células da medula 6ssea, algumas linhagens
positivas para 0 CD34, também sdo expressas pelo marcador CD90, além das células
endoteliais, presentes no estroma medular, expressam esse marcador (Bradley et al., 2009).

Embora exista um maior potencial terapéutico em células-tronco mesenquimais
submetidas a um processo de proliferagdo in vitro (Pittenger et al., 1999), no presente estudo,
este processo ndo foi realizado para que houvesse uma maior proximidade com a realidade
clinica do trauma dentério. Estudos relataram bons resultados na utilizacdo dessa fracdo
celular no reparo de diversos tipos de tecidos (Filho-cerruti et al., 2007; Strauer et al., 2002).
As diferencas entre os Grupos Il (PRP) e V (BMSC/PRP) quanto a presenca da reabsorgédo
por substituicdo sugere alguma influéncia das células da medula no aumento do reparo por
tecido 6sseo no Grupo V, ja que, a metodologia para ativacdo do PRP foi a mesma utilizada
nos dois grupos. Mesmo encontrando-se em um numero reduzido, as células-tronco
mesenquimais poderiam ter sofrido a acdo dos fatores de crescimento presentes no PRP,
colaborando para a diferenciagdo dessas células em celulas osteoblésticas. Células-tronco da
medula 0ssea associadas ao PRP foram capazes de produzir neoformacéo de tecido 6sseo in
vivo (Filho-Ferrucci et al., 2007).

Dentro dos limites deste estudo, podemos concluir que o uso da trombina no preparo
do PRP desempenha um importante papel na regeneracéo de tecidos apds reimplante dentario.
O PRP ativado por cloreto de célcio ndo mostrou ser um scaffold apropriado para células
indiferenciadas no reparo de dentes avulsionados. Estudos adicionais tornam-se necessarios
para testar outros tipos de materiais que apresentem uma melhor resposta como arcabouco

destas células em reimplantes dentarios.
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Legenda das Figuras

Figura 1. (A) Uma média de 55.98 das BMSC ap0s a coleta foram marcadas positivamente
para CD34. (B) e 33.28% para CD90 por citometria de fluxo.

Figura 2. Cortes Histologicos (H&E). Grupo Controle. (A) Cemento secundario sobre
dentina e cemento radiculares integros. (B) Areas com reabsor¢do cemento-dentinaria
ocupadas por tecido 6sseo neoformado. Gupo PPP (C) Areas de reabsorcdo ocupada por
cemento secundario. (D) Areas de reabsorcio cemento dentinaria ocupada por tecido
conjuntivo. Grupo PRP (E) Estreitamento do LP. (F) Espago do LP ocupado por tecido
6sseo neoformado e auséncia de cemento. Grupo PRP/TR (G) Reabsor¢des cemento-
dentinarias inativas. (H) Estreitamento do LP. Grupo BMSC/PRP (I) Tecido 0sseo
neoformado em contato com dentina reabsorvida. (J) LP irregular com discreto nimero de
fibroblastos.

Figura 3. Médias dos valores relativos de comprometimento radicular quanto: (A)
Reabsor¢éo de superficie. (B) Reabsor¢do por substitui¢do. (C) Reabsor¢do inflamatdria.
* estatisticamente significante em p<0.05.

Figura 4. Expressdo de OP: (A) Grupo Controle, (B) Grupo PRP, (C) Grupo TR/PRP.
Expressdo de TRAP: (D) Grupo PPP, (E) Grupo BMSC/PRP, (F) Grupo Controle.
d=dentina; LP=Ligamento periodontal; OA=0sso alveolar
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Anexo D

Normas para Publicacdo segundo o Periddico
“Journal of Dental Research”

Official publication of International Association for Dental Research

Editor-in-Chief: Anthony J. Smith- University of Birmingham
Impact Factor: 3.496
GENERAL POLICY

Submitted manuscripts must be written clearly and concisely in English and represent
unpublished original research that is not being considered for publication elsewhere.
The Journal seeks to publish (i) concise definitive reports of wide interest to the
research community and (ii) topical, concise reviews of the state of the art. Concise
definitive reports of findings of unusual significance can be reviewed as (iii) Rapid
Communications. Criteria for the acceptance of Rapid Communications will be more
stringent than those for regular papers. Authors should request review for Rapid
Communications in the cover letter to the Editor. The Journal also welcomes (iv)
essays that explore seminal events and creative advances in the development of
dental research for publication in the "Discovery!" column.

Reports of observations and the development of new methods or techniques may be
considered for publication if they are of broad and fundamental interest, but the
focus of the Journal is on definitive reports demonstrating cause-and-effect
relationships. Submission of case reports is generally discouraged.

Letters to the Editor must include evidence to support a position about the scientific
or editorial content of the Journal and are limited to 250 words. Guest Editorials
describe a clear and substantiated position on issues of interest to the community
and are also encouraged. These are limited to 1000 words. As appropriate, a brief
response to Letters or Guest Editorials will be solicited for concurrent publication.
Conference Reports will be considered for publication only if they are topical and
brief, highlighting important new data or findings. Final approval for publication rests
with the Editor.

Authors considering submitting a Conference Report should first consult the Editor
regarding the suitability of the report. Such reports should: (a) be of broad and
international interest to the readership of the JDR; (b)include the specific aims of the
meeting, the pertinent information provided by the speakers (i.e., summary of a few
sentences from each talk), then the specific conclusions; and (c) meet the same
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word limits and figure/table numbers as a regular research report. An abstract is not
required. Priority for publication would depend on our publishing schedule for regular
research reports, which generally carry higher priority.

Submitted manuscripts must be accompanied by a cover letter with the signatures of
all authors certifying that the research is (i) original, (i) not presently under
consideration for publication elsewhere, (iii) free of conflict of interest (e.g., edited
by the funding agency or organization), and (iv) conducted by the highest principles
of human subject and animal welfare. In the cover letter, contributors should
nominate four expert, independent scientific referees and include their names,
mailing addresses, telephone/FAX numbers, e-mail addresses, and area of expertise.
It is highly encouraged that referees be nominated to avoid delays in the review
process. Nominated scientific referees may not be colleagues at the contributors'
institutions or present or former collaborators. The receipt of all manuscripts will be
acknowledged. The contributors will be notified subsequently by the Editor of (1)
acceptance, (2) need for revisions, or (3) rejection.

Also include a list of total words (from Abstract to Acknowledgments), number of
words in Abstract, total number of tables and/or figures, and number of references.

All rights in manuscripts shall be transferred to the Journal of Dental Research upon
submission. Submission of a manuscript shall constitute each author's agreement
that the Journal of Dental Research holds all proprietary rights in the manuscript
submitted, including all copyrights. On acceptance and before publication of a paper,
contributors will be asked to sign a formal transfer of copyright.

For clarity, please use only common abbreviations, which will be widely recognized
by the more general reader of the Journal. A list of all abbreviations used should be
provided on the manuscript cover page.

RESEARCH REPORTS

(All submissions must adhere to the following criteria.) These will be limited to a
maximum of 2500 words (including abstract, introduction, materials & methods,
results, discussion, and acknowledgments, but excluding the reference list and figure
legends), an abstract containing a maximum of 150 words, a maximum of 35
references, and a combined total of 4 tables/figures. Additional supporting data may
be referenced as a supplemental appendix for publication online only. The appendix
must be submitted with the manuscript for review. Research Reports will be
published in three categories:

e Clinical
e Biomaterials & Bioengineering
« Biological



Normas para publicacdo 237

CONCISE REVIEWS

With the addition of content from the journal Critical Reviews in Oral Biology &
Medicine, the 'Concise Review' category in JDOR will be discontinued, and manuscripts
for Concise Reviews will no longer be considered.

CRITICAL REVIEWS IN ORAL BIOLOGY & MEDICINE

Critical Reviews in Oral Biology & Medicine manuscripts cannot be submitted online.
Authors must contact the Critical Reviews in Oral Biology & Medicine editor, Dr. Dana
Graves, at dgraves@iadr.org for submission instructions.

The manuscript should briefly summarize information that is well known and
emphasize recent developments over the last three years. This will help focus the
manuscript on cutting edge research. Please stress critical issues and concepts that
would add excitement to the article. In addition, visual elements should be added to
make the manuscript as "approachable” as possible. The manuscript should follow
the following guidelines:

e It is important to include several illustrations or diagrams to enhance clarity.
Manuscripts that lack figures or diagrams typically receive a low priority score.
The cost of color figures in the print version will be borne by the authors.
Rates for color reproduction are $300 per initial page of color and $150 for
each additional page of color. However, there are no charges for figures and
diagrams printed in black and white. Color figures may be included in the on-
line version of JDR with no extra charges.

e Summarize important concepts in tables or flow charts or show critical data in
the form of figures. Please note that you will need to obtain permission to
reproduce a previously published figure or table.

e The length of the article with references and tables/figures should be
approximately 35-40 double spaced, 8 X 11 inch typed pages with a 12 font
size. The page limitation is enforced by the Journal. In addition, there should
be as few abbreviations as possible. Due to the broad readership
abbreviations commonly recognized in one field may not be readily apparent
to those in a different field.

e The cover page, abstract (—200 words), text, summary, figure legends and
tables should be combined into a single Word document and the Figures sent
as a PDF file containing all figures. If the on-line version is to be in color and
the printed version in B&W please submit separate PDF files for B&W and
color figures. Note that the figures in both PDF files should be identical except
that the B&W is in grayscale.

o Examples of recent review articles in JDR may be found at the following links:
http://jdr.iadrjournals.org/cgi/content/full/86/9/800
http://jdr.iadrjournals.org/cgi/content/full/85/7/584
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DISCOVERY! ESSAYS

Readers are encouraged to submit Discovery! essays/articles that they feel will be of
interest to the JDR readership. Authors are welcome to submit manuscripts for
consideration directly to the Discovery! editor, Dr. Marty Taubman, at
mtaubman@forsyth.org, or by mail to Dr. Marty Taubman, c/o The Forsyth Institute,
140 The Fenway, Boston, MA 02115, USA. Discovery! manuscripts cannot be
submitted online. Discovery! manuscripts will be limited to 2500 words and two
tables or figures.

MANUSCRIPTS

Prepare manuscript, tables, legends, and footnotes as double-spaced text (a
minimum of 6 mm between lines) formatted for 8-1/2 x 11-inch paper. Top, bottom,
and side margins should be one inch, with no indented paragraphs. Figures and
tables should not exceed 8-1/2 x 11 inches. Both Macintosh (Framemaker, MacWrite,
Word, WordPerfect, Works WP, or WriteNow) and IBM PC (DCA-RFT, FrameMaker,
MultiMate, Office Writer, Text, Word for Windows, WordPerfect, WordStar, Works
WP, or XYWrite) files will be accepted. Manuscripts should be “"clean”, i.e., free of
tabs and codes. Bold and italic type should appear exactly as they will appear on the
printed page. Italicize items that will appear in italics; this will include the genus and
species of an organism, g (for gravitational force), Latin words and abbreviations (for
example, e.g., i.e., in vitro, in vivo, et al.), and journal names in the References
section. Tabs should be used to separate columns within tables. Do not use
elaborate table formatting.

Use a standard font such as Times New Roman or Arial to avoid misrepresentation of
your data on different computers that do not have the unusual or foreign language
fonts.

Title and Section Headings

Bold type should be used for the title on page 1. Use upper- and lower-case letters.
First-level headings, which include ABSTRACT, INTRODUCTION, MATERIALS &
METHODS, RESULTS, DISCUSSION, ACKNOWLEDGMENTS, and REFERENCES should
be bold type, all upper-case letters, as shown. Second-level subheads should be bold
type, upper- and lower-case. Third-level subheads should be bold type, upper- and
lower-case, with a paragraph indent. Any lower-ranked subheads should be italicized,
and in upper- and lower-case. Please type no more than 10 characters per inch.
Authors are reminded to include their complete mailing addresses, telephone, FAX,
and e-mail addresses, as available. Copies of "in press" and "submitted” manuscripts
that will provide essential information for the referees should also be enclosed.

A Few Words About Style
Authors should remember that they are writing to communicate to often-uninformed

readers. Here are a few suggestions: Show a clear chronological progression and
logic to the development of your ideas throughout the manuscript and within
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paragraphs and sentences. Speak to the reader in a direct and straightforward voice.
Tell the reader your purpose, then provide background, data, and conclusions. You
will make your point most effectively by illustrating with a well-chosen example,
rather than providing an encyclopedic discourse. In each paragraph and sentence,
stick to the subject. For example, if the subject is "biophysical properties”, don't write
sentences in that paragraph that change the subject to the names of cited
contributors. Each sentence should contain only one thought. Write short and simple
sentences. Choose the best word so that you say what you mean. To make your
information accessible to the widest possible audience, avoid jargon, acronyms, and
needless words. Before submission, contributors must review their manuscripts with
(i) computer grammar and spelling tools/filters and (ii) a colleague who is expert in
English language grammar and syntax. Manuscripts may be returned without review
or rejected on the basis of poor English or accepted standards of style. Check to
ensure that all listed references, figures, and tables are cited in the text and that all
cited references, figures, and tables are presented in appropriate sections. The Editor
reserves the right to make changes to improve the clarity of the text. All such
changes will be subject to contributors' approval before publication.

Revised Manuscripts

All revisions must be accompanied by a cover letter signed by all authors to the
Editor. The letter must (i) detail on a point-by-point basis the contributors' disposition
of each of the referees' comments, and (ii) certify that all contributors approve of the
revised content and that the manuscript complies with stipulations ‘i through 'iv' in
"General Policy". Responses to separate reviewers should be on separate pages. Also
include a copy of the revision with all changes highlighted.

RANDOMIZED CLINICAL TRIALS

Effective January 2004, manuscripts reporting a randomized clinical trial should
follow the CONSORT guidelines as published in the Annals of Internal Medicine (Ann
Int Med 134:657-662, 2001). Click here to download the checklist. This completed
checkilist file should be uploaded as Supplemental Material.

The Journal encourages authors to register their clinical trials in a public trials
registry, and we ask authors of manuscripts describing such studies to submit the
name of the registry and the study registration number prior to publication. The
International Committee of Medical Journal Editors plans to consider clinical trials for
publication only if they have been registered (see N Engl J Med 2004;351:1250-1 -
http://content.nejm.org/cgi/content/full/351/12/1250). The following registries meet
these  requirements:  http://prsinfo.clinicaltrials.gov =~ and  http://controlled-
trials.com/isrctn/submission/.

GENE DATA

Prior to submission, the Journal asks that novel gene sequences be deposited in a
public database (GenBank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html,
EMBL, http://www.ebi.ac.uk/embl/Submission/index.html, or DDBJ
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http://www.ddbj.nig.ac.jp/sub-e.html), and the accession number provided to the
JDR. Manuscript submissions including microarray data should (a) include the
information recommended by the MIAME
http://www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html guidelines in their
submission, and/or (b) identify the submission details for the experimental details to
one of the publicly available databases (ArrayExpress
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ or GEO http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/).

MANUSCRIPT COMPONENTS

The components of a manuscript should be: 1) title page, 2) abstract, 3)
introduction,4) materials and methods, 5) results, 6) discussion, 7)
acknowledgments, 8) references, 9) tables, and 10) figure legends. The complete
manuscript should be arranged in that order. Number all pages consecutively in the
top right-hand corner, including the title page. Label figures clearly. Each figure label
must indicate the number corresponding to the citation in the text, an arrow
indicating the top, and contributors' abbreviated names.

1) Title Page (page 1)

Type in bold type with only the first letters of the main words capitalized. The title
should be brief (not to exceed 60 characters) and illustrative of the key finding. Also
type the contributors' initials and last names in upper- and lower-case letters. Use
superscript numbers to relate contributors to different departments or institutions, or
to indicate a change in address. For the corresponding author who will receive
reprint requests, provide the full postal (including ZIP or Postal Code) and e-mail
addresses, telephone and FAX numbers, as available. If the corresponding author is
not the first author, indicate by a number superscript, and use the phrase
"corresponding author”, and that individual's e-mail address. The following
information must be included on the cover page: 1) a short title (running head) of up
to 45 characters; 2) three to five key words; 3) the number of words in the abstract;
4) the number of words in the abstract and the text (excluding tables, figure
legends, acknowledgments, and cited references); 5) the number of tables and
figures; and 6) the number of cited references. If applicable, include source
footnotes on page 1 to indicate prior preliminary publication. For example, state that
the work was "Based on a thesis submitted to the graduate faculty, Azimuth
University, in partial fulfillment of the requirements for the PhD degree" or that a
preliminary report was presented at, or published in... Report all sources of funding
in a later section, "Acknowledgments".

2) Abstract (page 2)

A self-standing summary of the text, this section should not exceed one typed page
(about 150 words). Concisely describe the (i) background and rationale, (ii)
hypothesis or study objective, (iii) design and key methods, (iv) essential results, and
(v) conclusions. Avoid abbreviations. The abstract will be re-published separately by
information retrieval services.
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3) Introduction (page 3)

Briefly and clearly describe the background and rationale for the stated hypothesis to
be tested or objective to be studied. Sufficient detail must be provided to permit the
interdisciplinary reader to evaluate the results without review of earlier publications.
Describe and cite only the most relevant earlier studies; avoid presentation of an
exhaustive review of the field. Do not include a summary of the results presented in
the manuscript.

4) Materials & Methods

To provide sufficient technical information so that the experiments can be repeated,
the (i) experimental or study design, (ii) specific procedures, and (iii) type of
statistical analysis must be described clearly and carefully. Use section subheadings
in a logical order to title each category or method. Previously published methods
should be named (e.g., "ultrasonic treatment” rather than mention of the cited
contributors' names) and cited. New methods must be described completely. Present
the data that validate the new method. A method used for only part of one
experiment may be described briefly in the "Results" section, table footnote, or figure
legend. Present descriptive information about large numbers of experimental
reagents, microbes, test materials, primer sequences, in tabular form with a brief
explanation in the text. Proprietary names and sources of supply of all commercial
products must be given in parentheses in the text (name and model of product,
company, city, and state or country). Report generic names and terms wherever
possible. For protocols involving the use of human subjects or specimens, indicate
succinctly that subjects’ rights have been protected by an appropriate institutional
review board and informed consent was granted. When laboratory animals are used,
indicate the level of institutional review and assurance that the protocol ensures
humane practices.

5) Results

This section serves only to introduce data in the (i) text, (ii) tables, and (iii) figures
and to call attention to their significant parts. Report results concisely, using tables
and figures to present important differences or similarities that cannot otherwise be
presented or summarized in the text. The rationale and design of experiments should
be made clear in the previous sections of the manuscript. Reserve subjective
comments, interpretation, or reference to the previous literature for the
"DISCUSSION". Number tables and figures in the order in which they are described
and cited in the text. All tabular data should identify and report (i) either standard
deviation values or standard errors of the means, (ii) the number of replicate
determinations or human or animal subjects, and (iii) probability values and name(s)
of statistical test(s) for reported differences. Restrict presentation of photo- and
electron micrographs to those essential to the results. If essential to the results, color
can be published at the discretion of the Editor. (The cost for color in reprints,
however, must be borne by the author. For cost estimates, contact the Global
Headquarters at 703-548-0066, or FAX 703-548-1883, e-mail publications@iadr.org.)

6) Discussion
Explain and interpret the results with a scientifically critical view of the previously
published work in the field. Highlight the advances made by the new data. Indicate
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the limitations of the findings. State the conclusions of the report, and explain why
they are merited by the data. This is the only proper section for subjective
comments.

7) Acknowledgments

Recognize individuals who provided assistance to the project. Report all sources of
grant and other support for the project or study, including funds received from
contributors' institutions and commercial sources, and do not refer to a study being
only partially funded by the cited sources. Consultancies and funds paid directly to
investigators must also be listed, with statements such as "This investigation was
supported in part by USPHS Research Grant DE-0000-00 from the National Institute
of Dental and Craniofacial Research, National Institutes of Health, Bethesda, MD
20892".

8) References (maximum, 35)

This section will list all sources cited in the paper. Arrange the citations in
alphabetical order by last name of the first author without numbering. When citing a
reference in the text, provide attribution for the subject under discussion. For
example, "Cold fusion has been difficult to replicate (Williams and Jones, 1988), but
some recent modifications in experimental design (Jones et al., 1989) continue to
stimulate new investigation.” Avoid "Jones et al. (1989) found..." or "In a recent
study, Jones (1990) found...", which creates vague statements because the subject
is shifted from "cold fusion"” to the names of the cited contributors. Use "et al.”" (in
italics) when the cited work is by three or more contributors. When the cited work is
by two contributors, use both surnames separated by "and". When citing multiple
references by the same author(s) in the same year, use "a", "b", etc. (e.g., Jones,
1980b). Multiple references should be listed in chronological order of publication,
separated by semi-colons. "Unpublished observations" and "personal
communications” may be inserted into and cited (in parentheses) in the text with
written permission from the correspondents, but are not to be used as references.
Abbreviate journal names according to the style used in Index Medicus. Other titles
should be formatted with slight modifications of the style used by the US National
Library of Medicine in Index Medicus. Examples of reference citation formats are
illustrated below. Avoid using abstracts as references. Data from abstracts should be
referenced as “personal communication” or “unpublished observations” as
appropriate. When citing a Web site, list the authors and title if known, then the URL
and the date it was accessed (in parentheses). Include among the references papers
accepted but not yet published; designate the journal and add "(in press)".
Information from manuscripts submitted but not yet accepted should be cited in the
text as "unpublished observations"” (in parentheses). The references must be verified
by the author(s) against the original documents and checked for correspondence
between references cited in the text and listed in the "References" section.

Examples of correct forms of references are listed below. They are single-spaced
here for illustration but should be double-spaced in the manuscript.
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ARTICLES IN JOURNALS

1. Standard journal article

(List all authors, but if the number exceeds six, give six authors' names followed by
et al.) West DJ, Snavely DB, Zajac BA, Brown GW, Babb CJ (1990). Development and
persistence of antibody in a high-risk institutionalized population given plasma-
derived hepatitis B vaccine. Vaccine 8:111-114.

2. Organization as author

The Royal Marsden Hospital Bone-Marrow Transplantation Team (1977). Failure of
syngeneic bone-marrow graft without preconditioning in post-hepatitis marrow
aplasia. Lancet 2:742-744.

3. No author given Coffee drinking and cancer of the pancreas (editorial) (1981). Br
Med J 283:628.

4. Article in a foreign language
Massone L, Borghi S, Pestarino A, Picini R, Gambini C (1987). Localisations palmaires
purpuriques de la dermatite herpetiforme. Ann Dermatol Venereol 114:1545-1547.

5. Volume with supplement
Magni F, Rossoni G, Berti F (1988). BN-52021 protects guinea pig from heart
anaphylaxis. Pharmacol Res Commun 20(Suppl 5):75-78.

6. Issue with supplement
Gardos G, Cole JO, Haskell D, Marby D, Paine SS, Moore P (1988). The natural
history of tardive dyskinesia. J Clin Psychopharmacol 8(4 Suppl):31S-37S.

7. Volume with part
Hanly C (1988). Metaphysics and innateness: a psychoanalytic perspective. Int J
Psychoanal 69 (Pt 3):389-399.

8. Issue with part
Edwards L, Meyskens F, Levine N (1989). Effect of oral isotretinoin on dysplastic
nevi. J Am Acad Dermatol 20(2 Pt 1):257-260.

9. Issue with no volume
Baumeister AA (1978). Origins and control of stereotyped movements. Monogr Am
Assoc Ment Defic (3):353-384.

10. No issue or volume
Danoek K (1982). Skiing in and through the history of medicine. Nord Medicinhist
Arsb:86-100.

11. Pagination in Roman numerals
Ronne Y (1989). Ansvarsfall. Blodtransfusion till fel patient. Vardfacket 13:XXVI-
XXVII.
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12. Type of article indicated as needed
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to an organism by genus and species must be in full (e.g., Lactobacillus casei);
subsequent mention may abbreviate genus (L. casei). When a common name of a
bacterium or group is mentioned, do not italicize (e.g., "some lactobacilli" or "sanguis
group streptococci™).

Authors of papers containing primary nucleotide sequencing data are expected to
deposit this information in an appropriate database (e.g., GenBank/EMBL). Pertinent
accession numbers should be provided with the submitted manuscript. Published
articles will include a footnote indicating the accession number and database in
which the information was deposited.

For examples of format not specified here, contributors should consult the Council of
Biology Editors Style Manual (current edition) and current issues of the Journal.

The complete names of individual teeth must be given in full in the text of articles
(e.g., "permanent upper right first premolar"). In Tables, these names may be
abbreviated by Viohl's Two-digit System. As approved by the International Standards
Organization, the first digit indicates the quadrant and the second digit the type of
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