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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, histometricamente, a utilizag8o das proteinas
derivadas da matriz do esmalte (PME), associadas ou n&o a técnica de regeneracao
assea guiada (ROG), no tratamento de deiscéncias ésseas peri-implantares. Foram
utilizados seis caes, 0s quais tiveram os pré molares (p2, p3, p4) e molar (m1)
mandibulares extraidos bilateralmente. Apds trés meses da extracéo, foram criadas
guatro deiscéncias 6sseas vestibulares bilaterais e instalados quatro implantes. As
deiscéncias foram designadas aleatoriamente aos seguintes grupos: PME, ROG,
associaggo PME + ROG e grupo controle. Apés dois meses, nos mesmos animais,
mais quatro deiscéncias foram criadas e mais quatro implantes instalados, sendo
tratadas da mesma maneira. Trés meses depois da primeira intervencdo, os animais
foram sacrificados e 0 material processado. As porcentagens médias obtidas para o
parémetro contato ossofimplante, nos grupos PME, ROG, associaggdo PME + ROG e
grupo controle, no pericdo de um més de poés-operatério foram 15,03 + 23,76; 12,87 +
9,35; 8,52 + 6,89; 3,88 + 5,70, respectivamente (p>0,05). No periodo de trés meses:
18,07 + 13,52, 24,42 + 19,88; 36,11 + 17,53; 16,96 + 17,77, respectivamente (p>0,05).
Para o parametro area de novo 0sso na regido das roscas, no periodo de um més de
pos-operatdrio, observou-se: 41,82 + 22,03, 42,89 + 18,08, 34 43 + 1575, 34,07 +
22,08, respectivamente (p>0,05). No periodo de trés meses: 5555 + 11,81; 53,89 +
16,35; 62,15 + 18,47; 36,95 + 25,10, respectivamente, sendo as diferencas entre o
grupo controle e o grupc da associacdo PME + ROG estatisticamente significantes
(p<0,05). Considerando os limites deste estudo, pode-se concluir que a associacéo
PME + ROG proporcionou um maior preenchimento dsseo das roscas do implante,

guando comparade ao grupo controle, apds trés meses de pos-operatério.

PALAVRAS CHAVES: implantes dentais, regeneragdo Ossea guiada, proteinas

derivadas da matriz do esmalte, deiscéncias 0sseas.
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ABSTRACT

The purpose of this study waé to histometrically evaluate the use of enamel
matrix protein (EMP) associated to guided bone regeneration (GBR), in the treatment of
bone defects around implants. Six dogs were used in this study. The second, third, and
forth pre-molars (p2, p3, p4) and molar (m1) were extracted from both sides of the
mandible. Following three months, four buccal defects were created and the implants
installed. The defects were randomly assigned for each of the following groups: EMP,
GBR, EMP + GBR and control. After two months, four additional defects were
performed and implants instalied. The same treatments were then applied. The animals
were sacrificed after three months and the specimens were prepared for histometric
evaluation. The mean bone-to-implant contact percentages were obtained for all the
groups. The results after one month showed a mean of 15.03 + 23.76 for the EMP
group; 12.87 + 9.35 for the GBR group; 8.52 + 6.89 for the EMP + GBR group and 3.88
+ 5.70 for the control group (p>0,05). The three-month evaluation showed a mean of
18.07 + 13.52; 24.42 + 19.88; 36.11 + 17.53; 16.96 + 17.77, respectivelly (p>0,05). The
mean new bone area in the implant threads in the first month was as follows: 41.82 +
22.03; 42.89 + 18,08; 34.43 + 15.75; 34.07 + 22.08, respectivelly (p>0,05). At three
months, the mean values were: 55.55 + 11.81; 53.88 + 16.35; 62.15 + 18.47; 36.95 +
25.10, respectivelly. The differences between the control group and EMP + GBR group
were statistically significant (p<0,05). Within the limits of the present study, the
association of EMP and GBR provided a greater implant thread bone fill when

compared to the control group at the three-month evaluation.

KEY WORDS: dental implants, guided bone regeneration, enamel matrix proteins, bone
defects.
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INTRODUCAO

A procura por um substituto ideal para dentes naturais perdidos devido a carie,
doenca periodontal e traumas, vém sendo uma das maiores preocupacdes da
odontologia. Diversos tipos e formas de implantes tém sido avaliados na tentativa de
devolver ao individuo desdentado total ou parcial as fungbes mastigatoria e estética.

Préteses retidas por implantes dentais osseointegrados est&o relacionadas
com altas taxas de sucesso e previsibilidade (ADELL ef al., 1981; ZARB & SCHMITT,
1990). A presenca de contato direto entre o tecido 6sseo e 0 implante dental sob carga
mastigatdria, em microscopia de luz — osseointegracio — € um dos fatores relacionados
com este sucesso (BRANEMARK ef al., 1985).

A gualidade e a quantidade de tecido 0sseo presente na regido receptora do
implante sdo consideradas de grande importancia para o sucesso desta técnica
(LEKHOLM & ZARB, 1985). Volume osseo insatisfatério resuita em complicagbes
indesejaveis como exposigdo da superficie do implante, ou ainda, inviabilizam a
utilizacdo de implantes dentais (JOVANOVIC, 1994). Mesmo na presenca de uma
espessura Ossea satisfatoria, a necessidade de se trabalhar em uma situagéo otima
com relagdo ac posicionamento do implante, na busca da estética e da fungéo ideal,
pode levar a formacéo de deiscéncias ou fenestracbes (JOVANOVIC et al, 1992).

Com isso, © sucesso ou o insucesso da técnica esta intimamente relacionado
com a resolucéo de defeitos O0sseos (ZABLOTSKY et al., 1891). A presenca destes
defeitos esta associada com exposicéo da superficie do implante e redugéo do contato

ossofimplante, podendo ocorrer o comprometimente do implante ou infecgbes peri-

[#X)
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implantares (NEWMAN ef ai., 1988). Tradicionalmente, estes defeilos sao tratados pela
técnica de regeneracdo ossea guiada (ROG), associada ou ndo a enxertos 6sseos.

A ROG consiste na utilizacdo de barreiras fisicas que isolam a superficie do
implante da influéncia ndo ostecgénica das células do tecido conjuntivo gengival
(DAHLIN et al.,1989; ZABLOTSKY et al., 1991; JOVANOVIC et al., 1992).

Buscando a regeneracdo periodontal verdadeira — novo ligamento pericdontal,
novo cemento (acelular de fibras extrinsecas) e novo osso — foi proposta a utilizacdo
de proteinas relacionadas ao esmalte, derivadas da bainha epitelial de Hertwig, uma
vez que estas proteinas estariam envolvidas na formacéo de cemento acelular durante
a formacgao do 6rgédo dental (SLAVKIN & BOYDE ,1975 e SLAVKIN, 1976).

Estudos in vitro demonstraram que a adigdo de proteinas derivadas da matriz
do esmalte (PME), em cultura de células, ndo resultou numa acdo proliferativa sobre
células epiteliais. No entanto, resultou em proliferagéo de células do ligamento
periodontal, assim como no aumento da produgéo de proteinas e colageno, além de
estimular a formacao de pontos de mineralizagéo (GESTRELIUS ef al., 1997).

Estudos clinicos controlados demonstraram a efetividade das PME em induzir
neoformacéo Ossea. HENL et al. (1897) avaliou a utillizacdo destas proteinas em
defeitos periodontais intra-Gsseos. Analises radiograficas demonstraram que o ganho
o6sseo nos dentes testes tratados com matriz derivada de esmalte foi clinicamente
relevante, enquanto, no grupc controle, os niveis 0sseos se mostraram inalterados.

Sessenta e seis por cento de preenchimente medio do defeito foi observado no grupo
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teste aos 36 meses de pos-operatério, fato este observado em 93% dos defeitos

tratados neste grupo.

Estudos em cultura de celulas demonstraram gue as PME possuem atividade
sobre células 0sseas. SCHWARTS ef al. {2000) observaram que as PME induziram a
proliferacao de osteoblastos humanos maduros e pré osteoblastos. HOANG et al.
(2000} também encontraram um aumento na proliferacdo de células Osseas derivadas
de osteossarcoma (MG-63), apss uso das PME.

Diante das evidéncias clinicas (RASPERINI et al., 1999), radiogréficas (HEIJL
et al., 1997), histologicas (HEWL, 1997; ARAUJO & LINDHE,1998; MELLONIG,1999;
SCULEAN et al., 2000; BOYAN ef al., 2000} e celulares (SCHWARTS et al., 2000;
HOANG et al., 2000) da acdo das PME sobre a neoformagdo Ossea e, devido a
auséncia de estudos avaliando a utilizag@o destas proteinas em implantes dentais, a
proposta deste estudo foi avaliar o possivel efeito regenerativo das PME, associadas

ou néo a técnica de ROG no tratamento de defeitos dsseos peri-implantares.

th
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REVISAO DA LITERATURA

| - IMPLANTES DENTAIS OSSEOQOINTEGRADOS

Estudos longitudinais demonstraram gue os implantes osseointegrados estio
relacionados com altas taxas de sucesso clinico. ADELL et al. (1981) observaram 81%
de sucesso na maxila e 91% na mandibula apés um acompanhamento de 15 anos,
ZARB & SCHMITT (1990) observaram 89% de sucesso apés um periodo de quatro a
nove anos e LINDQUIST et al. (1996) um sucesso de 98,9 % apds um periodo de 10 a
15 anos.

Estas altas taxas de sucesso sdo decorrentes do tipo de interface obtida entre o
implante e o leito Osseo — osseointegragdo. A ossecintegracdc representa uma
conexdo direta entre o 0sso vital e o implante dental sob carga mastigatoria, sem a
interposicdo de camadas de tecido mole, em microscopia Optica. Entretanto o contato
direto entre implante e osso nac ocorre em 100% da extensdo do implante
(BRANEMARK et al., 1985).

Esta porcentagem de contato ossofimplante pode ser influenciada por diversos
fatores como textura da superficie do implante, tipo de material e formato do implante,
qualidade 6ssea, técnica cirdirgica e o tempo de cicatrizagdo (COCHRAN, 1996)

JOHANSSON & ALBREKTSSON (1987) demonstraram, num estudo histologico
em coelhos, que existe uma correlagdo positiva entre a quantidade de torque
necessaria para a remocac do implante e a guantidade de osso em contato direto com
o implante e, que estes dois paradmetros sofrem influéncia do tempo. Foram realizadas

avaliacbes com trés semanas, um, trés, seis e doze meses apds a colocagdo dos
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implantes. No periodo de {rés semanas néo foi encontrado contato direto entre osso e
implante e o torque medio para a remogao dos implantes foi 10,8 Ncm. No pericdo de
um més a porcentagem de contato ossofimpiante foi 20% e o torque medio 16,8Ncm.
Nos periodos restantes a correlacdo positiva manteve-se (irés meses ~ contato
ossofimplante 50 %, torque 68 Ncm; 6 meses - contato osso/implante 65 %, torque
77,6 Nem;um ano - contato ossofimplante 85 %, torque 88 Ncm),

A presenca de defeitos Osseos periimplantares estd associada a reducio do
contatc ossofimplante e a exposicdc da superficie do implante, favorecendo o
surgimento de doengas periimplantares, problemas estéticos, podendo levar ao

comprometimento do implante (NEWMAN et al., 1988).

il - TRATAMENTO DOS DEFEITOS OSSEQOS PERIIMPLANTARES

O principal obstaculo para se obter a formac&o de novo 0sso e uma cicatrizag@o
bssea de qualidade é a rapidez com gue o tecido conjuniive se forma e se prolifera.
Esta proliferacdo rapida do tecido conjuntivo pode prejudicar ou aié mesmo impedir a
osteogénese na regido de um defeito éssec (LINDE et al, 1993).

Na tentativa de solucionar este problema uma variedade de produtos e técnicas
foram propostos baseados em quatro métodos que buscam auxiliar a nova formacio
bssea e 0 aumento do volume Osseo: osteoinducdo através do uso de fatores de
crescimento; osteoconducado pelo gual enxerios Osseos s&o utilizados como
arcabouco para o crescimento 6sseo; distragdo osteogénica através de fraturas

cirurgicamente induzidas na qual dois fragmentos Osseos s&o0 separados; e
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osteopromocdo através da criagdo e manutengBo do espaco necessario para
neoformacédo éssea, com a utilizagio de membranas (HAMMERLE & KARRING, 1998;
NASR, 1999).

Vale lembrar que da mesma maneira que na doenca periodontal, as terapias
Osseas regenerativas — enxertos 0sseos efou regeneragcdo Ossea guiada - n&o
representam, per si, o tratamento de escolha de doencas infecciosas periimplantares.
Este tipo de terapia pode ser utilizada com sucesso no tratamento dos defeitos osseos
resultantes da colocacdo dos implantes ou das seqlelas decorrentes da doenca
infecciosa periimplantar, posteriormente ao tratamento antiinfeccioso (HAMMERLE &

KARRING, 1998).

il - O PRINCIPIO DA REGENERAGAO OSSEA GUIADA

O principio bioldgico da regeneracdo tecidual guiada foi inicialmente proposto
visando a regeneragdo periodontal — novo cemento, novo 08s0, novo ligamento
periodontal. Este principio baseia-se na capacidade dos diferentes tecidos periodontais
em promover a regeneracao, e foi estabelecido ao longo de uma série de estudos que
visaram avaliar a participaco destes tecidos no processo de cura (KARRING et al,
1980, NYMAN et al, 1980, KARRING et al,1985). Sua base racional surgiu dos
postulados de MELCHER (1976), o qual estabeleceu que as células capazes de

necoformar as estruturas de sustentacdo dental eram as células do ligamento

periodontal.
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Baseado nestes estudos, foi introduzida a utilizacdo de barreiras fisicas para
evitar que os tecidos periodontais incapazes de induzir a regeneracéo dos tecidos
{epitélio e conjuntivo gengival), entrem em contato com a superficie radicuiar durante o
processo de cura, dirigindo a proliferacédo das ceéiulas do ligamento através desta
superficie. Iniciaimente, barreiras nao reabsorviveis foram utilizadas, constituidas
principaimente de politetrafiuoretilenc expandido (PTFE-e).

Posteriormente, observou-se gue o principio da regeneracéo tecidual guiada
poderia ser utilizado em outras situacbes, incluindo a regeneracdo de tecido dsseo em
defeitos de deiscéncia e fenestracdes, defeitos localizados de rebordo alveolar e
defeitos associados aos implantes imediatos (DAHLIN et al., 1989; MELLONIG &
NEVINS, 1995; BUSER et al., 1999). Visando a regeneracéo deste tipo de tecido, uma
barreira fisica € utilizada prevenindo o crescimento de células ndo osteogénicas,
derivadas do tecido conjuntivo da mucosa alveolar, permitindo o crescimento de células
angiogénicas e osteogénicas derivadas do espaco medular, as quais repovoam a
regido possibilitande a regeneracgio do defeito dsseo (DAHLIN et al.,1989; BECKER et
al. 1990; NYMAN, 1991).

Algumas complicagbes podem estar presentes quando da utilizacdo desta
técnica — deiscéncias de tecido mole com exposicdo prematura da membrana e
possivel contaminacdo, deslocamento da membrana durante o pericdo de cicatrizacéo
e o seu colabamento — com um efeito negativo na resposta ao tratamento (BUSER et

al., 1999).
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li. A. - Membranas Ndo Reabsorviveis Associadas aos Implantes Dentais
iil. A. 1. - Estudos histologicos em animais

Inicialmente, membranas n&o-reabsorviveis de politetrafiuoretiieno (PTFE-e)
foram utilizadas para testar seu potencial em possibilitar a regeneracéo éssea ac redor
de implantes de titanic.

DAHLIN et al. (1989} utilizaram implantes enddsseos bilaterais em tibias de
coelhos para avaliar a regeneragdo 0ssea apds a utilizacéo de membranas de PTFE-g,
comparando a um grupo controle sem membranas. Em todos os implantes onde foi
utilizada a membrana houve formacgéo 6ssea no espago preexistente entre a membrana
e 0 implante, 0 que n&o ocorreu nos implantes onde néo foi utilizada a membrana.

BECKER et al. (1990) em estudo piloto, avaliaram a formacgao o6ssea em locais
de deiscéncia associada a implantes dentais tratados com regeneragdo guiada em
caes. Apds doze semanas, foram elevados retalhos mucoperiosteais e cada céo
recebeu quatro implantes, dois de cada lado da mandibula. Em seguida, defeitos de
deiscéncia foram criados na face vestibular de cada implante. Um implante de cada
lado foi recoberto pela barreira de PTFE-e. Os resultados demonstraram que ©
principio de regeneragéc tecidual guiada poderia ser aplicado aos implantes dentais,
sendo que a formacao 0ssea era variada, mas clinicamente significativa.

ZABLOTSKY et al. (1991) avaliaram a neoformacdo Ossea obtida apos a
utilizacdo de membranas de PTFE-e, em defeitos 0sseos do tipo deiscéncia, criados
cirurgicamente em cdes. Os autores observaram um preenchimento éssec médio no

grupo teste de 85,17% nos defeitos associados a implantes revestidos de hidroxiapatita
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e B82,8% nos implantes de titdnio com superficie jateada; no grupo controle o
preenchimento médic encontrado foi de 55% e 39%, respectivamente.

Em defeitos dsseos extensos, nos quais a estabilizacdo priméria do implante
fica impossibilitada, a uiilizac&o da técnica da regeneracdo 6ssea guiada, previamente
a colocagdo dos implantes, é considerada a técnica de escolha (HAMMERLE &
KARRING, 1998).

O osso regenerado obtido com a utilizacdo desta técnica, responde da mesma
maneira gue o 0SS0 N80 regenerado a colocagdo de implantes enddsseos, mesmo
apos a instalacdo de proteses sobre esies implantes, ou seja, na presenca de carga
mastigatoria. Como demonstrado por BUSER et al. (1995) ao avaliar histologica e
radiograficamente quinze implantes instalados em tecido ésseo regenerado, apos
tratamento de defeitos désseos criados cirurgicamente em cdes, previamente a
colocacao dos implantes e tratados com membranas de PTFE-e.

A barreira fisica — membrana — utilizada na técnica da regeneracgio dssea
guiada devera proteger de traumas mecanicos e micro-movimentacdes o coagulo
formado no espago enire esta barreira e o implante/ftecido G6sseo. A criagdo e
manutencao deste espaco necessério para a nova formacio ossea € um dos fatores
mais relevantes na utiliza¢do de membranas (MELLONIG & NEVINS, 1995).

JOVANOVIC et ai. {1995) compararam a formagic dssea obtida com a
utilizacdo de membranas de PTFE-e com e sem reforco de titénio, a um grupo controle
sem membrana. As dimensdes medias dos defeitos tratados foram: deiscéncias 6sseas

vestibulares - 5.1 + 1.03mm e defeitos supracorticais - 2.69 + 0.45mm. Apos seis meses
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do tratamento 0s animais foram sacrificados. Nos defeitos supracorticais foi observado
um ganho 6sseo vertical médio de 1.82 + 1.04 mm (membrana com reforgo de titanio),
1.90 £ 0.30 mm (membrana sem reforco de titénio) e 0.53 £ 1.34 mm (grupo controle).
Nas deiscéncias vestibulares o ganho dsseo encontrado foi de 3.33 + 1.44 mm
{(membrana com reforgo de titnio) 2.46 + 0.51 mm (membrana sem reforco de titanio),
e 2.76 = 0.84 mm {grupo controle). Isto demonstra que as membranas de PTFE-e com
reforco de ftitdnio sdo capazes de criar @ manter o espaco necessario para a
regeneracio Ossea neste tipo de defeito, possibilitando um ganho ésseo maior que ao
obtido nos grupos com membrana sem reforgco de titanio e no grupo sem membrana.

Uma outra abordagem para o problema da criagdo € manutengdo de espaco,
seria a utilizacdo de materiais de preenchimenio, como enxertos 6sseos autdgenos,
alégenos e substitutos dsseos, associados as membranas.

HAMMERLE et al. (1998) avaliaram histologicamente o efeito do osso bovino
mineralizado sem proteinas (Bio~Oss® - Geistlich AG Wolhusen, Suica), associado ou
nao a membranas de PTFE-e, no fratamento de deiscéncias criadas cirurgicamente em
macacos. Nos grupos tratados com membrana — membranas de PTFE-e + Bio-Oss e
apenas membrana — foi observada superioridade em termos de ganho dsseo em altura
e em contato com o implante (PTFE-e + Bio-Oss — 100% de ganho dsseo em altura e
55% de osso em direto contaio com o implante; PTFE-e — 91% de ganho dsseo em
altura e 64% de 0sso em direto contato com o implante) quando comparado aos grupos
tratados com Bio-Oss apenas & o grupo controle (52% de ganho dsseo em altura e
35% de osso em direto contato com o implante; 42% de ganho 6sseo em altura e 20%

de osso em direto contato com o implante, respectivamente).
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iil. A. 2. - Estudos Clinicos e Histologicos em humanos

DAHLIN et al. (1995) avaliaram a eficacia da técnica de regeneracdo ¢ssea
guiada com membranas num estudo clinico muiticéntrico. Foram tratadas 40
deiscéncias e 15 fenestracbes observadas no momento da colocag@o dos implantes.
Membranas de PTFE-e sem reforco de titdnio foram utilizadas sem associa-las a
enxertos 6sseos ou qualquer dispositivo para criacdo de espaco. Apés dois anos de
acompanhamento foi observada uma reducdoc meédia na altura da deiscéncia de 82%.
Resultados semelhantes aos encontrados por DAHLIN et al. (1991) gue observaram
um preenchimento medio de 74,5% e por JOVANOVIC et al. {1992} que, ac tratarem
19 deiscéncias com membranas de PTFE-e notaram, no momento da reentrada, uma
porcentagem média de preenchimento osseo de 89,6%.

Estes estudos sugerem que a ulilizacgdo de membranas de PTFE-e € uma
método viavel para se obter preenchimento 6sseo, observado clinicamente, em defeitos
associados a implantes dentais.

Entretanto, ao analisar clinica e histologicamente o preenchimento 0sseo obtido
com a técnica de regeneracdo Ossea guiada com membranas de PTFE-g,
comparando—o ao preenchimento ¢sseo obtido num grupo controle sem membrana,
PALMER et al. (1994} notaram que a impressac clinica de preenchimento ésseo nao
condiz com a presenca histolégica de novo osso. Neste estudo foram tratados seis
pacientes portadores de duas deiscéncias dsseas com tamanho padronizado. As

deiscéncias foram aleatoriamente designadas a dois grupos: grupo teste - tratadas com
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membranas de PTFE-e e grupo controle — sem membrana. Apds cinco meses de
acompanhamento, o0s implantes foram removidos juntamente com o tecido dsseo.
Clinicamente, o preenchimento ¢sseo médio obtido no grupo teste foi 80,83% e no
grupo controle foi de 20,83%. Histologicamente, a area 6ssea que ocupava as roscas
do implante no grupo teste foi 20,6% e no grupo conirole 14,7%, enguanto a deiscéncia
residual média foi 2,1mm no grupo teste e 3,3mm no grupo controle, diferencas nao
significantes estatisticamente.

Em 1995, MELLONIG & NEVINS revisaram criticamente numa “fask force” a
técnica de regeneracdo ¢ssea guiada. Segundo esta revisdo, os defeitos Gsseos de
deiscéncia e fenestracdoc sfc os mais comuns associados aos implantes dentais,
podendo ser divididos em defeitos com caracteristicas que favorecem a manutencéo de
espaco (“spacemaking”’) e que ndo favorecem (“non-spacemaking”). Ambos podem ser
tratados com sucesso pela técnica de regeneracido Ossea guiada. Defeitos que néo
favorecem a manutencao de espaco necessitam do uso de materiais de preenchimento
(enxerto autégeno e aldgenos) para evitar que a membrana colabe. Defeitos que
favorecem a manutencdo de espago podem ser ftratados com membranas
isoladamente, sendo a técnica de escoiha.

A exposicao prematura da membrana prejudica os resultados obtidos com a
técnica de regeneracio Ossea guiada (MELLONIG & NEVINS, 1995). SIMION et al.
{1994) compararam 0s aspectos clinicos e microbiolégicos do processo de cicatrizagéo
de defeitos d6sseos associados a colocagcdo de implantes mediatos e imediatos,

tratados com membranas de PTFE-e. Foram avaliados dez implanies divididos em dois
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grupos de cinco implantes cada. No primeiro grupo {(grupoc A) os implantes foram
colocados 30 a 40 dias apds a extragaéo dental, apds completa cicatrizaco dos tecidos
moles, possibilitando o total recobrimento da membrana, que era removida com irés a
seis meses de pos-operatdrio. No grupo B, a instalagdo dos implantes foi realizada
iogo apds a exiracéo dental, com conseqlente exposicdo da membrana, que foi
removida 30 a 45 dias apds sua colocacdo. A média de regeneracio observada nos
grupos A (sem exposicao) e B (com exposigio) foi 96,6% e 41,6%, respectivamente.
No grupo B (com exposi¢éo), foi observade um grande numero de bactérias na camada
interna das membranas, demonstrando que na presenca de exposi¢do bactérias podem
atravessar a estrutura destas.

A exposicao de membranas na técnica de regeneracdo ¢ssea guiada pode
estar relacionada com a presenca de periodontopatégenos, como observado por
NOWZARI & SLOTS (1995) ao tratar nove deiscéncias e oito defeitos dsseos
associados a colocacado de implantes dentais imediatos, com membranas de PTFE-e.
Nove membranas permaneceram totalmente recobertas por 36 semanas. A media de
defeito 6sseo residual encontrada nos implantes, que n&o tiveram exposicdo de
membranas foi de 0,5mm, inferior a média de 3,2mm encontrada nos sete implantes
que tiveram exposi¢do da membrana, diferencas estatisticamente significantes. As
nove membranas que nao foram expostas ao meio bucal estavam livres de
microorganismos cuitivaveis, enquanto, na maioria das membranas expostas, foi
gncontrada grande quantidade de microorganismos. Analises microbioldgicas
realizadas previamente ao tratamento, demonstraram que 0s pacientes que tiveram

membranas expostas eram portadores de P. gingivalis, A. actinomycetencornitans, P.
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intermédia e B. forsythus e que 08 pacientes que nag tiveram membranas expostas néo
eram portadores destes microorganismos. Isto demonstra que a infecgao microbiana
pode estar relacionada tanto com as causas da exposigio prematura das membranas
como tambem ser conseqléncia desta. Além disso, implantes que tiveram exposicéo
prematura e contaminacdo da membrana, principaimente por FP. gingivalis € ouiros

pericdontopatdgenos, apresentaram uma proporcao maior de insucesso.

il. B. — Membranas Reabsorviveis Associadas aos Implantes Dentais

A grande desvantagem dos materiais ndc reabsorviveis é a necessidade do
segundo ato cirurgico para sua remocao. Do ponto de vista da morbidade do paciente,
do risco de dano tecidual e da relagio custo/beneficio/tempo, a substituico da
utilizac@o de materiais n&o reabsorviveis por reabsorviveis seria desejavel. Atuaimente,
as membranas de ¢olageno e de copolimeros de acido lactico e acido glicélico séo as
mais utilizadas e estudadas (HAMMERLE & KARRING, 1998).

Algumas caracteristicas das membranas reabsorviveis devem ser consideradas,
como a biocompatibilidade, fongevidade da fungdo como barreira - tempo de
reabsor¢do - e capacidade de manter o espago para a regeneracao, aspectos
fundamentais para a regeneracio dssea.

GOTFREDSEN et al. (1994) avaliaram a utilizacdo de uma membrana de
polihidroxibutirato-hidroxivalerato reforcada com poliglactina 910 em impiantes
imediatos, num estudo histologico em cBes. Os implantes foram divididos em dois

grupos, grupo teste com membrana e grupo controle sem membrana. Deiscéncias de
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tecido mole foram observadas em metade dos implantes do grupo teste. No grupo teste
foi observada reacdo inflamatdria extensa com presenca de lise dssea marginal.
Diferencas estatisticamente significantes foram observadas entre ©0s grupos,
favorecendo o grupo controle em relagao ao preenchimento dsseo do defeito.

SCHLIEPHAKE & KRACHT (1997) observaram tempo de reabsorgdo muito
curto de uma membrana de copolimero polilactico, utitizada em implantes imediatos,
colocados apds indugdo de doenga periodontal, em rebordos com altura dssea
reduzida, num estudo histelégico em cdes. Deiscéncias de tecido mole foram
observadas com frequéncia no grupo fratado com membranas. Apés analises
histologicas & morfométricas, realizadas apés trés e cinco meses da colocagéo dos
implantes, a utilizagdo da membrana n&o representou aumento significativo do contato
ossofimplante quando comparada com um grupo controle sem membrana. Além disso,
0 grupo com membrana apresentou menor altura éssea do gque o grupo controle no
quinto més pos-operatorio.

Diante do curto tempo de reabsorgdo e da incapacidade de manutencao de
espaco da maioria das membranas reabsorviveis foi proposto a associacgo destas com
enxertos ou substitutos 6sseos (MELLONIG & NEVINS, 1995; BUSER et al., 1999).

LLUNDGREN et al. (1984) utilizaram uma membrana de acido polilactico em
quatro pacientes que apresentaram seis deiscéncias 0sseas apos sua colocagao.
Enxerto 6ssec autégeno foi associado a membrana em quatro defeitos. Foi observado
preenchimento completo do defeito em quatro implantes (dois com enxerto e dois sem

enxerto). Os autores concluiram que ¢ uso desta membrana, buscando a regeneracao
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Ossea, & viavel, entretanto a associacdo desta com enxertos dsseos deve ser
considerada.

HOCKERS et af. (1999} compararam a utilizacdo de membranas reabsorviveis
de colageno (Bio-Gide®) associadas ou ndo a enxerto dsseo autdgeno e um substituto
dsseo ndo organico composto da porcdc 6ssea mineral bovina (Bio-oss®). Foram
tratados defeitos 6sseos periimplantares que favoreciam a criacdo e manutengéo de
espaco. Quatro grupos experimentais foram utilizados neste estudo: 1) Membrana de
colageno; 2) Membrana de colageno associada ao osso autdégeno; 3) Membrana de
colageno associada ao substituto dsseo; 4) Controle negativo. Apos quatro meses de
pos-operatdrio, os animais foram sacrificados e analises histométricas foram
realizadas. O crescimento 6sseo em sentido vertical mostrou um preenchimento ésseo
do defeito inicial de 45,3% no grupo fratado com membrana; 68,5% no grupo tratado
com membrana e enxerto autdgenc; 77,6% no grupo com membrana e o substituto
dsseo e 22% no controle. Em relagdo a porcentagem de contato osso/implante, foi
ohservado 56,7% de contato no grupo tratado com membrana; 46,2% no grupo tratado
com membrana e enxerto autdégeno; 56,6% no grupo com membrana e o substituto
Hsseo e 80,4% no grupo controle. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos, provavelmente devido ao pequenc numerc de animais

utilizados no estudo (trés cées).
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. C. - Estudos Comparativos (REABSORVIVEIS X NAO REABSORVIVEIS)

Ao comparar a membrana de PTFE-e com uma membrana reabsorvivel de
colageno, ambas associadas a um material de enxertia 6ssea, ZITZMANN et al. (1997)
observaram um preenchimento 6ssec medio de 92% com a membrana reabsorvivel e
com a membrana de PTFE-e de 78%, diferencas estatisticamente n&o significantes
(p>0,94). Ainda, encontraram que no grupo tratado com membranas néo reabsorviveis
foi observada exposicdo da membrana em 44% dos casos, sendo necessaria a
remocao precoce de parte dessas membranas.

Entretanto, HURZELER ef al. {1997} observaram superioridade da membrana
néo reabsorvivel de PTFE-e ao comparéa-la a uma membrana reabsorvivel de poli (D L-
lactico) — co-trimetilcarbonato, no tratamento de defeitos circunferenciais que
possibilitaram a exposi¢cdo de 4-5mm da porgdo coronal do implante. A média de
contato ossofimplante observada com a membrana reabsorvivel foi 32% e com a
membrana de PTFE-e 58%.

Esta superioridade da membrana de PTFE-e, em relagédo ao contato
ossofimplante, tambem foi observada por KOHAL et al. (1899) que observou uma
porcentagem média de contato de 37.5%, apbs o tratamento de deiscéncias Osseas
com membranas reabsorviveis (copolimero sintético glicdlico e lactico). No grupo
tratado com membranas de PTFE-e a porcentagem de contato foi 51,5% e no grupo
controle (sem membrana) 46,3%.

Um fator que pode influenciar nestes resultados negativos associados as
membranas reabsorviveis € o processo de reabsorgcéo destas. SCHLIEPHAKE et al.
{2000) notaram um padrao de regeneracdc ossea semelhante entre membranas
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reabsorviveis de &cido polilactico e membranas de PTFE-e apds trés meses de
cicatrizagdo. Porém, aos seis meses, a regeneracéo 6ssea obtida com as membranas
reabsorviveis na@o pode ser observada, provaveimente devido ao processo de
degradacao destas membranas.

MELLONIG et al. (1998) também n&o observou resultados positivos apods
utilizar uma membrana reabsorvivel de um copolimero lactico e glicolico no tratamento
de deiscéncias. Os autores compararam esta membrana & membrana de PTFE-e e a
um grupo controle sem membrana. A media de contato dsseo encontrado no grupo
tratado com membrana reabsorvivel foi 24,6%, no grupo da membrana nao
reabsorvivel 76,2% e no grupo controle 42,0%. A area de novo 0sso observada nos
grupos tratados com membrana reabsorvivel, ndo reabsorvivel e controle foram,
1,1mm?; 4,8mm? e 0,8mm?, respectivamente.

Ao associar um enxerto 6sseo desmineralizado seco e congelado - DFDBA - as
membranas utilizadas no estudo anterior, MELLONIG et al. (1998) observaram
resultados mais significativos apds ¢ tratamento dc mesmo tipo de defeito 0sseo em
relagdo ao contato ossofimplante (membrana reabsorvivel 17,8 %, membrana
reabsorvivel associada ao DFDBA 68,9%, membrana nao reabsorvivel associada ao
DFDBA 83,3% e controle 5,5%) e a area do novo osso (membrana reabsorvivel 0,2
mm?, membrana reabsorvivel associada ao DFDBA 12,3 mm°®, membrana ndo

reabsorvivel associada ac DFDBA 25,7 mm? e controle 8,0 mm?).
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iV - PROTEINAS DERIVADAS DA MATRIZ DO ESMALTE {(PME)

C uso de PME para obter regeneracdo periodontal foi descrito recentemente.
Esta utilizag@o esta fundamentada no conhecimento do papel destas proteinas durante
o desenvolvimento da raiz dental. Estudos que descreveram a cementogénese
demonstraram uma intima relagdo entre a bainha epitelial de Hertwig e a formagéo do
cemento acelular (SLAVKIN & BOYDE, 1975; SLAVKIN, 1976; LINDSKOG, 1982> °;
LINDSKOG & HAMMARSTROM, 1982; SLAVKIN et ai., 1988*° ; FONG et al.,1996;
HAMMARSTROM, 1997*°%).

A bainha epitelial de Hertwig consiste de uma extens&o apical do 6rgao dental, e
sua camada mais interna representa uma extens&o da camada de amelobliasios da
coroa (HELJL et al., 1997).

Estudos in vitro e com microscopia eletronica de varredura (LINDSKOG, 1982°°;
LINDSKOG & HAMMARSTROM, 1982), demonstraram que a camada intema da
bainha epitelial de Hertwig tem um estagio secretor, que pode estar associado &
producdo de um material semelhante a matriz do esmalte, recobrindo a superficie
radicular, previamente a formagdo do cemento. Além disso, foi demonstrado gue o
cemento aceiular contém proteinas imunologicamente relacionadas com as proteinas
presentes na matriz do esmalte (SLAVKIN et al., 1989b).

Em 1897, um grupc de pesquisadores suecos, baseados nas informagbes que
esclareceram 0s evenios bioldgicos caracteristicos do desenvolvimento radicular,
demonstraram a induc@o de regenerac@o periodontal através da reproducé@o desses

eventos em estudos in vitro e in vivo.
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Com o objetivo de avaliar se a aplicacdo das PME pode promover regeneracéo
dos tecidos periodontais, HAMMARSTROM et al. {(1997) realizaram um estudo
histolégico em macacos. Retalhos mucoperiosteais foram elevados do canino até o
primeirc molar em cada um dos lados da maxila e defeitos padronizados foram criados
nos pré-molares € na raiz mesial do primeiro molar. Apés o condicionamento das raizes
com acido orto-fosforico a 37%, foram aplicadas preparacgdes contendo as PME e sé
entao, os retalhos foram reposicionados e suturados. Os dentes do guadrante contra-
lateral eram usados como controle, sendo que apds o condicionamento &cido era
aplicado apenas uma solugdo veiculo, sem o conteldo proteico. A avaliagdo em
microscopia oOptica e comparacdes morfométricas revelaram que houve regeneracao
periodontal significativa com presenga de cemento acelular firmemente aderido a
dentina, ligamento periodontal e 0sso alveolar no grupo tratado com as proteinas
derivadas da matriz do esmalte. Nesse mesmo estudo, também foram testadas
diversas preparacdes contendo fracbes especificas das proteinas da matriz do
esmalte. Com isso, observou-se que as propriedades relativas a regeneracio
periodontal estavam associadas a amelogenina, que € o constituinte principal das
proteinas da matriz do esmalte.

O mecanismo que esta por tras da iniciagdo do processo de regeneracio ainda
ndo esta claro (HAMMARSTROM et ai., 1997; HEIJL, 1997; GESTRELIUS et al.,

1997°). Os vérios estudos realizados com PME na induc&o de regeneracéo periodontal,

apenas dao indicios de como esse mecanisme pode ocorrer,
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IV. A. CARACTERISTICAS E BIOCOMPATIBILIDADE DA MATRIZ DERIVADA DO ESMALTE

As PME, atualmente disponiveis comercialmente - EMDOGAIN®, tem como
componente principal a amelogenina, que € o constituinte hidrofdbico do agregado de
proteinas da matriz do esmalte. Esta caracteristica da amelogenina faz com que ocorra
uma agregacéo proteica em areas Umidas (ZETTERSTROM et al., 1997).

O produto é apresentado em duas vias, uma constituida pela solucéo veiculo, o
alginato de propilenoglicol e a outra pelas PME congeladas a seco. Quando
misturadas, obtém-se um gel viscoso, que facilita a manipulacdo e que deve ser
aplicado através de uma seringa, de acordo com as instrugdes do fabricante.

A viscosidade da formulagdo € dependente do pH e da temperatura. A
formulacéo € soluvel numa temperatura baixa e num pH &cido ou alcalino, no entanto,
quando as condi¢des fisioldgicas sfo estabelecidas (pH 7,4, 36° C), a viscosidade
diminui gradualmente e a solug8o se precipita formando uma matriz de proteinas
insolliveis e aderentes (GESTRELIUS et al,, 19977).

Através de estudos com o derivado da matriz do esmalte radiomarcado, emratos
e porcos, GESTRELIUS et al. (1997%) demonstraram que o complexo de proteinas
insollveis permaneceu em quantidades detectaveis no sitio de aplicagdc por duas
semanas. Quando testada somente a aplicagdo do veiculo de alginato de
propilenoglicol, 0 mesmo deixou ¢ sitio de aplicagio dentro de 24 horas em raizes de
primeiros molares superiores de ratos.

A seguranca do tratamento com PME foi avaliada clinica e imunologicamente

por ZETTERSTROM et al. {1997). O material demonstrou boa tolerancia e baixo
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potencial imunogénico. Analises de amostras de sangue retiradas antes e apds a
utilizacdo do derivado de matriz do esmalte ndo indicaram alteragbes nos niveis de
anticorpos especificos, nem mesmo em pacientes propensos a reacdes alérgicas.
Resultados semelhantes foram obtidos por PETINAKI et ai. (1998), os quais
observaram uma pequena proliferagcéo de linfécitos T CD4, in-vitro, n8o representando
uma inducao de resposta imune significativa.

Os autores sugerem gue a exposicdo do organismo as PME durante os
primeiros estagios do desenvolvimento dental pode induzir normalmente uma
toleréncia a essas proteinas que sdo reconhecidas pelo sistema imune como
“proteinas préprias®. Também parece haver muita homogeneidade entre a proteina
humana € a suina, encontrada no EMDOGAIN®, o que pode explicar a auséncia de
reaches adversas.

GESTRELIUS et al. {(1997)" verificaram, in vitro, a capacidade de adsorg¢3o das
PME as superficies minerais e proteicas, utilizando como modelos de superficies
minerais particulas de hidroxiapatita e dxido de aluminio revestido com fosfato e como
modelo de superficie proteica o colégeno. Segundo os autores, o derivado da matriz do
esmalte tem a capacidade de adsorver e de formar camadas multiplas tanto sobre

superficie mineral como em superficie proteica.

{V. B. Estudos em Culftura de Células
Avaliando a acBo das proteinas derivadas do esmalie sobre o epitélio,

KOWASE et al. (2000) cobservou, num estudo utilizando cultura de células epiteliais,
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que estas proteinas agem como um agente citostatico para as células epiteliais,
inibindo significantemente ¢ crescimento destas células.

Com o propasito de se obter esclarecimentos sobre a ac&o da matriz derivada
do esmalte sobre células do ligamento periodontal, GESTRELIUS et al. (1997)°
realizaram um estudo, in vitro, com cultura de células do ligamento periodontal. Os
autores constataram aumento na proliferacdo de células do ligamento periodontal,
contudo, sem haver proliferacéo de células epiteliais, aumentc na produgio total de
proteinas pelas células do ligamento periodontal e uma maior formagéo de nddulos
minerais. Entretanto, ndo houve efeito significante sobre a migracéo e adeséo celuiar.
Também foi investigado se as PME estariam ligadas ou continham faiores
polipeptidios, como fatores de crescimento ou moléculas de adesao. A analise através
de imunoavaliacdes ndo detectou nenhuma dessas moléculas.

Embora as PME n&o contenham fatores de crescimento, estas aumentam os
niveis de fator de crescimento de transformacgio (TGFp), tanto pelos fibroblastos
oriundos do ligamentc periodontal como dos fibroblastos oriundos do tecido conjuntivo
gengival. Além de estimular a atividade de fosfatase alcalina destes dois tipos de

fibroblastos e a inserc@o e propagacao destas células (VAN DER PAUW et af,, 2000).

1V. C. Estudos Clinicos e Histolégicos
Diante da dificuldade em se avaliar, histologicamente, em humanos o tipo de
reparacdo conseguida apos técnicas regenerativas, devido aos aspectos éticos

relacionados a bidpsias em bloco, modelos animais s&o geraimente utilizados. Como
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no estudo de ARAUJO & LINDHE (1998}, gue avaliaram o efeito das PME nos tecidos
periodontais, apds tratamento de bifurcagdes classe 1ll. Foram utilizados cinco caes, os
quais receberam dois tipos de fratamento, associacdc de PME e membranas
reabsorviveis (grupo teste), e apenas membranas reabsorviveis. Nao foram
observadas diferencas significativas entre os dois grupos em relacdo ao preenchimento
6ssec da bifurcaggdo. Entretanto, foram observadas diferengas significativas entre os
tipos de cemento obtido. No grupo teste havia presenga de cemento acelular no tergo
apical das raizes enquanio no grupo controle havia presencga de cemento celular em
toda extenséo da raiz.

SCULEAN et al. (2000} avaliaram o uso da associacdo de membranas
reabsorviveis e proteinas derivadas do esmalte, em defeitos intra-dsseos, em macacos,
comparando esta associagdo ao uso isoiado de ambos materiais @ um grupo controle.
Nao foram encontradas diferencas entre os grupos tratados, provavelmente, devido ao
pequeno numero de animais utilizados no estudo (trés animais). As médias observadas
de novo osso foram: membranas 2,0 + 1,1 mm; proteinas derivadas do esmalie 1,4 +
0,9 mm; associacdo 2,1 + 1,1 mm; controle 0,7 + 1,1 mm.

Considerando gue a principal desvantagem dos estudos experimentais em
modelo animal é a interpretacdo relativa a previsibilidade em humanos, HELJL (1997)
realizou um estudo para avaliar histologicamente ¢ efeito das PME na regeneracéo
periodontal de um defeito de deiscéncia vestibular, criado experimentaimente em

humano. A avaliagdo em microscopia optica polarizada e transmitida revelou um
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processo de cura caracterizado pela formacdo de cemento acelular associado com
ligamento periodontal e osso alveolar.

MELLONIG (1999) publicou outro caso de histologia humana apos terapia
regenerativa com proteinas da matriz do esmalte. Neste estudo, o derivado da matriz
do esmalte foi aplicado em um defeito periodontal intra-6sseo de trés paredes na
mesial de um canino inferior esquerdo, apresentando um componente intra-6sseo de
5,0mm. Clinicamente, foi observado uma redugaéo de 50mm na profundidade de
sondagem, um ganho de insercdc clinica de 4,0mm e preenchimento Gsseo
radiografico parcial, seis meses apds o procedimento cirdrgico. A avaliacio histolégica,
no mesmo periodo de avaliagdo, demonstrou uma fina camada de cemento acelular
sobre o cemento original, areas de osso maduro e lamelar, com poucas areas de
formacgéo ossea imatura e fibras do ligamenio periodontal paralelas a superficie
radicular.

Comparacdes clinicas € histolégicas em humanos, apods tratamento
regenerativo de defeitos intra-0sseos com membranas reabsorviveis e proteinas
derivadas da matriz do esmalte, foram realizadas por SCULEAN et al. (1999). O
estudo compreendeu quatorze defeitos intra-Gsseos avangados em dentes com
extracdo indicada. Com seis meses de pds-operatdrio, as avaliacdes histométricas
revelaram para © grupo tratado com as proteinas do esmaite, uma meédia de 2,6mm de
nova insercao de tecido conjuntivo acompanhado de 0,9mm de novo 0sso alveolar. No
grupo tratado com regeneracdo tecidual guiada, 2 média de nova insergdo de tecido

conjuntive foi de 2,4mm e a média de novo 0sso alveolar foi de 2,1mm. A avaliacéo
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histologica também mostrou que apos ambas as formas de terapia regenerativa, o
cemento neoformado tinha um carater predominantemente celular. De acordo com os
resultados, os autores concluiram gque ambas as formas de tratamenio promovem
formac&o de nova insercéo de tecido conjuntivo, contudo, o fratamento com o derivado
da matriz do esmalte pode néo resultar, previsivelmente, na formacéo de cemento
acelular em defeitos intra-6sseos humanos. Alem disso, o tratamento com regeneragao
tecidual guiada parece promover regeneracdo ¢ssea num grau maior do que o
tratamento com as proteinas do esmaite.

HEWUL et al. (1997) compararam ¢ efeito em longo prazo do tratamento
cirargico de defeitos intra-6sseos associado ao gel de PME e um gel placebo. O estude
foi multicentro, caracterizado por um modelo “spiit-mouth”, envolvendo 33 pacientes
que apresentavam 34 pares de dentes teste e controle. As avalia¢des clinicas e
radiograficas foram feitas com 8, 16 e 36 meses. Para o nivel &sseo radiografico, o
grupo teste apresentou em média um ganho de 0,9mm, enquanto o grupo controle
apresentou em media uma perda de 0,1mm aos 8 meses. Com 16 meses de avaliagao,
o grupo teste apresentou um ganho médio de 2,2mm e o controle uma perda média de
0,2mm. Aos 36 meses o grupo teste continuou apresentando um ganho 6sseo médio
de 2,6mm, comparados com niveis 6sse0s inalterados no grupo conitrole. Diferencas
estatisticamente significante foram encontradas entre os grupos, em relagao ao ganho
clinico de insercéo e ganho dsseo radiografico.

Em dois relatos de casos clinicos envolvendo ¢ tratamento de defeitos intra-

dsseos tratados com as proteinas derivadas da matriz do esmalte, RASPERINI et af.
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(1999) verificaram resultados clinicos favoraveis através de procedimentos cirtrgicos
de reentrada. No primeiro caso, apds tratamento de um defeito dsseo de duas e trés
paredes, foi observado ganho clinico de insercgo de 8mm, e preenchimento ésseo do
defeito de 6mm, aos 12 meses de pos-operatdrio. No segundo caso, o ganho clinico de
insercao observado foi de 5mm, aos 18 meses de pds-operatdrio. Da mesma maneira
que no primeiro caso, foi encontrado no procedimento de reentrada tecido 6sseo
necformado. Nos dois casos houve uma correlacie entre o tecido duro necformado e o

aumento da radiopacidade 0ssea radiografica.

IV- Estudos da Acdo das PME Sobre o Tecido Osseo

Estudos em cuitura de células demonstraram que as PME ndo s6 sdo capazes
de estimular a proliferacdo e migracao das células oriundas do ligamento periodontal e
do tecido conjuntivo gengival, como também de células dsseas (HOANG et al. 2000;
SCHWARTS et al., 2000).

HOANG et al. 2000 criaram feridas de trés milimetros de extens@o em placas
para cultura de tecidos, compostas por células derivadas de ligamento periodontal
humano, fibroblastos gengivais e células dsseas derivadas de osteossarcoma (MG-63).
Estas células foram fratadas com PME, fator de crescimento derivado de plaguetas
(PDGF-BB) e fator de crescimento do tipo insulina (IGF-I). Todas as cuituras
demonstraram um aumento na taxa de preenchimento da ferida quando tratadas com
as PME, em comparacac com grupos nao tratados. As células do ligamento periodontal

mostraram uma resposta mais rapida (um e trés dias apds a criacdo da ferida), ao
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tratamento com PME, do que as células Osseas e fibroblastos gengivais, entretanto,
apo6s seis dias, ngo foram observadas diferencas entre as culturas apds o uso das
PME. O tratamento com as PME demonstrou resuitados mais favoraveis do que o
tratamento com PDGF-BB e com IGF-].

SCHWARTS et al. {2000) avaliaram a acBo das PME, em trés estagios da
maturacdo Ossea (proliferacdo, diferenciacdo e sintese de matriz). Para a realizacéo
deste estudo, foram utilizadas cultura de ostecblastos em diferentes estagios de
maturacdo: pré-osteoblastos (células 2T9, derivadas da calvaria de ratos
transgénicos), osteoblastos imaturos (células MG63, derivadas de osteossarcoma) e
osteoblastos maduros (osteoblastos humanos normais). Os resultados demonstraram
que o uso das PME induziu a proliferagdo dos pré osteoblastos, entretanto, nao
estimulou a atividade da fosfatase alcalina nestas células. Nos osteoblastos imaturos,
(MG63) houve uma inibicdo dose-dependente no nuimero de células, porém, foi
observado aumento na atividade de fosfatase alcalina e na producdo de osteocalcina,
também foi encontradc um aumento dose-dependente nos niveis de fator de
crescimento de transformagéo (TGF-B1). Estas culturas ndo apresentaram aumento na
produca@o de proteinas colagenas e na@o colagenas. Nos osteoblastos maduros, o uso
das PME estimulou a proliferacio celular e a atividade da fosfatase alcalina. Devido a
estas caracteristicas, segundoc os autores, as PME teriam uma caracteristica
osteocondutora.

Embora as PME ndo contenham fatores de crescimento, estas aumentam os

niveis de fator de crescimento de transformacgdo (TGF-B1) em cultura de fibroblastos
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oriundos do ligamento periodontal e do tecido conjuntivo gengival e em cultura de
células Gsseas. (SCHWARTS et a/., 2000; VAN DER PAUW et al.,, 2000).

O TGF-B € um fator de crescimento muitifuncional, geralmente responsavel
pela producio de matriz, sendo um dos fatores de crescimento predominante na matriz
ossea. O TGF-B tem se demonstrado guimiotatico para células 6sseas, podendo
estimular ou inibir sua proliferacéo dependendo do estado de diferenciacdo das células
osseas, condigdo da cultura e da concentracdo utilizada. Estudos, in vivo,
demonstraram que se injetado proximo a tecido dsseo pode induzir formacio Ossea
(COCHRAN & WOZNEY, 1999).

Buscando maiores esclarecimentos da acio das PME sobre a nova formacao
Ossea, BOYAN et al. (2000) implantaram gquantidades diferentes de PME (2 € 4 mg)
isoladamente ou associadas a enxertos 0sseos desmineralizados congelados e secos
(DFDBA) ativos - com potencial osteoindutor comprovado previamente - e inativos -
sem potencial osteoindutor - no tecido muscular de ratos. Foram avaliados 8 tipos de
tratamento; 2mg e 4mg de PME isoladamente, 2mg e 4mg de PME + DFDBA ativo, 2mg
e 4mg de PME + DFDBA inativo, DFDBA ativo isoladamente e DFDBA inativo
isoladamente. Os implantes que continham DFDBA inative, 2mg e 4mg de PME
isoladamente, 2mg € 4mg de PME + DFDBA inativo n&o induziram a formacéc de novo
osso. Os grupos tratados DFDBA ativo isoladamente, 2mg e 4mg de PME + DFDBA
ativo demonstraram potencial para inducgdo dssea, entretanto o fratamento com 4mg de
PME + DFDBA ativo resultou num aumento da inducdo éssea de 1,4 vezes guando

comparado aos outros grupos fratados com DFDBA ativo. Estes resultados
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demonstraram que as PME n&o possuem caracterisitcas osteocindutoras, uma vez que
usadas isoladamente nao foram capazes de induzir formacao oOssea. Entretanto,
gquando usadas em conjunto com um material osteoindutor, as PME aumentaram a
guantidade de nova formacio 6ssea. Esta propriedade era dose dependente, ou seja,
quanto maior a concentracio dessas proteinas maior era a indugio dssea. Segundo os
autores, pode haver um componente, diferente da amelogenina, presente nestas

proteinas, responsavel por esta caracteristica osteocondutora.
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PROPOSICAQ

C objetivo deste estude foi avaliar, histometricamente, o tratamento de defeitos
asseos peri-implantares do tipo deiscéncia, criados cirurgicamente em cies, através da
utilizacdo de proteinas derivadas da matriz do esmalte e da técnica de regeneracéo

ossea guiada com membranas reabsorviveis.

UNICAMP
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MATERIAL E METODOS

I- Selecdo da Amostra

Foram selecionados para este estudo seis c¢&es sem raca definida,
adultos, fémeas, com aproximadamente dois anos de idade, pesando em média 25 kg,
com bom estado de saude geral e denticBo completa. Os cées foram submetidos a
tratamento profilatico incluindo vacinag@o, dieta e higiene, de acordo com as

recomendactes do Biotério da Unicamp.

I}- Anestesia

Anteriormente aos procedimentos cirlrgicos, 0os cées foram sedados com
cloridrato de dihidrotiazina, intra-muscular (Rompun®- Bayer do Brasil S.A., Sao Paulo,
SP., Brasil), na dose de 1,5 mif 10 kg A anestesia geral foi induzida pela
administracdo intravenosa de tiopental sédico (Tiopental®- Cristalia produtos quimicos
e farmacéutiicos Ltda., tapira, S.P., Brasil) na dose de 1,0 ml/kg e complementada
com anesiesia local (xilocaina 2% Merrel Lepetit Farmacéutica Lida, Santo Amaro,
S.P., Brasil.). A via intravenosa foi mantida com soro fisiologico durante o ato cirdrgico,
possibilitando a hidratacdo do animal e a administracdo de doses de manuteng&o do

anestésico.
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lli- Procedimento Cirtirgico de Extracado dos Dentes

Trés meses antes da instalacdo dos implantes e criacdo das deiscéncias foram
realizadas extragbes bilaterais do segundo, terceiro e quarto pré-molar e primeiro molar
inferiores (figura 1). Para isso foram realizadas incisGes intra-sulculares nas faces
vestibular e lingual, estendendo-se da mesial do primeiro pré molar (P1) até mesial do

segundo molar (M2) inferiores de ambos os lados.

Figura 1 — Aspecto clinico inicial dos pré-molares (P2, P3, P4) e do primeiros
molares inferiores, previamente o rebatimento do retalho.
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Um retalho de espessura total foi elevado e os pré-molares (P2, P3 e P4) e
molares inferiores (M1), de ambos os lados, foram seccionados através da bifurcagéo
de suas raizes com auxilio de brocas (Carbide FG n® 701 - SS White Artigos Dentdrios
Ltda, Rio de Janeiro - R.J., Brasil.) em alta rotacdo e irrigagdo continua com soro
fisiologico estérii a 0.9% (figura 2). As raizes mesial e distal foram removidas
separadamente, os alvéolos curetados (figura 3) e os tecidos reposicionados e

suturados (figura 4).

Figura 2 — Aspecto clinico dos dentes P2, P3, P4 e M1 apés elevacdo do retalho

de espessura total e seccionamento das coroas através da bifurcacéo,
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Figura 3 — Aspecto clinico do rebordo alveolar apés extracdo dos dentes P2, P3,
P4 e M1 e curetagem dos alvéolos.
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Figura 4 — Aspecto clinico apds a extracao dos dentes P2, P3, P4 e M1 e sutura
dos retalhos.

IV- Procedimentos Cirargicos de Criagdo das Deiscéncias e Colocagdo dos

Implantes

Trés meses apos a extracido dos dentes (ZABLOTSKY, et al. 1991), foi
realizada uma incisdo sobre o rebordo 6sseo que se estendeu da distal do P1 até a
mesial do M2, retalho de espessura total foi elevado com a finalidade de expor o tecido

dsseo subjacente (figura 5 e 6).
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Figura 5 ~ Aspecto clinico do rebordo alveolar apés rebatimento do retalho de
espessura total.

Foram preparados dois leitos 6sseos bilaterais para posterior colocagéo dos
implantes de acordo com as recomendagdes do fabricante. Posteriormente ao preparo
dos leitos, foram produzidos quatro defeitos 6sseos, tipo deiscéncia (figura 7), na
vestibular dos leitos dos implantes, com dimensées de 3.5 mm de largura por 5.0 mm
de profundidade, com o auxilio de brocas (Carbide FG n® 701 - SS White Artigos
Dentarios Ltda, Rio de Janeiro - R.J., Brasil.) e de microcinzeis. Uma vez criadas as
deiscéncias Osseas vestibulares, quatro implantes de titdnio comerciaimente puro -
comprimento: 8.5 mm / 3.75 mm de didmetro (3i Implant Innovations, Paim Beach
Gardens, EUA) foram colocados - dois para cada lado da mandibula. Apés a instalacéo

dos implantes, os defeitos OGsseos de deiscéncia foram tratados, os tecidos
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reposicionados e suturados. Apos sessenta dias, foi realizada uma nova incisdo
mesialmente aos implantes previamente colocados, sem que estes fossem expostos, e
mais quatro implantes (dois para cada lado da mandibula) foram colocados apds o
preparo do leito cirargico e criacdo de deiscéncias dsseas vestibulares, as quais tinham
as mesma dimensdes que as previamente realizadas e foram tfratadas da mesma
maneira que na primeira intervencido. Foi administrado Pentabidtico® (l.aboratorio
Wyeth- Whitehall Ltda, Sdo Paulo - S.P., Brasil.) intra-muscular imediatamente apds a

colocacao de todos os implantes.

Figura 6 — Aspecto clinico do rebordo alveolar apés rebatimento do retalho de
espessura total e criacdo das deiscéncias 6sseas vestibulares (5mm X 3,5mm).

V- Tratamento das Deiscéncias Osseas

Posteriormente a inser¢do dos implantes, os defeitos 6sseos de deiscéncia



foram aleatoriamente divididos. Foi realizado um sorteio inicial para separar 0$ grupos,

nos quais foram utilizadas proteinas derivadas da matriz do esmalte (PME). Com isso
0s grupos tratados com a matriz estavam em um mesmo hemi-arco. Em um novo
sorteio, foi dividido o restante dos grupos por hemi-arco. Foram utilizados quatro
grupos experimentais:

1- controle negativo (a deiscéncia ndo recebeu nenhum tratamento);

2- PME (Emdogain®, Biora AB, Malmé, Suécia) (figura 8)

3- ROG com membrana reabsorvivel de copolimero ldctico e glicdlico (Resolut XT®, W.
L. Gore & Associates, INC., Flagstaff, Arizona, EUA.)

4- PME + ROG com membrana reabsorvivel de copolimero ldctico e glicdlico (figura 9)

Figura 7 — Aspecto clinico do rebordo alveolar no momento da aplicagdo das

PME, apdos criacdo das deiscéncias 6sseas vestibulares e colocacdo dos
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implantes.

Figura 8 —-Aspecto clinico do rebordo alveolar no momento da adaptacdo da
membrana reabsorvivel, apés a aplicacdo das PME, criacdo das deiscéncias

O6sseas vestibulares e colocacédo dos implantes.

Nos implantes selecionados para receber a membrana reabsorvivel, esta foi
recortada e ajustada sobre o local do defeito ésseo, ultrapassando dois a irés mm das
margens do defeito. Os retalhos foram reposicionados e suturados com suturas

interrompidas e continuas de maneira a recobrir totalmente os implantes (figura 10).
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Figura 9 - Aspecto clinico do rebordo alveolar apés sutura do retalho e

tratamento das deiscéncias 6sseas vestibulares.

VI - Processamento Histoldgico
Trés meses apds a colocacdo dos quatro primeiros implantes, os animais
foram sacrificados com dose letal do anestésico, possibilitando uma avaliagdo dos

resultados apds um e trés meses de reparo. (tlustracao 1)

llustracéo 1 — Delineamento do Estudo

T0 T1 T2 T3
I o3 TESES 2 meses — 1més —
Extragéo dos dentes Tratamento de 4 Tratamento de 4 Sacriticio dos
deiscéncias deiscéncias animais
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As mandibulas foram removidas e os tecidos circunvizinhos aos implanies
foram seccionados em blocos e colocados em formo! neutro tamponado a 4%. Apods o
processo de fixacdo e posterior lavagem com agua, 0s espécimes foram desidratados
em solugdo de élcool etilico sob constante agitacao.

A infiltrac@o plastica foi realizada com misturas de glicolmetacrilato (Technovit
7200 VLC® - Kulzer, Wehrheim, Alemanha.) e &lcool etilico, seguindo variagdes
gradativas, finalizando com duas infiliragbes de glicolmetacrilato puro, sob agitacéo
constante. Apos a infiltracdo plastica, os espécimes foram incluidos em resina e
polimerizados.

Os blocos foram removidos do molde e montados em I&minas acrilicas com o
auxilio da resina Technovit 4000% (Kulzer, Wehrheim, Alemanha). Através da utilizagao
de um sistema de corte (Exakt - Cutting. System, Apparatebau Gmbh, Hamburgo,
Alemanha.) (DONATH & BREUNER, 1982), foram realizados cortes preliminares €
secghes espessas {300 - 500 um) foram obtidas. Estas seccdes foram submetidas a um
sistema de microdesgaste (Exaki - Cutting. System, Apparatebau Gmbh, Hamburgo,
Alemanha.), que resultou em secgbes de aproximadamente 70 a 85 um de espessura,
correspondentes ao centro do defeito dsseo criado. Posteriormente ao desgasie, as

laminas foram coradas com azul de toluidina a 1%.

VH - Avaliagao Histomeétrica

Com o auxilio de um programa para analise de imagens (Image Pro, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA) os seguintes pardmetros foram avaliados:
1) Extensdo da superficie 6ssea em contato direto com a superficie das roscas do
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implante relativas a regiéo do defeito .
/) Area de tecido 6sseo presente em cada rosca relativa a regifo do defeito

(SENNERBY et al., 1992).

Vili - Analise Estatistica

Foram obtidos o posto médio, as médias e o desvio padréo para cada
pardmetro, em cada animai (unidade experimental), para cada periodo do estudo, ©
qual teve um desenho experimental em bloco ao acaso. Na analise estatistica, foi
utilizado inicialmente o teste de Friedman, que permitiu comparar os diferentes
tratamentos realizados. Nos pardmetros em que o teste de Friedman detectou

diferengas, foi aplicado o teste no paramétrico de comparagdes multiplas.
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RESULTADQOS

|- OBSERVACOES CLINICAS

Q processo de cura fol caracterizado por uma resposta tecidual favoravel. N&o
houve exposicéo da membrana em nenhum animal, em nenhum momento do estudo.
N&o foram observados quadros de infeccdo aguda (abscessos ou supuragdo) nem

inflamagao em nenhum dos 48 implantes usados no estudo.

Il - OBSERVACOES HISTOLOGICAS

Todos os grupos tratados demonstraram o mesmo padréo de nova formagédo
Ossea nos respectivos periodos. Nenhum tratamento resultou em diferengas
histologicas que justificassem a descricdc deste separadamente, portanto, as
descricbes foram feitas de acordo com o periodo do estudo, uma vez que, diferencas

entre os periodos tratados puderam ser observadas.

II. a. — Periodo de 1 més de pés-operatorio.

Todos os 24 implantes utilizados neste periodo do estudo estavam
osseointegrados, uma vez que, contato direto do osso com o implante pode ser
observado em microscopia Optica. Nos grupos tratados com membranas, estas
puderam ser observadas em toda a sua exiensdo estando integradas ao tecido
conjuntivo adjacente. Este tecido pode ser observadc entre a membrana e o tecido
osseo neoformado e pre-existente, sem a presenca de proliferacéo epitelial sobre as

superficies coronarias da membrana e dos implantes. Nao foi observada reacgao
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inflamat6ria proxima a nenhuma membrana utilizada neste periodo do estudo (figuras
10e 11).

O processamento histolégico utilizado permitiu distinguir, principalmente neste
periodo, 0 tecido 0sseo pré-existente do tecido dsseo neoformado, uma vez gue o novo
tecido 6sseo foi corado com um fom azul mais escuro (figura 10 a 13). Tecido
conjuntivo foi encontrado entre o implante e 0 osso neoformado, © gqual apresentou
grande quantidade de espagos medulares e células dsseas caracterizando um tecido

dsseo imaturo (figura 10 a 13).

Il. b. — Periodo de 3 meses de pds-operatodrio.

Da mesma maneira que no outro periodo do estudo, todos os implantes
utilizados neste periodo estavam osseointegrados. As membranas apresentaram-se em
fase adiantada de degradacgéo, entretanto, esta degradacéo nao foi acompanhada por
uma reacgdo inflamatéria. Novo osso também foi observado em todos ©s grupos do
estudo (PME, PME + ROG, ROG e controle), apresentando uma maior quantidade em
relacdo ao primeiro pericdo. Também foi possive! distinguir o novo 08s0 do 0s8so pré-
existente pela diferenca de coloragdo, entretanto, a coloragdo azulada observada com
3 meses de pos-operatdrio, n&o foi tdo intensa quanto com 1 més de pods-operatorio.
Neste periodo, o tecido neoformado imaturo estava em fase de remodelacdo, porém,
com menor quantidade de espagos medulares e de células do que com 1 més de pds-

operatorio.
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Figura 10 — Grupo ROG - um més (A) e trés meses (B): Aspecto microscépico do
novo osso (NO) corado em azul intenso com um més de pés operatério e, aos
trés meses, com menor diferenca de coloracdo em relagao ao osso pré-existente
(OP). A membrana (M) apresenta-se em fase adiantada de degradacédo aos trés
meses € em fase inicial com um més. Notar a presen¢a do tecido conjuntivo (TC)
entre a membrana e o novo 0ss0. Azul de toluidina 1%. (25x a. 0.).
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Figura 11 - Grupo ROG + PME - um més (A) e trés meses (B): Aspecto
microscoépico demonstrando novo osso (NO) com muitos espagos medulares e
pouco contato direto com o implante com um més de pés-operatério. Aos trés
meses, hovo 0sso com aspecto semelhante aos osso pré-existente, com menor
quantidade de espagcos medulares (OP). Notar a presen¢ga da membrana (M) e do
tecido conjuntivo (TC) entre esta e 0 novo 0sso. Azul de toluidina 1%. (25x a. 0.).
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Figura 12 — Grupo PME - um més (A) e trés meses (B): Aspecto microscépico
demonstrando auséncia de contato direto do novo osso (NO) com a superficie do
implante com um més de pés-operatério, com o tecido conjuntivo entre o novo
osso e o implante. Aos trés meses e com um més, o 0sso pré-existente (OP)
estava em contato direto com o implante. Azul de toluidina 1%. (25x a. 0.)
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Figura 13 —~ Grupo Controle - um més (A) e trés meses (B): Aspecto microscépico
demonstrando novo osso (NO) ainda imaturo, com muitos espacos medulares,
em continuidade com o osso pré-existente (OP), com um més de pés-operatério e
aos trés meses, novo o0sso apresentando menor quantidade de espagos
medulares e uma maior quantidade de contato com o implante. Azul de toluidina
1%. (25x a. 0.).
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Il — RESULTADOS HISTOMETRICOS
A avaliag&o histométrica ndo revelou diferencas estatisticamente significantes
entre 0s grupos no periodo de 1 més de pds-operatdrio nos parametros histométricos

avaliados (tabelas 1 e 2).

Tabela 1 - Media, desvio padrao e posto médio da porcentagem de contato

ossofimplante, ap6s um més dos tratamentos ROG, PME, ROG + PME e controle.

Controle PME ROG ROG + PME
Média 3,88° 15,03° 12,877 8,52°
Desvio padréo 570 23,76 9,35 6,89
Posto médio 1,33 2,66 3,33 2,66

Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Friedman (p=0,055)

Tabela 2 - Média, desvio padrdo e posto médio da porcentagem da area da rosca
preenchida com novo 0sso, apés um més dos tratamentos ROG, PME, ROG +

PNME e controle.

Controle PME ROG ROG + PME
Média 34,07° 41 82° 42 89° 34,43°
Desvio padréo 22,08 22,03 18,08 15,75
Posto médio 2,16 2.5 3,0 2,33

Médias seguidas de letras iguais nao diferem entre si pelo teste de Friedman (p=0,7)

No periodo de 3 meses de pds-operatério, as avaliagbes histomeétricas n&o

demonstraram diferencas estatisticamente significantes em relagéo a quantidade de

contato osso/implante(tabela 3).
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Tabela 3 - Media, desvio padrdo e posto médio da porcentagem de contato

ossolimplante, ap6és trés meses dos tratamentos ROG, PME, ROG + PME e

controle.
Controle PME ROG ROG + PME
Média 16,967 18,07° 24.42° 36,117
Desvio padrao 17,77 13,52 19,88 17,53
Posto médio 1,83 2,0 2,66 3,5

Médias seguidas de letras iguais n&o diferem entre si pelo teste de Friedman {p=0,1)

Entretanto, o tratamento ROG + PME possibilitou um maior preenchimento
6sseo das roscas dos implantes, guando comparado com o grupo controle, diferencas

estatisticamente significantes - p<0,05 (tabela 4).

Tabela 4 - Média, desvio padrdo e posto médio da porcentagem da area da rosca
preenchida com novo osso, apds trés meses dos tratamentos ROG, PME, ROG +

PME e controle.

Controle PME ROG ROG + PME
Média 36,95 55 55% 53,89% 62,15°
Desvio padrio 2510 11,81 16,35 18 47
Posto médio 1,33 2,33 2,66 3,66

Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo Teste de Friedman e peio Teste Nao
Paramétrico de Comparagbes Mdltiplas (p<0,05)

Os resultados das medidas histométricas realizadas, extensao da superficie
ossea em contato direto com a superficie do implante e area de tecido dsseo presente
em cada rosca do implante, relativas aos dois periodos do estudo, sdo demonstrados

nos grafico1e 2.
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Grafico 1 — Porcentagem média de contato osso/implante, apés um e trés meses
dos tratamentos ROG, PME, ROG + PME e controle.
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Grafico 2 - Porcentagem média da area da rosca preenchida com novo 0sso, apds

um e trés meses dos fratamentos ROG, PME, ROG + PME e controle.

54



| MIOIRINGS Qervadas Qo esmane e regeneracao 0ssea guiada ent Geteilos perimplantares. UIBSLUSIAL |

DISCUSSAOD

Uma vez que os defeitos 0sseos associados aos implantes dentais sdo um
achado frequente (MELLONIG & NEVINS, 1995) e estes defeitos podem levar ao
comprometimento do implante (NEWMAN ef al., 1988), a proposta do presente estudo
foi avaliar, histometricamente, ¢ tratamento de defeitos dsseos peri-implantares do tipo
deiscéncia, criados cirurgicamente em cdes, através da utilizacdo de proteinas
derivadas da matriz do esmalte (PME) e da técnica de regeneracéo Gssea guiada
(ROG) com membranas reabsorviveis.

No presente estudo, n&o foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes, no periodo de um més, entre os grupos tratados com ROG, PME, ROG +
PME e o grupo controle, nos dois parémetros avaliados - extens@o da superficie dssea
em contato direto com a superficie do implante e area de novo 0ssO presente nas
roscas do implante, a despeito da amplitude dos valores ser indicativa de uma maior
quantidade de formacgao dssea e contato ossofimplante nos grupos tratados com ROG,
PME, ROG + PME.

No periodo de trés meses, foram observadas diferengas estatisticamente
significantes entre o grupo PME + ROG e o grupo controle (p<0,05), em reiacdo a area
de novo tecido Osseo formado nas roscas do implante, relativas ao defeito Gsseo
criado. N&o foram observadas diferencas estatisticamente significantes entre os grupos
em relacdo ao contato osso implante, a despeito da amplitude dos valores ser

indicativa de uma maior quantidade de contato nos grupos ROG ¢ PME + ROG.
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Avaliacbes histoldgicas sdo necessdrias uma vez que a impressao clinica de
preenchimento 6ssec ndo condiz com a presenca histolégica de novo osso {(PALMER
et al., 1994). Portanto, diante das dificuidades em se avaliar histologicamente em
humanos o© tipo de reparo conseguido apbds tratamento de defeilos Osseos
padronizados com técnicas regenerativas, modelos animais s&o geralmente utilizados.

Os caes s&o freqlentemente utilizados como modelo para o estudo
histologicos com implantes dentais, principalmente, devido ac tamanho e simplicidade
da anatomia radicular. Porem, este modelo animal apresenta algumas desvantagens,
como a grande variabilidade inter-animal e a rapida formacdo &ssea associada a
regeneracao espontanea deste modelo (WEINBERG & BRAL, 1999). A metodologia
ytilizada no presente experimento — criacdo cirurgica dos defeitos em cées — permitiu a
obtencdo de defeitos bilaterais semelhantes, caracterizando um estudo de boca
dividida (“split-mouth’).

Diversas técnicas e materiais foram propostos para o tratamento dos defeitos
osseos, como a ROG e os enxertos &sseos e substitutos. DAHLIN et al. (1989)
utilizaram membranas de PTFE-e em defeitos dsseos associados a implantes
endosseos bilaterais em tibias de coelhos. Em todos os defeitos tratados com
membrana pode ser observada regeneracéo 0ssea. Demonstrando que a utilizagdo de
uma barreira fisica, que possua a propriedade de isolar da regido do defeito 6sseo
células provenientes do tecido conjuntivo gengival, tem o potencial de promover a

regeneracao Ossea daguele defeito (BECKER et ai., 1990; ZABLOTSKY et al., 1991).
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Entretanto o sucesso e a previsibilidade desta técnica podem ser influenciados
por fatores como exposicdo da membrana e a dificuidade em se criar e manter espaco
para a regeneracéo 6ssea pelo tempo necessario. SIMION et al. {1994) observaram
grandes diferencas na quantidade de regeneracdo 0ssea obtida com a técnica de
regeneracdo Ossea guiada ac comparar membranas de PTFE-e com e sem exposi¢éo
ao meio bucal (41,6% e 96,6%, respectivamente}. Resultados semelhantes aos
observados por NOWZARI & SLOTS (1995) que encontraram um defeito dsseo
residual médio de 0,5mm nos implantes tratados com membranas nao expostas ao
meio bucal, e um defeito residual médio de 3,2mm, nos implantes tratados com
membranas expostas ao meio bucal.

A criagdo e manutencdo de espacgo pelo tempo necessario para a regeneracao
Ossea & outro fator importante para o sucesso e previsibilidade da técnica. MELONIG
et al. (1998)" ao tratar deiscéncias dsseas associadas a implantes dentais observaram
uma média de contato 6sseo no grupo tratade com membrana reabsorvivel de 24,6% e
no grupo controle 42,0%. Estes resultados foram decorrentes da incapacidade da
membrana de criar @ manter 0 espago necessario para a regeneracao e da sua rapida
reabsorcao.

No presente estudo todas as membranas permaneceram recobertas por tecido
mole durante os trés meses do estudo, sem a presenga de exposicdo e contaminacéo.
Alem disso, demonstraram ser capazes de criar e manter 0 espago necessario para a
regeneracéc Ossea, neste tipo de defeito utilizado. Estes fatores, provavelmente,

influenciaram positivamente a reparagdo Ossea dos grupos fratados com as
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membranas, embora ndo se tenha encontrado diferencas estatisticamente significantes
entre os grupos fratados somente com membrana e o grupo controle nos dois periodos
do estudo.

MELLONIG ef al. (1998), HOCKERS et al. {1999) ¢ KOHAL et al. (1999)
também n&o observaram nenhuma exposi¢éo das membranas usadas em seus estudos
ao tratarem deiscéncias Osseas, em modelos experimentais semelhantes ao do
presente estudo. Entretanto ZABLOTSKY et al. (1991), HAMMERLE et a/. (1998) e
SCHLIEPAHAKE ef al. {2000) encontraram exposicdo de membranas néo
reabsorviveis, estando estas exposigdes associadas a uma menor quantidade de nova
formacgdo Ossea.

Recentemente, um derivado de PME (EMDOGAIN®) foi sugerido como uma
nova modalidade terapéutica regenerativa. Os principios bioldgicos que suportam seu
uso estdo baseados na capacidade das PME em promover uma nova formacéo de
cemento acelular. Existem evidéncias de que as PME estimulam a diferenciacdo de
células mesenquimais em cementoblastos que produzem o cemento acelular de fibras
extrinsecas (HAMMARSTROM, 1997)".

A acdo das PME, todavia, ndo esta limitada ao cemento. Estudos clinicos
{RASPERINI ef al., 1999), radiogréficos (HEIJL et al., 1997}, histoloégicos (HELJL,
1997; ARAUJO & LINDHE,1998; MELLONIG,1999; SCULEAN et ai., 2000; BOYAN et
al., 2000) e celulares {SCHWARTS ef al., 2000; HOANG et al., 2000) demonstraram

que as PME tem acéo sabre o tecido 6sseo. Portanto, o presente estudo se prop0s a



; Preteinas dervadas do esmalie e regengracao ossea guiada em defeitos periimpianiares, RISCUSSAD |

estudar as PME como uma alternativa as membranas no tratamento de defeitos dsseos
associados aos implantes dentais.

No presente estudo, o usc destas proteinaé iscladamente n&o resultou em
maior quantidade de contato osso/implante nem em maior quantidade de formagéo
Ossea, nos dois periodos avaliados, quando comparado com um grupo controle.

BOYAN et al (2000) implantaram diferentes quantidades de PME
isoladamente ou associadas a enxertos 0sseos desmineralizados congelados e secos
(DFDBA) ativos e inativos no tecido muscular de ratos. Os implantes que continham
DFDBA inative, 2mg e 4mg de PME iscladamente, 2mg e 4mg de PME + DFDBA
inativo nao induziram a formac@o de novo osso. Os grupos tratados DFDBA ativo
isoladamente, 2mg e 4mg de PME + DFDBA ativo demonstraram potencial para
induc@o ossea, entretanto o tratamento com 4mg de PME + DFDBA ativo resultou num
aumento da inducdo dssea superior a todos 0s outros grupos. Estes resultados
demonstraram que as PME n&o possuem caracterisitcas osteoindutoras, uma vez que
usadas isoladamente ndo foram capazes de induzir formacdo oOssea. Entretanto,
quando usadas em conjunto com um material osteoindutor, as PME aumentaram a
quantidade de nova formacéo 6ssea. Esta propriedade era dose dependente, ou seja,
quanto maior a concentracéo dessas proteinas maior era a indugéo 0ssea. Segundo 0s
autores, pode haver um componente, diferente da amelogenina, presente nestas
proteinas, responsavel por esta caracteristica osteocondutora.

Estes resultados podem justificar a presenca de diferencas estatisticamente

significantes entre os grupos tratados com ROG + PME e a auséncia de diferengas
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entre 0s grupos tratados com as PME isoladamente. A associa¢ac destas proteinas
com as membranas pode ter influenciado positivamente a osteopromo¢éo decorrente .
da utilizacdo da membrana; entretanto, no grupo tratado com as proteinas
isoladamente, por estas n&o possuirem caracteristicas osteoindutoras quando
utilizadas isoladamente, diferencas estatisticamenie significantes n&o foram
observadas.

Uma vez que as proteinas, no grupo tratado com ROG + PME |, eram aplicadas
apos a adaptacao das membranas, imediatamente antes da sutura dos retalhos, a
guantidade de PME obtida e mantida nos defeitos 0sseos pode ter sido maior que no
grupo tratado com as PME isoladamente, isto devido a presenga da membrana, gue
provavelmente, foi responsavel pela manutencéo do gel na regido do defeito sem
permitir que o mesmo escoasse. Este fator, como demonstrado por BOYAN et al.
(2000), pode ter sido de fundamental importancia para a resposta 6ssea observada.

Algumas hipdteses foram sugeridas para justificar a acdo das proteinas
derivadas do esmalte sobre o tecido 0sseo. Segundo SCHWARTS ef al. (2000), as
PME teriam uma caracteristica osteocondutora, uma vez que, estas proteinas tem a
capacidade de induzir a proliferacdo de pré-osteoblastos e osteobiastos maduros, além
de estimuiar a atividade da fosfatase alcaiina e producéo de osteocalcina. Porém, néo
tem a capacidade de induzir a producdo de proteinas Osseas colagenas e néo
colagenas.

QOutra influéncia das proteinas derivadas da matriz do esmalte sobre a nova

formacdo 6ssea foi observada por VAN DER PAUW et al. (2000} que observaram
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aumentc na liberacdo de fator de crescimento de transformacdo (TGFB) por
fibroblastos oriundos do ligamento periodontal como dos fibroblastos oriundos do
tecido conjuntivo gengival. Alem de estimular a atividade de fosfatase alcalina destes
dois tipos de fibroblastos, e estimular a insercdo e propagacéo destas células. Este
aumentc nos niveis de fator de crescimento de transformacéo (TGF-31) também foi
encontrado no estudo de SCHWARTS et al. {2000) sendo este dose-dependente.

O TGFp e um fator de crescimento multifuncional, geraimente responsavel pela
producdo de matriz, sendo um dos fatores de crescimento predominante na matriz
ossea. O TGFpB tem se demonstrado quimiotatico para células osseas, podendo
estimuiar ou inibir sua proliferacéo dependendo do estado de diferenciacao das céluias
Gsseas, condicdo da cultura e da concentracdo utilizada. Estudos in vivo demonstraram
que se injetado proximo a tecido 0sseo pode induzir formacéo ¢ssea (COCHRAN &
WOZNEY, 1999).

Em relacdo a quantidade de contato direto osso/implante em microscopia de
luz, no presente estudo, foi observado aos trés meses 16,96 + 17,77% de contato no
grupo controle, 18,07 + 13,52% no grupo das proteinas derivadas da matriz do esmalte,
24,42 + 19,88% no grupo com membrana reabsorvivel e 36,11 +17,53% no grupo com
a associagdo. Resultados semelhantes aos observados por MELLONIG et al. (1998)
HOCKRES ef al. (1999), ¢ KOHAL ef ai (1999) ac utilizarem membranas
reabsorviveis.

MELLONIG ef al (1998) observaram uma porcentagem de contato

ossofimplante de 246 + 4,5% no grupo tratado com membrana reabsorvivel de
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copolimero lactico e glicolico, e de 42 + 35,1% no grupo controle; HOCKRES et al.
{1998) uma porcentagem de 17.3 + 12% no grupo tratado com membrana reabsorvivel
de colageno e 12,4 + 7,8% no grupo controle e KOHAL et al. (1999) encontraram 28,7
+ 15,1% no grupo tratado com membrana reabsorvivel de copolimero [actico e glicdlico
e 31,6 + 5,3% no grupo controle.

Ac avaliar os resultados obtidos nos estudos citados acima encontra-se uma
superioridade dos grupos tratados com membrana néo reabsorvivel, em relacado a
porcentagem de contato osso/implante. MELLONIG et al {1998) observaram uma
porcentagem de contato ossofimplante de 762 + 157% no grupo tratado com
membrana néc reabsorvivel de PTFE-e e KOHAL et al. (1999) encontraram 47,4 +
6,6%. Resultados semelhantes aos encontrados por HAMMERLE ef al. (1998) que
observaram 64 + 25% de contato osso/impiante apés utilizacdo de uma de PTFE-e.

Estas diferengcas podem ser decorrentes da rapida reabsorcdo destas
membranas, da falta de estabilidade e da presencga de reacgdes inflamatorias durante a
degradacéo das membranas reabsorviveis (SCHLIEPHAKE ef af., 2000). MELLONIG
et al. (1998) e KOHAL et al. (1998), uiilizando uma membrana reabsorvivel de um
copolimero lactico e glicdlico (RESOLUT®), semelhante a membrana utilizada no
presente estudo, observaram que a degradacé@o desta membrana iniciava-se apos 4 a
6 semanas da sua colocacdo estando completamente reabsorvida apos 8 semanas.
Segundo os autores, tempo este insuficiente para que ocorra a completa regeneragéo

6ssea. No presente estudo, pode-se observar a presenca da membrana em fase
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adiantada de degradacéo, apds trés meses de sua colocagdo, e, com um més de pds-
operatério, a membrana ja se apresentava em fase inicial de degradacéo.

Além do tempo o processo de degradacdo também pode influenciar na
regeneragio Ossea obtida. Neste aspecto, as membranas ndo reabsorviveis (PTFE-¢)
podem oferecer alguma vantagem, ja que este material & tido como inerte, ndo exigindo
resposta do organismo para sua reabsorgéo.

SCHLIEPHAKE et al. (2000) notaram um padrdo de regeneragcdc Ossea
semelhante entre membranas reabsorviveis de acido polilactico € membranas de
PTFE-e apods trés meses de cicatrizacdo. Porém, aos 6 meses, a regeneragdo ossea
obtida com as membranas reabsorviveis ndo pode ser observada, provavelmente
devido ac processo de degradacao destas membranas. Embora os autores n&c tenham
observado reacdo inflamatéria visivel proximo as membranas, com excecdo da
presenca de poucas células muitinucledas, estes acreditam que o processo de
degradacdo da membrana pode ter iniciado um processo de reabsorcaoc devido a uma
reducéo do pH logo abaixo da membrana.

Resposta semeihante foi observada por WARRER et al. {1994) aoc compararem
o uso de membranas reabsorviveis (RESOLUT®) e ndo reabsorviveis de PTFE-e em
defeitos periodontais tipo deiscéncia em cies. A avaliacdo histolégica, apés um més da
colocagdo das membranas, revelou formagéo 6ssea significativamente menor (0,2mm)
do que a observada aos trés meses (1,8mm), nos defeitos tratados com as barreiras de
PTFE-e, enguanto que nos defeitos que receberam as membranas reabsorviveis, a

formacgéo dssea foi significativamente menor aos trés meses (0,9mm) em comparacao
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ac que ocorreu apds um més (1,66mm). A possivel reagdo inflamatdria associada ao
processo de reabsorc&o do material pode ter interferido na formagéo Ossea aos trés
meses.

As membranas utilizadas no presente estudo também néo provocaram reacdes
inflamatérias visiveis e, provavelmente, o processo de reabsorgdo n&o influenciou
negativamente a formacdo 0ssea, uma vez que aos trés meses, a quantidade de novo
osso observada foi maior que no primeiro més. O processo de degradacdo destas
membranas se dé através da hidrolise dos copolimeros lactico e glicolico em acidos
iacticos e glicolico, que estdo presentes naturalmente no corpo humano e s&o
eliminados atraveés do ciclo de Krebs como dioxido de carbono e agua (MELLONIG et
al. 1998}

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significantes em relacdo aos parametros avaliados enire os grupos estudados, no
periodo de um mes de pods-operatério. Aos trés meses de pos-operatério, foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre o grupo tratado pela
éssociagéo das membranas reabsorviveis com as proteinas derivadas da matriz de
esmalte e o grupo controle. Estes resuitados indicam a necessidade de mais
investigacbes, histoldgicas e clinicas, para confirmar a utilizacdo das proteinas
derivadas da matriz do esmaite associada ou ndo com membranas, ¢omo oOpcao

{erapéutica no tratamento de defeitos 0sseos associados a implantes dentais.
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CONCLUSAQ

A avaliacéo histométrica do tratamento de defeitos dsseos peri-implantares, do
tipo deiscéncia, atraveés da utilizacdo de matriz derivada do esmaite associada ou ndo
a técnica de regeneracédo 0ssea guiada com membranas reabsorviveis, permite afirmar
que:

1. A associag&o das membranas reabsorviveis com as proteinas derivadas da matriz
do esmalte proporciona um major preenchimento &sseo das roscas do implante,
relativas ac defeito dsseo, quando comparada ac grupo controle, no periodo de 3
meses de pos-operatério. Entretanto, ndo proporciona uma maior guantidade de
contato entre 0sso e implante.

2. A utilizacao isolada das proteinas derivadas da matriz do esmalte e das membranas
reabsorviveis, nao proporcionam um maior preenchimento 6sseo das roscas do
implante e uma maior quantidade de contato enire osso e impiante, apds um e trés

meses de pods-operatorio.
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ANEXOS

As tabelas abaixoc demonstram as porcentagens médias de contato
osso/implante e drea de novo 0sso por rosca do implante, de cada lamina avaliada,

representativas de cada animal e as médias e desvio padréo de cada grupo.

Tab. 1 - Grupo PME 1 MES Tab. 2 — Grupo controle 1 MES
LAMINA INTEGR. AREA LAMINA INTEGR, AREA
1 0,96 32,44 8 0,00 34,20
3 12,85 52,32 10 2,87 37.47
4 0,77 13,74 11 0,00 2,22
5 62,28 79,00 12 14,69 66,93
8 11,33 38,51 13 5,36 19,14
7 1,98 34,91 14 0,38 44,46
MEDIA 15,03 41,82 MEDIA 3,88 34,07
D.P. 23,76 22,03 D.P. 5,70 22,08
Tab. 3 — Grupo ROG 1 MES Tab. 4 — Grupo PME + ROG 1 MES
LAMINA INTEGR. AREA LAMINA INTEGR. AREA
15 12,88 35,62 22 0,23 34,48
17 16,27 55,80 24 14,73 36,22
18 587 12,50 25 7,51 24,45
19 11,30 57,32 26 3,53 44 32
20 28,88 58,78 27 6,59 10,80
21 2.00 37,34 28 18,54 56,35
MEDIA 12,87 42,89 MEDIA 8,52 34,43
D.P. 9,35 18,08 D.P. 6,89 15,75
Tab. 5 — Grupo PME + ROG 3 MESES Tab. 6 — Grupo ROG 3 MESES
LAMINA  INTEGR. AREA LAMINA  INTEGR. AREA
29 35,46 63,84 36 10,87 2979
31 50,99 71.07 38 55,91 87,31
32 6,63 27,44 39 13,25 72,41
33 51,70 82,26 40 39,86 63,11
34 48,01 65,83 41 23,04 46,26
35 25,88 62,45 42 3,48 44 46
MEDIA 36,11 62,15 MEDIA 24.42 53,89
D.P. 17,63 18,47 D.P. 19,88 16,35
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Tab. 5~ Grupo PME 3 MESES

LAMINA INTEGR. AREA
43 25,58 63,74
45 25,73 62,03
46 27,02 64,01
47 1,37 47,75
48 28,71 80,87
49 0,00 34,87

MEDIA 18,07 55,55
D.P. 13,52 11,81

Tab. 5 — Grupo controle 3 MESES

LAMINA INTEGR. AREA
50 31,81 58,83
52 4411 66,82
53 0,00 0,00
54 6,51 39,09
55 17,33 40,04
56 200 16,93
MEDIA 16,96 36,95
D.P. 17,77 25,10
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