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Contribuicéo para o estudo da regeneragéo periodontal

l. INTRODUCAO

Periodontologia é a ciéncia que estuda os tecidos que envolvem os dentes e
as alteracdes que os afectam.

O periodonto define-se, funcional e anatomicamente, como o sistema de diferentes
tecidos que revestem e suportam o dente, compreendendo a gengiva, a mucosa
alveolar, o ligamento periodontal, o cemento radicular e o 0sso alveolar.

Esta especialidade da Medicina Dentaria, a Periodontologia, para além do
diagnéstico e do tratamento das doengas do periodonto, abrange igualmente
a manutengao da saude, da fungao e da estética das estruturas periodontais,
através da substituicdo dos dentes perdidos e suas estruturas de suporte,
recorrendo a colocacao de enxertos ou implantacdo de materiais naturais ou
sintéticos. A prevencéo da patologia periodontal assume hoje em dia uma
relevancia clinica inquestionavel, tanto no ambito da saude oral como no da
saude publica em geral. A relagdo, cada vez mais fundamentada, entre a
patologia periodontal e outras patologias como a doenga coronaria, a diabetes
ou o nascimento de prematuros de baixo peso, reforga a importancia da

Periodontologia no &mbito da Medicina Dentaria e da Medicina.

A doencga periodontal tem como etiologia primaria a acumulagédo de placa
bacteriana na margem gengival que, com determinadas condigbes, passa a
colonizar a superficie radicular. De acordo com o conceito mais actual de
patogénese, a doenga periodontal resulta de uma inter-relagdo complexa entre
a infecgao bacteriana e a resposta do hospedeiro, a qual € modificada por
diversos factores de risco. Para além dos factores genéticos que alteram, de
modo ainda ndo manipulavel, a susceptibilidade a doenca, destacamos o tabaco

e a diabetes como factores de risco adquiridos (Page et al. 1997).

A definicdo e a classificacdo das doencas que afectam o periodonto tém sido
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alvo da atengéo de clinicos, investigadores, estatisticos e epidemiologistas. A
medida que os conhecimentos sobre patogénese tém evoluido, as diferentes
classificagbes da patologia periodontal foram-se revelando insuficientes e
inadequadas. Com o objectivo de corrigir as classificagdes existentes e
uniformizar os critérios de nomenclatura, realizou-se em 1999 o “International
Workshop for a Classification of Periodontal Diseases and Conditions”. Das
suas conclusdes, surgiu uma nova classificagao, a qual apesar de ter algumas
insuficiéncias, devera ser considerada como a mais actualizada e
internacionalmente aceite. Nesta classificacdo, as doengas que afectam o
periodonto dividem-se em sete grupos gerais: gengivite, periodontite crénica,
periodontite agressiva, periodontite como manifestacao de doenca sistémica,
doenca periodontal necrosante, abcesso periodontal e periodontite associada
a lesdo endodéntica (Armitage 1999). Contudo, numa abordagem mais geral,
nao clinica, poderemos dividir as doencas periodontais induzidas por placa
bacteriana em dois grandes grupos: as gengivites e as periodontites.

A gengivite € uma entidade patoldgica na qual se verifica a presenga de
inflamagao nas estruturas superficiais do periodonto, sem haver perda de tecido
de suporte. Na maior parte dos casos, a lesao é reversivel apds o controlo dos
agentes etioldgicos. De facto, o tecido gengival possui a capacidade de
regenerar a sua forma e fungao originais, depois de sofrer lesdes inflamatérias
ou traumaticas.

O termo periodontite designa as situagdes patoldgicas em que a inflamagéo se
estende aos tecidos periodontais mais profundos, afectando o ligamento
periodontal, o cemento radicular e 0 osso alveolar. Caracteriza-se pela formagao
de bolsas periodontais. Estas resultam da migracao do epitélio juncional ao longo
da raiz, da perda da inserc¢éo do ligamento periodontal e da reabsor¢ao do osso
alveolar. Ao contrario do que se verifica na gengivite, apds a remogao dos agentes
etiolégicos, a regeneragéo ad integrum das estruturas periodontais afectadas

nao ocorre espontaneamente, nem de uma forma clinicamente previsivel.
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Os dados epidemioldgicos existentes sobre as doengas periodontais, de um
modo geral, estdo desactualizados, sdo pouco rigorosos ou mesmo
inexistentes. Uma das razdes para tal situagcao, centra-se na falta de
uniformizacgdo dos indices utilizados. Por outro lado, a existéncia, no passado,
de varias classificagdes assim como a auséncia de critérios precisos que
definam as diferentes patologias periodontais, dificultam a anélise e
comparacgao dos diversos estudos.

A Academia Americana de Periodontologia (AAP) publicou em 1996 um
“Position Paper” sobre a epidemiologia das doengas periodontais na populagéo
dos Estados Unidos da América. Segundo este documento, a gengivite é muito
comum nas idades jovens, apresentando uma prevaléncia entre os 40% e os
60% na populacao escolar, diminuindo a sua frequéncia com a idade. As formas
ligeira e moderada de periodontite afectam a maioria dos adultos, se bem que
s6 5% a 20% da populagéo seja afectada por periodontite crénica grave
generalizada. As formas mais graves de periodontite parecem ser mais
frequentes nos adolescentes e nos adultos jovens, sendo rara nos idosos.
Neste tipo de avaliagado, os dados de prevaléncia devem sempre ser reportados
a um grupo etario e acompanhados da definigdo da doenga, para cada caso.
Exemplificando: se a periodontite for definida como a perda de insergéo clinica
de 2 ou mais milimetros em pelo menos um local, aproximadamente 80% dos
adultos estarao afectados, sendo a prevaléncia superior a 90% para o coorte
de 55-64 anos. Se, ao alterarmos os critérios, e a periodontite for definida
como a perda de insergao clinica de 7 ou mais milimetros, a prevaléncia desce

abaixo dos 10% para o mesmo grupo etario.

Estudos efectuados noutras populagdes, tanto em paises industrializados como
em paises menos desenvolvidos, obtiveram valores de prevaléncia da
periodontite e da gengivite da mesma ordem de grandeza que os referentes a

populacao americana (L6e et al. 1986, Burt 1991, Papapanou e Tonetti, 2000).
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Como nao existem dados disponiveis sobre a prevaléncia de doencas
periodontais na populagao portuguesa, talvez possamos fazer uma
transposi¢ao dos dados provenientes da populacéo espanhola e ter uma ideia
do que se passa em Portugal. De acordo com os dados da ultima “Enquesta
de Salud Oral en Espafia” realizada em 2000, a percentagem de individuos
que nao apresenta qualquer sinal de doenca oral é de 55% para a coorte de
15 anos, de 19% para os adultos jovens (35-44 anos) e de 8,7% para a coorte
de 65-74 anos. Relativamente a patologia periodontal, verifica-se que a
percentagem de individuos com indicag&o para destartarizacdo ou polimento
é de 28,2% na coorte de 15 anos. No grupo de 35-44 anos, as bolsas
periodontais (moderadas ou profundas) estdo presentes em 25,6% dos
individuos, enquanto que a prevaléncia da doenga periodontal grave é de 4,2%
(Bravo et al. 2003).

Podemos entdo, de um modo sumario, afirmar que as formas mais graves de
doenca periodontal sdo mais frequentes na idade adulta, embora afecte um
numero relativamente pequeno de individuos. Ja as suas formas ligeiras,

nomeadamente a gengivite, sdo mais frequentes nos individuos jovens.

O objectivo principal do tratamento da doencga periodontal é cessar a perda do
suporte dentario e sempre que possivel, inverter o processo patoldgico,
regenerando os tecidos destruidos. Tendo por base este objectivo, a terapia
inicial consiste na redugéo ou eliminagéo da placa bacteriana, factor etiolégico
primario, e na prevengao do seu reaparecimento. A instrugdo de métodos de
higiene oral e a motivagao do doente sao premissas fundamentais no sucesso
do tratamento. A destartarizagao e o alisamento radicular removem, de modo
ndo cirurgico, a placa bacteriana e os calculos dentarios, localizados nas areas
supra e infragengivais. No entanto, quando a placa bacteriana se localiza em
bolsas periodontais profundas, de complexa morfologia, com areas infra-6sseas

e envolvimento da furca de dentes multiradiculares, estes métodos revelam-
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se insuficientes, mantendo-se alguns defeitos periodontais, sob a forma de
bolsas periodontais residuais.

Quando as bolsas periodontais s&o pouco profundas, a sua presenca nao se
traduz, de uma forma geral, na progressao da doenga, principalmente se ndo
forem acompanhadas por sinais inflamatoérios evidentes. A profundidade
reduzida das bolsas periodontais limita o risco de re-infecgédo local. Pelo
contrario, a existéncia de bolsas profundas em pacientes tratados é um
indicador de risco de progressao da doencga (Armitage 1996, Renvert e Persson
2002). Deste modo, quando persistem bolsas profundas apds a fase higiénica
do tratamento, € necessario intervir cirurgicamente, quer para as eliminar ou
para tentar recuperar o tecido de suporte perdido, e assim optimizar o
prognostico da situagéo clinica periodontal.

Ha mais de um século que os tratamentos cirurgicos tém sido utilizados na
abordagem das bolsas periodontais profundas. De inicio, as técnicas de cirurgia
periodontal eram essencialmente ressectivas (ex: gengivectomia/
gengivoplastia, cirurgias de retalho mucogengivais, osteotomia/osteoplastia,
amputacgao radicular, hemisec¢ao dentéria, odontoplastia), tendo por objectivo
a eliminacdo das bolsas, através da remodelagdo das margens gengivais e
6sseas (AAP, Position paper 2001b). Estas atitudes terapéuticas visavam a
criagdo cirurgica de uma nova arquitectura periodontal, permitindo um controlo
eficaz da placa bacteriana, e assim suster a progressédo da doenca. Estudos
clinicos a longo prazo demonstraram que o tratamento periodontal com cirurgia
ressectiva, se associado a uma terapéutica de manutencao regular, mantinha
a saude periodontal dos doentes tratados durante um periodo de cinco ou
mesmo catorze anos (Lindhe e Nyman 1984, Lindhe et al. 1984, Ramfjord et
al. 1987). No entanto, estas técnicas ressectivas contradizem o objectivo final
de qualquer terapéutica moderna: a reposicdo completa dos tecidos perdidos
durante o processo patolégico.

A avaliagéao histoldgica dos tratamentos periodontais, cirurgicos ou néo, tanto
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no modelo animal (Caton e Nyman 1980, Caton et al. 1980), como no humano
(Caton e Zander 1976, Listgarten e Rosenberg 1979, Steiner et al. 1981, Bowers
et al. 1989a), demonstrou que os tecidos periodontais mais profundos nao
tém grande capacidade regenerativa, uma vez que a cicatrizagao era
predominantemente reparativa. A maior parte da superficie radicular tratada
apresentava-se colonizada por células epiteliais, apesar de, em alguns casos
e numa extensao limitada da zona mais profunda da lesao, se verificar a
formacgé&o de novo cemento radicular, de novas fibras do ligamento periodontal
e de novo osso alveolar. Esta forma de cicatrizagao deve-se ao facto da taxa
de proliferagdo dos tecidos epitelial e conjuntivo gengivais ser muito superior
a do ligamento periodontal e do osso alveolar. Acresce-se ainda o facto do
epitélio oral nos mamiferos adultos ndo promover a formagao de cemento,
nem de ligamento periodontal, como acontece com o epitélio odontogénico

durante o desenvolvimento do periodonto.

Por defini¢cdo, a regeneracdo é a reconstituicdo ou reproducdo de uma parte
perdida ou lesada de um tecido ou érgao, restaurando por completo a sua forma
e funcdo. Geralmente, no periodonto, a cicatrizacao de uma lesao que envolve
uma perda substancial de tecido faz-se por reparagéo e nao por regeneragéo.

O sistema de suporte dos dentes engloba diversos tipos de tecidos, com origem
embrionéria diferente. A sua regeneragdo é particularmente complexa uma
vez que esses tecidos tém que ser integrados conjuntamente numa unidade
funcional (Oringer, 2002). De acordo com o glossario de termos periodontais,
publicado pela Academia Americana de Periodontologia em 2001, a
regeneracao periodontal define-se histologicamente como a formacao de
novo cemento, ligamento periodontal, osso alveolar e gengiva, numa superficie
radicular previamente exposta a placa bacteriana. Este conceito tem sido muitas
vezes confundido com “nova ades&o” (new-attachment) que, segundo o

glossario referido, se define como uma adesao epitelial e/ou adaptagéo ou
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adeséo de tecido conjuntivo com a superficie radicular, a qual foi privada do
seu sistema de suporte, podendo ou nao incluir novo cemento e novo 0sso.
Como se depreende, a nova adesao tanto pode ser regenerativa como pode
ser reparativa. Um outro conceito igualmente confundido com regeneragéo
periodontal é a “re-insercdo” (reattachment). Este ultimo define-se como a
reunido dos tecidos epitelial e conjuntivo com a superficie radicular, a qual
apresenta fibras do ligamento periodontal ainda preservadas, pelo que néo
abrange a cicatrizagdo que acontece na superficie radicular afectada
directamente por placa bacteriana.

Para além destes termos, a cicatrizagéo periodontal ja tem sido descrita como
“adesao de colagénio” (Stahl et al. 1972), “nova adeséo” (Crigger et al. 1978)
e “reparacao de tecido conjuntivo” (Wikesjo e Nilvéus 1991). Caton e Greenstein
(1993) referem ainda o termo de “regeneracao parcial” quando sé parte dos
tecidos foi regenerado durante o processo cicatricial: formagéo de novo cemento
com novas fibras de adesao a superficie radicular, mas sem formagéo de novo
osso alveolar, ou entdo o preenchimento de uma leséo infra-6ssea por novo
0sso0 mas sem restabelecimento das fibras de Sharpey, por interposi¢cdo de um
epitélio juncional longo. Mais recentemente, alguns autores (Heijl 1997) utilizaram
a designacao de “verdadeira regeneragéo periodontal”, definindo-a como a
cicatrizagao apds tratamento periodontal que resulta na regeneragéo dos tecidos
de suporte perdidos, incluindo novo epitélio juncional, novo cemento acelular
aderido a superficie radicular, novo ligamento periodontal com fibras de colagénio
funcionais, correctamente orientadas e inseridas tanto no novo cemento como
No novo 0sso alveolar, o que corresponde aos critérios necessarios para a restitutio
ad integrum do periodonto.

As diferentes designagodes reflectem as adaptagdes que se tornaram
necessarias, a medida que os critérios de regeneragao periodontal foram
evoluindo. Inicialmente, os critérios tinham um caracter essencialmente clinico,

mas, actualmente, a avaliacado histologica é fundamental (Garrett 1996).
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Nos estudos clinicos de regeneracao periodontal, entre outros, a avaliagao
dos resultados baseia-se em parametros clinicos de referéncia: o nivel de
insercdo clinica (em terminologia anglo-saxonica, clinical attachment level -
CAL), a profundidade de sondagem (probing depth - PD), a recessao gengival
(gingival recession - RE) e a imagem radiol6gica dos espagos interproximais.
Com base nesses parametros, conclui-se que ocorreu regeneracgéo periodontal
quando se verifica pelo menos duas das seguintes situagées: a) aumento de
insergéo clinica; b) diminui¢do da profundidade de sondagem, associada a
uma maior ou menor recessao gengival, e ¢) reducéo da radiotransparéncia
na area da lesdo. No entanto, temos de ter em conta as limitages inerentes a
estes parametros.

A diminuig&o da profundidade de sondagem (PD) nem sempre é sinbnimo de
regeneracao periodontal. Tal diminui¢do pode resultar da maior dificuldade da
sonda periodontal em penetrar na bolsa periodontal por ter havido uma melhoria
substancial do estado inflamatério dos tecidos, e/ou por se ter colocado um
material de substituicido éssea no defeito, e/ou por se ter formado novo 0sso
alveolar, muito embora possa ter havido interposi¢ao de tecido epitelial entre
este e a superficie radicular.

O nivel de insercgéao clinica (CAL), usando um ponto de referéncia fixo, como
por exemplo a jungdo amelo-cementaria, € unanimemente aceite como o
principal pardmetro clinico para avaliar o sucesso da cirurgia regenerativa. No
entanto, este parametro pode ndo medir rigorosamente o nivel da insergcéao
coronal do novo tecido conjuntivo, uma vez que, como para a profundidade de
sondagem, depende da introdu¢do da sonda periodontal no sulco gengival.
Alteragbes na altura e na densidade 6sseas s&o geralmente avaliadas por
comparacao de radiografias pré e pés-operatérias, quando estas sao obtidas
por métodos estandardizados e reprodutiveis. Recentemente, recorrendo a
radiografia digital directa, é possivel quantificar tais alteracées de modo mais

preciso utilizando técnicas de subtraccdo de imagens sobreponiveis. No
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entanto, o aumento de radiopacidade na imagem radiolégica pds-operatéria
nao &, por si s6, sinbnimo de regeneracgéo, pois pode traduzir exclusivamente
a radiopacidade do material de substituicdo 6ssea utilizado ou, entao, reflectir
a regeneracgao de um unico componente periodontal, o 0sso alveolar.

Alguns estudos de investigacao avaliam o preenchimento 6sseo recorrendo a
observacgao directa do tecido regenerado através de uma cirurgia de re-entrada,
efectuada pelo menos seis meses apds a cirurgia regenerativa. Esta atitude
implica um segundo procedimento cirdrgico sobre a mesma area, contribuindo
para a diminuigcdo dos parametros clinicos obtidos previamente. Para além do
mais, a visualizac¢do clinica do tecido 6sseo regenerado, embora permita uma
boa avaliacdo da remodelacao éssea, ndo permite a identificagcao de outros tecidos
presentes, nomeadamente o ligamento periodontal e o cemento radicular.

De facto, a analise histologica é o unico método fidvel de avalia¢do dos tecidos
presentes apds a cicatrizagao. Através de bidpsias, pode-se classificar
objectivamente os tecidos periodontais regenerados, permitindo concluir se
os paradmetros clinicos traduzem ou n&o regeneragdo. A bidpsia deve
demonstrar que a técnica regenerativa em estudo resultou na formagéo de
novo cemento, de novo 0sso e de novo ligamento periodontal, coronalmente
ao entalhe radicular efectuado no ponto mais apical dos calculos infragengivais
(AAP, Consensus Report 1996). No entanto, por razdes éticas e deontoldgicas,
a andlise histolégica ndo pode ser generalizada a todos os estudos clinicos em
humanos, uma vez que obriga a remogéo em bloco dos tecidos regenerados.
Por outro lado, a transposi¢cdo para o homem dos resultados histolégicos de
modelos animais, tanto em primatas ndo humanos como em caes, nao pode ser
efectuada directamente, na medida em que ha uma série de factores que sao
exclusivos ao homem, nomeadamente o tempo de cicatrizagao.

Actualmente, e segundo os principios da medicina baseada na evidéncia, a
avaliagdo da capacidade de regeneragdo periodontal de uma determinada

técnica, para além da analise histolégica de bidpsias humanas dos tecidos
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regenerados, deve ter em conta os resultados de estudos clinicos aleatérios
controlados. Estes estudos clinicos deverdo ter objectivos bem definidos e
metodologia adequada, para avaliar com rigor os beneficios e os riscos da
técnica em estudo. Deste modo, sera possivel a sua inclusdo nas revisdes
sistematicas da literatura efectuadas sobre essa técnica e assim determinar a

sua relevancia e previsibilidade clinicas.

O melhor conhecimento da etiologia e da patogénese das doencgas
periodontais e da resposta dos tecidos aos procedimentos cirurgicos, conduziu
a grandes progressos na terapéutica periodontal, particularmente no campo
da regeneragéo periodontal. Baseadas nos diferentes aspectos do processo
de cicatrizagdo periodontal, tém sido desenvolvidas varias técnicas cirdrgicas
cujo objectivo é reconstruir as estruturas periodontais perdidas durante o
processo patoldgico.

De um modo geral, as técnicas regenerativas utilizadas actualmente podem ser
incluidas em dois grupos: - técnicas de fundamento mecéanico, como a aplicagao
de membranas semi-permeaveis ou o preenchimento da lesdo por enxertos,
geralmente de tecido 6sseo ou seu derivado; - técnicas de fundamento bioldgico,
como a aplicacdo de factores de crescimento, de proteinas de adesao, de
proteinas da matriz extracelular, de células vivas e a terapia genética.

Todas estas técnicas, utilizadas isoladamente ou em combinacéo baseiam-se
num conceito bioldgicamente aceite. Contudo, nem todas preenchem os
requisitos acima referidos (AAP, Consensus Report 1996), nomeadamente a
comprovagdo por estudos clinicos controlados aleatérios e estudos com
avaliagado histoldgica, preferencialmente de humanos. Apesar de algumas
técnicas terem demonstrado capacidade regenerativa, esta € geralmente
parcial. Actualmente, ainda nao foi possivel obter, de um modo constante e
previsivel, a regeneracgao clinica ad integrum dos tecidos periodontais.

Estamos convictos que, no futuro, recorrendo as técnicas mais recentes de
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engenharia tecidular e tendo por base a biomimética, ciéncia de reconstrugcao
de tecidos ou 6rgaos por imitagdo dos processos naturais, na expectativa de
regeneracao (Lynch et al. 1999), a terapéutica periodontal verd os seus

objectivos mais exigentes plenamente concretizados.

O trabalho por nés efectuado € composto por trés partes:

- A primeira parte (Capitulo Il) tem por objectivo fazer um ponto da situagéo
sobre as diferentes técnicas de regeneracao periodontal, referindo os mais
relevantes trabalhos publicados sobre cada uma delas e as respectivas
revisdes sistematicas da literatura, quando existentes.

- Na segunda parte (Capitulo Ill), revemos com particular pormenor a
regeneracao periodontal com um derivado das proteinas da matriz do esmalte,
focando tanto os estudos experimentais como os estudos clinicos.

- Na terceira parte, depois de uma revisado sobre a utilizagado do rato como
modelo experimental em Periodontologia (Capitulo IV), apresentamos um
trabalho experimental em modelo animal, composto por dois estudos
realizados no rato (Capitulo V). O primeiro caracteriza a les&o periodontal
desenvolvida segundo dois procedimentos de colocagéo do fio de sutura em
torno do colo dos dentes molares. o segundo estuda a influéncia de um
derivado das proteinas da matriz do esmalte na cicratizagdo do epitélio
gengival, de uma lesdo periodontal criada de acordo com os resultados do
primeiro estudo. Deste modo, damos o nosso contributo pessoal para o melhor
conhecimento dos processos cicatriciais subjacentes a regeneragao

periodontal.
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" TECNICAS DE REGENERA(}AO PERIODONTAL.
Revisao da literatura

Ap6s a longa introducdo e para melhor compreensdo do assunto desta
dissertagdo, entendemos dever proceder a revisao das diferentes técnicas de
regeneragao periodontal, referindo os mais relevantes trabalhos publicados sobre
cada uma delas e, quando existentes, as respectivas revisdes sistematicas da
literatura. Desenvolveremos em seguida a regeneragéo guiada de tecidos, os
enxertos 60sseos e materiais de substituicdo, a biomodificagao da raiz, a

engenharia tecidular com células vivas e, por ultimo, a terapéutica genética.

a. REGENERACAO GUIADA DE TECIDOS

A regeneracgao guiada dos tecidos periodontais continua a ser um tema actual
em Periodontologia, embora tenha sido introduzido pela primeira vez na
literatura ha cerca de 30 anos por Melcher (1976), ao sugerir que, apds a
cirurgia periodontal, é o tipo de células que recoloniza a superficie radicular
que determina a natureza da adesao periodontal resultante. Esta ideia estimulou
inumeros investigadores a desenvolverem uma série de estudos em animais,
procurando identificar as células periodontais com potencial regenerativo.

O estudo realizado por Karring e colaboradores (1980) mostrou que o 0sso
alveolar nao tinha capacidade para formar nova adesao conjuntiva sobre uma
superficie radicular sem ligamento periodontal. As areas radiculares
previamente expostas a doenga periodontal e sujeitas a raspagem e alisamento
radicular, quando reimplantadas no osso alveolar, sofreram anquilose e
reabsorgao radicular. Pelo contrario, na superficie radicular mais apical, com
o ligamento periodontal parcialmente preservado, restabeleceu-se um novo

ligamento periodontal com as paredes 6sseas do alvéolo criado cirurgicamente.
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Um outro estudo (Nyman et al. 1980) pds em evidéncia que o tecido conjuntivo
gengival também n&o tinha a capacidade de produzir uma nova adesao
conjuntiva: apds a implantagado sob o retalho mucoperidstico, a superficie
radicular em contacto com o tecido conjuntivo gengival demonstrou a formagéo
de um tecido conjuntivo com fibras paralelas a superficie, sem insercdo na
raiz, para além de areas extensas de reabsor¢ao radicular. Um segundo estudo
de Karring e colaboradores (1985) evidenciou que o ligamento periodontal
tinha a capacidade de formar uma nova adesdo conjuntiva, mas que a
proliferacao epitelial sobre a superficie radicular impedia tal formagéo,
reiterando as observagdes do estudo de Caton e colaboradores (1980). A
confirmacgao da existéncia no ligamento periodontal de células com capacidade
de formar uma nova adesao foi obtida alguns anos mais tarde, com a introdugéo
dos implantes dentérios (Buser et al. 1990, Warrer et al. 1993).

Baseada nas teorias bioldgicas dos dominios celulares e na recolonizagéo do
coagulo por células especificas, desenvolveu-se uma nova estratégia de
regeneracao periodontal: a regeneracdo guiada de tecidos (guided tissues
regeneration - GTR). A colocagdo de uma barreira
fisica entre o tecido conjuntivo do retalho periodontal
e a superficie radicular afectada impediria a migragéo
apical das células do epitélio gengival e do tecido
conjuntivo ao longo da superficie radicular, facilitando
a recolonizagao do local pelas células 6sseas e do
ligamento periodontal, estas ultimas com maior capa-
cidade de regenerar os tecidos periodontais (Fig. 2.1).
Os estudos em animais, realizados por Nyman e

colaboradores (1982a) e por Gottlow e colaboradores

' Figura 2.1 — Regeneragao guiada de tecidos (GTR).
\‘* (1) membrana semi-permeavel
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(1984), confirmaram ser o ligamento periodontal o tecido que contem as células
progenitoras necessarias para a formagdo de o0sso, cemento e ligamento
periodontal. Neste ultimo estudo, uma lesédo periodontal crénica, criada
experimentalmente num primata ndo humano, foi tratada através da raspagem
e alisamento radicular, ressecgao da coroa e colocagdo de uma membrana
totalmente submersa sob o retalho. Ao fim de trés meses, nas superficies
teste, tinha-se formado uma nova adesao conjuntiva, algumas delas
apresentando o recobrimento total da superficie radicular por novo cemento
radicular com fibras colagénicas nele inseridas. A formagédo de novo osso
alveolar ndo era muito significativa, mas estava presente em quase todas as
superficies teste, ndo havendo contudo uma relacdo com a quantidade de
novo cemento. Como nao foi observada nem reabsorgao externa radicular
nem anquilose, apesar do tecido de granulagcdo proveniente do osso entrar
em contacto com a superficie radicular, os autores sugeriram que a velocidade
de migracdo das células do ligamento periodontal era pelo menos igual ou
mesmo superior as do 0sso alveolar. Concluiram entao, que a colocagao de
uma barreira fisica semi-permeavel entre o retalho mucoperiéstico e a superficie
radicular favorecia a colonizagéo da superficie radicular adjacente por células
provenientes do ligamento periodontal e do osso alveolar.

Estes resultados foram posteriormente confirmados em inumeros estudos em
animais que abordavam os varios tipos de lesdes periodontais: supra-alveolares
(Aukhil et al. 1986, Caffesse et al. 1988b, Claffey et al. 1989), de furca (Caffesse
etal. 1990a, Pontoriero et al. 1992) e recessbes (Gottlow et al. 1990). A posicao
de colocagdo da membrana parecia determinar a quantidade de tecido
regenerado, ja que o ligamento periodontal regenerado nunca excedia o nivel
coronal da membrana. Recorrendo a um modelo experimental, Haney e
colaboradores (1993) definiram as bases bioldgicas para a cirurgia
reconstructiva com membranas: - a reparagdo conjuntiva depende da

estabilidade da ferida; - a regeneragcado 6ssea depende do espago
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disponibilizado; - a exclusao do tecido conjuntivo gengival da superficie radicular
impede a reabsorg¢ao radicular; - a regeneragao guiada dos tecidos pode nao
envolver a regeneragdo do cemento; - o recobrimento completo e duradouro
da membrana é essencial para a completa regeneragdo dos tecidos
periodontais.

A primeira aplicacdo de GTR em humanos foi publicada por Nyman e
colaboradores (1982b), tendo sido seguida por uma série de outras publicagcdes
(Gottlow et al. 1986, Becker et al. 1988, Caffesse et al. 1990b, Handelsman et
al. 1991) em que o sucesso da regeneragdo foi avaliado clinicamente através
do aumento do nivel de insergao clinica (CAL), da diminui¢do da profundidade
de sondagem (PD) e do aumento do nivel 6sseo. Para além do tratamento de
defeitos infra-0sseos, esta técnica regenerativa mostrou ser uma alternativa
interessante na recuperacgao de lesdes de furca, as quais, na terapéutica
periodontal convencional, envolviam procedimentos complicados como
tratamentos endodénticos, separacdo ou amputacao radicular e restauragdes
protéticas (Pontoriero et al. 1988, Pontoriero et al. 1989). Foram igualmente
realizados estudos a longo prazo, provando que os tecido regenerados segundo
esta técnica podiam ser mantidos durante alguns anos (Gottlow et al. 1992,
Machtei et al. 1996), demonstrando uma susceptibilidade a progressao da
doenca periodontal comparavel aos locais tratados por raspagem e alisamento
radicular (Cortellini et al. 1996).

Diversos estudos apresentaram imagens histolégicas que comprovavam a
regeneracao dos diferentes tecidos periodontais apés a utilizacdo de GTR
em diversos tipos de lesbes periodontais (Nyman et al. 1982b, Gottlow et al.
1986, Becker et al. 1987, Stahl et al. 1990, Cortellini et al. 1993).

Apébs o entusiasmo inicial, verificou-se que os bons resultados obtidos nos
estudos de referéncia, eram muito variaveis e dificilmente reproduziveis na
pratica clinica diaria (Pontoriero e Lindhe 1995, Bratthall et al. 1998). Esta

variabilidade depende de varios factores, quer associados ao paciente,
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designadamente o tabaco, a higiene oral e a infecgdo periodontal residual,
quer associados a anatomia dos defeitos periodontais, nomeadamente a
profundidade do componente intra-6sseo, a angulagao e o numero de paredes
0sseas, quer associados a técnica cirurgica utilizada (Cortellini e Tonetti 2000).
De facto, uma das complicacdes clinicas mais frequentes da técnica de GTR
€ a exposigao e consequente infeccdo da membrana. Comprovadamente, tais
factos limitam o sucesso da terapéutica, tanto no ganho de inser¢gao, como na
reducédo da profundidade de sondagem (De Sanctis et al. 1996a, b). Para
obviar estas ocorréncias, foram desenvolvidas algumas técnicas cirurgicas
com o objectivo de facilitar o encerramento primario do retalho sem tensao,
diminuindo o risco de exposi¢ao da membrana: a técnica de manutengao
tecidular interproximal apresentada por Murphy em 1996; a técnica de
preservagao de papilas (Takei et al. 1985) e as suas variantes modificada e
simplificada apresentadas por Cortellini e colaboradores (1995; 1999; 2001).
Este ultimo grupo de autores recomendam a utilizagdo do microscopio cirurgico
durante a execugao da técnica de GTR, tendo verificado que a ampliagcao e
melhor iluminag¢do do campo cirdrgico permitiam uma manipula¢do mais precisa
e menos traumatica dos tecidos interproximais, melhorando o seu encerramento
primario, aumentando assim os resultados de ganho de insercao clinica
(Cortellini e Tonetti 2001).

Perante o grande numero de estudos clinicos referentes ao tratamento dos
defeitos periodontais infra-6sseos e de furca, optamos por fazer uma breve
apresentacao, para cada lesdo, dos artigos de revisdo publicados mais
recentemente. Deste modo, pensamos estabelecer linhas de orientagado que

ajudem a decidir entre as varias técnicas de regeneragao periodontal.
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a.1. Tratamento de defeitos infra-6sseos

Cortellini e Tonetti (2000) efectuaram uma revisao da literatura sobre o
tratamento de defeitos infra-6sseos por regeneracdo guiada de tecidos,
publicada até 1998. Referem 35 estudos clinicos com o tratamento de 943
defeitos, quer com membranas nao-reabsorviveis (politetrafluoroetileno
expandido - e-PTFE), quer com membranas reabsorviveis (colagénio,
copolimero de &cido polilactico (PLA) e de acido poliglicdlico (APG)). A média
ponderada ao fim de um ano dos resultados de todos os estudos clinicos
indicou um ganho de nivel de insergao clinica de 3,86%x1,69 mm e uma
profundidade de sondagem residual de 3,35+1,19 mm. O ganho de inser¢ao
clinica foi muito semelhante entre as membranas nao-reabsorviveis (351
defeitos em 20 estudos) e as membranas reabsorviveis (592 defeitos em 17
estudos): 3,7£1,8 mm e 3,6+1,5 mm, respectivamente. Onze estudos clinicos
eram aleatdrios controlados (randomized controlled trials - RCT) e comparavam
a GTR (e-PTFE, colagénio e copolimero) a cirurgia de retalho (open flap
debridement - OFD). A excepgéo de um, todos os estudos demonstravam que
a GTR resultava num ganho estatisticamente significativo de insercao clinica

comparativamente a cirurgia de retalho (Quadro 2.1).

N° defeitos 243 213
Ganho de CAL mm 34+18 1,8+14

Quadro 2.1 - Ganho no nivel de insergdo clinica (CAL) em mm (média + desvio padrédo), em
defeitos infra-6sseos tratados por GTR e por cirurgia de retalho (OFD) em 11 estudos clinicos
aleatérios e controlados (RCT).

Adaptado de Cortellini e Tonetti, 2000.

Estes resultados clinicos indicam claramente que ha um beneficio acrescido

na colocacao de uma membrana sobre um defeito infradsseo, durante a cirurgia
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periodontal. Para além da eficacia, também a previsibilidade da GTR foi
analisada com base em 17 estudos dos analisados inicialmente. Os autores
verificaram que s6 2,7% dos 651 casos tratados perderam insergéo ao fim de
12 meses; 11% dos casos obtiveram um ganho de inser¢ao clinica inferior a 2
mm. De facto a maioria dos casos resultaram num ganho significativo de
insercgao clinica: 24,8% obtiveram um ganho entre 2 e 3 mm; 41,3% entre 4 e
5 mm e 21,2% acima de 5 mm (Cortellini e Tonetti 2000). Estes dados

asseguram a previsibilidade da GTR no tratamento de defeitos infra-6sseos.

A primeira revisao sistematica da literatura sobre a utilizagdo da regeneragao
guiada de tecidos nos defeitos infra-6sseos foi efectuada por Murphy e
Gunsolley (2003). Dos artigos publicados até Janeiro de 2002, foram avaliados
44 estudos, dos quais 40 se referiam a ensaios clinicos aleatérios e controlados
(RCT). Alguns desses RCT comparavam a GTR, com membranas nao-
reabsorviveis e reabsorviveis, a cirurgia de retalho (OFD), enquanto outros
comparavam a GTR isoladamente a sua associagdo a materiais de
preenchimento ésseo, e outros ainda comparavam as membranas nao-
reabsorviveis as membranas reabsorviveis.

No tratamento de defeitos infra-6sseos, a regeneracdo guiada de tecidos
apresentou ganho de inserc¢ao clinica (CAL) e reducdo da profundidade de
sondagem (PD) significativamente superiores a cirurgia de retalho. Nao foram
encontradas diferengas significativas entre os diversos tipos de membranas
avaliadas (n&o reabsorviveis - e-PTFE; reabsorviveis - colagénio e derivadas
do acido lactico) (Quadro 2.2), embora os estudos que comparavam
directamente as membranas e-PTFE com as reabsorviveis tivessem
demonstrado melhores resultados no ganho de CAL para as ndo reabsorviveis.
Estas conclusdes confirmam os resultados da revisao efectuada por Cortellini
e Tonetti (2000).
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CAL n3 n12 n9
0,95+0,47 0,92+0,18 1,61+£0,25

PD n3 n 11 n9
1,06 £ 0,37 0,89+0,14 1,41 +£0,20

Quadro 2.2 - Diferengas em mm (média + desvio padrao), para o ganho de CAL e a redugéo de
PD, entre os diferentes tipos de membranas e a cirurgia de retalho, no tratamento de defeitos
infra-6sseos.

Abreviagbes: CAL = nivel de inser¢éo clinico; PD = profundidade de sondagem; n = numero de
estudos.

Adaptado de Murphy e Gunsolley, 2003.

A recessao gengival pés-operatéria, apesar de resultar ligeiramente superior
na GTR, nao foi significativamente diferente entre a GTR e a OFD. Alguns
estudos utilizaram técnicas diferenciadas de retalho na GTR, apresentando
uma diminuigéo da recessao gengival pos-operatéria, quando comparada com
o controlo OFD; no entanto, a amostra era pouco significativa. Tanto as
membranas de e-PTFE como as reabsorviveis resultaram em recessdes
gengivais ligeiras, nao havendo diferencas estatisticamente significativas entre
os dois tipos de membranas (Murphy e Gunsolley 2003).

Ainda segundo esta revisdo sistematica, a meta-anélise dos estudos
seleccionados para a comparacdo de membranas associadas a um material
de preenchimento (5 estudos com alo-enxerto desmineralizado (DFDBA), 1
estudo com xeno-enxerto (BPBM) e 1 estudo com hidroxiapatite (HA)) com
GTR isoladamente, no tratamento de defeitos infra-6sseos, n&o revelou
qualquer diferenga no ganho de insergéao clinica (7 estudos) e na redugéo da
profundidade de sondagem (6 estudos). A analise dos subgrupos de
membranas, reabsorviveis ou ndo, ndo mostrou diferencas significativas
(Murphy e Gunsolley, 2003).
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a.2. Tratamento de lesées de furca

O tratamento do envolvimento de furca por regenerac¢ao guiada de tecidos foi
objecto de varios estudos de revisao.

A revisao efectuada por Sanz e Giovannoli (2000) focou o tratamento de lesbes
de furca com GTR, de acordo com o tipo de furca e o tipo de membranas
utilizadas. Na avaliagdo do tratamento de furca de molares mandibulares de
classe Il com membranas n&o reabsorviveis, foram incluidos 4 estudos RCT,
que relatavam o tratamento de 52 defeitos. Os autores destacaram o estudo
de Pontoriero e colaboradores (1988) pelos resultados obtidos serem bastante
superiores aos outros trés, nomeadamente um ganho clinico de insergéo
horizontal de 4,1 mm com GTR versus 1,9 mm no grupo de controlo (OFD),
um ganho clinico de insergéo vertical de 4,1 mm com GTR versus 1,5 mm
com OFD e uma redugéao da profundidade de sondagem de 4,5 mm com GTR
versus 2,8 mm com OFD. Os restantes estudos mostraram resultados muito
menos significativos. Quando o tratamento tinha como objectivo o encerramento
completo da furca, os resultados foram muito limitados: em menos de metade
dos casos descritos este objectivo foi alcangado. De igual modo, a excepgéo
referiu-se ao estudo de Pontoriero e colaboradores (1988) que apresentou
67% de encerramento das furcas com GTR, enquanto que no grupo de controlo
56 9% das furcas resultaram no seu completo encerramento. Quando o objectivo
secundario era a transformagao de uma furca de classe Il em classe |, a GTR
com membranas ndo reabsorviveis mostrou-se pouco previsivel, com
resultados variando desde menos de 50% a quase 100% dos casos tratados
(Sanz e Giovannoli 2000).

Na revisdo de Sanz e Giovannoli (2000), também foram avaliados os estudos
que abordavam o tratamento de les6es de furca mandibulares de classe |l
mas com membranas reabsorviveis (colagénio e polimeros), comparativamente
a cirurgia de retalho (OFD). Os autores verificaram que os resultados clinicos

eram igualmente pouco significativos, embora as membranas de copolimero
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de 4cido lactico tenham apresentado resultados ligeiramente superiores: ganho
clinico de insergéo horizontal de 2,5 a 3,3 mm. Nao houve nenhum caso de
encerramento completo da furca e 50% a 75% das lesdes passaram de
classe Il para classe |.

No tratamento de furcas maxilares de classe Il com membranas néao
reabsorviveis, os 5 estudos analizados (relatando o tratamento de 54 defeitos),
demonstraram resultados clinicos ainda menos significativos: ganho de
insergéo clinica, tanto vertical como horizontal, de cerca de 1 mm e auséncia
de encerramento completo da furca, ndo havendo diferencas significativas
com o grupo de controlo.

Estes autores (Sanz e Giovannoli 2000) concluiram que a eficacia do tratamento
de furcas por GTR demonstrou ser muito variavel e imprevisivel. Contudo,
nas furcas de classe |l mandibulares, especialmente quando ha um componente
vertical importante com manutencao dos niveis 6sseos interproximais, a GTR
demonstrou ganhos significativos na insergéo clinica, tanto vertical como
horizontal. A variabilidade nos resultados dos diferentes estudos analisados
pode reflectir a influéncia de diversos factores inerentes a lesdo. No que se
refere ao tratamento das furcas maxilares de classe Il e das furcas de classe
lll, a regeneracgao tecidular guiada ndo demonstrou ser um tratamento de
escolha uma vez que raramente é obtido o0 encerramento ou a redugao da
amplitude do defeito.

A primeira revisao sistematica da literatura sobre a utilizagdo da regeneragéo
guiada de tecidos nas lesdes de furca foi efectuada por Jepsen e colaboradores
(2002). Foram analizados 16 ensaios clinicos aleatdrios e controlados
(RCT), publicados até Maio de 2001, em que foram utilizadas membranas
nao-reabsorviveis e reabsorviveis, comparativamente a cirurgia de retalho
(OFD). Desses estudos, 14 referiam-se a furcas de classe Il (5 sé mandibulares;
3 s6 maxilares; 6 mandibulares e maxilares) e dois estudos a furcas de classe

Il (1 maxilar e 1 mandibular). Devido ao numero limitado de estudos envolvidos
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na analise de cada parametro clinico, os autores nao efectuaram os testes
convencionais para correccao dos desvios em cada publicagao. Por outro lado,
devido a escassez e heterogeneidade do dados fornecidos nos estudos, ndo
foi possivel efectuar uma meta-analise que avaliaria se 0 encerramento da

furca resultava do tratamento.

4 4 4

N

PDh WMD mm 1,51* 1,05* 0,87
95% ClI 0,39 - 2,62 0,46 - 1,64 0,08 - 1,82
N 6 2 5

CAL WMD mm 1,77* 0,82* 0,62*
95% ClI 0,63 - 2,91 0,47 - 1,18 0,30 - 0,94
N 4 2 5

PDv WMD mm 1,16* 0,79* 0,92*
95% ClI 0,20 - 2,52 0,44 - 1,15 0,45 - 1,38

ENCERRAMENTO vest. 2em 10 0em 19

COMPLETO 1em 11 Mesial 1em 10 em
Distal 0em 10 Oem8

Quadro 2.3 - Diferencas na redugéo da profundidade horizontal da furca, no ganho do nivel de
insercéao clinica medido verticalmente e na redugéo de profundidade de sondagem vertical, entre
a GTR e a cirurgia de retalho, no tratamento de furcas de classe Il. Nimero de furcas em que foi
obtido o encerramento completo, comparado ao numero total de furcas em cada estudo.
Abreviagdes: PDh = profundidade de sondagem horizontal na furca, medida na re-entrada; CAL =
nivel de insergéo clinica; PDv = profundidade de sondagem vertical; n = nimero de estudos;
WMD = diferengas na média ponderada (weighted mean differences); Cl = Intervalo de confianga
(confidence interval); * diferenga estatisticamente significativa (p<0,01).

Adaptado de Jepsen e colaboradores, 2002.

Desta revisdo sistematica, destacamos as conclusdes com implicagdo na
pratica clinica do tratamento de furcas de classe Il (Quadro 2.3):
- o tratamento por GTR de furcas de classe Il, tanto maxilares como mandibulares,

melhora significativamente alguns dos parametros clinicos analisados: reduzem
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a profundidade de sondagem, vertical (PDv) e horizontal (PDh) e aumenta o
nivel de insergao clinica, medido vertical e horizontalmente;

- a cirurgia de retalho, pelo contrario, ndo apresenta altera¢cdes ou melhorias
nesses parametros;

- O encerramento completo das furcas de classe |l apds a colocagao de uma
membrana é muito imprevisivel: 0 a 66% com GTR (versus 0 a 10% com
OFD).

Quanto ao tratamento de furcas de classe lll, os dados revelaram-se tao
escassos, insuficientes e heterogéneos que nao possibilitaram a realizagcédo
de qualquer tipo de analise (Jepsen et al. 2002).

Uma outra revisao sistematica da literatura foi publicada mais recentemente
por Murphy e Gunsolley (2003): foram incluidos 26 estudos (24 estudos
referiam-se ao tratamento de furca de classe Il e 2 estudos ao tratamento de
furca de classe lll), dos quais 25 eram RCT, publicados até Janeiro de 2002.
Como ja referido, para além da comparagdo da GTR a OFD, esta reviséo
incluiu estudos que comparavam a GTR isoladamente com a GTR associada
a materiais de preenchimento ésseo e estudos comparativos entre membranas
ndo-reabsorviveis e membranas reabsorviveis.

Segundo esta revisao sistematica, o tratamento de furca de classe Il com
regeneracao guiada de tecidos resulta num ganho de insergéo clinica, quer
vertical (CALv) quer horizontal (CALh), e numa reducao da profundidade de
sondagem vertical (PDv) significativamente superiores a cirurgia de retalho
(Quadro 2.4), confirmando as conclusdes da revisdo sistematica apresentada
por Jepsen e colaboradores (2002).

Ainda de acordo com esta revisdo (Murphy e Gunsolley 2003), o tipo de membrana
demonstrou influéncia nos resultados: s6 as membranas de e-PTFE e poliméricas

aumentaram significativamente o ganho de insergao clinica vertical (Quadro 2.4).
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CALv n 2 n1 n1
0,10+ 0,60 2,50+ 0,85 1,39 £ 0,36

PDv n1 n1 n11
-0,04 £0,52 2,30+ 0,74 1,01 £0,31

CALh n1 dados n7
0,96 + 0,91 insuficientes 0,99 + 0,31

Quadro 2.4- Diferencas nas médias ponderadas (média + desvio padrdo), em mm, entre os
diferentes tipos de membranas e a cirurgia de retalho, no tratamento de furcas.

Abreviagbes: CALv = nivel de insergao clinica, medido verticalmente; PDv = profundidade de
sondagem vertical; CALh = nivel de insergéo clinica, medido horizontalmente na re-entrada;
n = namero de estudos.

Adaptado de Murphy e Gunsolley, 2003.

Ao contrario do que foi verificado no tratamento dos defeitos infra-6sseos, a
associagdo de uma membrana a um material de preenchimento 6sseo revelou
vantagens nos parametros clinicos analisados (CALv e PDv) comparativamente
a utilizagdo de uma membrana isoladamente. Estes resultados contrariam as
conclusdes de Sanz e Giovannoli (2000): com base nos ensaios clinicos
controlados disponiveis (5 estudos), estes autores verificaram que a maior
parte deles nao demonstrava um beneficio clinico significativo na associagao
de materiais de enxerto 6sseo a GTR frente a GTR isoladamente, e para
além disso, os resultados revelavam-se pouco previsiveis.

A analise dos subgrupos de membranas, demonstrou resultados mais
significativos para as membranas nao-reabsorviveis (Murphy e Gunsolley
2003). De igual modo, também estes resultados contrariam as conclusdes da
revisdo de Sanz e Giovannoli (2000) uma vez que, embora a diferenca nao
fosse muito significativa, as membranas reabsorviveis apresentavam resultados

clinicos ligeiramente superiores.
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Quanto aos resultados a longo prazo, a revisdo sistematica de Murphy e
Gunsolley (2003) ndo encontrou estudos que cumprissem os critérios de
inclusao pré-definidos, de avaliagao dos parametros clinicos 5 anos apés o
tratamento, pelo que os autores ndo puderam concluir se de facto a utilizagédo

de membranas aumentava o tempo de sobrevivéncia dos dentes tratados.

Concluimos assim que a regeneragédo guiada de tecidos é uma técnica
regenerativa bem documentada, tanto em estudos experimentais em animais
como em estudos clinicos e biépsias humanas, preenchendo os critérios
propostos pela Academia Americana de Periodontologia (Concensus Report
1996) para que um tratamento possa ser considerado como regenerativo.
Podemos afirmar que é uma técnica eficaz e previsivel no tratamento de defeitos
infra-6sseos e lesdes de furca mandibulares de classe Il. Quanto ao tratamento
de furcas maxilares de classe Il, os resultados com a GTR revelam-se variaveis

e o tratamento de furcas de classe Ill &€ imprevisivel.

b. ENXERTOS OSSEOS E MATERIAIS DE SUBSTITUIGAO

Uma outra abordagem na recuperagao do suporte periodontal é representada
pela regeneracao do tecido 6sseo alveolar a partir da colocagédo de varios
tipos de enxertos 6sseos nos defeitos infra-6sseos e de furca, durante a cirurgia
periodontal. A utilizagdo destes enxertos baseia-se no principio de que a
estimulagdo da regeneragdo 6ssea induz igualmente a formagéo de novo
cemento radicular com fibras colagénicas nele inseridas (Fig. 2.2).

Os enxertos 6sseos ou seus substitutos utilizados na regeneragéo 6ssea podem
ser subdivididos em quatro categorias.

Os enxertos de osso autégeno (auto-enxertos) representados por

fragmentos de tecido 6sseo provenientes do mesmo individuo. Nao apresentam
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Figura 2.2 — Enxerto ésseo ou de materiais de substituicdo (1).

pois problemas de histocompatibilidade nem riscos de
transmiss&o de doengas. Sao constituidos geralmente
por osso cortical ou medular, com um numero variavel
de células osteogénicas vivas que promovem a
cicatrizacdo Ossea por osteogénese e/ou
osteoconducao. Na regeneracgéo periodontal, dado que
0 volume necessario € minimo, praticamente s6 sao

utilizados os enxertos autdégenos de origem intra-oral,

nomeadamente de cristas edéntulas, de alvéolos pos-
extracgao, da tuberosidade maxilar, do mento e da area mandibular retromolar.
Os enxertos autégenos de origem extra-oral, particularmente de crista iliaca,
apesar de poderem fornecer volumes ésseos muito significativos, apresentam
um periodo pdés-operatdrio de maior morbilidade, para além de se terem
verificado alguns casos de reabsorgao radicular apds o enxerto ( Rosen et al.
2000, Karring et al. 2003).

Na tentativa de eliminar o segundo local cirurgico dos enxertos autégenos,
desenvolveram-se os enxertos de osso homélogo (alo-enxertos). Estes
provém de um dador da mesma espécie mas geneticamente diferente.
Apresentam-se sob a forma de tecido 6sseo ndo vivo, liofilizado ou congelado.
O risco de rejeicao do enxerto, assim como o de transmisséo de doencas,
ditaram o abandono dos alo-enxertos congelados. De igual modo, os alo-
-enxertos liofilizados, tanto os mineralizados (mineralized freeze-dried bone
allograft - FDBA) como os desmineralizados (demineralized freeze-dried bone
allograft - DFDBA), encerram em si o risco de poderem transmitir doengas,

como a SIDA, a hepatite B, a hepatite C e a doenca de Creutzfeldt-Jacob.
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Contudo, este risco, apesar de real, € muito baixo, ja que as normas actuais
relativas a colheita, esterilizagdo, e armazenamento deste tipo de enxertos
sdo extremamente rigorosas (AAP, Position paper 2001c).

Os enxertos de osso heterélogo (xeno-enxerto) englobam os casos em
que o receptor e o dador sdo de espécies diferentes, sendo na maioria das
vezes de origem bovina (bovine porous bone mineral - BPBM; anorganic bovine
bone matrix - ABM), embora tenham também ja sido utilizados enxertos de
origem porcina e coralina. Actualmente, novos métodos de processamento e
purificacdo permitem a remocgéo de todo o componente organico do 0sso
bovino, deixando a matriz dssea inorganica inalterada. No entanto, os diversos
enxertos comercializados, por diferengas no seu processamento, tém
propriedades quimicas diferentes e possivelmente diferentes comportamentos
biolégicos. Também os xeno-enxertos contém o risco de poderem transmitir ao
homem doencgas de animais como, por exemplo, a encefalopatia espongiforme
bovina. Como dissemos acima, este risco tem uma expressao muito diminuta ja
que os diversos fabricantes sao, do mesmo modo que os bancos de tecido ésseo,
obrigados a cumprir normas extremamente rigidas quanto a produgao,
esterilizacdo e comercializagado de tais enxertos. A utilizacdo do esqueleto de
coral como enxerto dsseo teve alguma expressao na década de oitenta. De acordo
com o procedimento de preparagéo, o coral transforma-se numa hidroxiapatite
porosa nao reabsorvivel ou num esqueleto de carbonato de calcio, reabsorvivel.
Os materiais aloplasticos representam uma categoria heterogénea de
materiais sintéticos, inorganicos, biocompativeis e/ou bioactivos, constituindo
uma alternativa aos enxertos de origem animal. Na regeneracgéo periodontal,
sao quatro os tipos de materiais aloplasticos mais utilizados: a hidroxiapatite
particulada (ceramica nao reabsorvivel ou ndo cerdmica reabsorvivel), o beta
fosfato tricélcico, dois polimeros (hidréxido de calcio revestido por um
copolimero de polimetilmetacrilato e polihidroxiletiimetacrilato, ndo reabsorvivel

e polimero de &acido polilactico, reabsorvivel) e os biovidros particulados
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(teoricamente reabsorviveis) (Rosen et al. 2000, Karring et al. 2003).

Os diversos tipos de enxertos deverao apresentar pelo menos uma das trés
propriedades seguintes: osteogénica, osteoindutora e osteocondutiva.

A capacidade osteogénica caracteriza-se pela formacéo éssea a partir de
células presentes no enxerto, as quais tém capacidade para se diferenciarem
em osteoblastos. Estas células mesenquimatosas indiferenciadas encontram-
-se, para além de outras localizagdes, no tecido 6ésseo, na medula 6ssea e no
periosteo. Esta caracteristica é exclusiva dos enxertos autégenos (Rosen et
al. 2000, Karring et al. 2003).

A capacidade osteoindutora caracteriza-se pela formagao de tecido 6ésseo no
tecido conjuntivo adjacente ao enxerto, através da acc¢ao de factores de
diferenciacdo, as proteinas morfogenéticas dsseas, presentes na porgao
desmineralizada da matriz 6ssea. Estas proteinas possuem propriedades
quimiotaticas e de diferenciacado sobre as células mesenquimatosas. Esta é
uma caracteristica dos auto-enxertos e dos alo-enxertos, mais especificamente
do DFDBA, estando ausente nos outros tipos de enxertos dsseos e materiais
aloplasticos (Rosen et al. 2000, Karring et al. 2003).

A capacidade osteocondutora caracteriza-se pela possibilidade do enxerto se
comportar como uma matriz de suporte para as células osteogénicas do
hospedeiro, nao contribuindo para a formagao 6ssea de per se. Esta é a Gnica
propriedade comum a todos os materiais de enxerto (Karring et al. 2003).
Como estes enxertos e materiais de substituicdo éssea tém uma consisténcia
sélida, possuem, para além das acgodes ja inumeradas, uma acgao mecanica
de preenchimento de espago. Na regeneracgao periodontal, esta caracteristica
€ muito importante uma vez que previne o colapso do retalho, ajudando-o a
manter-se longe da superficie radicular criando o espago necessério para a
colonizagéo do coagulo por células provenientes do ligamento periodontal e
do osso (Wikesjo et al. 1992).

A colocacao de um material de preenchimento num defeito periodontal, nao é
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contudo sinénimo de regeneragao periodontal. A completa regeneragéo dos
tecidos periodontais significaria que as células do tecido 6sseo tinham a
capacidade de formar numa superficie radicular previamente afectada por
doenca periodontal, novo cemento radicular com novas fibras periodontais
nele inseridas, para além de novo tecido 6sseo. De facto este conceito nao
estd de acordo com os conhecimentos actuais de cicatrizagdo periodontal,
segundo os quais so as células do ligamento periodontal tém a capacidade de
formar um novo suporte periodontal. Para além disso, e para cumprir os
pré-requesitos necessarios para ser considerada uma técnica regenerativa,
os estudos histoldgicos, tanto em humanos como em animais, deveriam
demonstrar inequivocamente a formagado do novo suporte periodontal. Os
inumeros estudos ja publicados apresentam resultados contraditérios para
alguns tipos de enxertos, enquanto que outros ndo comprovam a formagao
dos trés tipos de tecidos envolvidos na regeneracgéao periodontal. Alguns estudos
demonstraram histologicamente a formagéo de novo cemento, novo ligamento
periodontal e novo 0sso apds o tratamento de uma lesao infra-6ssea com
enxertos autégenos (Hiatt et al. 1978, Stahl et al. 1983), alogenos (Bowers et
al. 1989b,c, Reynolds e Bowers, 1996) e xendgenos (Camelo et al. 1998, Nevins
et al. 2003b, Hartman et al. 2004); ao contrario outros demonstraram a formagao
de um epitélio juncional longo apesar da formagédo de novo 0sso ser variavel,
apos a colocagao quer de enxertos autdlogos (Listgarten e Rosenberg 1979,
Moskow et al. 1979, Caton et al. 1980), de enxertos alégenos (Dragoo e Kaldahl
1983, Stahl et al. 1983, Froum 1996) e de enxertos xendgenos (Carranza et
al. 1987, Stahl e Froum 1987, Hartman et al. 2004). Os estudos que se referem
a materiais aloplasticos sao praticamente undnimes na auséncia de
regeneragao periodontal, encontrando--se geralmente o material encapsulado
num tecido conjuntivo denso (Listgarten e Rosenberg 1979, Caton et al.1980,
Stahl et al. 1983, Froum e Stahl 1987, Stahl e Froum 1987, Froum 1996, Nevins
et al. 2000, 2003b).
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Num artigo de revisédo publicado recentemente (Reynolds et al. 2003), foram
analisados 42 estudos que apresentavam dados histolégicos sobre os tecidos
regenerados apds a aplicagdo de materiais de substituicdo 6ssea. Em estudos
controlados, tanto os enxertos autégenos como o DFDBA (alo-enxerto)
demonstraram evidéncia de regeneracdo de todos os tecidos periodontais.
Uma matriz inorganica 6ssea mineralizada (xeno-enxerto) demonstrou
promover regeneragao periodontal em algumas séries de casos clinicos. Pelo
contrario, todos os materiais aloplasticos demonstraram uma cicatrizagao por
reparagao periodontal.

As vantagens clinicas da utilizagdo destes materiais na regeneragéo periodontal
foi essencialmente documentada em relatos de casos clinicos e em alguns
estudos controlados. A avaliagdo da regeneragao baseou-se na alteragédo do
nivel de insergao clinica, da profundidade de sondagem, de radiografias pos-
-operatdrias e, em alguns casos, na observagao directa do tecido regenerado
durante a cirurgia de re-entrada (Hiatt et al. 1978, Altiere et al. 1979, Moskow
et al. 1979, Meadows et al. 1993, Richardson et al. 1999, Nevins et al. 2000).
De acordo com as conclusdes do “2nd European Workshop on Periodontology”
(Ouhayoun 1997), os enxertos 6sseos, quer autdlogos quer homadlogos, tanto
intra-orais como extra-orais, podem resultar na regeneragdo do suporte
periodontal, mas tal s6 acontece nos casos de sucesso, cuja percentagem
nao pode, contudo, ser determinada pelos estudos publicados dada a pouca
previsibilidade. Ainda segundo as mesmas conclusdes, o auto-enxerto 6sseo
intra-oral, apesar de necessitar de um segundo local cirurgico, representa um
procedimento seguro e clinicamente aplicavel, sendo a quantidade de osso
disponivel para colheita a sua Unica limitacao.

Sao escassos os estudos que avaliam a longo prazo o tratamento de defeitos
periodontais com a utilizacdo destas técnicas. O tratamento de defeitos infra-
-0sseos com enxerto alégeno (DFDBA), demonstrou manutengdo do ganho

do nivel de insergdo clinica aos 36 meses (Flemmig et al. 1998) e acs 2 e 5
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anos (Rosen et al. 1996). Ao fim de cinco anos, 86% dos defeitos infra-6sseos
tratados com o enxerto aloplastico (hidroxiapatite cerdmica) mantiveram ou
melhoraram o nivel de insergédo clinica, comparativamente a 62% dos defeitos
tratados por cirurgia de retalho (Yukna et al.1989). No tratamento de furca, a
combinagao de enxertos alégenos com GTR e condicionamento da raiz com
acido citrico demonstrou estabilidade dos parametros clinicos ao fim de 5 anos
(McClain e Schallhorn, 1993).

b.1. Tratamento de defeitos infra-6sseos

Trombelli e colaboradores (2002b) efectuaram a primeira reviséo sistematica
da literatura publicada até Junho de 2001, sobre a utilizagdo de materiais de
enxerto (auto-enxertos, alo-enxertos, xeno-enxertos, materiais aloplasticos e
substancias biomiméticas/factores de crescimento) no tratamento das lesdes
infra-0sseas. So foram incluidos os estudos em que a unidade estatistica se
referia ao paciente e ndo ao defeito. Foram analisados 21 RCT, com pelo
menos 6 meses de duragdo, nos quais se avaliavam auto-enxertos (1 estudo),
alo-enxertos (7 estudos) e alguns materiais aloplasticos (carbonato de calcio
coralino - 4 estudos; biovidro - 4 estudos; hidroxiapatite - 5 estudos; copolimero
de polimetilmetacrilato e polihidroxil-etiimetacrilato - 2 estudos; granulos de
acido polilactico - 1 estudo), comparativamente a cirurgia de retalho (OFD). E
de destacar que ndo foi incluido nenhum estudo relativo a utilizagdo de xeno-
-enxerto, nomeadamente a matriz inorganica 6ssea mineralizada de origem
bovina. Para além disso, esta revisdo nao teve por objectivo a comparagao
entre os diferentes tipos de materiais nem a avaliacdo histolégica da sua
capacidade regenerativa.

O unico RCT que avaliou o osso autdlogo comparativamente a OFD, indica um
ganho de CAL superior para o enxerto, mas nao € estatisticamente significativo.
No que se refere ao ganho de CAL, verifica-se que com osso alégeno ha um

aumento ligeiro, mas ndo estatisticamente significativo. Com coral e com os




Contribuicéo para o estudo da regeneracgao periodontal

biovidros ha um ganho de CAL estatisticamente significativo. As diversas formas
de hidroxiapatite resultam num ganho de CAL significativamente superior a
OFD, mas no entanto evidenciou-se uma grande heterogeneidade entre os

estudos, questionando um beneficio clinico previsivel (Quadro 2.5).

Osso alégeno Coral Biovidro | Hidroxiapatite
N 6 4 4 4
CAL | WMD mm 0,36 0,90* 1,04* 1,40*
95% Cl 0,16 - 087 | 053 - 1,27 | 031 - 176 | 0,64 - 2,16
N 6 4 4 5
PD WMD mm 0,41* 0,04 0,60* 0,98*
95% ClI 0,16 - 0,66 | -1,78 - 1,87 | 0,20 - 1,00 | 0,67 - 1,29

Quadro 2.5 - Diferengas no ganho de CAL e na redugéo de PD, entre os diferentes tipos de
materiais de enxerto e a cirurgia de retalho, no tratamento de defeitos infra-6sseos.
Abreviagbdes: CAL = nivel de insergao clinica; PD = profundidade de sondagem; n = nimero de
estudos; WMD = diferengas na média ponderada (weighted mean differences); Cl = Intervalo de
confianga (confidence interval); * diferenga estatisticamente significativa.

Adaptado de Trombelli e colaboradores, 2002.

As meta-analises efectuadas para avaliagdo da reducgao da profundidade de
sondagem, demonstram que tanto o osso alégeno, como os biovidros e as
hidroxiapatites resultam em reducdes significativas da PD quando comparadas
com a OFD. Pelo contrario, o coral ndo produziu melhorias na profundidade
de sondagem (Quadro 2.5).

O mesmo estudo sugere um beneficio adicional no ganho de CAL e na reducgéo
da PD quando séao utilizados os enxertos avaliados, a excepc¢éo dos granulos
de acido polilactico. Nesta revisao, foi notéria a heterogeneidade dos resultados
entre os estudos com coral e com hidroxiapatites, a qual pode derivar das
diferengas no desenho dos estudos. No entanto, outros factores como a
morfologia dos defeitos, factores técnicos e factores relacionados com os

doentes podem afectar a variabilidade dos resultados clinicos.
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Uma outra revisdo sistematica da literatura, publicada posteriormente por
Reynolds e colaboradores (2003), incluiu 66 estudos RCT, publicados até
Outubro de 2002. Esses estudos referem-se ao tratamento de defeitos
periodontais (infra-6sseos e furcas) com diversos materiais de substituicao
O0ssea comparativamente a cirurgia de retalho (OFD) ou a outras técnicas
cirdrgicas como a GTR e ainda a comparacao entre diferentes materiais de
preenchimento dsseo.

No tratamento de defeitos infra-6sseos, foram seleccionados 30 RCT que avaliam
diversos tipos de enxertos (auto-enxertos - 2 estudos; alo-enxertos - 12 estudos;
fosfato de célcio cerédmico - 5 estudos; biovidros - 4 estudos; carbonato de calcio
coralino - 3 estudos; acido polilactico - 1 estudo; polimero de polimetiimetacrilato
e polihidroxil-etiimetacrilato - 1 estudo; cimento de hidroxiapatite - 1 estudo e
glicosaminoglicano-HA - 1 estudo) comparando-os a OFD. Os resultados finais
da meta-analise efectuada, permitem concluir que (Quadro 2.6):

- todos os materiais de substituicdo 6ssea avaliados, aumentam
significativamente os niveis de insercgao clinica;

- 0s materiais de substituicdo 6ssea avaliados reduzem significativamente a
profundidade de sondagem, nomeadamente os alo-enxertos, 0os cerdmicos
e os biovidros. Os dados relativos aos auto-enxertos reportam-se a um unico
estudo e o grupo dos coralinos ndo apresenta valores estatisticamente
significativos;

- todos os materiais de substituicdo 6ssea avaliados reduzem a reabsorgao
da crista comparativamente a OFD, apesar de, tanto os enxertos autégenos,
como 0s ceramicos e os biovidros, ndo apresentarem valores estatisticamente
significativos. No grupo dos alégenos, o DFDBA e o0 osso congelado fresco
apresentam melhores resultados, o FDBA nao esta associado a melhorias
no nivel da crista 6ssea;

- todos os materiais de substituicdo 6ssea avaliados, a excepgao dos biovidros,

aumentam o preenchimento 6sseo do defeito;
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- arecessao gengival pds-operatéria € semelhante para os dois procedimentos
(enxerto e OFD).

autogeno | alégeno biovidros

CAL n 3(51) n 12 (136) n 6 (58) n 4 (60) n 4 (78)
0,72+1,82* | 0,44 £2,25* | 1,20 £2,22* | 0,91 £ 1,94* | 1,05 + 1,89*

PD n 1(19) n 10 (127) n 7(90) n 4 (60) n 4 (88)
0,60+1,35 | 0,43+£2,25*|0,74+2,12*| 0,09+2,16 | 0,71 £ 2,22*

Reabsorcgao n 1(28) n 11 (134) n 5(74) n 2(30) n 2(30)
crista -0,32 +1,38 |-0,43 +1,38*| -0,19+ 0,98 | 0,30 + 0,62* | -0,13 £ 0,94
Preenchimento n 2 (47) n 13 (154) n 6(82) n 3(48) n 4(74)

6sseo 162+153 | 1,06+1,97 | 1,68+1,77 | 221+1,82 | 1,61+1,47

Recessao Sem dados n 7(84) n 2 (46) n 3(48) n 3(68)
gengival -0,01+1,65|-0,16+1,34 | -0,25+ 1,34 | -0,28 + 1,81

Quadro 2.6 - Diferengas em mm (média * desvio padréo), entre o ganho de CAL, a redugéo de
PD, aredugao de recesséo, a redugao da reabsorgéo da crista e o preenchimento ésseo, entre os
diferentes tipos de materiais de substituicdo dssea e a cirurgia de retalho, no tratamento de defeitos
infra-6sseos.

Abreviagdes: CAL = nivel de insergao clinica; PD = profundidade de sondagem; n = nimero de
estudos; (n) = numeros de individuos; * diferenca estatisticamente significativa.

Adaptado de Reynolds e colaboradores, 2003.

A analise de 4 estudos que comparavam alo-enxertos particulados (DFDBA,
FDBA) e hidroxiapatite particulada, permitiu concluir que nao ha diferencas
nos parametros clinicos avaliados. A heterogeneidade dos resultados nao foi
significativa.

Com base na avaliagéo de outros 4 estudos comparativos, 0s mesmos autores

concluiram que a associagdo da GTR aos enxertos 6sseos aumenta o nivel
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de insergdo clinica e diminui a profundidade de sondagem, de modo significativo
e consistente, comparativamente aos enxertos isolados; quanto a recesséo
gengival, ndo havia diferencgas significativas; quanto ao preenchimento 6sseo
do defeito, verificaram uma tendéncia para a obtengao de melhores resultados
na terapéutica combinada, ndo sendo no entanto significativa.

De um modo geral, os resultados finais das meta-andlises efectuadas na reviséo
de Reynolds e colaboradores (2003) corroboram e amplificam os resultados
da revisdo sistematica publicada por Trombelli e colaboradores (2002). Os
critérios de inclusdo destas duas revisdes foram diferentes. Na reviséo de
Trombelli e colaboradores (2002) sé foram incluidos RCT em que a unidade
de medida era o doente e nao o defeito periodontal, enquanto que na revisao
de Reynolds e colaboradores (2003) foram incluidos ensaios controlados que
apresentavam médias e estimativas de varidncia como resultados,
independentemente da unidade de analise. Tal abordagem permitiu a inclusao
de maior numero de estudos, tornando a revisdo de Reynolds e colaboradores
(2003) mais equilibrada.

De um modo global, ao calcular a estimativa da quantificagdo do resultado, os
enxertos resultaram no aumento do preenchimento 6sseo, em média, de 1 a2
mm superior a OFD. J& o ganho de CAL e a redugédo da PD situaram-se
geralmente 0,5 a 1 mm acima dos valores obtidos na OFD. Estes valores sao
ligeiramente inferiores aos apresentados por outras estimativas do preenchimento
0sseo do defeito que apresentaram valores entre os 2,3 a 3 mm (Brunsvold e
Mellonig 1993). No artigo de revisdo de Laurell e colaboradores (1998), o
tratamento de defeitos infra-0sseos por diferentes técnicas, nomeadamente
cirurgia de retalho, enxertos 6sseos (autélogo, DFDBA e FDBA) e GTR, resultou
em valores de preenchimento do defeito significativamente diferentes: 1,1 mm
(OFD), 2,2 mm (enxertos 6sseos) e 3,2 mm (GTR). No entanto, verifica-se
que as diferencas entre a profundidade de sondagem inicial nos diferentes

grupos sao semelhantes as diferengas detectadas nos resultados, dificultando
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a interpretacdo do valor real de preenchimento dos defeitos apés cada

terapéutica.

b.2. Tratamento de lesdes de furca

No que se refere ao tratamento de furca, a Unica revisao sistematica publicada
até a data foi a de Reynolds e colaboradores (2003), ja referenciada no
tratamento de defeitos infra-6sseos. Dos 15 estudos RCT, apenas 7
comparavam diferentes materiais de substituicdo éssea a cirurgia de retalho
(OFD), reportando-se os restantes oito, & comparacéo entre diferentes
materiais, entre materiais de preenchimento e GTR, isoladamente ou em
associagdo com materiais de enxerto. Os materiais utilizados nestes estudos
incluiram osso autdlogo, osso alégeno, e materiais aloplasticos (hidroxiapatite,
biovidro, polimero de polimetilmetacrilato e polihidroxiletiimetacrilato e fosfato
B-tricalcio). A frequéncia e distribuicdo dos materiais assim como os tipos de
lesbes de furca nao permitiram a execug¢ao de uma meta-analise. Por outro lado,
também nao foi possivel a formacéo de grupos de estudos que permitissem a
comparagao entre diferentes enxertos ou a comparagao entre os enxertos e outras
intervengoes.

Apesar da insuficiéncia dos dados nos 7 estudos que comparavam os diferentes
materiais de enxerto a OFD, foi possivel demonstrar que a utilizagdo de enxertos
6sseos no tratamento de furca (classes Il e Ill) resulta numa tendéncia
ligeiramente positiva dos parametros clinicos do nivel de insergao, da profundidade
de sondagem e do preenchimento horizontal do defeito (Quadro 2.7); ndo ha
diferencas significativas para a recessédo gengival pés-operatéria e para a
reabsorgao da crista; no que se refere ao preenchimento horizontal do defeito,
as diferengcas sdo um pouco mais significativas, obtendo-se melhores
resultados no tratamento com enxerto das furcas de classe Il do que com

OFD; no tratamento de furcas de classe Il s6 foi analisado um estudo.
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Materiais de

substituicdo 6ssea

CAL F 1l mand 1,6-1,9 -0,04-1,5
F Il mand 22-26 0,43-15
Fll 1,9-2,31 0-1,8
PD 9-23 :
Ful 0,7-2,43 -1,0-2,6
RE FlleF I 0,2-17 0,70-1,7
Reabsorgcao da crista| FlleFll 04-17 0,3-14
Preenchimento Fll 16-34 -0,3-1,24
horizontal do defeito F il 3,33 -0,16

Quadro 2.7 - Resultados em mm de cinco parametros clinicos, apds o tratamento de furcas com
materiais de substituicdo 6ssea e cirurgia de retalho (OFD), de acordo com avaliagdo de 7 estudos
clinicos controlados e aleatdrios (RCT).

Abreviacdes: CAL = nivel de insergéo clinica; PD = profundidade de sondagem; F Il = envolvimento
de furca de classe lI; F Il = envolvimento de furca de classe Ill.

Adaptado de Reynolds e colaboradores, 2003.

Nesta revisao sistematica (Reynolds et al. 2003), foram igualmente analisados
4 estudos que comparam os enxertos a terapia combinada com GTR (e-PTFE),
no tratamento de furcas mandibulares. As médias dos preenchimentos vertical
e horizontal dos defeitos sdo semelhantes para as duas modalidades de
tratamento; no entanto, o maior ganho de preenchimento horizontal verifica-se
com a terapia combinada. O impacto da terapéutica combinada demonstrou
ser mais aparente no encerramento de furcas, especialmente nas de classe
I1l. O encerramento completo das furcas de classe Il revelou ser um resultado
possivel mas pouco previsivel.

Ainda nesta revisdo sistematica (Reynolds et al. 2003), foram analisados dois

estudos que comparam o tratamento de furca com enxertos aloplasticos
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(biovidro, polimero de polimetilmetacrilato e polihidroxiletiimetacrilato) a GTR
(e-PTFE). Os resultados ndo demonstram diferencas significativas entre os

materiais, mas o nimero reduzido de estudos limita as conclusoes.

De acordo com os estudos referenciados, a utilizacdo de enxertos 6sseos é
uma técnica eficaz e previsivel no tratamento de defeitos infra-6sseos e lesdes
de furca de classe Il. Actualmente, sao preferidos os xeno-enxertos,
particularmente a matriz inorgénica 6ssea mineralizada, simples ou em

associagao com alguns mediadores bioldgicos, que focaremos posteriormente.

b.3. Peptideo sintético P-15

Recentemente, baseando-se na biomimética, Bhatnagar e colaboradores
(1999) desenvolveram, por engenharia genética, um peptideo sintético,
composto por uma sequéncia definida de 15 aminoacidos, em tudo semelhante
a um potente dominio de ligag&o celular da cadeia alfa 1(1) do colagénio tipo I.
A adicdo deste peptideo, denominado P-15, a particulas de hidroxiapatite de
origem bovina (ABM) estimulou a adesao de fibroblastos da derme humana,
os quais formaram colénias tridimensionais, estabelecendo pontes entre as
particulas adjacentes que se agregaram de um modo muito semelhante a
estrutura do tecido 6sseo (Qian e Bhatnagar 1996). A mesma organizagao
espacial foi observada quando fibroblastos do ligamento periodontal foram
cultivados em particulas de ABM/P-15, tendo igualmente sido observada a
formacao de matriz extracelular colagénica bem organizada, com focos de
mineralizagdo, significando que as células do ligamento periodontal tiveram
uma matriz propicia a sua diferenciacdo e morfogénese. A associacado ABM/
P-15 poderia funcionar como uma matriz bioactiva, com caracteristicas
haptotaticas, na substituicdo dos enxertos 6sseos (Bhatnagar et al. 1999, Lallier
et al. 2001). Muito recentemente, Carinci e colaboradores (2004) obtiveram a

primeira descricdo genética dos efeitos do P-15 sobre uma linha celular
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osteoblastica. Especificamente, o P-15 consegue modular a regulagéo do ciclo
celular, a apoptose e a formagao de proteinas estruturais.

Estudos pré-clinicos comprovaram que quando o ABM/P-15 era aplicado, quer
em defeitos alveolares crénicos em cées (Barboza et al. 2002), quer em defeitos
corticais da tibia (Scarano et al. 2003) ou do crénio (Guerra, 2003) do coelho,
havia uma formacao activa de osso em todos os locais de teste. Os escassos
estudos clinicos nao controlados, confirmaram clinica e histologicamente que
a associagao de ABM/P-15 potenciava a formacao éssea, tanto apds a elevacao
cirurgica do seio maxilar (Krauser et al. 2000) como em alvéolos pés-extrac¢cao
(Hahn et al. 2003).

A utilizagdo do ABM/P-15 na regeneracgao periodontal foi estudada pelo grupo
de Yukna e colaboradores (1998; 2000; 2002b). Através de um estudo
multicéntrico aleatério e controlado, compararam o ABM/P-15 com o DFDBA,
com ABM e com OFD, no tratamento de defeitos infra-6sseos. Na re-entrada
aos seis meses, o ABM/P-15 mostrou os valores mais elevados de
preenchimento ésseo dos defeitos (73%), seguindo-se 0 ABM (51%), o DFDBA
(51%) e por ultimo a cirurgia de retalho (40%). S6 foram apresentados os
parametros clinicos de regeneracdo para o ABM/P-15, tendo sido feita a
avaliagdo no momento da cirurgia, na re-entrada aos 6 meses e aos 3 anos.
As diferengas revelaram-se significativas (p<0,05) para todos os parametros
entre a cirurgia e os 6 meses, e entre a cirurgia e os 3 anos, mas nao foram
significativas entre os 6 meses e os trés anos, demonstrando uma boa
estabilidade dos resultados a longo prazo.

Um caso clinico (Yukna et al. 2002b) mostrou histologicamente a formagao de
novo cemento, hovo 0sso e novo ligamento periodontal sobre a superficie
radicular exposta a doenca periodontal apds a aplicacdao de ABM/P-15.
Contudo, a regeneracao observada foi muito reduzida, estando limitada a area
do entalhe efectuado na superficie radicular, ndo se observando tecido

regenerado acima desta marca. Para além disso, antes da aplicacdo de ABM/
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P-15, a superficie radicular foi condicionada com &cido citrico, o que altera a
atribuigdo do potencial regenerador exclusivamente ao ABM/P-15.
Sao necessarios mais estudos, quer clinicos quer histolégicos, de modo a certificar

a capacidade de regeneracgéo periodontal do peptideo sintético P-15.

c. BIOMODIFICAGAO DA RAIZ

A periodontite produz importantes alteragées na superficie radicular que ficou
exposta na bolsa periodontal. A inflamagao induzida pela placa bacteriana
destréi as fibras de colagénio do ligamento periodontal, tornando a superficie
radicular hipermineralizada. Algumas bactérias e suas endotoxinas, outros
produtos orgénicos de origem exdgena e produtos inflamatérios podem
impregnar-se no cemento e/ou na dentina. Podem igualmente ocorrer
descalcificagdes e caries radiculares. A presenga de material residual antigénico
pode desencadear um recrutamento excessivo de neutrofilos, com a libertagao
exagerada de enzimas proteoliticas que assim vao retardar a formagao da
matriz de fibrina-fibrinogénio, logo na primeira fase de cicatriza¢ao (Wikesjo et
al. 1992). Estas alteragbes da superficie radicular sdo incompativeis com a
regeneragao periodontal.

Ao considerarmos a superficie radicular como uma das margens da lesdo que
queremos regenerar, um passo fundamental da terapéutica consiste na
alteragao dessa superficie exposta ao processo patolégico, de modo a torna-la
apropriada a adsorcao das proteinas plasmaticas e subsequente adeséo da
fibrina e fibronectina, e posterior migragédo, adesao, colonizag¢ao e proliferagao
das células progenitoras do tecido conjuntivo periodontal.

Araspagem e alisamento radicular constitui um método de tratamento mecénico
da superficie radicular afectada pela doenga periodontal e tem como objectivo

a desintegracdo da placa bacteriana infragengival e a remogéo de calculos
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radiculares e de cemento impregnados pelos produtos exdégenos referidos
anteriormente. Este tratamento mecanico é o procedimento basilar do plano
de tratamento das periodontites.

Para além do tratamento mecanico, alguns autores preconizam o tratamento
quimico da superficie radicular para optimizar as condi¢des de cicatrizagao,
designando-o por biomodificagao radicular.

Passamos entdo a descrever os compostos mais utilizados no tratamento

quimico da superficie radicular.

c.1. Condicionamento acido da superficie radicular

O condicionamento acido da superficie radicular consiste na aplicagao tépica
de solugdes aquosas de alguns acidos, entre os quais figuram o acido citrico,
o acido fosférico, o acido etileno-diamino-tetra-acético (EDTA) e o cloridrato
de tetraciclina (TTC). Geralmente, a solugdo é aplicada durante a cirurgia
periodontal, sobre a superficie radicular afectada, apds a raspagem e
alisamento. O tratamento com solugdes acidas remove a smear layer criada
durante a raspagem e desmineraliza a superficie, expondo as fibras intrinsecas
da matriz do cemento ou da dentina. Estas facilitam a adesdo do coagulo a
superficie radicular, potenciando a migracdo e a adesdo de células com
capacidade de regeneracao, prevenindo a proliferacdo apical das células
epiteliais (Vanheusden et al. 1999). Por outro lado, a exposi¢do das fibras
colagénicas parece aumentar a retencao de moléculas bioactivas e induzir a
diferenciagdo de células mesenquimatosas em cementoblastos. O cloridrato
de tetraciclina, para além da sua ac¢ado desmineralizadora (Trombelli et al.
1994, 1995), parece ter uma acg¢ao antimicrobiana local (Stabholz et al. 1993)
assim como uma acgao anti-colagenase (Golub et al. 1984).

A modificagdo da superficie radicular por accdo de acidos representa o
tratamento mais antigo e frequentemente utilizado na regeneragéo periodontal.

Contudo, actualmente, a sua aplicagao clinica ndo é consensual.
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Estudos in vitro demonstraram que a descalcificagao da superficie radicular
criava condi¢des mais favoraveis a adesao e migracao de células dos tecidos
conjuntivos gengivais (Pitaru e Melcher 1987, Fardal e Lowenberg 1990,
Bergenholtz e Babay 1998). Varios estudos em animais demonstraram que a
aplicacdo de acido citrico (Register e Burdick 1975, Crigger et al. 1978, Ririe
et al. 1980), de cloridrato de tetraciclina (Wikesjo et al. 1988) ou de EDTA
(Blomléf e Lindskog 1995b, Blomlof et al. 1996) beneficiava a cicatrizagéo das
lesbes experimentais no sentido da regeneragéo. No entanto, frequentemente
foram observados fendmenos de anquilose (Bogle et al. 1981, Wikesjo et al.
1988), de reabsorg¢ao radicular (Magnusson et al. 1985, Wikesjo et al. 1988) e
de recessdo gengival (Nyman et al. 1981, Isidor et al. 1985, Wikesjo et al.
1991). Para além destes efeitos secundarios, verificou-se que o pH acido de
alguns desses agentes condicionantes pode causar a necrose dos tecidos
periodontais n&o calcificados (Blomlof ef al. 1995, Blomlof e Lindskog 1995a).
A sua utilizagcdo em humanos esta publicada em inUmeros casos clinicos,
isoladamente ou em associacdo com GTR e/ou com enxertos 0sseos, com
resultados pouco esclarecedores (Cole et al. 1980, 1981, Stahl et al. 1983,
Lowenguth e Blieden 1993). Os escassos estudos clinicos controlados n&o
s&o consensuais (Smith et al. 1986, Moore et al. 1987, Alger et al. 1990, Fuentes
et al. 1993, Mayfield et al. 1998).

Segundo as conclusbdes do “2nd European Workshop on Periodontology”
(Klinge 1997), o condicionamento radicular com acido citrico potencia a
formacao de uma nova adesao periodontal em animais, assim como em
algumas biépsias humanas. Porém, os resultados dos estudos clinicos nao
evidenciam beneficios da sua utilizagao.

Na revisdo sistematica da literatura publicada recentemente por Mariotti (2003),
que incluiu 34 estudos (26 - acido citrico, 5 - tetraciclina, 3 - EDTA), verifica-se
haver evidéncia histologica de regeneracdo em 4 de 8 estudos com acido

citrico, em 1 estudo com tetraciclina e em nenhum dos 3 estudos com EDTA.
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A meta-analise dos 28 estudos clinicos revistos, nenhum dos quais considerado
como aleatério, ndo mostrou efeitos significativos no ganho de insercao clinica
nem na reduc¢do da profundidade de sondagem, apés o tratamento das
superficies radiculares com os trés acidos testados.

Apesar destes resultados, alguns autores continuam a defender a aplicagédo
de condicionadores acidos conjuntamente com outras técnicas regenerativas,
nomeadamente na GTR associada a enxertos 6sseos (McClain e Schallhorn
2000), previamente a aplicagao de factores de crescimento (Nevins et al. 2003a)

ou do derivado das proteinas da matriz do esmalte (Heijl et al. 1997).

c.2. Mediadores biolégicos na regeneragao periodontal

A cicatrizagdo periodontal envolve uma sequéncia complexa de acontecimentos,
que pode ser pontualmente estimulada através da aplicacdo de factores de
crescimento ou de diferenciagao, de proteinas de adeséao e de proteinas da matriz
extracelular. O efeito destes mediadores biolégicos é transitério, mas desencadeia
uma cascata de eventos celulares, como por exemplo a quimiotaxia, a proliferagcao,
a diferenciagéo ou a angiogénese, o que conduz a formagao dos novos tecidos.
Apesar de, teoricamente, se justificar a utilizagdo de mediadores biolégicos
nas terapéuticas regenerativas periodontais, s6 um pequeno numero esta a
ser estudado, entre os quais destacamos alguns factores de crescimento e

outras proteinas extracelulares.

c.2.1. Factores de crescimento

Os factores de crescimento tém um papel importante na regulagao da migragéo,
proliferacao e diferenciacao celulares podendo influenciar o metabolismo celular
de varias formas. Alguns actuam como factores competentes (competency)
estimulando as células a iniciar mitose (fase GO do ciclo celular), enquanto
que outros actuam como factores de progressao (progression) que estimulam

a sintese de DNA e completam o ciclo celular (fase G1 a S) (Cochran e Wozney,
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1999). Os factores de crescimento tém diversos aspectos em comum: sdo
hormonas polipeptidicas; exercem a sua actividade ligando-se a receptores
especificos na membrana celular; na sua maioria actuam localmente (autécrinos
ou paracrinos); sao produzidos por varios tipos de células (plaquetas,
osteoblastos, fibroblastos, células endoteliais, mondcitos, macrofagos, etc.);
e sdo multifuncionais, podendo estimular uma grande variedade de actividades
celulares (Graves et al. 1994).

A aplicagédo exdgena de factores de crescimento no tratamento periodontal,
tem por objectivo potenciar a acgao dos factores que geralmente sao produzidos
durante a cicatrizagcdo periodontal, regenerando de um modo completo e
previsivel os tecidos periodontais perdidos. Em alguns modelos pré-clinicos,
factores como os derivados das plaquetas (platelet-derived growth factors -
PDGF), os insulin-like (insulin-like growth factors - IGF), os fibroblasticos (4cido
e basico) (fibroblast growth factors - FGF), os de transformacgéo beta
(transforming growth factors beta - TGF-[3) e as proteinas morfogenéticas
6sseas (bone morphogenetic proteins - BMP), estimularam a migracéo e
proliferacao de fibroblastos periodontais e osteoblastos, tanto in vitro como in
vivo. Tanto o PDGF, isoladamente ou em associagdo com o IGF, como algumas
BMP parecem ser os factores com resultados mais promissores na regeneragéo
periodontal (Callens 1997).

c.2.1.1. Factores de Crescimento Derivados das Plaquetas

A principal fonte de PDGF s&o os granulos das plaquetas, mas podem ser
produzidos por outras células. O PDGF é um dos principais factores da
cicatrizacdo. E uma molécula dimérica que pode existir como um heterodimero
(PDGF-AB) ou homodimero (PDGF-AA, PDGF-BB), dependendo dos genes
presentes (PDGFA, PDGFB). Este factor é caracterizado como um factor
competente porque torna as células aptas para a divisao celular. Para induzir

a mitose, é necessaria a presencga de um factor de progressdo como o IGF.
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Estudos in vitro evidenciaram a capacidade da associacdo PDGF/IGF em
estimular a mitose e a quimiotaxia de fibroblastos do ligamento periodontal,
de cementoblastos e de osteoblastos (Giannobile 1999). Estudos pré-clinicos,
demonstraram que a aplicacdo de PDGF, isoladamente ou em associagao
com IGF, potencia a regeneragao periodontal, tanto no modelo canino (Lynch
et al. 1991, Giannobile et al. 1994, Wang et al. 1994) como em primatas nao
humanos (Rutherford et al. 1992, 1993, Giannobile et al. 1994, 1996). Dois
trabalhos recentes, relatam casos clinicos em que a aplicagao do recombinante
humano do factor de crescimento derivado das plaquetas (rhPDGF-BB)
promoveu a regeneragéo periodontal, comprovada por histologia, tanto em
defeitos infra-6sseos interproximais como em furcas de classe Il (Camelo et
al. 2003, Nevins et al. 2003a). Até ao momento, sé foi publicado um estudo
clinico controlado randomizado que avaliou a combinagéo de rhPDGF-BB com
a recombinante humana do factor de crescimento insulin-like (rhIGF-I) em
defeitos periodontais. Os autores concluiram que a dose testada mais elevada
(150 pg/ml) resultou numa significativa regeneracao 6ssea, mais marcada nos
defeitos de furca do que nos defeitos infra-6sseos; no entanto, ndo se procedeu
a analise histoldgica dos tecidos regenerados (Howell et al. 1997).

Os estudos in vivo evidenciaram algumas dificuldades na utilizagdo destes
factores, designadamente a determinacao da concentragdo mais adequada, o
sistema de libertagao, a associagao de varios factores ou a combinagéo com
outras técnicas regenerativas. Os factores de crescimento aplicaveis a
regeneracgdo periodontal apresentam ainda algumas limitagées como o reduzido
conhecimento da sequéncia de diferenciagdo das células periodontais, as
células alvo que devem ser moduladas por estes factores e a estabilidade dos
tecidos formados sob a influéncia destes factores (Bartold et al. 2000).
Giannobile e Somerman (2003) efectuaram uma revisdo sistematica da
literatura publicada até Abril de 2002, sobre a utilizagdo de factores de

crescimento (PDGF e BMP) no tratamento de defeitos periodontais. Foram
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escrutinados 23 estudos, dos quais 21 se referem a estudos pré-clinicos
aleatorios e controlados, enquanto que s6 2 se reportam a estudos em
humanos. Destes ultimos, s6 o estudo de Howell e colaboradores (1997), ja
descrito anteriormente, se refere ao tratamento de lesées periodontais com
factores de crescimento; o outro estudo refere-se ao tratamento com BMP
(Bowers et al. 1991). Tal escassez de dados, impossibilitou a realizagéo de

qualquer meta-analise dos resultados.

A utilizacao do plasma rico em plaquetas representa um modo alternativo de
aplicacao de factores de crescimento. O PRP é desenvolvido a partir de sangue
autdlogo que, depois de centrifugado por gradientes de densidade, é dividido
em trés componentes: o plasma pobre em plaquetas, o plasma rico em
plaquetas (platelet-rich plasma - PRP) e as células vermelhas. O PRP
representa uma concentragao de 338% de plaquetas, tendo sido identificados
os factores de crescimento PDGF e TGF-[3, também eles muito concentrados:
440,6% e 346,6% respectivamente (Marx et al. 1998, Okuda et al. 2003). A
adicdo de caélcio e trombina activa a libertagcdo destes factores e inicia a
formacdo de um codagulo de fibrina. Este potencia as propriedades
osteocondutoras do PRP e melhora a qualidade de manuseio do material.

Esta terapéutica tem sido essencialmente utilizada na regeneragéo 6ssea. O
PRP pode ser aplicado isoladamente ou em combinagao com enxertos dsseos,
mais frequentemente osso autélogo e xeno-enxertos. Os resultados de alguns
estudos clinicos publicados parecem demonstrar uma aceleracao da formagéao
do osso (Marx et al. 1998). No entanto, sdo necessarios mais estudos in vitro
para determinar se outros factores de crescimento contribuem para a eficacia
desta técnica (Oringer 2002). A eficacia do PRP na regeneracao 6ssea esta
limitada a publicacdo de casos clinicos (Keith 2004) e de alguns estudos nao
controlados (Anitua 1999, Mazor et al. 2004), pelo que s&o necessarios estudos

clinicos controlados e aleatérios. Na recente revisao sistematica da literatura
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sobre o efeito das técnicas de elevagao do seio maxilar na longevidade dos
implantes endo-6sseos, Wallace e Froum (2003) concluiram que ndo havia
dados suficientes para recomendar o uso do PRP numa cirurgia de enxerto do
seio maxilar.

Estudos in vitro demonstraram que o PRP estimulou a sintese de ADN por
células osteoblasticas, por fibroblastos gengivais e por células do ligamento
periodontal, mas no entanto inibiu a divisdo de células epiteliais, sugerindo
uma modulagao da proliferagao celular de um modo especifico para cada tipo
celular (Okuda et al. 2003). Para além dessa acg¢ao celular, o coagulo de fibrina
que se formou logo apés a aplicagdo do PRP no meio de cultura, estimulou a
sintese de colagénio na matriz extracelular (Kawase et al. 2003). Estas acgdes,
demonstradas in vitro, sugerem um potencial efeito na cicatrizagdo periodontal
no sentido da regeneragao.

A utilizagao do PRP na regeneracéo periodontal tem sido relatado em algumas
séries de casos clinicos, mas sempre em associagao com outras técnicas
como a GTR, os enxertos 6sseos e 0s enxertos conjuntivos (de Obarrio et al.
2000, Petrungaro 2001). O tratamento combinado triplo (PRP/xeno-enxerto/
GTR) de defeitos infra-6sseos, resultou no ganho de insergdo clinica, na
reducgdo da profundidade de sondagem e no maior preenchimento do defeito,
comparativamente a GTR isoladamente, sendo as diferencgas estatisticamente
significativas (Camargo et al. 2002). No entanto, comparativamente ao
tratamento combinado de PRP/xeno-enxerto, as diferengas nao foram
estatisticamente significativas (Lekovic et al. 2002). Da conjugagao dos
resultados destes estudos, os autores sugeriram que a combinagdo com GTR
nao trazia nenhum beneficio clinico a terapéutica. Recentemente, Lekovic e
colaboradores (2003) compararam o mesmo tipo de abordagem tripla & OFD,
mas no tratamento de envolvimentos de furca mandibulares de classe Il. Os
resultados clinicos favoreceram claramente a combinacao de PRP/xeno-enxerto/

GTR. No entanto, devido ao protocolo utilizado, ndo foi possivel identificar qual
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dos trés componentes do tratamento foi o responsavel pelos resultados.
Para além dos escassos estudos clinicos existentes sobre a regeneragao
periodontal com PRP, n&o foi ainda publicada qualquer avaliagéo histolégica
de bidpsias humanas, que confirme o tipo de cicatrizagao periodontal, se por
reparagao se por regeneracgao periodontal. Por todos estes factos, esta técnica
ainda nao preencheu a totalidade dos pré-requisitos necessarios para, segundo
a Academia Americana de Periodontologia, ser considerada uma técnica

regenerativa periodontal.

c.2.1.2. Proteinas morfogenéticas 6sseas

As proteinas morfogenéticas 6ésseas (Bone Morfogenetic Proteins - BMP) sao
factores reguladores que pertencem a grande familia dos factores de
crescimento de transformagéo beta (TGF-3). As BMP sao um grupo particular
de factores de crescimento constituido por polipeptideos de baixo peso
molecular, cuja fungdo mais importante é a regulagdo da formacgéo 6ssea e
cartilaginea durante o desenvolvimento embrionario e, na vida pds-natal, da
regeneragao desses tecidos. Inumeros estudos pré-clinicos, in vivo,
demonstraram a capacidade de as BMPs induzirem a formagao de osso numa
grande variedade de localizagdes anatomicas, algumas delas ectdpicas
(Cochran e Wozney 1999). As BMPs podem ser produzidas por osteoblastos
e s&0 armazenadas na matriz éssea, ligando-se ao colagénio tipo IV.
Diversos estudos pré-clinicos avaliaram o potencial biolégico das formas
recombinadas das BMPs, especialmente da recombinante humana da proteina
morfogenética 6ssea-2 (rhBMP-2) (Ripamonti e Reddi 1994, Sigurdsson et al.
1995, 1996, Kinoshita et al. 1997, Wikesjo et al. 1999, Selvig et al. 2002) e da
recombinante humana da proteina morfogenética 6ssea-7 (rhOP-1/BMP-7)
(Ripamonti et al. 1996, Giannobile et al. 1998, Ripamonti et al. 2001). Os
resultados obtidos, embora contraditérios, demonstraram que a utilizagdo das

BMPs em alguns casos aumentava a formagéo de novo 0sso, hovo cemento e
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novo ligamento periodontal em defeitos criticos, apesar de os tecidos
regenerados nao apresentarem uma distribui¢cdo e localizagao fisiolégica.
Reabsorgdes radiculares e anquilose foram observagdes frequentes (Wikesjo
et al. 1999, Selvig et al. 2002).

A primeira utilizagdo em humanos de BMP foi publicada por Bowers e
colaboradores (1991). A aplicacdo de DFDBA com um extracto parcialmente
purificado de osteogenina (BPM-3) resultou na regeneragéo periodontal de
defeitos infra-6sseos, mais significativa nas raizes mantidas submersas por
um retalho gengival, do que nas transgengivais. No entanto, foram observados
pequenos pontos de anquilose nas raizes submersas. Este foi, alias, o Unico
estudo em humanos referenciado na reviséo sistematica da literatura realizada
por Giannobile e Somerman (2003), a qual ja nos referimos.

Dos estudos, quer experimentais, quer clinicos, publicados até a data podemos
concluir que a aplicagao de BMPs pode promover uma regeneragao substancial
do osso alveolar e a formagado de novo cemento e de novo ligamento
periodontal. No entanto, a anquilose foi uma observagao muito frequente, o
que compromete a regeneracao periodontal desejada.

As BMPs tém sido associadas a enxertos 6sseos, com o objectivo de adicionar
o poder osteoindutor das proteinas ao poder osteocondutor do enxerto. Esta
associagao tem sido utilizada essencialmente na regeneracdo 6ssea,
designadamente em defeitos peri-implantares experimentais (Cochran et al.
1999, Sigurdsson et al. 2001, Sykaras et al. 2001), na elevagéo do pavimento
do seio maxilar (Boyne et al. 1997, Van den Bergh et al. 2000) e nos
procedimentos de preservacao ou de aumento da crista alveolar (Cochran et
al. 2000, Fiorellini e Nevins 2003). Apesar dos bons resultados clinicos obtidos
por alguns autores, esta técnica de regeneracao 6ssea tem-se revelado pouco
previsivel. Até a data, ndo ha evidéncia cientifica suficiente que ateste a eficacia

superior desta opgao terapéutica.
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c.2.2. Proteinas de adeséo

A fibronectina € uma glicoproteina presente no soro e é produzida por uma
grande variedade de células. A sua principal fun¢éo & promover a adesao das
células a matriz extracelular, pelo que tem um papel importante na cicatrizagao.
Na regeneracdo periodontal, a fibronectina tem sido utilizada apés o
condicionamento acido da superficie radicular, com o objectivo de facilitar a
adeséo do tecido conjuntivo. Estudos in vitro, demonstraram que a fibronectina
aumentava a adesao e a proliferagao de fibroblastos sobre discos de dentina,
enquanto que decrescia a ades&o das células epiteliais (Terranova et al. 1986).
Nos estudos in vivo, pré-clinicos, os resultados obtidos foram contraditérios. A
sua utilizagéo isolada, sobre superficies radiculares ndo desmineralizadas,
ndo provocou qualquer alteragcdo da reparagdo conjuntiva, enquanto que a
aplicagdo apds o condicionamento com acido citrico aumentava a adesao
conjuntiva (Caffesse et al. 1985). Pelo contrario, Wikesj6 e colaboradores (1988)
demonstraram que o mesmo tratamento combinado ndo desencadeou qualquer
efeito sobre a reparagdo conjuntiva. Nos escassos estudos clinicos ja
publicados, os resultados foram igualmente contraditérios (Caffesse et al.
1988a, Alger et al. 1990). Com base nos conceitos actuais, a sua utilizagao
como técnica regenerativa periodontal n&o se justifica (Callens 1997, Cochran
e Wozney 1999).

Em resumo, apesar dos estudos in vitro demonstrarem a eficacia de alguns
mediadores biolégicos na regeneragéo dos tecidos periodontais, sdo muitos
os testes pré-clinicos com resultados negativos ou demonstrativos de uma
capacidade regenerativa muito limitada. Os estudos clinicos publicados
demonstram que esses mediadores biolégicos tém, de um modo geral, uma
capacidade regenerativa limitada e pouco previsivel.

Este é actualmente um campo de grande investigacdo. S&o inUmeras as

questdes por esclarecer quanto a sua utilizagdo na regeneragéo periodontal,
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designadamente: quais os factores de crescimento e de diferenciacdo mais
importantes? Qual a sua sequéncia temporal de administracao? Qual a dose
minima eficaz para cada um deles? Qual o sistema de libertacdo mais adequado
aos diferentes defeitos periodontais?

Certamente que teremos de aguardar ainda alguns anos, para que 0s
mediadores bioldgicos constituam uma alternativa terapéutica segura, eficaz

e previsivel na regeneragao periodontal.

c.2.3. Proteinas da matriz extracelular

Aideia de que o fendmeno da diferenciagao cementoblastica é estimulado por
proteinas da matriz do esmalte produzidas pela bainha epitelial de Hertwig foi
apresentada pela primeira vez por Slavkin (1976) e confirmada por estudos
subsequentes (Hammarstrém 1997). Estas proteinas da matriz extracelular
do esmalte estdo igualmente envolvidas na formagéo do ligamento periodontal
e do osso alveolar na fase embrionaria do foliculo dentario (Gestrelius et al.
1997b). Assim, a aplicagao de proteinas da matriz do esmalte sobre a superficie
radicular exposta a doenga periodontal representa actualmente uma terapéutica
alternativa de regeneragao periodontal, baseada nos principios da biomimética.
Esta terapéutica ira ser desenvolvida pormenorizadamente no terceiro capitulo

deste trabalho.

d. ENGENHARIA TECIDULAR COM CELULAS VIVAS

A engenharia de tecidos € um novo campo de investigacdo que tem por
objectivo a criagado de tecidos para substituir tecidos danificados ou doentes.
Esta area integra a pesquisa de materiais biocompativeis que sirvam de

“andaime” (scaffold), de culturas de células especificas e de moléculas de
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sinalizagdo (Fig. 2.3). Esta estratégia é extremamente atractiva quando nao
sao conhecidos os factores de crescimento de um determinado tecido ou ainda
quando é necessaria uma grande quantidade de tecido ou de 6rgaos, ou quando
a substituicdo do tecido tem que ser imediata. A criagdo por engenharia de
tecidos de um equivalente de derme é um exemplo de sucesso clinico no
tratamento de queimados. Recorrendo a esta nova estratégia ja foram
regenerados outros tecidos, como 0sso, cartilagem e musculo (Bartold et al.
2000, Baum e Mooney, 2000).

Na Medicina Dentéria e especificamente em Periodontologia, esta nova area
tem um significativo potencial clinico, tanto na regeneragéo periodontal como
na regeneragao 6ssea.

Das muitas estratégias desenvolvidas para criar novos tecidos e 6rgaos, a
maioria delas associam um material de enxerto a mediadores bioldgicos ou a
células cultivadas em laboratério. Os mediadores biolégicos periodontais ja
foram por nos referidos anteriormente, podendo-se incluir os diversos factores
de crescimento e algumas proteinas extracelulares. As células cultivadas em
laboratdrio a partir de uma pequena bidpsia, depois de expandidas, sao
perfundidas directamente na lesdo ou, em alternativa, vao colonizar um
estrutura biodegradavel que entédo é implantada no local a reparar. As células
deverao ser autdlogas ou compativeis de modo a ndo serem rejeitadas por
processos imunolégicos. Esta técnica permite igualmente a manipulagdo das
células, antes da sua implantagao.

Pini Prato e colaboradores (2000) apresentaram um caso clinico de aumento
da gengiva queratinizada, através do enxerto de uma membrana de acido
hialurénico tridimensional sobre a qual foram cultivados fibroblastos gengivais,
previamente obtidos por uma pequena bidpsia gengival. Mais recentemente,
num estudo experimental em ratos, foram implantadas subcutaneamente
matrizes tridimensionais previamente semeadas com cementoblastos,

fibroblastos do ligamento periodontal e células do foliculo dentario. Passadas
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Figura 2.3 - Factores envolvidos na regeneracéo periodontal por engenharia tecidular.
Adaptado de Lynch SE, Genco RJ, Marx RE. Tissue engineering. Applications in maxillofacial surgery and periodontics.

Quintessence Pubishing Co, Inc. Chicago, 1999.

seis semanas, foram detectados focos de mineralizagdo nos implantes
portadores de cementoblastos e em todos os implantes foi detectado colagénio
do tipo | e XlI, osteocalcina e sialoproteina 6ssea, sugerindo que este meio de
aplicagédo de células através de uma matriz pode promover a regeneragao
periodontal (Jin et al. 2003b). Esta € de facto uma area de investigacdo muito

promissora para a regeneragao periodontal.
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e. TERAPEUTICA GENETICA

A terapéutica genética ndo é geralmente considerada um exemplo de
engenharia de tecidos. Contudo, a transferéncia de genes para células bem
diferenciadas pode representar uma técnica alternativa para a regeneragéo
de um tecido (Baum e Mooney 2000). Apesar dos inumeros protocolos em
investigacao por todo o mundo, a aplicagéo clinica desta nova modalidade
terapéutica ainda esta numa fase muito incipiente, tendo sido especialmente
desenvolvidos estudos na area da terapéutica oncolégica.

Também na regeneracao periodontal, a terapéutica genética € uma éarea de
investigacao activa, tentando, através da transferéncia de genes para células
periodontais, modular a sua actividade e capacidade regenerativa. Nos defeitos
periodontais, a terapéutica genética proporciona um método prolongado de
libertacdo de factores de crescimento, alternativo a sua administragao directa,
a qual se caracteriza por uma semivida extremamente curta. Recorrendo a
integracédo de um transgene de PDGF num vector viral transitério (adenovirus),
foi possivel modular a actividade de cementoblastos (Giannobile et al. 2001) e
de outras células do periodonto (Zhu et al. 2001). Recentemente, Jin e
colaboradores (2003a) demonstraram pela primeira vez, em modelo animal,
que a transferéncia ex vivo de genes de BMP-7 resultava na regeneragéo
6ssea de defeitos experimentais.

Sera possivel prever, num futuro préoximo, a aplicagao da engenharia de todos
os tecidos periodontais, através de complexos hibridos aloplasticos
biomiméticos resultantes da combinagcdo de materiais biocompativeis com
tecidos vivos. Esta nova abordagem alenta grandes expectativas na
regeneragao periodontal ad infegrum dos tecidos perdidos durante o processo

patoldgico.
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I11- DERIVADO DAS PROTEINAS DA MATRIZ DO
ESMALTE

Como escrevemos anteriormente (c.2.3.) a aplicacdo de um derivado das
proteinas da matriz do esmalte sobre a superficie radicular exposta a doenca
periodontal representa actualmente uma terapéutica alternativa de regeneragao
periodontal.

Assim, no presente capitulo procuraremos expor em pormenor 0s Seus
principios bioldgicos e rever os multiplos estudos experimentais e clinicos sobre

a sua utilizagao.

a. RACIONALIZAGAO - CONCEITOS ACTUAIS DE REGENERAGAO

De acordo com Bartold e colaboradores (2000), os procedimentos regenerativos
utilizados no passado, assim como os utilizados actualmente, demonstram
resultados muito limitados por uma série de razées, nomeadamente:

- incapacidade de controlar a formagao de um epitélio juncional longo,

- incapacidade de selar adequadamente o local de cicatrizacdo do meio oral
externo, de modo a prevenir infecgdes pds-operatdrias da membrana ou do
material regenerativo utilizado,

- restricdo da regeneracdo ao tecido ésseo, ignorando 0os processos
regenerativos no tecido conjuntivo e no cemento,

- incapacidade de definir com precisdo os factores de crescimento e de
diferenciagdo necessarios a regeneracgao,

- apossibilidade dos factores de crescimento poderem nao ser suficientemente
discriminativos na sua capacidade de induzir regeneracao, e assim sera
necessario prever a indugao de factores de transcricao previamente a

estimulacéo celular.

Derivado das proteinas da matriz do esmalte
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Durante um qualquer processo cicatricial, € necessaria a participacao de varias
moléculas reguladoras e tipos celulares, em etapas subsequentes: inflamacgéo,
granulacao, formagéo de tecidos e remodelagdo tecidular. A forma pela qual
os tecidos cicatrizam, quer por regeneragao quer por reparagao, é determinada
pelo menos por trés factores que ndo se excluem entre si, designadamente: a
disponibilidade das células apropriadas, os mediadores da fungao celular que

activam essas células e o desenvolvimento de uma matriz extracelular.

Para que ocorra regeneragéo periodontal € fundamental que o local de cicatrizagao
esteja isolado e protegido do ambiente oral. Essa selagem pode ser obtida pela
adesao das células epiteliais a superficie radicular. Mas é fundamental impedir a
proliferacdo dessas mesmas células ao longo da raiz, excluindo-as do local de
cicatrizagao, ja que elas ndo tém potencial regenerativo.

Os fendmenos relacionados com a regeneragéao periodontal sdo extraordinaria-
mente complexos e requerem, para além do componente inflamatério inicial,
a participagdo de todos os tipos celulares do periodonto. A regeneracéo
periodontal tem a particularidade de coordenar e integrar componentes dos
tecidos moles e dos tecidos calcificados, de modo a que as novas fibras do
ligamento periodontal se insiram no novo cemento € no novo 0sso. Assim,
estdo envolvidas células progenitoras de fibroblastos periodontais, de
cementoblastos, de osteoblastos e células endoteliais. E indispensavel o
recrutamento do numero adequado de cada tipo celular, no local indicado e
com a conveniente sequéncia temporal de modo a que, da sua proliferagao,
diferenciagédo e sintese da matriz, resulte uma inser¢do periodontal igual a
que foi destruida durante o processo patoldgico (Pitaru et al. 1994, Lekic e
McCulloch 1996).

Todas as células envolvidas interagem através de uma variedade de
mediadores soluveis, sendo a sequéncia dos processos ditada por uma

combinagao de interacgdes molécula-célula, célula-matriz e célula-célula. De
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entre os mediadores mais importantes destacam-se os factores de crescimento
(FGF, IGF, PDGF, BMP), as proteinas de adesao (fibronectina, laminina,
osteopontina, proteina de ades&o do cemento) e as citoquinas (interleucina 1
(IL-1), factor de necrose tumoral alfa (TNF-a)). Estes factores soltveis actuam
ao nivel de receptores celulares especificos. Aligagdo aos receptores celulares
activa uma série de mecanismos e moléculas intracelulares que, por seu turno,
originam respostas como a migragao celular, a sintese de macromoléculas da
matriz extracelular e a expressao de moléculas na superficie celular como as
integrinas. Estas respostas, por seu lado, afectam as interac¢ées célula-matriz
e célula-célula. Embora a activagao de muitas destas moléculas ja tenha sido
estudada in vitro e em modelos experimentais de cicatrizacéo, a sua acgao no
contexto da regeneragao periodontal é ainda muito pouco conhecida (Bartold
et al. 2000).

A matriz extracelular, apesar de ndo promover directamente a regeneragao
periodontal, tem um papel importante na sua regulagdo. Durante a reparagao
ou regeneracao, a sequéncia espacial e temporal da sintese das
macromoléculas da matriz extracelular é igualmente coordenada por uma série
de mediadores soluveis. A matriz extracelular dos véarios compartimentos
periodontais contem os mediadores necessarios ao seu normal funcionamento.
Algumas proteinas estruturais como o colagénio, a osteocalcina e as proteinas
da matriz do esmalte, entre outras, sdo reguladoras da fungdo celular e exercem
um papel fundamental na regeneracédo periodontal (Slavkin et al. 1988,
Schroeder 1992, Ripamonti et al. 1996, Bartold et al. 2000).

Derivado das proteinas da matriz do esmalte
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b. PRINCIPIO BIOLOGICO

b.1. Cementogénese

Apods a formacao da coroa dentaria, a extensao apical das células do epitélio
interno e externo do érgdo do esmalte continua a proliferar a partir da area
cervical da coroa, iniciando a formacdo da raiz. Esta extensdo epitelial,
designada por bainha epitelial de Hertwig, interpde-se entre as células
mesenquimatosas da papila dentéaria e do foliculo dentéario. A camada interna
da bainha epitelial de Hertwig induz as células adjacentes da papila dentaria a
diferenciarem-se em pré-odontoblastos que, vao iniciar a sintese de pré-dentina
radicular. Esta camada interna da bainha, composta por células analogas a
pré-ameloblastos, segrega algumas proteinas sobre a pré-dentina recém
formada, nomeadamente proteinas semelhantes as da matriz do esmalte,
sialoproteina 6ssea, osteopontina, laminina e colagénio tipo IV (Hammarstrém
1997, Saygin et al. 2000) (Fig. 3.1).

A medida que as proteinas se precipitam sobre a pré-dentina, induzem a
apoptose das células da bainha epitelial de Hertwig, que se fragmenta e
desintegra. A solugdo de continuidade da bainha permite que as células
mesenquimatosas do foliculo dentario contactem com a fina camada de
proteinas existentes sobre a pré-dentina radicular. Inicia-se a formagao do
cemento radicular. Os tipos celulares e os factores responsaveis pela sua
formacgao sdo ainda fonte de controvérsia. Segundo varios autores, as células
do foliculo dentério sdo induzidas, por influéncia das proteinas da matriz do
esmalte, a diferenciar-se em cementoblastos, iniciando a formagao de cemento
acelular (Cho e Garant 1988, Slavkin et al. 1988, Hammarstrém 1997, Spahr e
Hammarstrdm 1999, Hakki et al. 2001). Outros autores defendem que algumas
células da bainha epitelial alteram a expressao do seu fenétipo epitelial para
mesenquimatoso e convertem-se em cementoblastos (Saygin et al. 2000,
Bosshardt e Nanci 2004).
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Figura 3.1 — Desenvolvimento dos tecidos periodontais. As células do foliculo dentario diferenciam-se em
osteoblastos, fibroblastos e cementoblastos. A bainha epitelial de Hertwig produz as proteinas da
matriz do esmalte. Algumas das suas células diferenciam-se em cementoblastos, alterando a
sua expressao fenotipica, enquanto que outras mantém-na formando os restos epiteliais de
Malassez.
Adaptado de Nanci A & Somerman MJ: Periodontium. In: Nanci A (eds). Ten Cate’s Oral histology.
Development, Structure, and function. Mosby 2003 (62 ed).

Algumas células da bainha de Hertwig persistem no ligamento periodontal,
mantendo o fendtipo epitelial. Apresentam-se como pequenos grupos celulares
rodeados por uma membrana basal e designam-se por restos epiteliais de
Malassez. Desconhece-se se tém alguma fungdo na manutencédo e na

regeneracgao dos tecidos periodontais (Cho e Garant 2000, Nanci 2003).
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Terminada a formagao da raiz, durante o tempo de fungcdo de um dente, o
cemento radicular forma-se por ac¢cao de cementoblastos, de cementdcitos
ou de um tipo especifico de fibroblastos do ligamento periodontal, embora a
forma como estes actuam ndo seja ainda totalmente conhecida. Foram
identificadas células mesenquimatosas no ligamento periodontal que possuem
a capacidade de se diferenciarem ou em fibroblastos do ligamento periodontal
ou em cementoblastos, dependendo da sua localizagdo ou da exposi¢ao a

agentes indutivos especificos (Bartold e Narayanan 1998, Cho e Garant 2000).

b.2. Cemento radicular e sua importancia na regeneragao periodontal

O cemento é um tecido mineralizado que recobre a superficie radicular,
formando a interface entre a dentina radicular e o ligamento periodontal. O
cemento proporciona a ancoragem das fibras do ligamento periodontal na
superficie radicular. Para além disso, o recobrimento da dentina radicular porosa
por cemento protege a polpa de estimulos externos. Este tecido calcificado
apresenta algumas semelhangas com o tecido 6sseo, mas, ao contrario deste,
nao é enervado nem vascularizado e possui pouca ou henhuma capacidade
de remodelagdo. O cemento radicular é constituido por 45% a 50% de
hidroxiapatite e por 50% de proteinas colagénicas e ndo colagénicas. O
colagénio tipo | é predominante e representa cerca de 90% do componente
organico; também o colagénio tipo Il e tipo Xll estdo presentes. As proteinas
nao colagénicas, idénticas ao 0sso, incluem a fosfatase alcalina, a sialoproteina
Ossea, a osteopontina, a osteocalcina, a osteonectina, a vitronectina, a
fibronectina, proteoglicanos, proteolipidos e alguns factores de crescimento
(Saygin et al. 2000, Nanci 2003).

Histologicamente, o cemento é classificado de acordo com a inclusdo ou n&o

de células na matriz (celular ou acelular) e com a origem das fibras colagénicas
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da matriz: intrinseco se as fibras sao formadas pelos cementoblastos;
extrinseco quando séo formadas por fibroblastos. Da combinacédo destas
caracteristicas estdo descritos quatro tipos de cemento.

O cemento acelular extrinseco contém fibras colagénicas que se projectam
perpendicularmente desde a matriz do cemento para o ligamento periodontal
e ndo contem células. No homem, este tipo de cemento recobre os dois tercos
coronais da superficie radicular constituindo a principal ancoragem do ligamento
periodontal & raiz. E formado pelos primeiros cementoblastos que, durante a
cementogénese radicular, se alinham sobre a superficie de dentina recém
formada mas ainda n&o mineralizada (Nanci 2003).

Quando o dente entra em oclusao, do terco médio ao apex radicular, forma-se
o cemento celular intrinseco. Este caracteriza-se pela existéncia de
cementocitos e de fibras colagénicas intrinsecas numa matriz extracelular,
orientadas maioritariamente de forma paralela e circular a superficie radicular.
Este tipo de cemento pode igualmente ser identificado em lacunas de
reabsorcao radicular e em locais de fractura radicular, demonstrando ter funcoes
reparativas (Cho e Garant 2000, Nanci 2003).

Quando as fibras do ligamento periodontal se organizam em feixes, o cemento
celular continua a ser depositado em torno desses feixes, incorporando-os ao
cemento e constitui-se 0 cemento estratificado misto. Este é composto por
camadas alternadas de cemento acelular extrinseco e cemento intrinseco,
tanto celular como acelular, é recoberto por uma fina camada de cemento
acelular extrinseco. Localizado no apex e na furca, este tipo de cemento
relaciona-se com os movimentos, fisioldgicos ou n&o, do dente no alvéolo
(Nanci 2003).

O cemento acelular afibrilhar é constituido por uma matriz mineralizada sem
células nem fibras e localiza-se sobre o esmalte e a dentina na proximidade
da jungdo amelo-cementaria. A sua fungao é desconhecida uma vez que nédo

esta envolvido na ancoragem do dente. Desconhece-se igualmente quais as
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células responsaveis pela sua formagao. Segundo alguns autores este tipo de
cemento representa uma anomalia no processo da cementogénese: apds a
desagregacao do epitélio reduzido do esmalte algumas células do foliculo
dentario entram em contacto com a matriz do esmalte, resultando a formagao
de cemento sobre o esmalte (Bartold e Narayanan 1998, Nanci 2003).

Um aspecto controverso refere-se a classificagdo do cemento acelular e celular
como tecidos fenotipicamente distintos. No rato, a participacdo da fosfatase
alcalina parece ser essencial na formagdo do cemento acelular, mas nao
influencia a formagéo de cemento celular (Beertsen et al. 1999), o que sugere
a existéncia de diferengas nos tipos celulares ou nos factores que controlam o
seu desenvolvimento. Pelo contrario, no homem, na hipofosfatasia
(caracterizada por baixos niveis de fosfatase alcalina) a auséncia de formagao
de cemento nao é exclusiva do tipo acelular, indicando que nao ha diferencas,
para além das morfoldgicas, entre o cemento celular e acelular.

A formacao de cemento divide-se em duas fases. A fase pré-funcional que
ocorre durante o desenvolvimento da raiz, seguindo-se a fase funcional que
se inicia quando o dente entra em oclus&o. Durante a fase pré-funcional forma-
se o cemento acelular (extrinseco e afibrilhar), enquanto que na fase funcional

forma-se o cemento celular (intrinseco e estratificado misto) (Nanci 2003).

A regeneracao periodontal, ao tentar restabelecer a ancoragem das fibras
periodontais, requere a formagao de novo cemento para substituir o que foi
removido durante o tratamento periodontal, de modo a que nele se possam
inserir as novas fibras colagénicas (Schroeder 1992, Bosshardt e Schroeder
1996). Assim e mais especificamente, o objectivo da regeneragao periodontal
€ induzir a produgéo de cemento acelular extrinseco ou cemento estratificado
misto. S6 estes dois tipos de cemento apresentam a insercéo das fibras do
ligamento periodontal no cemento recém formado. Os varios procedimentos

regenerativos, descritos anteriormente, resultam na formacédo de cemento
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radicular. No entanto, a maioria dos estudos histolégicos em humanos
evidenciaram a formacao de cemento celular intrinseco, com menor significado

funcional por ndo fornecer ancoragem a fibras extrinsecas (Bowers et al. 1989c).

c. PROTEINAS DA MATRIZ DO ESMALTE NA REGENERAGAO PERIODONTAL

Tendo por fundamento o importante papel na cementogénese e no
desenvolvimento da insergao periodontal, as proteinas da matriz do esmalte
foram aplicadas sobre uma superficie radicular, com o objectivo de regenerar
os tecidos periodontais ausentes, tentando reproduzir os fenémenos do
desenvolvimento embrionario, de acordo com os principios da biomimética

(Heijl, 1997) (Fig. 2.2).

i

£

Figura 3.2 — Derivado das proteinas da matriz do esmalte. Apos a colocacéo do gel no defeito periodontal (a),
as proteinas precipitam-se sobre a superficie radicular e iniciam um processo biomimético (b)

resultando na regeneragao periodontal (c).
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A matriz do esmalte € composta por um conjunto de proteinas: as amelogeninas,
a amelina (também designada por ameloblastina ou “sheathelin”), a enamelina,
uma proteina sulfatada e a tuftelina (Nanci 2003). As amelogeninas, um grupo
heterogénio de diversas proteinas de baixo peso molecular, constituem o
componente mais importante da fracgdo orgénica da matriz do esmalte,
representando cerca de 90% (Hammarstrom 1997).

As amelogeninas existem ha pelo menos 350 milhdes de anos. A sua estrutura
foi bem conservada ao longo da evolugao dos vertebrados, desempenhando
um papel fundamental na biomineralizagdo dos tecidos dentarios. Nas
diferentes espécies de vertebrados estudadas, as amelogeninas apresentam
uma homogeneidade de mais de 80% na sequéncia de aminoacidos. Esta
semelhangca permite a utilizagdo desta proteina no homem, mesmo se de
origem xendgena, sem desencadear respostas alérgicas ou outras do foro
imunoldgico (Zetterstrdom et al. 1997, Heard et al. 2000).

Com a finalidade de ser utilizada na regeneragéo periodontal, a matriz do
esmalte é colhida em germens dentarios de porco, sendo posteriormente
purificada. O seu extracto acidico, contendo um conjunto de amelogeninas
hidréfobas, designa-se por derivado das proteinas da matriz do esmalte (enamel
matrix derivative - EMD). O EMD estabilizado e desidratado por congelagéo é
comercializado sob a designacdo de Emdogain® (Institut Straumann AG,
Waldenburg, Switzerland; anteriormente Biora AB, Malmo, Sweden).
Embora as amelogeninas sejam insoluveis num pH fisioldgico, dissolvem-se
quando o pH aumenta ou diminui. A sua solubilidade também depende da
temperatura: sendo hidréfobas, as amelogeninas tém uma maior solubilidade
a baixa temperatura.

A solugdo aquosa do éster de propilenoglicol do acido alginico (propylene
glycol alginate - PGA) demonstrou ser o veiculo com melhores propriedades
fisicas (Gestrelius et al. 1997a, Hammarstrom et al. 1997), permitindo a

aplicagdo do EMD sob a forma de um gel nos defeitos periodontais com o
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recurso a uma seringa. Em meio acido e a temperaturas baixas, a viscosidade
do PGA ¢ elevada. A medida que a acidez é neutralizada e a temperatura
aumenta, a sua viscosidade diminui, aproximando-se a da agua.

Inicialmente, 0 Emdogain® foi apresentado sob a forma de dois componentes:
um frasco de EMD em p6, desidratado por congelagéo, e um frasco com a
solugdo aquosa de PGA, com pH de 5,5 (Fig. 3.3). Da mistura dos dois
componentes, efectuada 15 minutos antes da aplicagéo, resultava um gel.
Actualmente, o EMD é comercializado sob a forma de um gel “ready-to-use”
(Emdogain®Gel) (Fig. 3.4). Nesta nova apresentacgéo, a proteina foi estabilizada
por tratamento térmico antes da sua incorporagao no veiculo. Ambas as
apresentagdes comprovaram ser igualmente eficazes num estudo clinico
multicéntrico (Bratthall et al. 2001). Mais recentemente, um estudo in vitro
demonstrou que o gel era mais bioactivo que a forma de apresentagao inicial
(Nagano et al. 2004). As embalagens devem ser conservadas a baixa

temperatura (2-8 °C), de modo a manter as suas propriedades fisicas, quimicas

VEHICLE EMDOG

Enamel ¢
Freeze
Keep cod
BI@RA A

Propylens 6f
Aqueous 04
Keep cold[l!
BIORA A3

Figura 3.3 — Primeira apresentagao comercial de Emdogain®.

Figura 3.4 — Emdogain® Gel (EMD ja incorporado no
veiculo PGA) e PrefGel™ (EDTA a 24%).
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e bioldgicas durante o prazo de validade relativamente curto (24 meses).

O EMD deve ser aplicado sobre a superficie radicular na fase final da cirurgia
periodontal, apds a remogao da placa bacteriana, dos calculos dentarios e do
tecido de granulagédo existentes na lesdo. Previamente a aplicagdo de EMD, é
aconselhado proceder ao condicionamento acido da superficie radicular (EDTA
a 24%, durante dois minutos), de modo a remover a smear layer e expor
algumas fibras de colagéneo. Apés a remogéo do agente condicionador com
soro, aplica-se o EMD, evitando qualquer contaminacao da superficie radicular
por sangue ou saliva. O retalho é suturado ou, caso as suturas tenham sido
colocadas previamente, sdo apertadas. Qualquer manobra que interfira
directamente sobre o local de cicatrizacdo, nomeadamente a colocagao de
um cimento cirurgico ou a escovagem, deve ser evitada durante um periodo
de seis semanas.

O processo cicatricial inicia-se logo que o retalho é suturado. A medida que o
pH do defeito volta aos valores fisiolégicos e que a temperatura sobe até a
temperatura corporal, as proteinas da matriz do esmalte vao-se tornando
insoluveis e precipitam-se sobre a superficie radicular. De igual modo, devido
as alteragdes de pH e de temperatura, a viscosidade do PGA diminui e o
veiculo difunde-se na ferida cirdrgica, sem interferir com a formagao do coagulo,
nao actuando como uma barreira nem como um mantenedor de espaco.

Ao fim de dois dias, apds a reimplantacdo de molares no rato nao foi detectado
PGA no local cirargico, enquanto que o EMD ainda permanecia na superficie
radicular ao fim de duas semanas, 0 mesmo se verificando apds a sua aplicacao
numa deiscéncia no porco (Gestrelius et al. 1997a). Quatro semanas apés a
transplantagado de um dente com EMD para a parede abdominal num rato, foi
detectada a sua presenga na superficie radicular (Hamamoto et al. 2002).
Igualmente, num estudo experimental em humanos, o EMD foi detectado por
imunohistoquimica, na superficie radicular, quatro semanas apés a sua

aplicagao (Sculean et al. 2002c).
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Em 1996, o Emdogain® obteve a aprovag¢édo pela “Food and Drugs
Administration” (FDA) (P30021)", com a indicacéo especifica de aplicagdo
tépica em superficies radiculares, como auxiliar da cirurgia periodontal, no
tratamento de defeitos periodontais infra-6sseos nao envolvendo furcas,
resultantes da perda de suporte periodontal por periodontite moderada ou
severa. Mais recentemente, para além da nova forma de apresentagao
(Emdogain®Gel), foram adicionadas indicagdes suplementares,
nomeadamente como auxiliar de técnicas cirdrgicas minimamente invasivas
em zonas estéticas no tratamento de defeitos infra-6sseos, como auxiliar no
tratamento cirurgico de furcas mandibulares de classe |l com perda 6ssea
minima interproximal e ainda como auxiliar da cirurgia de retalho de

reposicionamento coronal no tratamento de recessbes gengivais.

Com o objectivo de esclarecermos o modo pelo qual o derivado das proteinas
da matriz do esmalte pode regenerar os tecidos periodontais, vamos fazer
uma revisao da literatura publicada referindo-nos aos estudos in vitro, in vivo

e pré-clinicos.

c.1. Estudos in vitro

As proteinas da matriz do esmalte tém fungdes moleculares e celulares que
fundamentam a sua utilizagdo na regeneracéo periodontal. Apesar dos
inimeros estudos levados a cabo, in vitro e in vivo, ainda nao é possivel
descrever o seu mecanismo exacto.

Citemos alguns dos estudos in vitro que ajudam a interpretar o modo pelo qual
o EMD influencia a biologia celular dos diferentes tipos de células presentes
na cicatrizagao periodontal.

Neste momento é importante salientar que, segundo a imunoanalise do EMD

' http://www.fda.gov/cdrh/pmasep96.html
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realizada por Gestrelius e colaboradores (1997b), ndo foi identificada a presenca
de factores de crescimento (EGF, FGF, PDGF, TGF-3, IGF-I e -Il), nem de
citoquinas (IL-1p, -2, -3 e -6), nem de proteinas de adesao (fibronectina). Porém,
Kawase e colaboradores (2001; 2002) detectaram doses diminutas de TGF-(.
Acrescente-se ainda o facto de Hoang e colaboradores (2002) terem demonstrado
gue a amelogenina € uma proteina de adeséo celular, com capacidade de aderir

a hidroxiapatite, mas ndo ao colagéneo nem a heparina, sob condi¢des fisioldgicas.

Nos estudos com culturas celulares, a discrepancia dos resultados pode dever-
-se a inumeras variagdes metodoldgicas, designadamente os tipos celulares
testados, as técnicas de cultura, os métodos analiticos, o tempo de adigdo do
EMD a cultura e talvez a outros factores ainda desconhecidos.

De acordo com estudos in vitro, as células do foliculo dentério de murino (células
SVF) demonstraram capacidade de induzir mineralizagdo e expressaram
marcadores genéticos associados com o fenétipo de cementoblastos e de
osteoblastos. Esta diferenciacédo foi regulada pelo EMD: este promoveu a
proliferacdo das células foliculares, mas impediu a formagdo de ndédulos
mineralizados. Foram também observadas alteragdes na expressao de algumas
proteinas, nomeadamente o aumento da osteopontina (osteopontin - OPN) e
a diminui¢do da osteocalcina (osteocalcin - OCN) e a sialoproteina 6ssea (bone
sialoprotein - BSP) (Hakki et al. 2001).

Recorrendo a detecgéo de marcadores especificos como a fosfatase alcalina
(alkaline phosphatase - ALP), com um papel importante na diferenciagcao
celular de tecidos calcificados, a OCN e o colagénio tipo X, ficou demonstrado
que o EMD bloqueava a diferenciacdo de células mesenquimatosas
pluripotenciais (células C2C12) em mioblastos e em adipdcitos mas estimulava

a sua diferenciagéo em osteoblastos e em condroblastos (Ohyama et al. 2002).

Devido a importancia das células do ligamento periodontal no processo de
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regeneracao, sao inumeros os estudos que avaliaram o comportamento destas
células na presenga do EMD. Assim, ficou demonstrado que o EMD promove
a sua adesao e proliferagao de um modo dependente tanto do tempo como
da dosagem (Gestrelius et al. 1997a, Kawase et al. 2000, Lyngstadaas et al.
2001, Davenport et al. 2003, Okubo et al. 2003, Rincon et al. 2003). Na
presenca de EMD, células humanas do ligamento periodontal aumentam a
producao total de proteinas e promovem a formagao de nédulos mineralizados
(Gestrelius et al. 1997b).

Estudos imunolégicos mostram que a preseng¢a de EMD induz o aumento do
nivel intracelular de adenosina monofosfato ciclico (CAMP) e de ALP pelas
células do ligamento periodontal. De igual modo, demonstrou-se o aumento
da secregéo de alguns factores de crescimento como o TGF-1, o PDGF-AB
e o0 IGF-I, de citoquinas como a interleucina-6 (IL-6), embora outras citoquinas
como as IL-1 e -2 ndo tenham sido detectadas (Van der Pauw et al. 2000,
Lyngstadaas et al. 2001, Okubo et al. 2003). O EMD também aumenta a sintese
de percursores da matriz (hialuranos, proteoglicanos, versican, biglican e
decorin) (Haase e Bartold 2001). Recorrendo a cDNA microarrays, foram
estudadas as alteragbes na expressdo gendmica apds a exposicao de
fibroblastos do ligamento periodontal ao EMD. Destacamos a upregulation
rapida e persistente de varios genes da matriz extracelular (metaloproteinases
da matriz - MMP1, 3, 11 e 14) e de receptores de superficie, para além dos
genes de fibronectina, de colagénio tipo VI e XVI, de tenascina, de integrina
38 e de proteoglicanos 6sseos, todos eles envolvidos na regeneragéo dos
tecidos periodontais (Brett ef al. 2002). Recentemente, o0 mesmo grupo de
investigacao estudou o efeito do EMD na sintese de factores de crescimento,
de citoquinas e seus receptores pelos fibroblastos do ligamento periodontal,
usando cDNA microarrays mais especificos, agrupando 268 genes de particular
relevancia no processo de cicatrizagdo (Parkar e Tonetti 2004). S6 se

manifestaram 125 genes, dos quais 38 alteraram a sua expressao na presenca
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de EMD. Entre os doze genes que se apresentavam downregulated incluiem-
se citoquinas inflamatdrias como IL-4, IL-6, IL-13 e IFN-y e outros como o
factor de crescimento dos queratindcitos (Keratinocyte Growth Factor - KGF).
Entre os genes que se apresentavam upregulated incluem-se diversos factores
de crescimento e seus receptores, nomeadamente PDGF-A, TGF-3, BMP-1, BMP-
4 e PDGF-Ra. Estes resultados ajudam a explicar a observagéo clinica
subjectiva descrita por alguns autores, segundo a qual a aplicagdo de EMD
resulta numa cicatrizagdo mais rapida e com reduzidos sinais inflamatérios.
Os fibroblastos gengivais na presenga de EMD parecem comportar-se
distintamente dos fibroblastos do ligamento periodontal: evidenciam uma menor
capacidade de adesdo e de migragdo quando comparados aos fibroblastos do
ligamento periodontal. A actividade da ALP e a produgao de TGF-31 aumentaram
nos dois tipos celulares, embora menos significativamente nos fibroblastos
gengivais (Van der Pauw et al. 2000). Na sintese de glicosaminoglicanos e de
hialuranos da matriz sdo os fibroblastos gengivais os mais reactivos (Haase e
Bartold 2001). No estudo de Kawase e colaboradores (2001), o EMD promoveu
a proliferagao de fibroblastos gengivais (Gin-1) mas ndo aumentou a sua produgéo
de cAMP nem a mobilizacdo intracelular de Ca®*.

A utilizacdo de modelos de cicatrizacao in vitro permite estudar o
comportamento de cada tipo celular nos processos cicatriciais. Neste tipo de
modelos, é criado um espaco vazio na cultura celular, simulando uma ferida, o
qual vai sendo ocupado de acordo com a capacidade de proliferacdo e de
migracao do tipo celular em estudo. O tipo de ferida criada, a composi¢ao do
meio de cultura e o tipo de células presentes sao factores determinantes do
resultado final. No entanto, estes modelos tém como limitagcées a auséncia de
interaccdo entre diferentes tipos celulares, assim como a inexisténcia de
contacto intercelular tridimensional.

Hoang e colaboradores (2000) investigaram a influéncia de EMD em células do

ligamento periodontal, fibroblastos gengivais e células ésseas, num modelo in
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vitro de cicatrizagdo constituido por uma incisdo com 3 mm de largura na placa
de cultura celular. Quando nao foi utilizado qualquer aditivo ao meio de cultura,
os fibroblastos gengivais e as células 6sseas foram mais rapidos na colonizagdo
da ferida do que os fibroblastos do ligamento periodontal. Porém, a adi¢do de
EMD promoveu o preenchimento da ferida pelos trés tipos celulares,
preenchimento esse mais rapido pelos fibroblastos do ligamento periodontal.
Quando comparados a adicdo de PDGF-BB ao meio de cultura, os resultados
com o EMD foram significativamente superiores, para os dois tipos de fibroblastos.
Na utilizagdo de um modelo de cicatrizacdo diferente, descrito como uma
circunferéncia de 8 mm de didmetro, tanto os fibroblastos gengivais como os
do ligamento periodontal, na presenga de EMD, preencheram a ferida, mas os
fibroblastos gengivais foram mais rapidos na colonizagéo da ferida experimental
(Rincon et al. 2003).

O estudo da acgao do EMD no metabolismo das células 6sseas demonstrou
que o derivado das proteinas do esmalte influencia de modo distinto essas
células, consoante a sua fase de maturacéo.

O EMD promoveu a proliferagdo de osteoblastos primarios do cranio do rato,
mantendo a sua morfologia caracteristica, alterando contudo a sua expressao
genética: aumentou o MRNA de colagénio a1, de IL-6 e de prostaglandina G/
H sintetase 2, mas ndo aumentou o mRNA da osteocalcina nem do IGF-1,
sugerindo que o EMD n&o promove a diferenciacao desses osteoblastos (Jiang
etal. 2001a, b). No entanto, o EMD nao estimulou a proliferagédo de osteoblastos
humanos, apesar de ter potenciado a sua adeséo (Zhu et al. 1999).
Schwartz e colaboradores (2000) estudaram a influéncia do EMD na
proliferacdo, na diferenciacdo e na producao de factores locais, sobre
osteoblastos em trés fases de maturagéo osteogénica (pré-osteoblastos (2T9),
células derivadas de osteossarcoma humano (MG63) e células osteoblasticas

normais (NHOst)). O EMD regulou a proliferacédo e a diferenciacdo dos
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osteoblastos, mas de um modo especifico para cada tipo celular e promoveu
a proliferagao de pré-osteoblastos, mas nao afectou a sua diferenciagao. Nas
células derivadas de osteossarcoma, representando uma fase relativamente
imatura, o EMD inibiu a sua proliferagao e estimulou a sua diferenciagao,
estimulou a produg¢do de OCN, diminuiu a sintese de matriz, ndo afectou a
producédo de PgE2 e aumentou o TGF-31 do meio. Nos osteoblastos mais
maturos, o EMD induziu a sua proliferacao e diferenciagao.

Num outro estudo (Tokiyasu et al. 2000), o EMD promoveu a proliferagdo de
cementoblastos (OC-CM) e de duas linhas celulares pré-osteoblasticas (OCT-1
e MC3T3-E1). Para além disso, o EMD alterou de um modo especifico a
expressdo genética dos tipos celulares estudados: diminuiu drasticamente a
expressao de OCN tanto nos cementoblastos como nos pré-osteoblastos MC3T3-
-E1; aumentou ligeiramente a expressao genética da BSP nos cementoblastos,
mas nao alterou essa expressao nos pré-osteoblastos MC3T3-E1; tanto os
cementoblastos como os pré-osteoblastos MC3T3-E1, quando expostos ao
EMD, demonstraram um aumento dos niveis de mMRNA de OPN; o EMD inibiu
a formacéao de nodulos mineralizados na cultura de cementoblastos.

Num estudo recente, He e colaboradores (2004) verificaram que o EMD
promovia a proliferacdo de pré-osteoblastos (MC3T3-E1) e que, as trés
semanas de tempo de cultura, aumentava a expressdao dos mRNA do colagénio
a1, daBSP e da OCN, marcadores da diferenciagédo osteoblastica, e igualmente
de IGF-I. Neste estudo também se verificou que o EMD aumentava a produgao
de osteoprotegerina, uma citoquina que inibe a génese e a fungdo dos
osteoclastos, actuando como um regulador negativo da reabsorgao 6ssea.
Yoneda e colaboradores (2003) testaram a especificidade da ac¢do do EMD
sobre outras células imaturas da linha osteoblastica. Num dos tipos celulares
utilizados (ST2, células derivadas da medula dssea do rato que se podem
diferenciar em adipécitos e em osteoblastos, dependendo das condi¢des da

cultura), o EMD néo estimulou a sua proliferacdo mas estimulou a sua
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diferenciagao. Num outro tipo celular (KUSA/A1, células igualmente derivadas
da medula éssea do rato, com capacidade de formar tecido 6sseo in vitro e in
vivo), pelo contrario, o EMD estimulou a sua proliferagcdo, acompanhada pela
formacgao de nédulos mineralizados. Neste ultimo tipo celular, o EMD estimulou
a expressao dos mRNA de colagénio tipo |, de OPN, de TGF-31 e de OCN,
tendo-se detectado igualmente um aumento da produg¢do de algumas
metaloproteinases da matriz.

Tal como acontece para os osteoblastos, o EMD parece ter efeitos distintos
consoante a fase de maturagao dos condroblastos. As células da zona mais
imatura da formagao endocondral, aumentaram a proliferagao e diminuiram a
diferenciacao sob o efeito de EMD. Este estimulou a produgao de
prostaglandina E2 mas nao afectou a produgéo de colagénio nem de TGF-[31.
Na zona mais matura, os condroblastos responderam ao EMD igualmente
com um aumento da proliferagcdo, mas ndo alteraram a sua taxa de
diferenciacdo, tendo sido observado um ligeiro aumento na produgédo de
prostaglandina E2 e uma diminui¢cdo na sintese de colagénio e de TGF-31
(Dean et al. 2002).

A maioria dos estudos efectuados com células epiteliais (células da lingua do
rato, com expressao de queratina (HT1080); células derivadas do carcinoma
espinhocelular da lingua humana (SCC25); células Hela) demonstraram que
o EMD nao estimulava a sua proliferacdo, ao contrario do observado com os
fibroblastos e osteoblastos (Gestrelius et al. 1997b, Kawase et al. 2000,
Lyngstadaas et al. 2001). Kawase e colaboradores (2000) demonstraram que
o EMD, dependendo da dosagem, exercia um efeito citostatico sobre células
epiteliais orais, mantendo-as na fase G1, sem contudo ter um efeito citotéxico,
uma vez que nao aumentou o numero de células em apoptose. Num outro estudo,
a presenga de EMD estimulou a polimerizagao do citoesqueleto de actina, mas

nao aumentou a produgao intracelular de cAMP nem a mobilizagao intracelular
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de Ca?* por parte das mesmas células epiteliais (SCC25) (Kawase et al. 2001).
As células epiteliais humanas na presenga do EMD, aumentaram a producéao
de cAMP e de PDGF-AB, mas néo influenciaram a produgéo de IL-1a ou 3,
nem de IL-2, nem de PDGF-AA ou BB (Lyngstadaas ef al. 2001).

Deste modo e resumindo, os inimeros estudos in vitro demonstram que o EMD
influencia de forma distinta os varios tipos celulares periodontais: promove a
proliferagdo de fibroblastos, principalmente dos fibroblastos do ligamento
periodontal, e estimula a producao de proteinas especificas. Sobre as células da
linha osteoblastica, estimula a proliferagéo de células mais imaturas, enquanto
que nas células mais diferenciadas estimula essencialmente a sua diferenciagéo.
Para além disso, o EMD promove a osteogénese, através da estimulagéo quer
dos factores de diferenciacdo osteoblastica, quer de factores que inibem a

reabsorgao 6ssea. Sobre as células epiteliais, 0 EMD exerce um efeito citostatico.

c.2. Estudos in vivo

Apods a transplantacédo de dentes molares de rato para a parede abdominal,
Hamamoto e colaboradores (2002) verificaram que se formava osso alveolar
separado da raiz por um espago periodontal, apesar de alguns sinais de necrose
do ligamento periodontal envolvente e algumas lacunas de reabsor¢ao radicular.
Contudo, quando o EMD era colocado sobre os dentes antes da sua
transplantagéo, formava-se uma camada adicional de cemento acelular, que
frequentemente preenchia as raras lacunas de reabsorgao, e observava-se
uma estimulag¢ao da regeneracao do ligamento periodontal e do osso alveolar.
O EMD foi detectado na superficie radicular, por imunohistomorfometria, durante
as 4 semanas de duragao do estudo, tendo-se verificado uma redistribuicao
do material imunoreactivo, com transferéncia gradual da coroa para a raiz,
sugerindo a existéncia de receptores especificos para a amelogenina na

superficie radicular (Hamamoto et al. 2002).
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Contrariando estes resultados, Chano e colaboradores (2003) recorrendo a
um modelo de ferida periodontal no rato, sem formacéo de biofilme nem
colonizacgéo epitelial, demonstraram que o EMD nao afectava a diferenciagcao
de células osteogénicas, cementogénicas e/ou fibrogénicas, assim como néo

influenciava a formagao de novo osso e de novo cemento.

Estudos controlados avaliaram a formagao de novo osso em defeitos criados
experimentalmente no osso parietal (Sawae et al. 2001, Yoneda et al. 2003) e
no fémur (Kawana et al. 2001) de ratos, apds a aplicagdo de EMD. A
cicatrizagao dos defeitos 6sseos, tanto em osso membranoso como em 0sso
endocondral, ocorreu com a formagao de novo osso, parecendo que o EMD
acelerava essa cicatrizagéo.

Boyan e colaboradores (2000) estudaram o poder osteoindutor, osteocondutor
e osteopromotor do EMD, através da sua implantacao ectépica no musculo da
perna de ratos. Quando o EMD (2 ou 4 mg) foi implantado isoladamente ndo
se formou novo osso. No entanto, quando o EMD (2 mg) foi implantado em
associagdo com DFDBA activo verificaram formagédo de osso comparavel a
utilizagéo de DFDBA activo isolado; contudo, o aumento da dosagem (4 mg)
na mesma associagao resultou no aumento significativo da formacao de osso,
a qual foi 1,4 vezes superior a observada aquando da utilizagao de DFDBA
activo isolado, tendo os valores sido confirmados por histomorfometria.
Noutros estudos, a implantagao ectépica de EMD isoladamente num tecido
muscular ndo resultou na formacao de nédulos de calcificagao (Tokiyasu et al.
2000, Yoneda et al. 2003). Contudo, resultados contrarios foram obtidos por
Tominaga e colaboradores (2001) apds a injec¢do subcutanea de EMD em
ratos: verificaram a formagéo de tecido mineralizado quando eram
administradas doses mais elevadas (30 mg/ml).

Casati e colaboradores (2002) estudaram a formacgéo de osso na auséncia de

ligamento periodontal apés a colocagdo de EMD em defeitos experimentais
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de peri-implantite em maxilares de caes. Aos 3 meses de cicatrizacao, a area
percentual de novo osso no grupo do EMD era de 55,5% comparada com
53,8% no grupo da regeneragao 6ssea guiada com membrana reabsorvivel.
Ambos os resultados foram superiores ao controlo (36,9%), mas as diferencas
nao foram estatisticamente significativas. Quando o EMD foi combinado com
a membrana, formou-se 62,1% de novo osso, obtendo-se uma diferenga
estatisticamente significativa comparativamente ao controlo. Estes resultados
corroboram os resultados obtidos por Boyan e colaboradores (2000). O estudo
de Stenport e Johansson (2003) ndo demonstrou qualquer vantagem na
regeneragao Ossea apo6s a aplicacdo de EMD em leitos implantares
experimentais, localizados em fémures e tibias de coelhos.

Estes estudos demonstram que o EMD tem um efeito osteopromotor quando
€ usado em associagao com outras técnicas regenerativas. No entanto, quando
aplicado isoladamente, ndo mostrou grandes vantagens frente a outras técnicas
regenerativas na formagéo de novo 0sso, contrariando os resultados de alguns

estudos in vitro ja anteriormente referenciados.

Sendo a neovascularizagao do local cirdrgico determinante na cicatrizagéo,
Yuan e colaboradores (2003) realizaram uma série de ensaios in vitro e in
vivo para estudar o efeito angiogénico do EMD. Os ensaios in vitro
demonstraram que o EMD tem um efeito quimiotactico mas nao proliferativo
sobre as células endoteliais. Na cultura de fragmentos de artéria, o EMD
promoveu o crescimento de novos vasos. No entanto, os autores sugeriram
que tal facto poderia dever-se a uma contaminacgéao do preparado por peptideos
angiogénicos, como por exemplo a sialoproteina dssea ou o TGF-[3, ou por
um efeito indirecto do EMD, nomeadamente o aumento da expressao de TGF-f3
pelos fibroblastos (Van der Pauw et al. 2000), o qual é um factor
reconhecidamente angiogénico (Kawase et al. 2001, 2002). No ensaio in vivo,

o EMD demonstrou maior efeito angiogénico do que o controlo. De igual modo,
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este resultado poderia dever-se a presenca da sialoproteina 6ssea e/ou
indirectamente ao aumento e activagao dos linfécitos T e de outras células
(Yuan et al. 2003).

Com base nos estudos in vitro e in vivo apresentados, poderemos esquematizar
do seguinte modo o mecanismo de acg¢édo do EMD.

A precipitacdo do EMD na superficie radicular facilita a adesao e a proliferagao
das células com capacidade para se diferenciarem e formarem novo cemento
e novo 0sso alveolar, nomeadamente os fibroblastos do ligamento periodontal
e as células imaturas da linha osteoblastica. Por outro lado, o EMD tem um
efeito restritivo na proliferagado das células epiteliais, prevenindo a sua
proliferagdo ao longo da superficie radicular nas fases iniciais do processo
cicatricial. Talvez as diferentes respostas celulares estejam relacionadas com
a expressao de distintas integrinas (receptores de adesao da membrana celular)
pelos diversos tipos celulares. As integrinas podem reconhecer sequéncias
especificas das moléculas da matriz extracelular, como a sequéncia arginina-
-glicina-acido aspartico (RDG). Tanto os fibroblastos do ligamento periodontal
como os gengivais exprimiram a integrina a533 e as sub-unidades 1, 02 e
05, na auséncia e na presenga de EMD (Van der Pauw et al. 2002). No entanto,
as proteinas presentes no EMD nao tém a sequéncia RDG, pelo que parece
haver uma molécula intermediaria entre as integrinas dos fibroblastos e a adeséo
ao EMD. De facto, Suzuki e colaboradores (2001) identificaram uma molécula
semelhante a sialoproteina que se comportaria como mediador da adesao da
integrina a5B3 da membrana dos fibroblastos e o EMD. No entanto, Van der
Pauw e colaboradores (2002) sugeriram outras hipéteses: ou os fibroblastos
podem produzir proteinas que contém RDG (por ex. fibronectina), que
subsequentemente interagem ou se ligam ao EMD; ou o EMD contém proteinas
com RDG, como a laminina, presentes na membrana basal dos ameloblastos,

as quais ainda nao foram identificadas no derivado da matriz de esmalte.
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Para além de aumentar o numero de células presentes sobre a superficie
radicular, o EMD também activa os sinais intracelulares de regulagéo do
crescimento e da diferenciagédo. As integrinas tém um importante papel na
sinalizagao de processos celulares. De facto, parece que é através da ligagéo
a um receptor extracelular especifico para o EMD que se desencadeia o efeito
mitogénico dos fibroblastos (Matsuda et al. 2002). Os fibroblastos periodontais
demonstraram um aumento da secre¢do autdcrina de alguns factores de
crescimento como o TGF-f31, o PDGF e o IGF-1, assim como de algumas
citoquinas como a IL-6, amplificando a acg¢éo inicial do EMD (Van der Pauw et
al. 2000, Lyngstadaas et al. 2001, Okubo et al. 2003). Igualmente, o EMD
pode ajustar a sintese dos diversos componentes da matriz, influenciando os
acontecimentos mais precoces da regenerag¢ao periodontal.

O efeito angiogénico do EMD é outro factor determinante da cicatrizagéo inicial.
Por outro lado, o EMD também estimula a diferenciacao celular, criando o
potencial regenerativo dos diferentes tipos de tecidos periodontais numa fase
um pouco mais tardia da cicatrizagdo. O EMD parece potenciar a regeneragao
do osso alveolar quer através da proliferagao de células indiferenciadas com
potencial osteoblastico, quer através da diferenciagéo dos osteoblastos maturos
e igualmente através da inibicdo da reabsorgdo éssea por parte dos
osteoclastos. A formagao de novo osso parece iniciar-se em pequenos focos
isolados, no seio da area cicatricial. Posteriormente, esses focos coalescem e
unem-se ao 0sso pré-existente, sugerindo a forma como se forma o osso

alveolar durante a embriogénese.

c.3. Estudos pré-clinicos

Os primeiros estudos em animais que avaliaram a capacidade do EMD
estimular a formacao de cemento radicular, foram realizados num modelo de
reimplantagédo dentaria em primatas nao humanos (Hammarstrém 1997). Apés

a extracgao de incisivos laterais, foi realizada uma cavidade radicular. Antes
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da sua reimplantagao, essa cavidade foi preenchida com matriz de esmalte
removida mecanicamente de germens de dentes de porco. Os dentes de
controlo foram reimplantados sem qualquer tipo de material na cavidade
talhada. Apés 8 semanas de cicatrizagdo, as cavidades de controlo
apresentavam-se preenchidas por um tecido calcificado, com algumas células
e pouco aderente a dentina subjacente, semelhante a tecido 6sseo imaturo. Nas
cavidades de teste, a superficie radicular apresentava uma camada de tecido
mineralizado, acelular, com fibras extrinsecas, com as caracteristicas histologicas
de cemento radicular, bem aderente a dentina subjacente. Ficou assim
demonstrado que a aplicagdo de matriz de esmalte exégena induziu, no macaco,
a formagéo de um tecido histologicamente semelhante a cemento acelular.

Com o objectivo de avaliar se 0 EMD, para além de cemento radicular, também
induzia a formagéo de novo ligamento periodontal e de novo osso alveolar,
Hammarstrom e colaboradores (1997) utilizaram, no primata ndo humano, o
modelo agudo de deiscéncia. Apdés a elevacao bilateral de um retalho
mucoperiéstico vestibular do canino ao primeiro molar, criaram
experimentalmente uma lesédo periodontal na superficie radicular dos pré-
-molares e da raiz mesial do primeiro molar, removendo o osso alveolar, o
ligamento periodontal e o cemento. Realizaram um entalhe na superficie
radicular na por¢cao mais apical do defeito, previamente ao condicionamento
acido (acido citrico ou &cido ortofosforico a 37%). No lado de teste, aplicaram
quatro diferentes preparagdes de matriz de esmalte: uma homogeneizada,
um extracto acidico contendo essencialmente amelogeninas, um extracto
tamponado contendo essencialmente enamelinas (proteinas da matriz do
esmalte de maior peso molecular) e um extracto acidico purificado constituido
essencialmente por amelogeninas (EMD), com ou sem veiculos (PGA, celulose
e dextrano). No lado de controlo, apds o ataque acido e antes de reposicionar
o retalho, ou n&o efectuaram qualquer tratamento adicional (controlo negativo)

ou aplicaram os trés diferentes veiculos, sem proteinas. Decorridas 8 semanas,

Derivado das proteinas da matriz do esmalte

89



90

realizaram a avaliagdo histologica da cicatrizagdo. Os melhores resultados
verificaram-se nos locais de teste onde tinham sido aplicados o EMD, o extracto
acidico e a matriz de esmalte homogeneizada. Observaram uma quase
completa (60% a 80%) regeneracao de cemento acelular firmemente aderente
a superficie dentinaria e fibras colagénicas regeneradas que se estendiam do
cemento até ao osso alveolar regenerado. A recessao gengival era minima. A
extenséo apical do epitélio juncional terminava ao nivel da por¢éo mais coronal
do novo cemento. Pelo contrario, nos locais onde tinha sido aplicado o extracto
tamponado (ndo amelogeninas), a formagdo de cemento era muito limitada,
nao havia formacdo de novo 0sso, a recessao gengival era pronunciada e
observava-se um epitélio juncional longo que, por vezes, se prolongava até
ao entalhe radicular. Estes resultados foram muito semelhantes aos obtidos
no grupo de controlo negativo. Dos trés veiculos testados s6 o PGA com EMD
obteve resultados muito semelhantes ao EMD. De acordo com as observagoes,
s0 a aplicagao das varias preparagoes de matriz de esmalte que continham
amelogeninas resultou na regeneragao de todos os tecidos periodontais,
demonstrando assim que as propriedades regenerativas estavam associadas
a fracgdo das amelogeninas presentes na matriz do esmalte. Este estudo
experimental demonstrou igualmente que as células epiteliais ndo colonizavam
a superficie radicular na presenca de amelogeninas, confirmando os resultados
de diversos estudos in vitro (Gestrelius et al. 1997b, Kawase et al. 2000,
Lyngstadaas et al. 2001). Acrescentando o facto de novo osso se ter formado
quase até ao nivel coronal do novo cemento, sem no entanto se ter mantido
um “espago periodontal”’, permitiu concluir, segundo os autores, que houve
uma repeti¢cao do desenvolvimento normal dos tecidos periodontais.

No entanto, devemos ter em atengao o facto destas lesdes experimentais nao
reproduzirem os defeitos periodontais, visto que, sendo do tipo agudo, nao
sofreram colonizag¢ao bacteriana das superficies radiculares. Em 1994, Caton

e colaboradores chamaram a atencao para o facto das lesdes experimentais




Contribuicao para o estudo da regeneragéo periodontal

agudas em primatas ndo humanos regenerarem espontaneamente em 50% a
70% da sua extensdo. Esta situagdo deve ser tida em conta a quando da
interpretacao dos resultados obtidos na utilizagdo deste modelo experimental.
Mas, por outro lado, este tipo de defeitos agudos possibilitam a comparagao
morfométrica entre os resultados de diferentes preparagdes e veiculos, por
serem defeitos homogéneos e reprodutiveis.

Tendo por base estes pressupostos, Sculean e colaboradores (2000b)
compararam o tratamento de fenestragbes experimentais, em primatas nao
humanos, com GTR e com EMD. Aos cinco meses, s6 o GTR resultou no
encerramento completo de todos os defeitos (quatro), com a formagao de
novo cemento, novo ligamento periodontal e novo osso. Os resultados obtidos
apo6s o tratamento com EMD assemelharam-se aos do grupo de controlo
(condicionamento com EDTA e cirurgia de reposicionamento coronario), sendo
que s6 em dois dos quatro defeitos se observou o seu encerramento completo,
apesar da formagdo de novo cemento, novo ligamento periodontal e novo
0sso. Segundo os autores, os resultados menos significativos obtidos com
EMD comparativamente a GTR, podem ter ficado a dever-se ao colapso do
retalho sobre o defeito, facto esse que nao se verificou aquando da colocacgao
da membrana reabsorvivel. O novo cemento era do tipo misto celular e acelular,
nao diferindo consoante o tratamento aplicado.

Com o objectivo de investigar as potencialidades de uma nova terapéutica
regenerativa, é imprescindivel recorrer a modelos agudos/crénicos, uma vez
que estes sao os mais aproximados as lesdes periodontais clinicas.

Sculean e colaboradores (1998) realizaram um estudo experimental em
primatas ndo humanos, com defeitos infra-6sseos de uma parede e defeitos
de furca classe lll, sobre os quais foi permitida a acumulacdo de placa
bacteriana durante seis semanas. Os defeitos foram tratados por GTR com
membranas reabsorviveis, EMD, EMD e GTR, sendo o controlo constituido

unicamente pelo reposicionamento coronal do retalho. Apds 5 meses,
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realizaram a avaliagao histolégica dos tecidos cicatrizados. No grupo de
controlo, a cicatrizagdo resultou na formacao de um epitélio juncional longo,
com formagao de novo cemento € novo 0sso s6 na por¢cado mais apical do
defeito. O tratamento combinado de GTR e EMD resultou no encerramento
dos defeitos por regeneragéo dos trés componentes tecidulares. Este estudo
focou essencialmente a regeneragdo das fibras oxitalanicas existentes no
ligamento periodontal, ndo sendo fornecidos dados morfométricos dos valores
de regeneracao dos diferentes tecidos periodontais de acordo com o tipo de
tratamento. A excepgdo do controlo, todos os tratamentos resultaram na
regeneracao periodontal com extensdes variaveis de acordo com os defeitos.
Os mesmos autores (Sculean et al. 2000c), recorrendo ao mesmo protocolo
experimental, efectuaram a avaliagdo histométrica do tratamento de defeitos
infra--0sseos agudos/cronicos. Dos seis defeitos tratados por GTR, houve
exposicado da membrana em trés deles. Nesses defeitos, a cicatrizagao revelou
a formacgao de um epitélio juncional longo e uma area minima de regeneragao
periodontal na por¢cdo mais apical do defeito. Nos defeitos em que n&o houve
exposi¢cao da membrana, observou-se regeneracao periodontal, tanto de nova
adeséo (novo ligamento periodontal e novo cemento com fibras colagénicas
nele inseridas) como de novo 0sso. O novo cemento era predominantemente
do tipo celular. Nos seis defeitos tratados com EMD né&o se registaram reac¢des
adversas no pés-operatério. Todos os defeitos resultaram em regeneracéo
periodontal, mas com uma extensao muito variavel (nova adeséao entre 0,40
mm e 3,85 mm e novo osso entre 0,58 mm e 2,88 mm). Na porgao mais apical
dos defeitos, o0 novo cemento era do tipo acelular, enquanto que nas porgoes
mais coronais observaram cemento do tipo celular. Nos seis defeitos tratados
com a combinagao de GTR e EMD, houve exposicdo da membrana em trés
deles, os quais, contudo, demonstraram alguma regeneracéo. Nos defeitos
tratados pela combinagcdo e em que nao houve exposi¢cdo da membrana, a

regeneracao periodontal foi mais significativa, mas, no entanto, ndo foi muito
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superior ao grupo em que s6 se usou GTR e ndo houve exposi¢cdo ou ao
grupo em que o EMD foi usado isoladamente. O novo cemento, localizado
mais apicalmente, era essencialmente do tipo acelular, enquanto que mais
coronalmente se observava cemento celular. Devido ao escasso numero de
animais utilizados (trés) e ao reduzido numero de defeitos tratados em cada
grupo (seis), nao foi possivel estabelecer diferengas estatisticamente
significativas entre os diferentes tipos de tratamento. Os autores concluiram
que todos os tratamentos, a excepg¢ao do controlo, resultaram em regeneragéo
periodontal. Contudo, o tratamento com GTR, isolado ou em combinagao, nao
teria vantagens comparativamente ao EMD, devido ao risco de exposi¢do da
membrana. Quanto a presenca de cemento celular observada apds o
tratamento com EMD, contrariando o observado noutros estudos
(Hammarstrom 1997, Hammarstrom et al. 1997), os autores justificaram que
tal se devesse ao facto de, neste estudo, se ter utilizado defeitos agudos/
cronicos, nos quais a regeneragdo espontanea ocorre numa percentagem
minima do defeito.

Um outro estudo (Sallum et al. 2004), em que o mesmo tipo de defeitos
(deiscéncias cronicas) foram criados em caes, demonstrou que o tratamento
com EMD, isoladamente ou em combinagao com GTR, resultou na formagao
de mais cemento radicular comparativamente a cirurgia de retalho. Para além
disso, esse novo cemento era do tipo misto celular e acelular, enquanto que
nos defeitos tratados com GTR era predominantemente do tipo celular. Esta
observacao corrobora os resultados do estudo apresentado previamente
(Sculean et al. 2000c), apesar de no presente estudo ndo se ter observado o
mesmo padrao de localizagao apico-coronal do novo cemento. Relativamente
a formacao de novo osso ndo se observaram diferengas estatisticamente
significativas entre os tratamentos, embora o EMD tenha resultado em valores
superiores. A avaliagdo histométrica do epitélio juncional também nao

demonstrou diferengas estatisticamente significativas entre os tratamentos,
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no entanto a extens&o do epitélio no grupo de combinagdo do EMD com GTR
era metade da verificada na cirurgia de retalho, sugerindo que o epitélio era
mantido consistentemente numa posi¢do mais coronal nesse grupo. Com base
nestes resultados, os autores concluiram que a combinacao das duas
terapéuticas regenerativas (EMD e GTR) n&o proporcionava beneficios
adicionais comparativamente a monoterapia, confirmando o estudo
anteriormente referenciado.

Um outro grupo de investigadores estudou, em primatas ndo-humanos, a
influéncia do tamanho dos defeitos infra-6sseos na capacidade de regeneragao
do EMD (Cochran et al. 2003b). Foram criados defeitos infra-6sseos de uma
parede, inicialmente com diferentes larguras (1, 2, 4 e 6 mm), nos quais foi
permitida a acumulagao de placa bacteriana durante 2 meses. Num dos lados
da mandibula, os defeitos foram tratados com EDTA e EMD, sendo o lado
contra-lateral o lado controlo, no qual sé efectuaram o condicionamento acido
(EDTA) da superficie radicular. Apés 5 meses, a avaliagao histologica
demonstrou regeneragao periodontal em todos os defeitos tratados. De um
modo geral, o EMD resultou numa maior percentagem de tecidos regenerados
comparativamente ao EDTA, especialmente nos defeitos mais pequenos (1 e
2 mm) quando comparados aos maiores (4 € 6 mm).

Num estudo similar (Cochran et al. 2003a), recorrendo ao mesmo protocolo,
o EMD foi aplicado em combinag&do com osso autélogo, de modo a esclarecer
se o preenchimento do espaco favoreceria a regeneracao periodontal. Os
resultados foram muito semelhantes aos obtidos no estudo anterior: nos
defeitos mais pequenos (1 € 2 mm) o novo cemento € 0 nOVO 0SSO eram
significativamente superiores no grupo teste comparativamente ao controlo;
nos defeitos maiores (4 e 6 mm) n&o se verificaram diferencgas estatisticamente
significativas, tanto para o novo cemento como para o novo 0sso, entre a
associagao de osso autélogo com EMD e o controlo. No entanto, os autores

alertaram para o facto de nos defeitos maiores ter ocorrido uma maior
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reabsorcao da crista 6ssea entre a criagao do defeito e o seu tratamento, o
que diminuiu o potencial regenerativo.

Em ambos os estudos apresentados anteriormente (Cochran et al. 2003a, b),
a descricao histolégica dos tecidos regenerados ndo faz qualquer alusdo ao
tipo de cemento presente. No entanto, nas fotografias histoldgicas publicadas,
0 novo cemento parece ser do tipo celular, tanto no tratamento por EMD e por
EMD com osso autélogo, como no controlo (EDTA). A comparagéo entre os
grupos teste dos dois estudos, respectivamente EMD e EMD associado a
enxerto de osso autdlogo, sugere que a combinagdo com osso autélogo nao
potencia de modo significativo a regeneracédo de cemento do EMD, tanto nos
defeitos maiores como nos mais pequenos. Contudo, a regenerag¢ao de novo
0sso0 parece ser potenciada pela adigdo de osso autdlogo, em ambos os tipos

de defeitos.

O tratamento do envolvimento de furca de classe Ill com EMD, também foi
estudado em modelos agudo/crénicos. Donos e colaboradores (2003),
avaliaram o tratamento com GTR, com EMD, com GTR e EMD e por cirurgia
de reposicionamento coronal do retalho (controlo), em primatas ndo humanos.
Aos cinco meses, nas furcas onde tinham colocado EMD, observaram a
formacgao de novo 0sso, novo ligamento periodontal e novo cemento. Contudo,
0 encerramento completo da furca sé se verificou em um dos trés defeitos.
Nas furcas tratadas por GTR, a regeneracao foi muito limitada nos casos de
exposicao da membrana (2 de 3 defeitos). No caso em que a membrana se
manteve recoberta, houve preenchimento quase total da furca pelos tecidos
regenerados. Nas furcas em que foi utlizada a combinagdo do EMD e da GTR,
a exposigdo da membrana num defeito limitou a regeneragéo. Nos outros dois
defeitos observaram um preenchimento quase completo da furca. No grupo
de controlo, a regeneracao limitou-se a area do entalhe radicular efectuado

antes do tratamento. No que se refere ao tipo de cemento presente apos o
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tratamento, s6 observaram cemento acelular nas porgdes mais apicais dos
defeitos tratados com EMD, quer em monoterapia quer em associagao com
GTR. Em todos os outros defeitos, o cemento regenerado era do tipo celular,
corroborando os resultados de estudos ja referenciados (Sculean et al. 2000c,
Sallum et al. 2004).

Araujo e Lindhe (1998) avaliaram o mesmo tipo de defeitos mas criados em
cées. O tratamento com EMD e GTR foi comparado ao tratamento com GTR
isoladamente. Aos 4 meses de cicatrizagado, as furcas encontravam-se
preenchidas na sua totalidade por tecidos regenerados (o0sso, ligamento
periodontal e cemento), ndo havendo diferencgas significativas entre os dois
tratamentos. Numa analise mais detalhada dos tecidos regenerados,
verificaram que sé no grupo em que foi utilizado EMD e na porgédo mais apical
da superficie radicular, o cemento regenerado era do tipo acelular, enquanto
que nas restantes areas era do tipo celular. Estas ultimas observagoes sao
sobreponiveis as obtidas apds o tratamento de defeitos infra-6sseos (Sculean
et al. 2000c) e de furca (Sculean et al. 1998, Donos et al. 2003), em primatas

ndo humanos.

Tendo por base os estudos pré-clinicos apresentados, o EMD demonstra ter
capacidade de regenerar os tecidos periodontais em superficies radiculares
previamente afectadas por doenga periodontal. Acrescente-se ainda que, nos
modelos animais estudados, o EMD parece favorecer a formagéo de cemento

acelular em relagéo a GTR, embora ndo de uma forma significativa.
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c. 4. Estudos clinicos

c. 4. 1. Tratamento de defeitos infra-6sseos

Os estudos clinicos que avaliam a eficacia do EMD no tratamento de defeitos
infra-6sseos periodontais distribuiem-se por todos os graus da “pirdmide da
evidéncia”?, desde simples relatos de casos clinicos isolados (Mellonig 1999,
Rasperini et al. 1999, Silvestri et al. 1999, Sculean et al. 2000a), passando por
estudos ndo controlados de séries de casos clinicos, até aos ensaios clinicos
controlados, alguns deles aleatérios, multicéntricos e duplamente cegos, com
elevada relevancia clinica. De acordo com o tipo de estudos, vamos em seguida

rever alguns dos artigos publicados.

c. 4.1.1. Estudos de séries de casos clinicos

Dos estudos que relatam séries de casos clinicos (Tabela 3.1), os que se
referem a um maior numero de defeitos foram os dois estudos publicados por
Heden e colaboradores (1999) e Heden (2000).

Heden e colaboradores (1999) avaliaram o tratamento com EMD de 145
defeitos infra-6sseos ( 94% de 1 e de 2 paredes), presentes em 108 doentes,
31 dos quais eram fumadores. Aos 12 meses, verificaram um ganho médio de
insercao clinica de 4,6 mm, uma redugédo média da profundidade de sondagem
de 5,2 mm e um aumento médio de recessao gengival de 0,6 mm, todos valores
estatisticamente significativos (Quadro 1 - Anexo Il). Um unico defeito

apresentou diminuigao do nivel de insergao clinica.

2 http://servers.medlib.hscbklyn.edu/edu/ebm/2100.htm
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Tabela 3.1 - Estudos de séries de casos clinicos no tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD

Estudos N° Tipo de Diminuigdo| Ganho |[Aumento |Preenchimento
defeitos | defeitos PD mm |[CALmm | RE mm [6sseo mm (%)

Heden et al. 145 1w (18) | 12M 52 4,6 0,6 2,9 (69)
1999 1+2w (31)

2w (87)

2+3 w (7)

3w (2)
Heden 72 1w (22) | 12M 4,7 4,2 NA 3,1 (70)
2000 2w (50)
Sculean et 32 2w (28) | 8M 4,4 3,0 1,5 NA
al. 1999c 3w (3)
Parashis et 25 2w 3) | 12M 4,4 3,6 0,8 (61)
al. 2000 2+3w (22)
Parodi et 21 1w (8) | 12M 4,9 3,4 1,5 0
al. 2000 2w (13)
Parodi et 16 1w (7) | 36 M 4,9 4,2 0,7 0
al. 2004 2w (9)
Cardaropoli 10 1w (2) | 12M 7,2 6,5 0,5 4,7 (77)
et al. 2002 1+2w (3)

2w (5)
Trombelli et 35 NA 12 M 54 47 0,7 3,9 (65)
al. 2002a
Sculean et 46 1w (2) | 12M 4,3 3,0 1,3 NA
al. 2003a 1+2w (5)

2w (35) | 48 M 4.1 3,2 0,9 NA

3w (4)
Harrel et 160 NA 1M1M 3,56 3,57 0,01 NA
al. 2005

Abreviaturas: PD - profundidade de sondagem; CAL - nivel de insergéo clinica; RE - recessao gengival;
w - parede 6ssea.

A avaliagdo radiolégica mostrou uma redugdo média da profundidade do defeito
0sseo de 2,9 mm e da largura do defeito de 1,3 mm. Esta redugéo do defeito
6sseo corresponde a uma média de preenchimento do defeito 6sseo de 69%,

sendo que 43% dos defeitos apresentaram um preenchimento igual ou superior
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a 80%. De modo a caracterizar a variagdo do ganho de insergao clinica, os
resultados foram estratificados em quatro grupos. Tal procedimento permitiu
verificar que o ganho de CAL foi superior nos defeitos inicialmente mais
profundos e que a maioria dos defeitos (68%) obtiveram um ganho de CAL
igual ou superior a 4 mm, enquanto que s6 6% dos defeitos tiveram um ganho
clinico de insergao inferior a 2 mm.

Neste estudo, o ganho médio de insergéo clinica foi ligeiramente superior aos
obtidos nos estudos de Heijl e colaboradores (1997), de Pontoriero e
colaboradores (1999) e de Sculean e colaboradores (1999b). De notar que no
estudo de Heden (1999), os valores pré-operatérios de PD eram superiores, o
que pode explicar a obtengao de melhores resultados.

Foram efectuados multiplos testes de regressdo de modo a investigar a
importancia dos factores relacionados com o doente e com o defeito no ganho
de CAL. Dos factores estudados, a recessao gengival e a PD inicial
relacionaram-se positivamente com o ganho de CAL, enquanto que a
hemorragia 8 sondagem e o tabaco se relacionaram negativamente. De facto,
neste estudo (Heden et al. 1999) o aumento médio de recessdo gengival foi
muito diminuto quando comparado com outros estudos, como por exemplo o
de Pontoriero e colaboradores (1999) em que esse parametro esteve na ordem
de 1,7 mm. De acordo com os autores, um valor minimo de recesséo gengival
pode favorecer o ganho de adeséao.

Em outra publicagdo, Heden (2000) avaliou o tratamento com EMD de 72
defeitos infra-6sseos (22 de 1 parede e 50 de 2 paredes), presentes em 61
doentes, dos quais um terco eram fumadores. Aos 12 meses, verificou um
ganho médio de insergao clinica de 4,2 mm e uma redugdo média da
profundidade de sondagem de 4,7 mm, todos valores estatisticamente
significativos (Quadro 2 - Anexo Il). Todos os defeitos aumentaram o nivel de
insercao clinica. Nao houve diferengas estatisticamente significativas entre os

resultados a um ano entre os defeitos de uma parede e de duas paredes. A
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meédia de ganho 6sseo rediografico foi de 3,1 mm, ou seja 70% de
preenchimento 6sseo do defeito.

Da analise entre os doentes fumadores e os ndo fumadores, verificou que os
resultados eram inferiores nos fumadores, sendo a diferenga estatisticamente
significativa na reduc¢ao da profundidade sondagem e no preenchimento dsseo
do defeito. A mesma tendéncia foi observada entre os doentes que
apresentavam hemorragia a sondagem ao ano e os que nao apresentavam. A
dimunigdo dos resultados finais em fumadores vem de encontro as conclusdes
de outros estudos efectuados sobre regeneracao com GTR (Tonetti et al. 1995)
e com DFDBA (Rosen et al. 1996).

No estudo de Sculean e colaboradores (1999c) foram seleccionados 28 doentes
que apresentavam 32 defeitos infra-6sseos (28 defeitos de 2 paredes e 3 de 3
paredes). Aos 8 meses ap6s a cirurgia periodontal com EMD, houve uma melhoria
estatisticamente significativa dos parametros clinicos avaliados: diminui¢éo da
profundidade de sondagem de 4,4 mm e ganho médio de insergéo clinica de 3,0
mm (Quadro 3 - Anexo Il). Radiograficamente, 26 dos 32 defeitos apresentavam
uma neoformacéo de tecidos duros, a qual nao foi quantificada.

No estudo de Parashis e Tsihlakis (2000) foram seleccionados 15 doentes, 3 dos
quais eram fumadores, que apresentavam 25 defeitos infra-6sseos (3 defeitos
de 2 paredes e 22 combinados de 2 e 3 paredes). Aos 12 meses apds a cirurgia
periodontal com EMD, houve uma melhoria clinica significativa dos pardmetros
avaliados: diminuicdo média da PD de 4,4 mm, ganho médio de CAL de 3,6 mm
e aumento da recessao gengival de 0,8 mm (Quadro 4 - Anexo Il). Catorze defeitos
demonstraram um ganho CAL entre 2 e 3 mm; 9 defeitos demonstraram um
ganho entre 4 e 5 mm; 2 defeitos um ganho de 6 mm. Radiograficamente,
verificaram um preenchimento 6sseo médio dos defeitos de 61%.

Estes dois estudos (Sculean et al. 1999c, Parashis e Tsiklakis 2000) apresentam
valores muito semelhantes tanto para o ganho de CAL como para a diminui¢ao

de PD. Tal facto pode dever-se ao facto de se tratar do mesmo tipo de defeitos
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(2 e de 3 paredes), para além da sua profundidade média inicial ser
praticamente sobreponivel em ambos os estudos. Ao compararmos com 0s
resultados obtidos no estudo de Heijl e colaboradores (1997), verificamos que
nestes dois estudos o ganho médio de insergéo clinica é ligeiramente superior.
Tal facto pode dever-se a diferente morfologia dos defeitos e a sua maior
profundidade de sondagem inicial, o que favorece a regeneragao.

Parodi e colaboradores (2000) avaliaram o tratamento com EMD de 21 defeitos
infra-6sseos (8 de 1 parede e 13 de 2 paredes), presentes em 21 doentes, 7
dos quais eram fumadores. Aos 12 meses, verificaram um ganho médio de
insercao clinica de 3,4 mm, uma redugédo média da profundidade de sondagem
de 4,9 mm e um aumento médio de recessao gengival de 1,5 mm, todos valores
estatisticamente significativos (Quadro 5 - Anexo Il).

Os defeitos foram subdivididos em subgrupos de modo a testar se outros
factores como o tabaco, a morfologia e a profundidade inicial do defeito,
afectavam o resultado final. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
no ganho de CAL entre fumadores e ndo fumadores (3,5 mm versus 3,3 mm),
contrariando a influéncia deste factor identificada no estudo de Heden (2000),
assim como nas conclusdes de outros estudos ja citados. Verificou-se uma
pequena diferenga, nao significativa, entre os defeitos de uma parede e os de
duas paredes quanto ao ganho de CAL (2,6 mm versus 3,3 mm). Pelo contrario,
houve uma diferenca significativa dos resultados finais quando foi analizada a
profundidade inicial dos defeitos: nos defeitos menos profundos (5 a 8 mm)
tanto o ganho de CAL como a redu¢ao de PD foram inferiores aos obtidos nos
defeitos muito profundos (CAL: 2,6 mm versus 4,6 mm; PD: 3,4 mm versus
6,9 mm). Como ja foi evidénciado noutros estudos (Cortellini et al. 1998), parece
confirmar-se que também no caso do EMD, a profundidade inicial do defeito é
um dos factores que influencia a amplitude do ganho de insercao clinica final.
Neste estudo, a média do aumento da recessao gengival, semelhante ao obtido

no estudo de Pontoriero (1999), foi muito significativo (1,48 mm) tendo em
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conta que foi utlizada uma técnica de preservagao da papila e que todos os
defeitos se situavam no sector anterior, representando assim um mau resultado
estético. Numa avaliagao mais pormenorizada, a recessao foi muito superior
nos defeitos de uma parede (2 mm) do que nos defeitos de duas paredes (1,1
mm). Este facto pode ter ficado a dever-se ao colapso do retalho uma vez que
os defeitos eram bastante profundos.

Os bons resultados clinicos ndo foram confirmados pela avaliagéo radiografica.
De facto ndo houve diferencgas significativas no perfil e na densidade do osso
interproximal, o que contraria o verificado noutros estudos (Heijl et al. 1997,
Zetterstrom et al. 1997). No entanto, aquando da re-entrada efectuada em 13
doentes, verificou-se o preenchimento dos defeitos com um tecido de
consisténcia elastica, que ndo permitiu a sondagem. Nestes casos, o ganho
do nivel 6sseo foi em média de 2,54 mm.

Ao estudar o tratamento com EMD em defeitos muito profundos (PD pré-
-operatdria superior a 7 mm e um componente intra-6sseo do defeito superior
a 5 mm), Cardaropoli e Leonhardt (2002) obtiveram um ganho de CAL bastante
significativo (Quadro 6 - Anexo Il), superior aos estudos ja refenciados. De
facto estes autores obtiveram uma média de ganho de CAL de 6,5 mm em 10
defeitos profundos, de 1 e de 2 paredes. O unico estudo que tratou defeitos
com caracteristicas semelhantes foi o de Parodi e colaboradores (2000), no
subgrupo de defeitos muito profundos, tendo apresentado, no entanto, um
ganho de CAL inferior (4,6 mm).

A média de recesséao gengival foi muito pequena (0,5 mm) quando comparada
com outros estudos ja referenciados. O unico estudo que obteve valores
semelhantes foi o estudo de Heden e colaboradores (1999), estabelecendo a
mesma relagdo entre um maior ganho de CAL nos casos em que a recessao
era mais diminuta.

O ganho de osso avaliado radiologicamente foi de 4,7 mm (p<0,001),

correspondendo a 77% de preenchimento do defeito inicial. Também neste
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parametro o estudo de Cardaropoli e Leonhardt (2002) revelou valores
superiores a outros estudos.

Uma vez que a técnica cirdrgica de manuseamento do retalho parece afectar
o0 ganho de CAL e o preenchimento 6sseo do defeito dos procedimentos
regenerativos (Kornman e Robertson 2000), Trombelli e colaboradores (2002a)
estudaram a influéncia de diferentes técnicas de preservagdo da papila
interdentaria no tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD. Os 35 defeitos
tratados resultaram num ganho médio de CAL de 4,7 mm e numa diminui¢cao
média da profundidade 6ssea de 3,9 mm (Quadro 7 - Anexo Il). Estes resultados
comparam-se aos obtidos nos estudos de Heden e colaboradores (2000; 1999),
mas diferem consideravelmente de outros (Heijl et al. 1997, Pontoriero et al.
1999, Parashis e Tsiklakis 2000). As diferengas entre os estudos podem, pelo
menos em parte, explicar-se pelas carateristicas dos doentes e do defeito,
pela fase manutengao e pela técnica cirurgica.

Objectivamente neste estudo, as técnicas cirurgicas utlizadas (técnica de
preservacdo da papila e variantes simplificada e modificada) tiveram por
objectivo obter o encerramento primario da papila interdentaria, evitar o seu
colapso sobre o defeito, optimizando o espago disponivel para a regeneragéo.
De facto, uma analise de regressdo mostrou uma relagéo positiva entre o
ganho de CAL, como variavel dependente, a PD pré-operatéria e a quantidade
de tecido gengival supracrestal. Esta relagao foi estatisticamente significativa.
Neste estudo, a recessdo pds-operatoria foi muito diminuta, havendo o
registo de 16 casos em que a margem gengival se situou 1 mm acima do
nivel pré-operatério. Tal resultado pode ter ficado a dever-se as técnicas
cirurgicas utilizadas. No entanto, devido ao pequeno tamanho da amostra,
nao foi possivel obter conclusbes estatisticamente validas quanto ao tipo de
retalho utilizado. Este valor de recesséo foi igualmente obtido nos estudos de
Heden (1999) e de Parashis e Tsiklakis (2000), mas nestes ultimos nao foi

especificada a técnica cirurgica utilizada.
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A comparacgao entre fumadores (11) e ndo fumadores (24), no que respeita a
diminui¢do de PD, dimunuic¢do da profundidade 6ssea e o ganho de CAL, mostrou
uma tendéncia para um efeito negativo do tabaco, mas sem significado estatistico.
Muito recentemente uma série de casos clinicos (160 defeitos presentes em
16 doentes), recorrendo a cirurgia minimamente invasiva associada ao EMD
(Harrel et al. 2005), apresentou resultados superiores aos estudos
anteriormente referenciados. Destes resultados, destacam-se particularmente
os relacionados com a recessdo gengival que ndo sofreu alteragdes. Um dos
factores que certamente contribuiu para este facto foi a abordagem
microcirurgica efectuada, corroborando os resultados de outros estudos
controlados que utilizaram o mesmo tipo de abordagem (Cortellini e Tonetti
2001, Wachtel et al. 2003).

c.4.1.2. Estudos comparativos entre o EMD e a cirurgia de retalho

Sao alguns os estudos comparativos do EMD com a cirurgia de retalho, com
ou sem placebo (Tabela 3.2).

Heijl e colaboradores (1997) apresentaram o primeiro ensaio clinico que testou
a eficacia do tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD comparativamente
aum placebo (PGA). O ensaio clinico multicéntrico, aleatério, em “boca partida”,
envolveu 33 individuos com 34 pares de defeitos infra-6sseos,
predominantemente de 1 e de 2 paredes 6sseas, monitorizados durante 36
meses. O tratamento com EMD resultou num ganho estatisticamente
significativo de insergao clinica e de osso quando comparado com o controlo.
A diminuicdo da PD média foi significativamente superior no grupo EMD
comparativamente ao controlo, em todos os tempos de avaliagdo (8, 16 e 36
meses) (Quadro 8 - Anexo Il). Aos 36 meses, o valor médio de ganho de CAL
no teste e no controlo foi de 2,2 mm e 1,7 mm, respectivamente (p<0,01). Esta
diferencga foi inicialmente detectada aos 8 meses e foi-se acentuando ao longo

da duracéao do estudo.
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Tabela 3.2 - Estudos comparativos entre o EMD e a cirurgia de retalho no tratamento de defeitos
infra-6sseos.

Estudos

Heijl et
al. 1997

Zetterstrom
et al. 1997

Pontoriero
et al. 1999

Okuda et

al. 2000

Froum et
al. 2001

Tonetti et
al. 2002

Wachtel et
al. 2003

Francetti et

al. 2004

Vandana et
al. 2004

N° defeitos

/ Técnica

34
34

31
31

27
27

45
21

45
21

10
10

30
30

18

18

53

31

83

83

26

26

12

1"
1

EMD
PGA

EMD
PGA

EMD
PGA

EMD
OFD

EMD
OFD

EMD
PGA

GTR
OFD

EMD
PGA
EMD
OFD
EMD
OFD
EMD
OFD

EMD
OFD

EMD
OFD

EMD

OFD

Tipo de
defeitos

1w, 2w
1w, 2w(+)

NA

NA

1w(10)
2w(10)
3w(16)

NA

1w, 2w(+), 3w

1w, 2w(+), 3w

NA

NA

NA

8M

16 M

36 M

8M

36 M

12 M

12M

12 M

12M

122 M

12M

24 M

9M

Diminui¢éo | Ganho CAL

PD mm (%)

3,3
2,6

3,3
2,6

3,1
23

4,3
3,8

3,8
3,2

4,4 (55)
3,5

4,5
3.4

3,0 (46)
2,2
4,94 (61)
2,24
3,9 (49)
33
3,9
2,1

4,71 (59)
2,57 (40)

4,86 (60)
3,00 (46)

3,13

3,50

3,3
2,9

2,9
2,2

3,0 (33)
1,8

3,1
1,8

1,7 (27)
0,8
4,26
2,75

3,1(33)
2,5
3,6
17

4.14 (44)
2,29 (29)

4,29 (45)
2,71 (34)

3,37

3,38

NA

QN
~N~

-
o b

1,2
0,61
1,29

0,8

0,8

0,3

0,4

NA

NA

(25)

Aumento | Preenchimento

6sseo mm (%)

0,9
22

2,7 (66)
0

o -

2,4 (70)
0

NA

RBD 20,2%
RBD -3,9%
3,83 (74)
1,47 (23)

NA
NA

2,96 (49)
1,44 (30)

3,44 (57)
1,84 (38)

(42)

Abreviaturas: EMD - Emdogain®; PGA - propilenoglicol de alginato; OFD - cirurgia de retalho (Widman modificado,

preservagéao da papila); PD - profundidade de sondagem; CAL - nivel de insergao clinica; RE - recessao gengival;

W - parede; NA - ndo avaliado; RBD - densidade 6ssea radiografica.
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No grupo teste, o nivel 6sseo radiografico foi aumentando ao longo dos 36
meses (aos 8 meses foi de 0,9 mm (13% da perdainicial), aos 16 meses foi de
2,2 mm (31 %) e aos 36 meses foi de 2,6 mm (36%)), correspondendo a um
resultado final de 66% de preenchimento do defeito, contrastando com o grupo
de controlo que nao apresentou qualquer ganho ésseo. Além do mais, houve
um ganho de osso de pelo menos 20% do defeito inicial, em 74% dos defeitos
tratados com EMD, enquanto que nenhum dos defeitos controlo ganhou 20%
de osso do defeito inicial.

Resumidamente, neste estudo, o EMD aos 36 meses, aumentou o ganho de
CAL em 30% e o ganho 6sseo radiografico em 36%, ou seja melhorou os
resultados da cirurgia com PGA em um tergo, o que constitui um resultado
com relevancia clinica.

Estes resultados adquirem um relevo especial se atendermos a dois factos
relativos a populagao do estudo. O primeiro refere-se ao facto de metade dos
individuos serem fumadores. Apesar de nao ser apresentada a sua distribuicao
entre o grupo teste e o controlo, os autores referem que os resultados aos 16
meses foram mais favoraveis nos nao fumadores. No entanto, os resultados
do grupo EMD, quando calculados segundo a diferenga entre o teste e o
controlo no mesmo paciente, ndo dependeram dos habitos tabagicos deste.
O segundo refere-se ao facto de os doentes incluidos no estudo ja terem uma
longa histéria de tratamentos periodontais, que incluiu, em alguns casos, cirurgia
periodontal prévia nos locais experimentais. Os autores caracterizaram-nos
como “doentes que nao respondem ao tratamento periodontal conservador”.
Geralmente este tipo de doentes nao sao incluidos nos estudos de regeneragao
periodontal.

Um outro ensaio multicéntrico (Zetterstrom et al. 1997) em que o controlo néo
foi efectuado no mesmo paciente como no estudo anterior, mas em pacientes
diferentes, apresentou resultados muito semelhantes: obtiveram diferengas

estatisticamente significativas entre o grupo teste (EMD) e o grupo de controlo
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(cirurgia de retalho com aplicagédo de acido fosférico) na reducdo de PD, no
ganho de CAL e no ganho de osso avaliado radiograficamente, tanto aos 8
como aos 36 meses (Quadro 9 - Anexo Il). A diferenga média de ganho de
CAL, comparado com os valores pré-operatérios, foi 3,3 mm (8 meses) e 2,9
mm (36 meses) no grupo EMD, comparadas com 2,6 mm (8 meses) e 2,2 mm
(36 meses) no grupo de controlo.

A analise multipla regressiva demonstrou que, no grupo teste, quanto maior
fosse a profundidade de sondagem inicial, maior seria a diminuicdo da
profundidade. A média de ganho ésseo radiografico no grupo EMD foi de 1,2
mm apds oito meses e 2,5 mm apés trés anos, enquanto que o grupo controlo
teve um aumento de 0,3 mm aos oito meses e ndo mostrou alteragbes do
nivel inicial apés trés anos. Estes resultados demonstram a eficacia do
tratamento com EMD comparativamente a cirurgia de retalho com
condicionamento &cido.

Pontoriero e colaboradores (1999) publicaram um ensaio clinico controlado
que comparou diversas técnicas regenerativas. Os doentes seleccionados
apresentavam pelo menos dois defeitos infra-6sseos contralaterais
semelhantes (PD = 6 mm; CAL = 7 mm,; defeito infra-6sseo na radiografia = 3
mm). Os 40 doentes foram subdivididos aleatoriamente em quatro grupos de
10 doentes cada: 3 grupos em que o teste consistiu na aplicagdo de membranas
de GTR (2 reabsorviveis e 1 ndo reabsorvivel) e o controlo numa cirurgia de
retalho; 1 grupo em que o teste consistiu na aplicacdo de EMD e o controlo na
aplicagdo de um placebo (PGA). No que diz respeito aos resultados deste
ultimo grupo, verificou-se uma diferenga estatisticamente significativa (p<0,001)
entre os valores iniciais e os do décimo segundo més de PD, de CAL e de
recessdo gengival (RE), tanto para o teste como para o controlo. Da
comparacao entre o teste e o controlo, resultou uma diferenga estatisticamente
significativa (p<0,001) para a diminuicdo de PD e o ganho de CAL, em favor

do EMD; a recessao gengival ndo apresentou diferencgas.
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Neste estudo, o ganho de CAL foi relativamente superior ao obtido nos ensaios
apresentados anteriormente (Heijl et al. 1997, Zetterstrom et al. 1997). Uma
vez que a profundidade média de sondagem pré-operatéria foi muito
semelhante entre os estudos, talvez o tipo de morfologia do defeito tenha
ditado tal diferenga, mas no estudo de Pontoriero e colaboradores (1999) ndo
é feita qualquer referéncia ao tipo de defeito tratado, especialmente ao nimero
de paredes 6sseas envolvidas.

Da comparacao dos grupos teste de GTR e de EMD, tanto a redugéo de PD,
como o ganho de CAL nao apresentaram diferengas estatisticamente
significativas, e a recesséo foi ligeiramente superior no EMD.

Da andlise da influéncia da profundidade de sondagem pré-operatéria do defeito
no resultado final, verificaram que os resultados clinicos foram mais
significativos em defeitos mais profundos do que em defeitos mais superficiais,
alids de acordo com outros estudos ja referenciados anteriormente (Cortellini
et al. 1998).

Okuda e colaboradores (2000) realizaram um ensaio clinico aleatério,
duplamente cego, controlado por placebo e em “boca partida” (RCT)
comparando, aos 12 meses, a cicatrizagdo clinica e radiografica de defeitos
infra-6sseos tratados por EMD e por PGA (placebo). Os 16 doentes
seleccionados apresentavam pelo menos um par de defeitos infra-6sseos
contralaterais semelhantes (PD = 6 mm; CAL > 6 mm; defeito infra-6sseo na
radiografia = 4 mm). A cada um dos defeitos dos 18 pares, foi aleatoriamente
atribuido o tratamento com EMD ou com placebo. Tanto o tratamento com
EMD como com PGA resultaram na melhoria significativa do PD e do CAL aos
12 meses (Quadro 10 - Anexo Il). No entanto, houve uma diminui¢ao
significativa do PD no grupo do EMD (3,00+0,97 mm) quando comparada com
o controlo (2,22+0,81 mm) (p<0,05); de igual modo, houve um ganho de CAL
mais significativo no grupo EMD (1,72+1,07 mm) do que no grupo controlo

(0,83+0,86 mm) (p<0,05). Em ambos os grupos, a recessao gengival aumentou
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significativamente quando comparada com os valores iniciais, mas a diferenca
entre os grupos nao foi significativa.

Comparativamente aos estudos em “boca partida” ja referenciados (Heijl et al.
1997, Pontoriero et al. 1999), o ganho médio de CAL neste estudo revelou-se
inferior. Talvez um dos factores que influenciou este resultado seja o valor
médio de PD pré-operatdrio (6,3 mm), tendo este estudo apresentado o valor
mais baixo. A morfologia dos defeitos pode igualmente ter influenciado os
resultados. No entanto, neste estudo nao foi apresentada a distribuicdo do
tipo de defeito pelos grupos.

Da avaliacdo da densidade 6ssea da area do defeito, realizada por técnicas
de radiografia digital, resultou que no grupo EMD, aos 12 meses, 20,2+16,6%
da éarea inicial do defeito mostrou um aumento da densidade 6ssea, enquanto
que no grupo de controlo houve uma diminuigdo dessa densidade (-3,94+23,3%).
Além do mais, 44 % dos defeitos com EMD ganharam mais de 20% de osso,
enquanto que s6 5% dos defeitos tratados por PGA obtiveram um ganho de
mais de 20%. Estes resultados sobrepbem-se aos obtidos por Heijl e
colaboradores (1997), ja analisados anteriormente.

Um outro ensaio clinico aleatdrio, duplamente cego, controlado e em “boca partida”
foi publicado por Froum e colaboradores (2001). Os 23 doentes seleccionados
apresentavam pelo menos dois defeitos infra-0sseos semelhantes. Cinquenta e
trés defeitos foram tratados com EMD e trinta e um defeitos foram tratados
unicamente por cirurgia de retalho, recorrendo a técnicas de preservagéo de
papila. Nos trés doentes fumadores foram tratados seis defeitos com EMD e trés
por cirurgia. Uma vez que um paciente podia participar com um numero variavel
de defeitos, quer no teste quer no controlo, foram utilizadas médias ajustadas.
Aos 12 meses, o tratamento com EMD foi superior ao controlo. De uma forma
resumida, a média da redugao de PD no tratamento com EMD foi 2,7 mm superior;
a média do ganho de CAL nos defeitos tratados com EMD foi 1,5 mm superior e

a média de preenchimento dsseo dos defeitos tratados com EMD foi 2,4 mm
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superior. A média da percentagem de preenchimento 6ésseo do defeito, depois
de efectuados os ajustamentos por perda de crista 6ssea, foi trés vezes superior
nos defeitos tratados com EMD comparados com os defeitos sem EMD (74% e
23% respectivamente).

De uma forma geral estes resultados clinicos sdo da mesma ordem de grandeza
que os obtidos noutros estudos ja referénciados. No entanto, os resultados
referentes ao preenchimento 6sseo sdo um pouco superiores. Uma das
variaveis que pode ter influenciado estes resultados, poderéa ter sido a
profundidade inicial dos defeitos infra-6sseos que, neste estudo, era
significativamente superior no grupo teste do que no grupo de controlo. Por
outro lado, todas as medicoes dsseas aos 12 meses foram efectuadas durante
uma cirurgia de re-entrada, enquanto que nos outros estudos, as avaliagbes
foram efectuadas em radiografias.

No trabalho de Toneti e colaboradores (2002), multicéntrico, aleatério, paralelo e
controlado, foram utilizadas técnicas de preservagao de papila (simplificada e
modificada) na abordagem cirurgica do defeitos infra-6sseos, tratados com ou
sem EMD. Aos 12 meses, os defeitos teste resultaram, em média, num ganho de
CAL de 3,1 mm e numa diminui¢do de PD de 3,9 mm, valores sigificativamente
diferentes dos obtidos no controlo. O aumento de recesséo gengival foi muito
semelhante entre os dois grupos (0,8 mm). O tratamento com EMD revelou ser
clinicamente significativo, uma vez que duas vezes mais casos teste resultaram
no ganho de 4 ou mais mm de CAL, comparativamente ao controlo. Por outro
lado, os defeitos com um ganho de CAL muito pequeno (0 € 1 mm) foram duas
vezes mais frequentes no controlo do que no EMD. No entanto, metade dos
doentes obtiveram ganhos de CAL entre 2 e 3 mm apds ambos os tratamentos.
Entre as varidveis medidas, o tabaco, a profundidade de sondagem pré-
-operatdria e a corticalizagao do defeito estavam associados com um ganho
inferior de CAL, enquanto que o indice de placa, o indice de hemorragia a

sondagem e o componente infra-6sseo do defeito ndo foram significativos na
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variabilidade do ganho de CAL. Este estudo avaliou pela primeira vez a
influéncia da corticalizagdo do defeito no resultado da cicatrizagdo. Tanto os
defeitos com uma cortical densa como os que apresentavam uma parede
esponjosa hemorragica obtiveram menor ganho de CAL, comparativamente
aos defeitos com uma parede 6ssea cribiforme. De acordo com estas
observacoes, parece que a qualidade do osso presente no defeito afecta o
ganho de CAL. Os doentes fumadores demonstraram ter menor probabilidade
(26%) do que os n&do fumadores, em obter um ganho de CAL igual ou superior
a 3mm. Os defeitos de 3 paredes demonstraram ter muito maior probabilidade
que os de uma parede, de resultar num ganho de CAL clinicamente significativo
(3 ou mais mm).

Um outro ensaio clinico aleatério controlado em “boca partida” (RCT), avaliou
o tratamento de defeitos infra-6sseos com e sem EMD, recorrendo a
microcirurgia para realizar a técnica modificada de preservacédo de papila
(Wachtel et al. 2003). Comparativamente com os valores pré-operatorios, tanto
0 grupo teste como o controlo resultaram na redugédo da PD e no ganho de
CAL, ambos estisticamente significativos, tanto aos 6 como aos 12 meses. A
diferencga entre a reducao de PD aos 6 e aos 12 meses foi estatistatisticamente
significativa no grupo teste, mas tal ndo se verificou no grupo controlo. Areducgéo
de PD no grupo EMD foi significativamente superior ao grupo controlo nos
dois tempos de observacao. No que se refere ao ganho de CAL, o grupo teste
resultou num ganho adicional aos 12 meses comparativamente ao verificado
aos 6 meses, estatisticamente significativo. No grupo de controlo, parte do
ganho de CAL obtido aos 6 meses foi perdido apdés os 12 meses. Aos 12
meses, 85% dos defeitos tratados com EMD resultaram num ganho de CAL
superior a 2 mm, enquanto que tal sé se verificou em 27% dos defeitos tratados
cirurgicamente sem EMD.

Quanto a recessao gengival, os resultados foram muito favoraveis no sentido

da preservagao dos tecidos periodontais uma vez que ambos os grupos
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obtiveram uma recessao gengival minima, ndo sendo estatisticamente
significativa a diferencga entre o grupo de teste e controlo aos 12 meses. Uma
explicagao para este facto pode residir na abordagem microcirurgica utilizada,
a qual evidénciou uma cicatrizacdo precoce de 6ptimas caracteristicas, de
acordo com um indice de cicatrizacdo desenvolvido pelos autores, tanto no
grupo teste como no de controlo. De facto a abordagem microcirurgica favorece
0 manuseamento dos tecidos periodontais no sentido da sua maior
preservagao, assim como potencia a obtengao de um encerramento primario,
factores associados com o sucesso das técnicas regenerativas.

Um ensaio prospectivo a 24 meses foi recentemente publicado por Francetti e
colaboradores (2004). Neste ensaio aleadrio e paralelo, foram tratados 24
defeitos infra-6sseos, recorrendo a tecnica simplificada de retalho de
preservagao da papila, com EMD (teste) ou sem EMD (controlo). Em ambos
0s grupos, os parametros clinicos (PD e CAL) e radiograficos melhoraram aos
12 meses e aos 24 meses quando comparados com o inicio do estudo.
Individualmente, a diminuicdo de PD em relagdo ao pré-operatorio foi
estatisticamente significativa entre os dois grupos aos 12 meses, com melhores
resultados no grupo EMD; no entanto, aos 24 meses ndo se registaram
diferengas estatisticamente significativas. No que se refere ao ganho de CAL,
os resultados do grupo EMD foram significativamente melhores do que no
grupo controlo, tanto aos 12 como aos 24 meses. De igual modo, a diminuigéo
da profundidade 6ssea do defeito foi significativamente superior no grupo EMD
do que no controlo, tanto aos 12 como aos 24 meses.

De um modo geral, os resultados dos parametros clinicos sdo superiores aos
obtidos por Heijl e colaboradores (1997) aos 36 meses. Tal facto pode ficar a
dever-se ao facto de no estudo de Heijl e colaboradores (1997) tenha sido
utilizada uma técnica cirurgica nado especificamente direccionada para a
preservacao das estruturas periodontais (técnica de retalho modificado de

Widman), enquanto que neste estudo foi utilizada uma técnica optimizada de
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preservacao dos tecidos periodontais. Por outro lado, neste estudo, a média
pré-operatéria de PD dos defeitos tratados com EMD era cerca de 1 mm
superior a media do grupo controlo, o que logo a partida condicionou a obtengao
de melhores resultados no ganho de CAL no grupo teste.

Quanto ao preenchimento 6sseo do defeito, e tendo em conta as diferencas
nos métodos de avaliagédo e nos parametros radiolégicos utilizados nos estudos,
de um modo geral poderemos dizer que, como no estudo de Heijl e
colaboradores (1997), a cicatrizagdo 6ssea do defeito faz-se a longo prazo,
obtendo-se melhores resultados aos 24 meses do que aos 12 meses.
Embora neste estudo tenham sido incluidos doentes fumadores (3 no grupo
controlo e 5 no grupo teste), a pequena dimensdo da amostra ndo permitiu
fazer uma avaliagdo, com valor estatistico, da influéncia desse factor na eficacia
do tratamento.

Recentemente, Vandana e colaboradores (2004) publicaram um estudo que
englovava oito doentes, quatro dos quais com periodontite agressiva. Ao
contrario do verificado na maioria dos estudos ja referenciados, neste nao se
verificou uma diferenga significativa no ganho de CAL, na diminuicdo da PD e
no preenchimento 6sseo dos defeitos entre o tratamento com EMD e a cirurgia
de retalho. A comparagao entre os doentes com periodontite cronica e os com
periodontite agressiva ndo é conclusiva, uma vez que a amostra era reduzida

e verificou-se uma grande variabilidade dos resultados.

A média de ganho de CAL com EMD observada nos estudos aleatorios
controlados é significativamente inferior & obtida nos estudos de séries de
casos. Este facto ndo é estranho uma vez que é unanimemente aceite que
nos estudos abertos ndo controlados ha uma participagdo importante do
operador/avaliador que, de modo subjectivo, influencia positivamente os

resultados clinicos.
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c.4.1.3. Estudos comparativos entre o EMD e a GTR
Sao numerosos os estudos controlados que compararam o tratamento com

EMD com a técnica de regeneragéo guiada de tecidos (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Estudos comparativos entre o EMD e a GTR no tratamento de defeitos infra-6sseos.

Estudo N° defeito Tipo de [Tempo | Diminuigdo |Ganho CAL [Aumento |Preenchimento

/ Técnicas defeitos PD mm (%) RE mm [6sseo mm (%)
Sculean eff 16  EMD 1w(2), 8M |3,8(46,9) | 3,1(30,1) 0,8 NA
al. 1999a 2w(12), 3w(3)
16 GTR Tw(1), 4,0 (48,2) | 2,9 (29,7) 1.1
2w(12), 3w(3)
Sculeanet |12 EMD [1w(1), 2w(9), 12M | 4,3 (53,1) | 3,4 (34,7) 0,9 NA
al. 2001c 3w(2)
12 GTR [1w(1), 2w(8), 4,5 (55,5) | 3,2(32,7) 1,3
3w(3)
12 EMD 48 M | 3,4 (42,0) | 3,0(30,6) 0,4
12 GTR 3,4 (42,0) | 2,9 (29,6) 0,5
Sculean et | 14 EMD 1-2w(4), |12M | 4,1(48,8) | 3,4 (32,1) 0,7 NA
al. 2001d 2w(6), 3w(4)
14 GTR 1-2w(5), 4,2 (50,0) | 3,1(31,1) 1,1
2w(6), 3w(3)
14 EMD 1-2w(3), 4,3 (50,0) | 3,4 (34,0) 1.1
+ GTR  |2w(8), 3w(3)
14 OFD 1-2w(4), 3,7 (43,0) | 1,7 (16,8) 1,7
2w(5), 3w(5)
Silvestriet | 10 EMD NA 12M | 4,5(63,6) | 4,8 (49,5) 0,5 NA
al. 2000 |10 GTR 5,9 4,8 0,7
10 OFD 1,4 1,2 0,2
Silvestriet | 49 EMD | 1-2w(28), (12 M 53 4,1 (41) NA NA
al. 2003 3w(21)
49 GTR | 1-2w(25), 5,6 4,3 (48)
3w(24)
Zuccheliet| 30 EMD NA 12 M 5,1 4,2 1,0 NA
al. 2002 |30 GTR 6,5 4,9 1,6
30 OFD 4,5 2,6 1,9
Minabe et |22 EMD [w(4), 2w (7),, 12M | 3,8 (63) 2,6 (32) 1,2 (40)
al. 2002 3w(11)
23 GTR | 1w(1), 2w 3,7 (57) 2,8 (38) 0,9 (35)
(14), 3w (8)
24 EMD | 1w(3),2w 4,3 3,0 1,2 (49)

+GTR | (10), 3w(11)
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Sanzet |32 EMD |1w, 2w, 3w(+)| 12 M 3,8 3,1 0,6 NA
al. 2004
35 GTR 1w, 2w, 3w(+) 3,3 2,5 0,7
Sculeanet | 11 EMD 1-2w(3), |12 M 4,6 3,4 1,3 NA
al. 2004 2w(7), 3w(1)
11 GTR 1-2w(3), 44 3,0 1,5
2w(6), 3w(2)
10 EMD 1-2w(2), 44 3,0 1,5
+GTR | 2w(7), 3w(1)
10 OFD | 1-2w(3), 3,3 1,6 1,7
2w(5), 3w(2)
11 EMD 1-2w(3), |60M 43 2,9 1,3
2w(7), 3w(1)
11 GTR 1-2w(3), 3,9 2,7 1,2
2w(6), 3w(2)
10 EMD 1-2w(2), 4,0 2,6 1,5
+GTR | 2w(7), 3w(1)
10 OFD | 1-2w(3), 2,7 1,3 1,7

2w(5), 3w(2)

Abreviaturas: EMD - Emdogain®; GTR - regeneragdo guiada de tecidos; OFD - cirurgia de retalho (Widman
modificado, preservacdo da papila); PD - profundidade de sondagem; CAL - nivel de insercéo clinica; RE -
recessao gengival; W - parede; NA - ndo avaliado.

Sculean e colaboradores publicaram diversos estudos comparativos entre o
EMD e GTR no tratamento de defeitos infragengivais (1999a, 2001c, d, 2004).
Um estudo controlado e aleatério, publicado em 1999, comparou o tratamento
com EMD versus GTR em 32 defeitos contralaterais, maioritariamente de duas
paredes. Aos 8 meses, ambos o0s tratamentos resultaram numa redugéo da
PD e num ganho siginificativo de CAL. No entanto, ndo foram detectadas
diferengas estatisticamente significativas entre os parametros clinicos avaliados
(Quadro 11 - Anexo ).

Em ambos os grupos, a inflamagao gengival e o nivel de higiene oral melhoraram
significativamente, mas aos 8 meses ndo havia diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos. Os valores iniciais de PD, CAL e RE ndo foram
significativamente diferentes entre os dois grupos. A PD diminuiu significativamente
nos dois grupos comparativamente aos valores iniciais (p<0,001), mas n&o houve

diferenca significativa aos 8 meses. De igual modo, o ganho de CAL aumentou
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significativamente nos dois grupos, mas aos 8 meses a diferenga entre o grupo
EMD e GTR nao era significativa. O mesmo se passou com a recessao gengival.
E de salientar que, no grupo de GTR, verificou-se a exposigdo da membrana em
7 dos 16 defeitos tratados, o que certamente afectou negativamente os resultados
clinicos, problema esse inexistente na técnica com EMD.

Doze dos dezasseis doentes avaliados no estudo anteriormente descrito foram
seguidos ao longo de 4 anos (Sculean et al. 2001c). Aos 4 anos, observou-se
um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) da PD em ambos os grupos
comparativamente com valores obtidos aos 12 meses, e os valores mantinham-
-se muito significativos comparativamente aos valores iniciais (p<0,001). De
igual modo, aos 4 anos, o ganho de CAL de ambos os grupos era
estatisticamente significativo comparativamente aos valores iniciais (p<0,001),
mas nao havia diferenca significativa ao fim de 12 meses. Quanto a recesséo
gengival, ndo houve diferencas significativas aos 12 meses e aos 4 anos. Aos
4 anos, os valores de recessdo gengival diminuiram em ambos os grupos
comparativamente aos 12 meses, mas a diferenga so6 foi significativa no grupo
de GTR (p<0,05) (Quadro 12 - Anexo ).

Os resultados deste estudo demonstraram que a diminui¢cao de PD e o ganho
de CAL podem ser mantidos durante 4 anos, tanto apos o tratamento com
GTR como com EMD. A semelhanca entre os resultados obtidos ao fim de um
ano, manteve-se durante mais trés anos. No entanto, em ambos os grupos
houve uma ligeira perda de CAL, que os autores justificam pelo ligeiro aumento
de PD, acompanhado de um aumento do indice de placa para valores
superiores aos observados no inicio do estudo.

Neste estudo o ganho médio de CAL aos 4 anos (3,0 mm) foi superior ao
obtido aos 36 meses (2,2 mm) no estudo de Heijl e colaboradores (1997), mas
tal pode ter ficado a dever-se ao facto de, no presente estudo, os defeitos
serem maioritariamente de duas paredes, enquanto que no estudo de Heijl e

colaboradores (1997) eram de uma parede. Para além disso, a profundidade
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de sondagem média inicial no estudo de Sculean e colaboradores (2001c¢) foi
ligeiramente superior a de Heijl e colaboradores (1997) que, como ja vimos
anteriormente, pode ser um factor importante no resultado final, i.e., quanto
mais profunda a bolsa no inicio do tratamento, maior probabilidade existira
para uma maior regeneracao.

O grupo de investigacdo de Sculean e colaboradores (2001d) publicou um
outro ensaio comparativo mais completo em que, para além do tratamento
com EMD e GTR, também testaram a associacdo do EMD com GTR,
comparativamente a cirurgia de retalho. Seleccionaram 56 doentes, distribuidos
aleatoriamente por quatro grupos de tratamento, com 14 defeitos cada. Aos
12 meses, a PD diminuiu significativamente nos quatro grupos (p<0,001). No
entanto, entre os grupos n&o houve diferengas estatisticamente significativas.
O CAL aumentou significativamente em todos os grupos (p<0,001). Entre os
trés grupos de teste (EMD, GTR e GTR com EMD) ndo houve diferengas
significativas, mas os valores relativos ao controlo foram estatisticamente
inferiores (p<0,05) (Quadro 13 - Anexo Il). Embora houvesse fumadores em
todos os grupos, o seu reduzido numero ndo possibilitou a analise dos seus
possiveis efeitos nos resultados clinicos.

Os resultados deste estudo permitiram verificar que o tratamento combinado
EMD e GTR ndo aumentou a capacidade regenerativa de ambas as técnicas
quando usadas conjuntamente, confirmando alias resultados obtidos em estudos
animais (Sculean et al. 2000c). Estes resultados podem traduzir as diferengas
nos modos de cicatrizagao entre as duas técnicas. Para além disso, houve
exposicao da membrana tanto no grupo GTR (6 casos) como na combinagéo
EMD+GTR (5 casos), o que pode ter influenciado negativamente os resultados.
A aplicagao do EMD nao parece ter impedido o aparecimento desta complicagéao
pbs-operatoria. Assim, parece ndo se justificar a aplicagao clinica da combinagéo
destas duas técnicas regenerativas.

Um primeiro estudo de Silvestri e colaboradores (2000) comparou a eficacia
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de trés procedimentos cirurgicos no tratamento de defeitos infra-6sseos: GTR,
EMD e cirurgia de ratalho (Widman modificado). A eficacia de cada tratamento
foi investigada através de uma analise regressiva. Trinta doentes apresentando
um defeito infra-6sseo foram aleatoriamente distribuidos por um dos trés grupos
de tratamento. Um ano apds o tratamento, o EMD e GTR demonstraram
melhores resultados comparativamente a cirurgia, cujo procedimento nao
obteve alterag¢des significativas no ganho de CAL e na redugao da PD. Por
outro lado, n&o houve diferengas significativas no ganho de CAL entre o EMD
e a GTR. No entanto, os resultados da analise demonstraram uma relacgao
significativa entre o sucesso do resultado e os valores iniciais de CAL. AGTR
pareceu obter melhores resultados que o EMD em termos de percentagem de
ganho de CAL em doentes com um nivel de insergao clinica inicial superior ou
igual a 9 mm. Por outro lado, em doentes com um nivel de inser¢do clinica
inferior a 9 mm, o EMD parecer obter melhores resultados que a GTR em
termos de percentagem de ganho de CAL.

Os mesmos autores efectuaram um novo estudo (Silvestri et al. 2003),
multicéntrico, envolvendo 98 doentes, distribuidos por dois grupos (EMD e
GTR), uma vez que o estudo referido anteriormente, tinha demonstrado a
ineficacia da técnica de retalho modificado de Widman na regeneracao
periodontal. Os resultados deste novo estudo confirmaram a inexisténcia de
uma diferenga estatisticamente significativa em termos de ganho de CAL e de
reducao de PD, entre o EMD e a GTR.

A semelhanca do resultado da analise regressiva do primeiro estudo de Silvestri
e colaboradores (2000), a GTR demonstrou melhor ganho de CAL que o EMD,
nos casos em que o CAL inicial era superior a 8 mm, embora essa variagao
fosse muito reduzida (0,3 mm) e sem grande importancia clinica. De acordo
com os autores, isto pode ter ficado a dever-se a frequéncia de exposi¢ao da
membrana nas primeiras semanas poés-operatoérias (70% no estudo piloto e

48% no estudo multicéntrico) e ao facto da membrana utilizada ndo ser
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reabsorvivel e ser necessario uma segunda fase cirurgica para a remover.
Uma outra andlise regressiva efectuada demonstrou uma correlagéo
estatisticamente significativa entre a percentagem de ganho de CAL e a
hemorragia gengival, para ambos os tratamentos, indicando melhores
resultados clinicos para os casos em que a hemorragia gengival era menor.
Uma outra correlagéo foi igualmente estabelecida entre os componentes da
parede dos defeitos e o ganho de CAL. O grupo dos defeitos de 3 paredes
obtiveram um ganho de CAL significativo comparativamente aos outros dois
grupos, de duas e uma paredes, respectivamente, ndo sendo notdrias as
diferencas entre estes dois ultimos grupos. Estes resultados confirmam a
tendéncia ja analisada para a GTR por outros autores (Tonetti et al. 1996).

Um estudo clinico controlado, aleatério (RCT) e paralelo (Zucchelli et al. 2002)
comparou o tratamento com EMD, com GTR (membrana nao reabsorvivel
reforgcada com titdnio) e com cirurgia de retalho pela técnica simplificada de
preservacgao da papila, tendo sido esta a técnica cirurgica nos outros grupos.
Em todos os grupos procedeu-se ao tratamento da raiz com EDTA. Aos 12
meses, houve um aumento estatistico e clinicamente significativo de ganho
de CAL e de reducgao de PD nos pacientes tratados com EMD e com GTR,
comparativamente aos tratados com cirurgia. Da analise de variaveis multiplas
(causas de variabilidade como as modalidades de tratamento, caracteristicas
do defeito e do doente) que afectaram os resultados, o tipo de tratamento foi a
variavel mais significativa para o ganho de CAL, a diminuicdo de PD e o
aumento da recesséo gengival. De igual modo, a PD inicial (caracteristica do
defeito) demonstrou uma correlacdo significativa com os trés parédmetros
avaliados. Entre as caracteristicas relativas ao doente, o tabaco demonstrou
ter uma influéncia negativa no ganho de CAL para ambos os procedimentos
regenerativos. No grupo de GTR, a exposi¢cdo da membrana que ocorreu em
33% dos casos, indicou um menor ganho de CAL e um maior aumento de

recessao gengival, ambos estatisticamente significativos.
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Apesar do tratamento por GTR ter resultado um ganho superior de CAL
(estatisticamente significativo) comparativamente ao EMD, os dois tratamentos
demonstraram ser similares em termos de eficacia clinica, uma vez que uma
elevada percentagem de defeitos obteve um ganho de CAL igual ou superior
a4 mm (76.6% no EMD e 83,3% no GTR). Para além disso, verificaram que a
técnica de aplicagao do EMD revelou ser de execugao mais simples, apresentou
menos riscos e foi menos invasiva que a GTR.

No que se refere a diminuigao da PD, o GTR resultou numa redugéo superior,
estatisticamente significativa, em comparagdo com o EMD. Clinicamente, esta
diferenca é igualmente significativa uma vez que a grande maioria dos defeitos
(87%) tratados por GTR apresentavam uma PD igual ou inferior a 3 mm e ndo
havia bolsas residuais. Por outro lado, s6 20% dos defeitos tratados por EMD
nao apresentavam bolsa (PD igual ou inferior a 3 mm) e 7% apresentavam
bolsas residuais.

Neste estudo (Zucchelli et al. 2002), o GTR esteve associado com um maior
aumento de recessao gengival comparativamente ao EMD. Do ponto de vista
clinico, é ainda mais significativo uma vez que a grande maioria (87%) dos
defeitos tratados por EMD apresentaram uma recesséo gengival diminuta (igual
ou inferior a 1 mm) enquanto que metade dos defeitos tratados por GTR
apresentavam um aumento da recessao gengival igual ou superior a 2 mm.
De acordo com estas observagdes, os autores sugeriram diferentes abordagens
regenerativas de acordo com os objectivos. Assim, a GTR estaria mais indicada
quando o principal objectivo fosse a obtengcdo de uma bolsa residual pouco
profunda. Por outro lado, o EMD seria o tratamento de escolha quando o
objectivo fosse a obtengdo de uma recessao gengival minima, como seria o
caso de defeitos infra-6sseos situados em zonas estéticas anteriores.
Minabe e colaboradores (2002) comparam o tratamento combinado (EMD com
GTR reabsorvivel) com as técnicas regenerativas isoladas (EMD e GTR), em

69 defeitos infra-0sseos de 61 doentes. Ao fim de um ano, verificaram que nao
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houve diferengas significativas na diminuicdo da PD, no ganho de CAL, no
aumento da recessao gengival e no preenchimento 6sseo dos defeitos entre
os trés tratamentos. Em 70 a 80% dos casos verificaram um ganho de CAL de
1 a 3 mm. Da associagao das duas técnicas regenerativas ndo resultou uma
potenciacdo da sua capacidade regenerativa, a qual foi similar nas duas
monoterapias, alias, como ja outros estudos tinham concluido (Sculean et al.
2000c, 2001d). Porém, neste estudo ndo se verificou qualquer relagéo entre o
tamanho dos defeitos e o ganho de CAL para qualquer dos tratamentos.

Um estudo multicéntrico, paralelo (Sanz et al. 2004), envolvendo 67 doentes
com defeitos periodontais infra-6sseos tratados por EMD ou por GTR, utilizando
a técnica simplificada de preservacao de papila, ndo demonstrou diferengas
significativas nos parametros clinicos aos 12 meses. A analise de variaveis
multiplas demonstrou que o centro onde tida sido efectuado o tratamento
representava a variavel com maior influéncia nas diferengas observadas no
ganho de CAL. Por outro lado, a PD inicial correlacionou-se positivamente
com o ganho de CAL. Outras variaveis como o tabaco, a profundidade do
defeito e o componente intra-6sseo néo influenciavam significativamente o
ganho de CAL. Um factor que pode ter influenciado negativamente os resultados
obtidos no tratamento com GTR, pode ter sido a grande incidéncia (100%) de
complicacbes pods-operatérias, uma vez que nos casos tratados com EMD
essa incidéncia so6 foi de 6%. Por outro lado, a frequéncia de distribuicdo de
ganho de CAL demonstrou que houve perda de CAL em 6% dos defeitos
tratados por GTR, enquanto que em nenhum dos casos tratados por EMD
isso se verificou.

Recentemente, foi publicado um estudo a longo prazo (Sculean et al. 2004)
referente a quarenta e dois doentes participantes num estudo publicado
anterirmente (Sculean et al. 2001d), pelo que faremos a sua avaligdo posterior,

conjuntamente com outros estudos referentes a resultados a longo prazo.
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c.4.1.4. Estudos comparativos entre o EMD e os substituintes 6sseos
Uma das possiveis limitagdes na utilizagdo do derivado da matriz do esmalte
sera a sua consisténcia semi-fluida. O efeito de manutengao de espaco atribuido
aos materiais de substituicio 6ssea solidos, representa uma caracteristica fisica
desejavel do material regenerativo quando a formagao de 0sso € um dos objectivos
do tratamento. A hip6tese que a combinagdo do EMD com esses materiais sélidos
(osso alégeno, osso xendgeno e biovidro) aumentaria os resultados clinicos do
EMD foi testada em diversos estudos (Tabela 3.4). Entre os materiais avaliados,
0 xeno-enxerto de origem bovina (BPBM) foi o mais utilizado.

Dos estudos apresentados, sé trés (Lekovic et al. 2000, Velasquez-Plata et al.
2002, Zucchelli et al. 2003) permitem avaliar o aumento da capacidade
regenerativa do EMD quando combinado ao BPBM.

No estudo de Lekovic e colaboradores (2000), aleatério e cego (RCT), o
tratamento combinado obteve resultados significativamente superiores, tanto
estatistica como clinicamente. S6 a recessdo gengival ndo apresentou
diferengas significativas entre os dois grupos. Porém, um outro estudo RCT
(Velasquez-Plata et al. 2002), também com avaliagdo aos 6 meses, verificou
que as diferengas entre os dois tipos de tratamento (combinado e isolado) s6
eram significativas na menor recessdo gengival pds-operatéria e no maior
preenchimento ésseo, favorecendo o tratamento combinado. Todos os defeitos
tratados pela associagdo ganharam mais de 75% de preenchimento 6sseo,
enquanto que tal s6 se verificou em 85% dos tratados com EMD. Aredugao da
PD, o ganho de CAL né&o foram significativamente diferentes entre os dois

grupos.
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Tabela 3.4 - Estudos comparativos entre o EMD e materiais de substituicao é6ssea no tratamento

de defeitos infra-6sseos.

N° defeitos/
tratamento
Lekovicet |21 EMD
al. 2000 + BPBM
21 EMD
Velasquez-| 16 EMD
-Plata et + BPBM
al. 2002
16 EMD
Zucchelli |30 EMD
etal. 2003 | + BPBM
30 EMD
Scheyer |17 EMD
etal. 2002 | + BPBM
17 BPBM
Sculean et| 12 EMD
al. 2002b | + BPBM
12 BPBM
Camargo |24 EMD
etal. 2001, + BPBM
24 OFD
Lekovic et| 18 EMD
al. 2001a | + BPBM
+ GTR
18 OFD
Pietruska |12 EMD
2001
12 GTR
+ BPBM
Lekovic et| 23 EMD
al. 2001b | + BPBM
23 AFFS
+ BPBM

Tipo de

defeitos

2w(14), 3w(7)

2w(15), 3w(6)

2-3w(9),
3w(7)

2-3w(10),
3w(6)

NA

2-3w(14),
3w(3)

2-3w(13),
3w(4)

1w(2), 2w(6),
3w(4)

1W(2), 2w(5),
3w(5)

2w(17), 3(7w)

2w(18), 3w(6)

2w(13), 3w(5)

2w(12), 3w(B)
2w(9), 3w(3)

2w(9), 3w(3)
2w(16), 3w(7)

2w(15), 3w(8)

Tempo | Diminuigao | Ganho CAL

6M

6-8 M

12M

6M

12M

6 M

6M

12M

6 M

Derivado das proteinas da matriz do esmalte

PDmm (%)

3,4 (49,5)

1,9 (26,0)

4,0

3,8 (57,6)

6,2

5,8

4,2

3,9

5,7

6,5

3,9

1,6

4,8

2,9
4,0 (50,0)
4,4 (56,4)

3,0

3,1

1,7

34

2,9

58

4,9

3,8

3,7

4,7

4,9

3.4

1,4

3,8

1,5
3,0 (30,6)
3,5 (37,6)

2,9

Aumento | Preenchimento

1,3

1,3

0,3

0,8

0,4

0,9

0,4

0,2

0,8

1,5

1,2

1,2

1,4

1,5
1,4

1,3

0,6

0,5

6sseo mm (%)

3,8 (81,3)

1,3 (28,9)
4,0 (76,9)

3,1(64,9)

53

4,3

3,2 (63,3)

3,0 (67,0)

NA

3,8
1,0

4,8

1,7
2,6 (50,0)
3,5(39,7)

2,8
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Rosene |10 EMD | 1w,1-2w,2w | 6 M | 5,4 (64,2) | 4,5 (49,1) NA NA
Reynolds | + DFDBA

2002 + GTR
12 EMD | 1w,1-2w,2w 5,8 (64,4) | 5,3 (57,3)
+ FDBA
+ GTR
Gurinsky | 33 EMD | 1w(1),1-2w | 6 M 3,6 3,0 0,5 3,7 (74,9)
et al. 2004| + DFDBA | (9),2w(11),
2-3w(2),3w
(8),1-2-3w(2)
34 EMD | 1w(2),1-2w 4,0 3,2 0,7 2,6 (55,3)
(7),2w(8), 2-
3w(3),3w(10),
1-2-3w(4)
Sculeanef 14 EMD | 1-2w(3), |12M 41 3,2 1,0 NA
al. 2002a + BG | 2w(9) 3w(2)
14 BG 1-2w(4), 4,2 3,1 1,3
2w(8) 3w(2)
Sculean | 15 EMD | 1-2w(6), |12M 4,2 3,2 1,1 NA
etal. 2005| + BG | 2w(7) 3w(2)
15 EMD | 1-2w(7), 4,5 3,9 0,9
2w(6) 3w(2)

Abreviaturas: EMD - Emdogain®, GTR - regeneragé guiada de tecidos; BPBM - xeno-enxerto de
origem bovina; AFFS - selante de fibrina autéloga; DFDBA - alo-enxerto desmineralizado; FDBA -
alo-enxerto mineralizado; BG - biovidro; OFD - cirurgia de retalho; PD - profundidade de sondagem;
CAL - nivel de insercéo clinica; RE - recessao gengival; W - parede; NA - ndo avaliado.

O unico estudo RCT com avaliagao de 12 meses (Zucchelli et al. 2003) indica
a utilizagdo do tratamento combinado, apresentando resultados mais
significativos no ganho de CAL, no preenchimento sseo e de menor recessao
gengival pés-operatéria. A diferenga na redugdo da PD nao foi significativa
entre os tipos de tratamento. No tratamento combinado, 47% dos defeitos
ganharam mais de 5 mm de CAL, comparativamente aos 27% dos tratados
com EMD isoladamente. Acrescente-se ainda que todos os defeitos tratados
pela associagdo obtiveram um ganho 6sseo de pelo menos 4 mm, enquanto
que s6 64% dos tratados por EMD obtiveram esse resultado.

A técnica cirurgica utilizada neste ultimo estudo baseou-se na preservagao
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dos tecidos interdentarios (retalho simplificado de preservagao de papila). Esta
abordagem cirurgica pode justificar o superior ganho de CAL verificado
comparativamente aos estudos anteriores, corroborando os resultados de
outros (Trombelli et al. 2002a, Zucchelli et al. 2002). Para além disso, uma
analise aprofundada das variaveis indicou haver uma correlagao positiva entre
0 ganho de CAL, o preenchimento 6sseo e a menor recesséo gengival pés-
-operatoria e a quantidade de tecido supracrestal interdentario. Do mesmo
modo, a componente infra-0ssea dos defeitos correlacionou-se positivamente
com o ganho de CAL e com a menor recessao gengival pos-operatéria. Por
outro lado, o tabaco relacionou-se negativamente com o ganho de CAL e
com a recessao pos-operatoria: doentes fumadores obtiveram menor ganho
de CAL e maior recessao gengival. Curioso, foi o facto da variavel &ngulo do
defeito ter demonstrado sé ser influente no ganho de CAL do tratamento com
EMD e néo no tratamento combinado. No tratamento com EMD foram obtidos
melhores resultados no ganho de CAL em defeitos infra-6sseos verticais com
um menor angulo. Alias, o estudo de Tsitoura e colaboradores (2004) confirmou
esse facto. Com base nas radiografias de um estudo ja referenciado (Tonetti
et al. 2002), concluiu-se que a probabilidade de obter um ganho de CAL
superior a trés milimetros é 2,5 vezes mais alta quando o angulo do defeito é
igual ou inferior a 22°, do que quando é superior ou igual a 36°.

Da comparagao entre o tratamento combinado de BPBM com EMD e a
utilizagdo de BPBM isoladamente, ndo se verificaram diferencgas significativas
nos parametros clinicos referentes aos tecidos moles assim como ao tecido
6sseo (Scheyer et al. 2002, Sculean et al. 2002b). E importante salientar que
areduzida dimensao das amostras destes estudos pode ser responsavel pela
auséncia de diferencas estatisticamente significativas entre os tratamento
testados. Segundo Gunsolley e colaboradores (1998), nos estudos clinicos de
regeneracgao periodontal, seria necessaria uma amostra de 67 a 137 defeitos

por grupo de tratamento, para que diferencas significativas fossem detectadas.
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Da analise destes estudos, poderemos concluir que, no tratamento de defeitos
infra-6sseos, a combinagdo do EMD com BPBM resulta na melhoria dos
pardmetros clinicos e radioldégicos, embora pouco significativa quando
comparado com as monoterapias (EMD ou BPBM). Esta melhoria pode ser
atribuida a propriedade osteocondutora do material de enxerto, a melhor
estabilizacdo do coagulo ou simplesmente ao efeito de preenchimento do
espaco fornecido pelo enxerto, o que preveniu o colapso do retalho. Alias, ao
fim de um ano, ainda foram observadas particulas de enxerto, que nao tinham
sido reabsorvidas (Sculean et al. 2002b, Zucchelli et al. 2003). Acrescente-se
ainda que, nas areas tratadas com BPBM, a consisténcia dos tecidos gengivais
esta aumentada, o que pode oferecer maior resisténcia a progresséo da sonda
periodontal no defeito, resultando assim em melhores valores clinicos de PD.
Para além dos resultados clinicos favoraveis a combina¢do do EMD com BPBM,
a avaliagao histoldgica é fundamental para caracterizar o tipo de cicatrizagao.
Apesar de confirmada, radiologicamente ou na re-entrada, a existéncia de
novo 0sso, este pode estar separado da superficie radicular por um ligamento
periodontal ou por um epitélio juncional longo. Nos dois casos apresentados
por Sculean e colaboradores (2003a), a cicatrizagdo caracterizou-se pela
formacao de cemento, essencialmente de tipo celular, com fibras colagénicas
inseridas. As particulas de BPBM estavam rodeadas por tecido pseudo-6sseo
nas areas dos defeitos onde havia novo ligamento periodontal e novo 0sso,
nao havendo contacto com a superficie radicular. O epitélio juncional estendia-
-se até ao limite coronal do novo cemento, € nessas areas as particulas de
BPBM estavam rodeadas por um tecido conjuntivo. Nesse artigo (Sculean et
al. 2003a) é também apresentado um caso clinico em que s6 foi utilizado o
xeno-enxerto, o qual apresentou uma cicatrizagdo muito semelhante a
combinagao com EMD.

Uma série de estudos comparam a associacdo do EMD a xeno-enxertos com

outras técnicas. A combinagcdo do EMD com BPBM demonstrou resultados,




Contribuicao para o estudo da regeneragéo periodontal

estatistica e clinicamente significativos, mais favoraveis que a cirurgia de retalho
(OFD), para os parametros clinicos e radiolégicos, a excepgao da recessao
gengival (Camargo et al. 2001). A associagdo de uma membrana reabsorvivel
a combinagao de um xeno-enxerto com EMD, melhorou os resultados clinicos
comparativamente a cirurgia de retalho (Lekovic et al. 2001a). A comparagao
do EMD, usado isoladamente, com a associacdo de BPBM e GTR, demonstrou
redugdes significativas dos pardmetros clinicos e radiolégicos para ambos os
tratamentos, mas sem diferencas significativas entre eles (Pietruska 2001). A
combinag¢do de BPBM com EMD ou com um selante de fibrina autéloga (AFFS),
nao resultou em diferengas significativas nos paradmetros clinicos e radiolégicos
entre os dois tratamentos (Lekovic et al. 2001b). Devido a heterogeneidade
dos grupos experimentais e a dimensado da amostras, estes estudos nao
permitem concluir quanto as potencialidades acrescidas da combinagao do

EMD com xeno-enxertos.

Foram publicados poucos artigos sobre a associagédo do EMD aos enxertos
alégenos. Um estudo (Rosen e Reynolds 2002) reporta uma série de 22 casos
clinicos de defeitos infra-6sseos extensos, em que foram conjugadas diversas
técnicas regenerativas: condicionamento da superficie com acido citrico,
recobrimento da raiz com EMD, preenchimento do defeito com alo-enxertos
6sseos (DFDBA ou FDBA) e GTR, mediante a colocagdo de uma membrana
reabsorvivel de polimero de acido lactico. Os resultados percentuais de ganho
de CAL de 49% para o DFDBA e de 57% para o FDBA foram bastante
significativos, tendo em conta a morfologia dos defeitos. O preenchimento
6sseo dos defeitos ndo foi avaliado, apesar de se referir a re-entrada cirugica
de alguns casos. De qualquer modo, os resultados, para além de
corresponderem a uma série de casos clinicos, correpondem a combinagao
das cinco técnicas regenerativas utilizadas, pelo que n&o se podem tirar

conclusdes sobre um possivel efeito potenciador regenerativo do EMD.

Derivado das proteinas da matriz do esmalte

127



128

Mais recentemente, um estudo controlado, paralelo e aleatério comparou a
associagdo do EMD com DFDBA ao EMD (Gurinsky et al. 2004). Aos seis
meses, ndo se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre os
dois tratamentos no que diz respeito aos tecidos moles (PD, CAL e RE).
Contudo, com base nas medi¢des efectuadas na re-entrada, o tratamento
combinado obteve resultados significativamente superiores no preenchimento
0sseo dos defeitos (maior numero de defeitos que ganharam mais de 50% e
de 90%) e menor reabsorgéo da crista alveolar. A percentagem de resolugao
do defeito foi igualmente superior no tratamento combinado, sem contudo ser
estatisticamente significativo. Apesar do periodo de observacao deste estudo
ser relativamente curto (6 meses), os resultados obtidos parecem confirmar a
potenciacao da osteoinducéo entre o DFDBA activo € o EMD verificada num

estudo pré-clinico (Boyan et al. 2000).

A associagdo do EMD com um biovidro ndo mostrou diferencas significativas
dos parametros clinicos com as monoterapias (EMD (Sculean et al. 2002a) e
biovidro (Sculean et al. 2005)). Alguns estudos clinicos demonstraram melhores
resultados ap6s a utilizagdo de biovidros comparativamente a cirurgia de
retalho, no tratamento de defeitos infra-0sseos (Zamet et al. 1997, Froum et
al. 1998). Contudo, a capacidade regenerativa dos biovidros é muito
controversa. A avaliagdo histolégica em humanos mostrou auséncia de
regeneragao dos tecidos periodontais apds a utilizagdo de um biovidro (Nevins
et al. 2000). Com base nestes dados, pensamos nao haver razao para utilizar

essa combinag¢ao (Emdogain® Gel TS) no tratamento de defeitos infra-6sseos.

c.4.1.5. Resultados a médio e longo prazo
Um ensaio prospectivo a 24 meses foi publicado por Francetti e colaboradores
(2004) (Tabela 3.2). Os parametros clinicos referentes aos tecidos moles

mantiveram-se estatisticamente superiores aos valores pré-operatérios, nao




Contribuicao para o estudo da regeneragéo periodontal

havendo diferengas significativas quando comparados com os resultados aos
12 meses. No que diz respeito ao tecido ésseo, verificou-se um aumento do
preenchimento 6sseo do defeito ao longo dos ultimos 12 meses.

Num ensaio clinico multicéntrico (Heijl et al. 1997) (Tabela 3.2), o valor médio de
ganho de CAL manteve-se ao longo de 36 meses, apesar de se terem verificado
pequenas oscilagbes entre os tempos avaliados (8, 16 e 36 meses) (Quadro 8 -
Anexo Il). Observou-se igualmente um ligeiro aumento da PD, particularmente
entre o décimo sexto més e o final da avaliagdo. No que se refere ao nivel 6sseo
radiografico, verificou-se um aumento ao longo dos 36 meses, correspondendo
a um resultado final de 66% de preenchimento do defeito.

Num outro estudo multicéntrico (Zetterstrém et al. 1997) (Tabela 3.2), aos 36
meses verificou-se um aumento da PD, uma diminui¢gdo do ganho de CAL e
um aumento do ganho ésseo.

Recentemente, foram publicados (Parodi et al. 2004) (Tabela 3.1) os dados
referentes aos 36 meses de evolugao de 16 dos 21 doentes participantes no
estudo publicado em 2000 confirmando os resultados obtidos aos 12 meses.
Decorridos mais dois anos, os valores a diminuicdo da PD mantiveram-se,
mas verificou-se um acréscimo no ganho de CAL e na diminuigdo da recessao
gengival, embora ndo estatisticamente significativos. Apesar dos bons
resultados verificados nos parametros clinicos dos tecidos moles, manteve-se
a auséncia de preenchimento 6sseo dos defeitos, contrariando os resultado
dos estudos acima referidos.

O grupo de Sculean e colaboradores publicou estudos a quatro anos (2003a -
Tabela 3.1, 2001c - Tabela 3.3) e a cinco anos (2004 - Tabela 3.3). No estudo
publicado em 2003, apesar da PD ter aumentado ligeiramente entre os 12 e
0s 48 meses, o ganho de CAL acentuou-se um pouco mais e a recessao
gengival diminuiu significativamente. No estudo publicado em 2001 observou-
-se igualmente um aumento da PD comparativamente aos 12 meses. No

entanto, nesse periodo de tempo verificou-se uma ligeira perda de CAL, que
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os autores justificaram pelo aumento de PD e do indice de placa, tendo
registado este Ultimo valores superiores aos observados no inicio do estudo.
Apesar disso, aos 48 meses, os valores de recessao gengival diminuiram
comparativamente aos 12 meses (Quadro 12 - Anexo ).

Recentemente, foram publicados os resultados de quarenta e dois doentes
incluidos no estudo de Sculean e colaboradores (2001d), agora avaliados ao
fim de cinco anos (Sculean et al. 2004) (Tabela 3.3). Na avaliagdo a longo
prazo, verificou-se que os pardmetros se mantinham estatisticamente significativos
em relagao aos valores iniciais. No entanto, verificou-se que, entre as avaliagdes
aos 12 meses e aos 5 anos, houve uma ligeira redugéo (estatisticamente néo
significativa) da média de CAL devida, provavelmente, ao aumento
(estatisticamente ndo significativo) da média de PD. Este aumento pode ter
resultado do aumento (estatisticamente nao significativo) dos indices de placa,
gengival e de hemorragia a sondagem ao longo do tempo de observagdo. A

recessao gengival ndo mostrou alteragdes.

Da avaliagao global destes estudos, podemos concluir que, apds a aplicagao
de EMD em defeitos infra-0sseos, os resultados alcangados aos doze meses
sdo estaveis a longo prazo (cinco anos), apesar de se verificar uma ligeira
tendéncia para o aumento da profundidade de sondagem e reducéao do nivel
clinico de insergdo obtido apds o tratamento. Alguns destes estudos
demonstram ainda que o crescimento 6sseo se faz mais tardiamente em relagéo
a regeneracgéo da insergdo conjuntiva, podendo ser interpretado como um

indicador de regeneracgao periodontal verdadeira.

c.4.1.6. Revisoes sistematicas da literatura
Os estudos controlados sobre regeneragéo periodontal incluiem, geralmente,
um reduzido numero de defeitos em cada grupo de tratamento, pelo que a

comparacao entre os tratamentos testados nao tem poder estatistico suficiente
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para demonstrar uma superioridade ou equivaléncia (Gunsolley et al. 1998).
Ao efectuar revisdes sistematicas da literatura publicada, com meta-analises
dos dados apresentados, é possivel aumentar a amostra através do
agrupamento dos resultados obtidos nos estudos, individualmente, e assim
obter conclusées com valor estatistico significativo.

Relativamente ao tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD, foram
publicados diversos artigos com revisdes sitematicas da literatura.

Kalpidis e Ruben (2002) publicaram uma revisdo exaustiva da literatura, na
qual efectuaram uma meta-analise incluindo 12 estudos controlados, paralelos
ou em “boca partida” (Heijl et al. 1997, Pontoriero et al. 1999, Sculean et al.
1999a, Lekovic et al. 2000, Okuda et al. 2000, Silvestri et al. 2000, Froum et al.
2001, Pietruska 2001, Sculean et al. 2001d, Tonetti et al. 2002, Velasquez-
Plata et al. 2002, Zucchelli et al. 2002).

Cada parametro (ganho de CAL, reducédo de PD e aumento da recesséo
gengival) foi avaliado de acordo com o numero de defeitos tratados (média
ponderada). Apesar da eficacia demonstrada pelo tratamento com EMD,
verificou-se uma variacao significativa dos resultados entre os estudos. Na
maioria deles o ganho percentual de CAL variou entre 24% e 33%, verificando-
-se, no entanto, que dois estudos (Silvestri et al. 2000, Zucchelli et al. 2002)
relatavam um ganho de mais de 40% do CAL inicial. Amédia de ganho de CAL
variava entre 1,7 € 4,5 mm. O mesmo se verificou para a redugao de PD (1,9
e 51 mm; 26% e 64%).

Da avaliagédo de 317 defeitos (284 doentes) tratados com EMD resultou uma
reducéo de PD de 4,0+0,9 mm (50,4+9,9%) e um ganho de CAL de 3,2+0,9
mm (32,7+7,6%). Da avaliagdo da margem gengival de 283 defeitos resultou

um aumento de recessao gengival de 0,9+0,4 mm (Quadro 3.1).
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N° estudos 12 6 8
Reducgao PD 40+0,9 (317) 51+0,9 (112) 3,1£1,0 (260)
mm % 50,4+9,9 (317) | 60,9+9,7 (112) | 40,1+9,9 (260)
Ganho CAL 32+0,9 (317) 3,8+0,8 (112) 2,1+0,7 (260)
mm % 32,7+7,6 (227) 38,7+7,9 (112) 224+55 (229)
Aumento RE
mm 09+0,4 (283)

Quadro 3.1 - Diferencas entre o ganho de insergéo clinica (CAL) e a redugao de profundidade de
sondagem (PD), (média ponderada + desvio padrédo (n° de defeitos)), em defeitos infra-6sseos
tratados por derivado da matriz do esmalte (EMD), regeneragéo guiada de tecidos (GTR) e por
cirurgia de retalho (OFD) em 12 estudos clinicos aleatérios e controlados.

Adaptado de Kalpidis e Ruben, 2002.

Comparativamente ao tratamento com GTR, o tratamento com EMD obteve
resultados menos favoraveis, com um menor ganho de CAL (0,6 mm, 18%) e
menor reducdo de PD (1,1 mm). No entanto, os autores salientam que esta
diferenca, apesar de se situar no limite de equivaléncia/superioridade dos
estudos clinicos comparativos (Gunsolley et al. 1998), pode n&o ser significativa
clinicamente, uma vez que a técnica de GTR é uma técnica sensivel, com
frequentes complicagdes pds-operatorias. Entre os doze estudos incluidos nesta
meta-analise, s6 um (Zucchelli et al. 2002) apresentava resultados
estatisticamente superiores para a GTR (membrana néo reabsorvivel reforcada
com titanio). Todos os outros estudos apresentavam resultados similares. No
que se refere aos resultados da GTR e da OFD, esta reviséo confirma os valores
apresentados noutras revisdes. Na revisdo de Laurell e colaboradores (1998) o
tratamento de 545 defeitos por GTR resultou num ganho de CAL de 4,2 mm,
enquanto que na revisao de Cortellini e Tonetti (2000) a GTR em 943 defeitos

resultou num ganho de CAL de 3,86 mm.
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Nesta revisao (Kalpidis e Ruben, 2002) n&o foi efectuada a meta-analise dos
dados radiograficos relativos ao ganho ésseo porque a maioria dos estudos
que avaliaram esse parametro referiam-se a séries de casos clinicos, nao
tendo sido utilizadas radiografias estandardizadas e cuja avaliagdo nao foi

efectuada de modo cego.

Uma revisdo sistematica da literatura sobre materiais de substituicao dssea e
agentes biolégicos no tratamento de defeitos infra-6sseos foi publicada por
Trombelli e colaboradores (2002b). A metodologia utilizada nesta revisao néo
permitiu a comparagao dos resultados clinicos e histoldgicos entre os diferentes
materiais. No que se refere a utilizagdo de EMD, cinco estudos clinicos
controlados cumpriram os critérios de inclusao: ensaios clinicos aleatérios cujo
controlo fosse a cirurgia de retalho (OFD), cuja unidade estatistica se referia
ao doente e ndo ao defeito e cuja publicagédo fosse anterior a Julho de 2001
(Pontoriero et al. 1999, Okuda et al. 2000, Silvestri et al. 2000, Froum et al.
2001, Tonetti et al. 2002). A analise destes cinco estudos demonstrou um
beneficio adicional na utilizacdo de EMD. Apds a aplicagdo de EMD, a estimativa
do ganho de CAL foi 1,33 mm (95% CI: 0,78-1,88) superior a cirurgia de retalho,
havendo no entanto uma heterogeneidade estatisticamente significativa nos
resultados dos diversos estudos. Como Kalpidis e Ruben (2002) tinham
verificado, o estudo de Silvestri e colaboradores (2000) desvia-se marcadamente
dessa estimativa. A meta-analise demonstrou igualmente que o EMD resultava
numa reducgao significativa da PD (1,60 mm (95% CI: 0,59-2,62)) quando
comparado com OFD, tendo sido verificada igualmente uma heterogeneidade
significativa entre os estudos.

Ao compararmos os resultados desta meta-analise com os obtidos na meta-
-andlise sobre GTR (Needleman et al. 2002), verifica-se que a diferenca média

do ganho de CAL e da reducgédo de PD é superior para o EMD.
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Mais recentemente, uma nova reviséo sistematica da literatura incidiu sobre
alguns factores de crescimento e o EMD na cicatrizagao periodontal (Giannobile
e Somerman, 2003), tendo incluido 30 artigos referentes ao EMD. Porém, s6
oito apresentavam dados suficientes para serem avaliados pela meta-analise
proposta: sete ensaios clinicos aleatérios e controlados (Heijl et al. 1997,
Pontoriero et al. 1999, Okuda et al. 2000, Silvestri et al. 2000, Froum et al.
2001, Sculean et al. 2001d, Tonetti et al. 2002) e um estudo “quasi-experimental’
(Zetterstrom et al. 1997), representando uma populagao geral de 511 doentes.
A meta-analise efectuada ao ganho de CAL e a redugao de PD resultou muito
significativa em favor do EMD comparativamente & OFD. Embora a
heterogeneidade entre os estudos fosse estatisticamente significativa, todos
eram favoraveis ao EMD, seis dos quais eram estatisticamente significativos.
Desta revisao sisteméatica resultou igualmente um nivel de evidéncia moderado
referente a regeneragédo 6ssea, demonstrado por um estudo com re-entrada
(Froum et al. 2001) e por um outro estudo multicéntrico com avaliacao
radiolégica (Tonetti et al. 2002). Quanto a comparagéo entre o EMD e a GTR,
concluiu-se que nao ha diferengas nos resultados clinicos, embora a evidéncia
fosse limitada, baseada em apenas trés estudos (Pontoriero et al. 1999, Silvestri
et al. 2000, Sculean et al. 2001d).

Uma outra revisdo sistematica da literatura testou a eficacia do EMD
comparativamente a cirurgia de retalho, 8 GTR e aos substituintes 6sseos, no
tratamento de defeitos infra-6sseos (Esposito et al. 2003). Dez estudos clinicos
aleatdrios (RCT), paralelos ou em “boca partida”, foram incluidos nesta reviséo,
representando 577 doentes.

Dos oito estudos avaliados na comparacao entre o EMD e a OFD (Heijl et al.
1997, Pontoriero et al. 1999, Okuda et al. 2000, Silvestri et al. 2000, Sculean
et al. 2001d, Tonetti et al. 2002, Zucchelli et al. 2002, Francetti et al. 2004),

verificou-se um ganho médio de CAL significativo em favor do EMD, sendo a
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diferenca média ponderada de 1,31 mm (95% CI: 0,84 - 1,78), assim como
uma reducéo significativa de PD com uma diferenga média ponderada de 0,96
mm (95% CI: 0,50 - 1,41). No que se referiu a recessdo gengival ndo houve
diferengas estatisticamente significativas entre o EMD e a OFD nos seis estudos
avaliados. No entanto, os autores sublinharam a grande heterogeneidade entre
os resultados dos estudos incluidos, a qual ndo pdde ser justificada pelas
suas diferentes caracteristicas, pelo uso de antibiéticos, as diferentes técnicas
cirurgicas empregues, o uso de placebo nos controlos, a profundidade inicial
do defeito intra-6sseo ou o local de realizagéo do estudo. A Unica excepgao foi
o financiamento pelo fabricante, uma vez que os estudos financiados
apresentaram menor recesséo gengival.

A meta-anélise dos seis RCT que comparavam o EMD com a GTR (Pontoriero et
al. 1999, Silvestri et al. 2000, Sculean et al. 2001c, d, Zucchelli et al. 2002, Silvestri
et al. 2003) demonstrou que a GTR resultava numa reducéo significativa da PD
(0,56 mm (95% CI: 0,08 - 1,07)) a qual se devia a um aumento significativo da
recessao gengival (0,47 mm (95% CI: 0,17 - 0,76)). Nao se verificaram diferencas
significativas no CAL. Os autores afirmaram que esta diferenca estatisticamente
significativa podera néo ter significado clinico uma vez que, ao contrario da GTR,
o0 EMD n&o apresentou qualquer infec¢do pds-operatoria, ndo justifica a prescrigao
de antibiéticos e € mais facil de manipular.

No que se refere a comparagao entre o EMD e os substituintes 6sseos nao foi

identificado qualquer estudo que cumprisse os critérios de incluséo.

A avaliacao global destas revisdes sistematicas demonstra que o tratamento
de defeitos infra-6sseos com EMD resulta num ganho de CAL e de redugéo
de PD comparativamente a cirurgia de retalho (Tabela 3.5), justificando a sua
aplicacgéao clinica. No entanto, a generalizagédo destes resultados tem que ter
em conta que os tratamentos efectuados nos estudos analisados foram

realizados por profissionais muito experientes, foram instituidos tratamentos
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de manutencgéo periodontal intensivos e em alguns desses estudos foram
excluidos os doentes fumadores. Estas condigdes nem sempre sao as
verificadas na pratica clinica diaria. Acrescente-se ainda a grande
heterogeneidade verificada entre os resultados mesmo quando os tratamentos

foram realizados em condicdes “ideiais”.

Tabela 3.5 - Resultados das meta-analises comparativas entre o EMD e a cirurgia de retalho ou
a GTR, no tratamento de defeitos infra-6sseos.

REVISOES EMD versus OFD EMD versus GTR

CAL Kalpidis e Ruben 2002 -0,6
mm Trombelli et al. 2002b 1,31 (5)
Esposito et al. 2003 1,31 (8) -0,30 NS (6)
PD Kalpidis e Ruben 2002 -1,1
mm Trombelli et al. 2002b 1,60 (5)
Esposito et al. 2003 0,96 (8) -0,58 (6)

RE Kalpidis e Ruben 2002
mm Trombelli et al. 2002b
Esposito et al. 2003 -0,47 (5)

Abreviaturas: EMD - Emdogain®; OFD - cirurgia de retalho; GTR - regeneracé guiada de tecidos; CAL - nivel de
insergao clinica; PD - profundidade de sondagem; RE - recess&o gengival; NS - ndo significativo; (n) - nUmero
de RCTs.

A comparacgao entre o EMD e a GTR demonstra que apesar da GTR obter
resultados ligeiramente superiores (Tabela 3.5), clinicamente as diferencas
nado parecem ser significativas, sendo o EMD mais facil de aplicar e

apresentando menos complicagbes pds-operatorias.
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c. 4.1.6.1. Influéncia de factores modificadores

A variabilidade dos resultados obtidos apés o tratamento com EMD, assim
como acontece com a GTR, pode ter como causa a influéncia de diversos
factores modificadores, entre os quais se incluem aqueles relacionados com a
morfologia do defeito, com o doente e com a técnica cirurgica (Garrett 1996,
Mellonig 1999). A identificacdo desses factores ajuda a aumentar a
previsibilidade dos resultados da técnica regenerativa com EMD.
Morfologia do defeito. De acordo com a revisdo de Kalpidis e Ruben (2002),
a percentagem de aumento de insergdo clinica relacionava-se
significativamente com a extenséo vertical intra-6ssea do defeito. Em alguns
estudos, os resultados do EMD estdo correlacionados positivamente com a
profundidade inicial do defeito 6sseo (Pontoriero et al. 1999, Parodi et al. 2000,
Bratthall et al. 2001, Kalpidis e Ruben 2002). No entanto, algumas anélises
regressivas demonstraram que esse parametro nado influenciava
significativamente o ganho de CAL (Heden et al. 1999, Tonetti et al. 2002,
Trombelli et al. 2002, Zucchelli et al. 2002).

Na revisdo sistematica de Trombelli e colaboradores (2002b), a analise
regressiva efectuada demonstrou que a PD inicial ndo influenciava a diferenga
na reducao de PD entre o teste e o controlo. A falta de correlagao significativa
pode ser explicada parcialmente pela pequena variabilidade da média da
profundidade do defeito, uma vez que este parametro constituia um dos critérios
de inclus&o nos diferentes estudos.

Quanto a possivel influéncia do niumero de paredes dsseas do defeito, os
resultados clinicos sao contraditérios (Kalpidis e Ruben, 2002). A maioria dos
estudos demonstraram que o numero de paredes afectava significativamente
os resultados clinicos. Contudo, outros estudos demonstraram resultados
semelhantes entre defeitos com uma e duas paredes (Heden 2000, Parodi et

al. 2000) e ainda um outro estudo (Bratthall et al. 2001), incluindo igual numero
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de defeitos com 1-2 paredes e 3 paredes, concluiu que o niumero de paredes
nao afectava os resultados clinicos e radiolégicos.

Tabaco. A influéncia do tabaco nos resultados clinicos apés GTR esta
demonstrada (Tonetti et al. 1995). Grande parte dos estudos com EMD incluiram
fumadores, mas a sua percentagem relativa era muito baixa pelo que a avaligdo
da influéncia do tabaco raras vezes pdde ser efectuada. Em varios trabalhos,
os resultados clinicos nos fumadores, apesar de clinicamente significativos,
foram inferiores aos obtidos na populagdo ndo fumadora (Heijl et al. 1997,
Heden et al. 1999, Heard et al. 2000, Heden 2000, Bratthall et al. 2001, Tonetti
etal. 2002, Zucchelli et al. 2002). Contudo, o estudo de Parodi e colaboradores
(2000) nao detectou qualquer relagéo entre o tabaco e o ganho de CAL.
Acumulacado de placa bacteriana supragengival. Um dos factores mais
importantes no resultado clinico de qualquer intervengéo cirurgica periodontal é
o grau de higiene oral. Em todos os estudos envolvendo o EMD foram impostas
medidas de higiene oral meticulosas, quer pré quer pés-operatdrias, com
frequentes consultas de manuten¢do durante o tempo de observagdo. A
importancia dessas medidas nos resultados clinicos € um pouco especulativa,
apesar de alguns estudos relacionarem a acumulagéo de placa bacteriana nas
fases iniciais da cicatrizagcdo com resultados clinicos e radiolégicos mais fracos
(Heden et al. 1999, Heden 2000, Bratthall et al. 2001, Zucchelli et al. 2002). Em
estudos a longo prazo, alguns autores relacionaram o aumento da profundidade
de sondagem da avaliag¢ao final com indices mais elevados de placa bacteriana,
genvivais e de hemorragia a sondagem (Sculean et al. 2001c, 2004).

E de salientar ainda, que, em todos os estudos, os pacientes seleccionados
eram saudaveis e apresentavam niveis baixos de placa bacteriana . Por outro
lado, previamente a fase cirurgica, todos os pacientes passaram pela fase
higiénica periodontal, pelo que a carga microbiana existente no seio das bolsas,
na altura da cirurgia, deveria, certamente, ser reduzida. Estudos in vitro

demonstraram que o EMD tem propiedades antimicrobianas dado que reduziu
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a vitalidade do biofilme da placa bacteriana supragengival ex vivo (Sculean et
al. 2001a) e inibiu selectivamente o crescimento de alguns agentes patogénicos
periodontais Gram negativos, ndo afectando, contudo, as bactérias Gram
positivas (Spahr et al. 2002). Esse efeito parece dever-se ao propilenoglicol
de alginato (Sculean et al. 2001a, Newman et al. 2003), porém desconhece-
-se qual a relevancia clinica desta propriedade.

Como medidas pds-operatérias, na maioria dos estudos foi administrado um
antibidtico sistémico durante a primeira semana (doxiciclina, amoxicilina,
amoxicilina e acido clavuldamico ou a combinagao de amoxicilina e
metronidazol). Esta medida pds-operatdria foi questionada por varios autores
que demonstraram resultados clinicos equivalentes na auséncia de qualquer
cobertura antibiética (Heden et al. 1999, Bratthall et al. 2001, Sculean et al.
2001b, Tonetti et al. 2002). Um dos aspectos que podera pér em causa a
prescricdo de um antibidtico sistémico é o baixo risco de infecgdo e de
complicagdes pdés-operatérias do EMD, comparativamente a8 GTR ou a
utilizagdo de materiais de substituicdo 6ssea.

Técnica cirurgica. A importancia da preservacao dos tecidos moles supra-
-0sseos interdentarios nos procedimentos regenerativos com membranas foi
demonstrada em alguns estudos (Cortellini et al. 1995, 1999, 2001). Apresenca
de um tecido interdentario espesso e largo facilita o manuseamento do retalho
e a sutura, aumenta a possibilidade de obter o encerramento primario e reduz
o risco de colapso do retalho no defeito 6sseo, optimizando o espaco disponivel
para regeneracdo. A maioria dos estudos com EMD recorreu a técnicas
cirurgicas convencionais no acesso as lesdes (técnica de retalho de Widman
modificada). No entanto, em alguns dos estudos em que foram utilizadas
técnicas de preservagao de papilas, foram obtidos ganhos de CAL relativamente
superiores (Trombelli et al. 2002, Zucchelli et al. 2002, 2003, Silvestri et al.
2003, Wachtel et al. 2003). Porém, no estudo multicéntrico publicado

recentemente (Sanz et al. 2004), apesar de ter sido utlizada a técnica
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simplificada de preservagédo de palila, o ganho de CAL enquadrou-se nos
valores obtidos na meta-analise publicada por Kalpidis e Ruben(2002). A analise
regressiva entre o ganho de CAL e a quantidade de tecido interdentario
supracrestal demonstrou a existéncia de uma correlagao positiva entre estes
dois factores (Trombelli et al. 2002, Zucchelli et al. 2003).

As técnicas de preservagao de papilas tém igualmente por objectivo reduzir a
recessdo gengival decorrente da abordagem cirurgica. Com o intuito de
optimizar esse parémetro clinico, o tratamento regenerativo com EMD tem
sido associado a técnicas cirdrgicas minimamente invasivas, combinando a
abordagem microcirurgica as técnicas de preservagao de papilas (Wachtel et
al. 2003, Harrel et al. 2005). Nos escassos estudos publicados verifica-se que
esta técnica possibilita uma melhor cicatrizagdo primaria, o que estara
relacionado com a menor recessao gengival demonstrada.

Apesar da técnica de aplicagado do EMD ser aparentemente mais facil que a
aplicagao de uma membrana, € de salientar que a experiéncia do operador foi
referida em alguns estudos como um dos factores que poderia afectar os
resultados clinicos (Heden et al. 1999). A influéncia deste factor péde ser
demonstrada em estudos multicéntricos (Heijl et al. 1997, Zetterstrom et al.
1997, Tonetti et al. 2002, Silvestri et al. 2003). Saliente-se que, no estudo de
Sanz e colaboradores (2004), a andlise dos diversos factores que influenciaram
a variabilidade no ganho de CAL demonstrou o centro de tratamento como o
mais significativo, tendo sido demonstradas diferencas de 2,6 mm entre os

diferentes centros.

c.5. Estudos de avaliacao histolégica no homem

O teste definitivo na certificacdo da capacidade regenerativa de um determinado
material € a existéncia de imagens histologicas que comprovem tal potencial.
Alguns estudos histoldgicos no ser humano, referentes ao EMD, demonstraram

esse potencial.
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Um primeiro estudo foi apresentado por Heijl (1997). O exame histolégico foi
efectuado quatro meses ap6ds a criagdo experimental de um defeito de deiscéncia
na face vestibular de um incisivo inferior, programado para extracgdo num plano
de tratamento ortoddntico. O exame histolégico revelou a formagdo de novo
cemento radicular do tipo acelular extrinseco que estava firmemente aderente a
superficie dentinaria subjacente. Também se observou a formagéo de um novo
ligamento periodontal, cujas fibras se inseriam no novo cemento assim como no
novo 0sso alveolar. A avaliagdo morfométrica demonstrou a recesséao apical dos
tecidos gengivais em 15% da extenséo inicial do defeito, expondo a superficie
radicular mais coronal. O novo cemento cobria 73% da superficie do defeito
inicial e o epitélio juncional proliferou apicalmente, ocupando uma extensao
correspondente a 12% do defeito. O novo osso representava 65% da altura 6ssea
pré-operatoria. De facto, a cicatrizacao deste defeito experimental, apos a
aplicagédo de EMD, resultou na regeneragao dos tecidos removidos, confirmando
0 seu potencial regenerativo nos humanos, ja demonstrado em estudos animais
(Hammarstrom et al. 1997, Sculean et al. 1998).

Ao analizarmos os resultados deste estudo, temos de ter em conta que este
se reporta a um caso de defeito experimental agudo, ndo decorrente de doenca
periodontal. Isto &, a superficie radicular sobre a qual foi aplicado EMD nao
sofreu contaminagao por placa bacteriana. Assim, a cicatrizagao deste defeito,
embora com regeneragéo dos tecidos periodontais, deve ser designada por
re-insercdo e nao por regeneracao periodontal, de acordo com as definigdes
propostas pela Academia Americana de Periodontologia (2001a).

A primeira descrigdo histolégica do tratamento de um defeito infra-6sseo ndo
experimental com EMD, foi publicado por Mellonig (1999). Tratou-se de um
defeito de trés paredes, com uma componente intra-6ssea de 5 mm de
profundidade, localizado num dente que iria ser extraido por razbes protéticas.
Aos seis meses, clinicamente, verificou-se uma redugédo da PD de 5 mm e um

ganho de CAL de 4 mm, embora radiologicamente o preenchimento 6sseo
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fosse limitado. O exame histolégico demonstrou a formagéo de novo cemento,
novo ligamento periodontal € novo osso, coronalmente ao entalhe efectuado
no nivel mais apical dos calculos existentes na superficie radicular. Uma fina
camada de cemento acelular tinha-se formado sobre o cemento pré-existente.
O osso formado de novo apresentava-se maturo em algumas areas e imaturo
noutras. As fibras do novo ligamento periodontal tinham uma disposi¢éo paralela
a superficie radicular. Nesta avaliagdo nao é feita qualquer referéncia aos
tecidos periodontais mais superficiais.

Num estudo mais alargado, Yukna e Mellonig (2000) apresentaram o exame
histoldgico de 10 casos clinicos. Os dentes apresentavam doenga periodontal
avancgada e, de acordo com um plano de tratamento de reabilitagao oral, tinham
a indicagdo para serem extraidos. No entanto, os investigadores procuraram
certificar-se do potencial regenerativo dos defeitos periodontais em causa.
Aos 6 meses, a avaliagao clinica demonstrou uma redugédo da PD entre 1 a 6
mm, as altera¢des do CAL situaram-se entre um ganho de 6 mm e a perda de
2 mm e a recessdo gengival variou de 0 a 5 mm. O exame histologico dos 10
defeitos demonstrou uma cicatrizagdo muito variavel, mas, de um modo geral,
foi considerada como favoravel. Em trés casos houve regeneragao periodontal,
evidenciada pela formacédo de novo cemento e novo ligamento periodontal,
com fibras inseridas no cemento € no novo osso. O novo cemento, dos tipos
acelular e celular, recobria o cemento pré-existente e a dentina exposta, mas
nao se estendia muito para coronal do entalhe efectuado na superficie radicular
ao nivel mais apical dos calculos. Em trés outros casos formou-se uma nova
adeséo conjuntiva, sem formacao de cemento nem de osso. Nos restantes
quatro casos formou-se um epitélio juncional longo até ao entalhe radicular.
Os autores verificaram que nao houve uma relagao directa entre os parametros
clinicos de PD e da morfologia do defeito e a avaliagao histoldgica: tanto os
defeitos mais profundos como os mais superficiais resultaram na formacao de

um epitélio juncional longo; defeitos de 2 e 3 paredes tanto cicatrizaram com
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regeneragdo como com um epitélio juncional longo. Sé a recessao gengival
parece ter reflectido a cicatrizagéo: os casos com grande aumento da recessao
gengival (>3 mm) estavam associados a uma proliferacao do epitélio juncional
ao longo da raiz.

No artigo de Parodi e colaboradores (2000), para além da série de casos
avaliados clinicamente, foram apresentados dois estudos histoldgicos. Os
dentes extraidos apresentavam, no diagndstico pré-operatério, defeitos infra-
-0sseos de uma e duas paredes com uma insergao periodontal menor do que
15%, o que determinou a sua extraccdo, seis meses apds a aplicacdo do
EMD. Os dois casos ndo demonstraram regeneragdo de cemento nem de
ligamento periodontal. Apenas na area mais apical do entalhe radicular,
efectuado ao nivel da crista éssea, foi observada uma pequena zona de novo
0sso. Estas observagdes parecem pois contrariar o potencial regenerativo do
EMD demonstrado noutros estudos histolégicos. Segundo os autores, o
periodonto limitado destes dentes influenciou negativamente o processo
regenerativo. Uma vez que estes casos n&o foram incluidos nos testes clinicos,
nao sao apresentados os parametros clinicos correspondentes a sua avaliagéo
pré e pos-operatéria, o que poderia ajudar a esclarecer o insucesso observado.
Sculean e colaboradores (2000a) apresentaram dois casos histolégicos
decorrentes de extracgdes por razdes protéticas. Os dois defeitos infra-0sseos
combinados de 1 e 2 paredes, apresentavam, no pré-operatério, uma PD de
11 e 12 mm, um CAL de 12 e 14 mm, com uma recessao gengival de 1 e 2
mm, respectivamente. Seis meses apds a cirurgia regenerativa com EMD, a
PD diminuiu 6 e 7 mm, o CAL aumentou 3 e 5 mm e a recessao gengival
aumentou 3 e 1 mm, respectivamente para cada um dos casos.
Radiologicamente nao foi observada formagéo de tecidos calcificados. O exame
histolégico de um dos casos revelou a formagéao de novo cemento (4,82 mm)
com fibras colagénicas nele inseridas, sendo dos tipos celular e acelular, mas

sem formagao de osso. No outro caso houve formagao de novo cemento
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(1,88 mm), de tipo celular e acelular, depositado sobre o cemento mais antigo;
foi observada a formagéo de osso (1,77 mm) e novo ligamento periodontal
funcional, com fibras inseridas tanto no novo cemento como no novo 0sso.
Enquanto que no primeiro caso se formou uma nova adesdo conjuntiva, o
segundo cicatrizou com regeneracao periodontal de todos os tecidos
periodontais. No exame histolégico de ambos os casos, ndo ha qualquer
referéncia aos tecidos periodontais gengivais.

Um segundo estudo de Sculean e colaboradores (1999b), comparou a cicatrizagéo
com EMD e com GTR no tratamento de defeitos infra-6sseos em dentes
programados para extracgao por razdes periodontais e/ou protéticas. Os sete
defeitos tratados com EMD demonstraram, aos seis meses, um ganho médio de
CAL de 3,2 mm. A sua avaliagdo histolégica revelou a formagao de cemento
radicular em todos os defeitos excepto num, o qual apresentou a formacgao de
um epitélio juncional longo que se estendia até a parte mais apical do defeito. Em
média, formou-se 2,6+1,0 mm de novo cemento com fibras inseridas e 0,9+1,0
mm de novo osso. O novo cemento era do tipo celular, excepto no caso de um
defeito em que na porgdo mais apical do defeito apresentava cemento do tipo
acelular. As fibras colagénicas demonstravam inser¢gdo no novo cemento. Em
quatro dos seis defeitos que demonstravam novo cemento, era visivel a formagao
de novo osso. Os sete defeitos tratados por GTR com uma membrana reabsorvivel
demonstraram um ganho médio de CAL de 3,6 mm. Histologicamente houve
uma média de novo cemento na extensdo de 2,4+1,0 mm e de novo osso de
2,1£1,0 mm. Em todos os casos, 0 novo cemento era do tipo celular. As fibras
colagénicas, igualmente presentes na totalidade dos casos, apresentavam-se
inseridas no novo cemento € No NOVO 0SSO.

Um estudo de Windisch e colaboradores (2002) comparou os parametros
clinicos e radiolégicos com a avaliagdo histolégica da cicatrizacdo apés a
utilizacdo de EMD e de GTR. Em dentes programados para extracgdo por

doenca periodontal avangada, foram realizados tratamentos regenerativos com
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EMD (6 casos) ou GTR (8 casos), os quais foram avaliados clinica e
radiologicamente aos 6 meses, antes da biépsia. Alguns dos casos incluidos
neste estudo referem-se aos relatos dos estudos de Sculean e colaboradores
(1999b, 2000a). Os parametros clinicos e radiograficos nao diferiram
significativamente entre os dois grupos. Ambos os grupos demonstraram um
ganho de CAL e uma redugdo de PD. Radiograficamente, ambos os grupos
demonstraram ganho dsseo na por¢do mais apical do defeito. A avaliagdo
histométrica demonstrou a formagao, em quantidades significativas, de novo
cemento em ambos os tratamentos. Sé o grupo de GTR demonstrou
quantidades significativas de novo osso. A formag&o de novo 0sso no grupo
EMD foi menos pronunciada, embora presente. A comparacao entre as
alteragdes dos parametros clinicos e a histomorfometria mostrou nao haver
diferencas significativas entre os dois grupos excepto para o novo 0sso, em
que o grupo GTR obteve melhores resultados. No entanto, o ganho 6sseo
radioldgico e histolégico em ambos os grupos ndo teve valores coincidentes.
No grupo GTR a histometria revelou maior preenchimento 6sseo (1,93 mm)
do que a analise da radiografia (0,47 mm), enquanto que no grupo EMD os
resultados histométricos e radiol6gicos foram mais aproximados (0,78 mm e
1,05 mm, respectivamente). De facto, esta descrepancia pode advir do facto
de se estar a comparar avaliagbes tecnicamente muito diferentes cuja
sobreposicado raramente é conseguida. A imagem radiolégica pode nao
corresponder a area histolégica examinada. Por essa razdo, a comparagao

entre valores histolégicos e radioldégicos ndo tem grande significado.
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Tabela 3.6 - Avaliagao histolégica da cicatrizagdo periodontal de defeitos infra-6sseos com
EMD no homem.

Estudos Tipo de Ligamento Tipo
cemento | periodontal™ | cicatrizagao
Mellonig 1 6 M | presente | presente | acelular paralelo regeneracao
1999
Yukna e 10 6 M | presente | presente | acelular paralelo regeneracao (3)
Mellonig 3) 3) celular adeséo conj (3)
2000 ausente (6) ep junc longo (4)
Parodi et 2 6 M | ausente | presente | ausente ausente reparagao
al. 2000 (limitado)
Sculean et 2 6M |33+£21| 0,9+1,3 acelular | perpendicular | regeneracgéo (1)
al. 2000a celular adesao conj (1)
Sculean et 7 6M | 26+1,0| 0,9+1,0 |acelular (1) perpendicular (6) | regeneracao (4)
al. 1999b celular (7) | ausente (1) | adeséo conj (2)
ep junc longo (1)

*em mm, médiatdesvio padréo; ** orientagdo predominantes das fibras colagénicas.

Da avaliagao global destes trabalhos (Tabela 3.6), constatamos que foram raros
0s casos em que houve regeneracao periodontal verdadeira, isto €, formacéo de
novo cemento radicular, de um ligamento periodontal funcional e de novo osso.
Por outro lado, em nenhum dos casos foram observadas reabsorc¢des radiculares,
anquilose ou reacgdes inflamatorias dos tecidos circundantes.

Quanto ao tipo de cemento, verifica-se que, em muitos casos, formou-se um
cemento radicular de tipo acelular na porgao mais apical dos defeitos, enquanto
que na parte mais coronal o cemento era do tipo celular. De facto, nos estudos
histolégicos referentes a outras técnicas regenerativas, a regeneragdo do
cemento foi exclusivamente do tipo celular (Nyman et al. 1982a, Gottlow et al.
1986, Bowers et al. 1989c, Sculean et al. 1999b). Assim, o EMD parece
favorecer a regeneragao de cemento acelular mas, em condig¢des clinicas, de

modo limitado e pouco previsivel.
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Outro facto frequentemente observado refere-se a existéncia de um espacgo
vazio entre o cemento recém formado e a superficie radicular, geralmente
referido como “artefacto” (Sculean et al. 1999b). Este espacgo pode resultar ou
do processo de descalcificagcado durante a técnica de preparagao histolégica,
ou traduzir uma adesao pouco consolidada entre as duas estruturas. A
importancia clinica destes “artefactos” histolégicos é discutivel. Eles foram
relatados na regeneragéao periodontal, quer apés a utilizagdo de EMD quer de
GTR ou de outras técnicas regenerativas.

Baseando-nos nos dados disponiveis, apesar de muito limitados, e segundo
as condigdes clinicas de aplicacdo do EMD, parece que a regeneragado do
cemento nao é sempre e exclusivamente do tipo acelular e nem sempre esta
firmemente aderente a superficie radicular.

Quanto a regeneracgao do ligamento periodontal, verificamos que raramente
as suas fibras se apresentam com uma orientagao perpendicular a superficie
radicular, o que pode representar uma limitagao funcional.

Quanto a formagao de novo osso, ela também parece ser limitada e pouco
previsivel. No entanto temos de atender ao facto destas bidpsias terem sido
obtidas aos 6 meses, tempo relativamente curto para a regeneragéo do osso
apos aplicagao de EMD, como foi demonstrado em diversos estudos clinicos
(Heijl et al. 1997, Heden et al. 1999, Francetti et al. 2004). Por outro lado,
estas observagdes confirmam a ideia de que a formagao de uma nova adesao
conjuntiva e a regeneracgéo 6ssea sao processos independentes, questionando
o valor da cirurgia de re-entrada na avaliagédo do tratamento regenerativo.
Temos de ter em conta que, por razdes éticas, a maioria dos casos histoldgicos
em humanos se referem a dentes com um periodonto muito reduzido,
geralmente com mobilidade, com um progndstico reservado, e que por essas
mesmas razoes tém indicacao de extracgao. Se, mesmo sob essas condicoes,
ha regeneracao periodontal, entdo teremos fortes razbes para pensar que em

situacgdes clinicas menos graves, os resultados serdo mais encorajadores.
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c.6. Segurancga e reacg¢des adversas

Como o EMD ¢é de origem porcina, deve ser considerado como um enxerto
xendgeno. Embora o seu principal componente, a amelogenina, tenha uma
estrutura molecular muito similar nas diversas espécies de mamiferos, ha
sempre um risco potencial de desenvolver reac¢des imunitarias quando
aplicado no homem. Alguns ensaios, tanto in vitro como in vivo, procuraram
avaliar a possibilidade do EMD desenvolver respostas imunitarias, locais e
sistémicas.

No estudo multicéntrico controlado com 107 doentes (Zetterstrom et al. 1997)
foram efectuadas no mesmo doente duas aplicagées de EMD, em dois defeitos
diferentes, com um intervalo de 2 a 6 semanas. O grupo de controlo foi
constituido por 33 doentes tratados por cirurgia periodontal sem EMD. No
grupo teste, foram determinados os niveis circulantes de anticorpos, totais
(IgE e 1gG) e especificos para o EMD (IgE, IgG, IgM e IgA), comparando as
colheitas efectuadas antes e depois do tratamento (10 doentes), depois do 1°
tratamento (56 doentes) e depois do 2° tratamento (63 doentes). Em nenhuma
das colheitas, nem mesmo nas de doentes com antecedentes alérgicos, foram
detectadas alteragdes significativas. Também n&o foram identificados niveis
mais elevados de IgG nem de IgE especificas. Neste estudo, foram igualmente
incluidos testes cutaneos aos trabalhores envolvidos na produg¢édo do EMD, ja
previamente expostos ao antigéneo: todas as respostas foram negativas.

O estudo in vitro de Petinaki e colaboradores (1998), confirmou estes resultados.
Linfocitos circulantes de dez individuos saudaveis foram cultivados em
diferentes concentragdes de EMD, durante trés dias. O EMD mostrou um ligeiro
aumento da proliferagéo dos linfocitos, limitada a fracgdo CD25 (CD4 activados)
dos linfécitos T e uma diminui¢gao dos linfocitos B CD19 positivos. Outras
fracgbes celulares dos linfécitos T, como os CD8 e CD4 positivos, assim como
dos linfécitos B e das células natural killer (CD16) ndo foram afectadas. A

producéo de imunoglobulinas (IgG, IgM e IgA) e de citoquinas (IL-2 e -6) ndo
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foi alterada, mesmo em concentragdes de EMD muito superiores as utilizadas
na pratica clinica. Poderemos concluir que o potencial imunogénico do EMD é
extremamente baixo quando aplicado na cirurgia periodontal.

No que se refere aos efeitos adversos, varios estudos referem a sua baixa
frequéncia. Zetterstrom e colaboradores (1997) apresentaram uma incidéncia
de 7% de sensibilidade dentinaria grave e 10% de casos de edema grave,
para além das queixas mais frequentes ap6s uma cirurgia periodontal. O ensaio
clinico efectuado por Heard e colaboradores (2000), cujo objectivo primario foi
a avaliagao da cicatrizacado periodontal apés uma ou varias aplicagoes de
EMD, confirmou a inexisténcia de qualquer reac¢éo alérgica ao EMD. Também
nao foram registados quaisquer efeitos adversos graves, como inflamagdes,
abcessos ou infecgdes. Nos 32 doentes que participaram no estudo, o edema
foi o sintoma mais frequente (85%) seguindo-se as dores dentarias (63%),
mas ambos de intensidade ligeira. A maioria dos doentes nao referiu prurido
(89%) e um pouco menos de metade registou cefaleias e sensibilidade
dentinaria. Num outro ensaio clinico (Heijl et al. 1997), envolvendo 33 doentes,
foram apenas registadas 4 reacgdes adversas classificadas como “n&o graves”
ao longo de 36 meses.

Igualmente, em todos os estudos por nds revistos, ndo foram registadas
quaisquer complicagdes pds-operatérias graves, para além dos sintomas
habitualmente registados apds qualquer cirurgia periodontal tal como edema,
dor, prurido e hipersensibilidade radicular, geralmente caracterizados como
localizados e ligeiros (Sculean et al. 1999a, b, Heden 2000, Okuda et al. 2000,
Parashis e Tsiklakis 2000, Parodi et al. 2000, Trombelli et al. 2002, Froum et
al. 2004). Mais recentemente foi publicado um estudo que avalia os sintomas
pds-operatérios, comparando a aplicacdo de EMD com a cirurgia de retalho
(Hagenaars et al. 2004). Para ambos os procedimentos, a avaliagao referente
aos sintomas dolorosos, ao uso de analgésicos, ao edema e alteragcédo da

coloragéo da face e ao edema e hemorragia da area gengival foi, de um modo
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geral, ligeira a moderada e ndo demonstrou diferengas significativas entre os
dois tratamentos. Alids, estes resultados corroboram os resultados do estudo
de Zetterstrém e colaboradores (1997) que igualmente ndo encontraram
diferengas entre os sintomas pds-operatoérios da cirurgia periodontal com ou
sem a aplicagao de EMD.

Tonetti e colaboradores (2004) publicaram um artigo no qual, pela primeira
vez, foi avaliada a vivéncia do doente durante a cirurgia periodontal, referindo
as suas queixas no pos-operatorio, os beneficios e as desvantagens sentidas,
para além das complicacbes pds-operatérias e cicatrizagcdo dos tecidos
observadas pelos profissionais. Estes dados eram referentes ao estudo clinico
controlado, aleatério e multicéntrico publicado em 2002 (Tonetti et al.), ao qual
ja nos referimos anteriormente. A avaliagao dos 166 doentes permitiu concluir
que nao sao previsiveis complicagdes adicionais pela aplicagdao de EMD,
comparativamente a cirurgia de retalho. Metade dos doentes referiram uma
dor ligeira pés-operatéria, a qual durou cerca de trinta horas. Uma minoria de
doentes referiu alguma morbilidade pds-operatéria (interferéncia com a
actividade diaria), a qual se prolongou por trés a quatro dias. O efeito adverso
mais frequente (45%) foi a hipersensibilidade radicular que foi mais intensa as
trés semanas, regredindo totalmente passadas seis semanas. Ao fim de um
ano, o nivel de satisfacdo geral dos doentes era elevado, traduzido pela
presencga de “gengivas saudaveis”, pela preservagao do dente/denticéo e pela
manutencao/melhoria da fungdo mastigatéria. 40 a 45% dos doentes nao
apontaram qualquer desvantagem na realizagdo da cirurgia regenerativa,
enquanto que outros referiram-se ao custo e a necessidade de consultas de
manutengdo frequentes.

Ainda neste estudo, os profissionais detectaram raros casos de edema e de
hematomas, os quais s6 eram visiveis intra-oralmente. Alguns casos de
deiscéncia localizada a incisdo na papila foram classificados como pouco

extensos e ndo comprometeram o resultado final da cirurgia.




Contribuicao para o estudo da regeneragéo periodontal

Além da auséncia de efeitos adversos, alguns estudos referem subjectivamente
uma cicatrizagdo mais acelerada com a utilizagdo do EMD (Heden et al. 1999,
Pontoriero et al. 1999, Sculean et al. 1999b). Num ensaio clinico aleatdrio,
controlado, em “boca partida” e duplamente cego (Wennstrom e Lindhe 2002)
o EMD aplicado topicamente em bolsas periodontais sujeitas a raspagem e
alisamento radicular, melhorou a cicatrizagao precoce da ferida periodontal
criada, tendo os doentes registado menos desconforto pds-operatorio nesses
locais. Apds 1 e 2 semanas, houve uma maior percentagem de locais teste
sem sinais clinicos de inflamacao gengival e de hemorragia a sondagem,
comparando com os locais de aplicagéo do placebo (PGA). A terceira semana
ndo houve diferengas entre as bolsas teste e de controlo. E de salientar que,
de facto, o objectivo deste estudo foi a avaliagdo dos sinais clinicos de
cicatrizagéo precoce, pelo que o EMD néo foi aplicado durante uma cirurgia
de retalho mas sim no final de uma sesséo de raspagem e alisamento radicular,
em bolsas que previamente apresentavam hemorragia a sondagem e uma
PD que variava de 5 a 8 mm. Apesar dos bons resultados no que respeita a
inflamagé&o e a hemorragia gengival, a aplicagédo de EMD n&o resultou numa
redugao adicional da PD, comparativamente ao controlo. Contudo este estudo
sO teve a duracao de trés semanas. Num estudo clinico aleatério e controlado
(Gutierrez et al. 2003), de maior duragéo (3 meses), verificou-se igualmente
que o EMD néo apresentou qualquer vantagem no tratamento ndo cirurgico
de bolsas periodontais. Um estudo com avaliag&o histolégica (Sculean et al.
2003b) demonstrou que a cicatrizagéo de bolsas profundas apés a raspagem
e alisamento radiculares e aplicacdo de EMD resultava, em todos os casos,
na formacdo de um epitélio juncional longo, sem sinais de regeneragao
periodontal. Alias, estes resultados, ndo sao diferentes dos obtidos sem a
colocagao de EMD.

Recentemente, a cicatrizagao precoce dos tecidos moles gengivais foi avaliada

através de um sistema computadorizado de andlise de imagem, recorrendo a
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radiografias de baixa exposig¢ao (Tonetti ef al. 2004). Apds a segunda semana,
nos casos tratados com EMD, a densidade tecidular era mais elevada do que
nas imagens pré-operatérias, sendo significativamente superior a cirurgia de
retalho durante as seis semanas iniciais. Estes dados confirmam as
observagdes clinicas de caracter subjectivo, as quais referem uma cicatrizagao
mais rapida e com menor inflamagéao.

Os bons resultados na cicatrizagdo precoce obtidos apds utilizacdo de EMD
podem dever-se a diversos factores. Um deles pode ser a capacidade que o
EMD tem de estimular os fibroblastos gengivais e aumentar a sua taxa de
migragcao (Hoang et al. 2000, Van der Pauw et al. 2000) ja referido
anteriormente. Outros estudos referem ainda que os fibroblastos do ligamento
periodontal, quando expostos ao EMD, exprimem menos genes associados a
inflamagéo e mais genes associados aos factores de crescimento (Brett ef al.
2002, Parkar e Tonetti 2004).

Outro factor que podera favorecer a cicatrizagao precoce apos a aplicagéo do
EMD estara relacionado com a redugéo estatisticamente significativa dos niveis
de metaloproteinases (MMP-1 e MMP-8) presentes no liquido sulcular dos
defeitos tratados com EMD, comparativamente ao placebo, nas fases iniciais
da cicatrizacao (4 semanas) (Okuda et al. 2001).

A melhor cicatrizagdo pode igualmente estar relacionada com o efeito
antibacteriano que o EMD demonstrou in vitro. Com efeito, Sculean e
colaboradores (2001a) demonstraram que tanto o EMD, o PGA, como uma
solugao de clorohexidina a 0,2%, causam uma redugao da vitalidade da placa
ex vivo supragengival, significativamente mais efectiva que o derivado da matriz
do esmalte dissolvido em agua. Aredugéo dessa vitalidade era mais significativa
para o EMD (21,4%) e para o PGA (19,6%) do que para a clorohexidina (32,3%).
Verificaram, contudo, que o efeito antimicrobiano do EMD era essencialmente
devido ao seu veiculo (PGA) e ndo a componente proteica. Esse facto foi

igualmente verificado no estudo in vitro de Newman e colaboradores (2003),
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em que o PGA foi responsavel pelo efeito antibacteriano sobre Porphyromonas
gingivalis, enquanto que a porc¢ao proteica da matriz de esmalte demonstrou
estimular a proliferagdo do mesmo agente patogénico periodontal. Ja no estudo
de Spahr e colaboradores (2002), o efeito na reducao da proliferagéo sobre P.
gingivalis e P. intermedia foi atribuido a fracgéo proteica, enquanto que a inibicao
da proliferagédo do A. actinomycetemcomitans foi atribuida ao PGA. Neste ultimo
estudo, também verificaram que tanto o EMD como o PGA nao influenciavam
o crescimento de alguns microrganismos Gram positivos (Streptococcus
mutans, S. intermedius, S. sanguis), assim como o de Candida albicans. De
facto, o poder antimicrobiano do PGA, ¢ ja conhecido ha alguns anos, sendo
o principal componente de aerosois desinfectantes. No entanto, pouco se sabe
sobre o seu mecanismo de acg¢ao. Podera estar relacionado com o facto de,
sendo um alcool, o propilenoglicol podera desidratar a membrana celular
bacteriana. Por outro lado podera exercer a sua acgao através da sua acidez.
Contudo, em condic¢des clinicas, este poder antibacteriano deve ser algo
limitado, j& que o PGA sé estara presente no local de aplicagdo durante 24
horas (Gestrelius et al. 1997a). No entanto, num estudo clinico, a aplicagao de
EMD, assim como de PGA, resultou na reducéo significativa da vitalidade do
biofilme supragengival comparativamente ao soro e ao EDTA, sem contudo
alcangar os resultados da aplicagéo de clorohexidina (Arweiler et al. 2002). E
de salientar que os resultados obtidos com o EMD e o PGA sao clinicamente
relevantes uma vez que sao semelhantes aos obtidos por agentes
reconhecidamente antibacterianos, como o fluoreto de amina, o fluoreto de
estanho e o triclosan.

Em conclusdo, o EMD pode ter um efeito antibacteriano na fase inicial da
cicatrizacao, tanto pela acgéo especifica sobre alguns agentes patogénicos
periodontais, como pela sua precipitagao na superficie radicular, formando
um agregado proteico hidrofébico insoltvel, pouco favoravel a colonizagéo

bacteriana. Tal facto tem uma importancia acrescida devido ao facto de ser o
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primeiro material regenerador com acgéo antibacteriana de per si. Esta técnica
parece trazer grandes vantagens sobre outras técnicas regenerativas,
nomeadamente a GTR na qual a exposi¢gao e consequente infeccdo da
membrana é uma das complicacdes mais frequentes, comprometendo a sua
capacidade regenerativa (Selvig et al. 1992, De Sanctis et al. 1996a).

Em concluséo, o EMD é um produto bem tolerado, clinicamente seguro e com

raras complicagoes pds-operatorias.
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IV O RATO COMO MODELO EXPERIMENTAL DE
PERIODONTITE

A utilizagdo de modelos animais em Periodontologia iniciou-se nos anos 60 e
dominou a investigacao periodontal durante mais de uma década. Esses
modelos permitiram caracterizar histopatologicamente as lesdes periodontais
e esclarecer os seus mecanismos patogénicos, passando nos anos 70, os
estudos a incidir na pesquisa celular, na cultura de tecidos, utilizando os
sistemas in vitro. Nos finais dos anos 80, os resultados obtidos através da
utilizagao dos diversos modelos experimentais, permitiram a sua aplicacao
directa no diagndstico e no tratamento da patologia periodontal o qual passou
a ter por objectivo a regeneracao dos tecidos periodontais destruidos durante
0 processo patolégico. De modo a testar a validade destas novas abordagens
terapéuticas, retornou-se a utilizacao preferencial dos modelos animais,

sublinhando o seu papel na investigacao periodontal (Page 1994).

O uso de um determinado modelo experimental pressupde o conhecimento
das caracteristicas gerais comuns a espécie animal em causa, como o tamanho,
a taxa de crescimento, o periodo de vida médio e habitos, assim como as
suas caracteristicas anatomicas e fisioldgicas, e, neste caso em particular, da
patologia periodontal desenvolvida.

Na procura de um modelo experimental ideal para o estudo da patogenia e
tratamento da periodontite humana, tém sido estudadas iniUmeras espécies
de mamiferos. Estas, apesar de apresentarem uma anatomia dentaria e
relagdes oclusais com caracteristicas particulares, tém uma estrutura e
organizacgao dos tecidos periodontais relativamente semelhantes.

Entre os mamiferos de pequeno porte, alguns roedores como o murganho, o
rato e o hamster, tém sido muito utilizados em estudos ultra-estruturais e da

patogénese periodontal, devido a facilidade de obtengcéo, de manuseamento
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€ ao seu baixo custo. Ja nos estudos prévios aos ensaios clinicos recorre-se a
animais de maior porte, como o cdo e a ovelha, e primatas ndo humanos
como o babuino, o macaco, o chimpanzé e o gorila. Estes ultimos, pela sua
localizagdo na escala filogenética, representam o modelo experimental de
eleicdo. No entanto a sua utilizagao é muito dispendiosa.

Na escolha do modelo experimental, o tamanho da espécie é um factor
determinante, ndo s6, como ja referimos no que diz respeito ao custo da sua
aquisi¢ao e manutengao, assim como na elaboragao do protocolo experimental,
no processamento das amostras e na interpretacéo dos resultados experimentais.
Os roedores apresentam uma anatomia craniana e férmula dentaria muito
diferentes das do homem, mas, também como ja referimos os tecidos periodontais
sao semelhantes, embora de tamanho reduzido. Por exemplo, o espaco
interdentario entre os molares dos roedores, embora com a mesma organizagao
estrutural do homem, corresponde a uma fracgao de milimetro. Para além deste
facto, os roedores apresentam caracteristicas especificas da fisiologia dentaria,
como a erupgédo continua e a atrigcdo rapida e constante que, ao longo da vida,
alteram a relagdo entre as diferentes estruturas periodontais.
Comparativamente a outros modelos experimentais, os roedores tém uma
esperancga de vida curta, pelo que o processo patologico tem de decorrer de
um modo relativamente rapido. O que no homem pode levar meses ou anos a
desenvolver-se, no rato podera ocorrer em somente algumas semanas ou
poucos meses.

Como o rato tem sido um modelo experimental muito utilizado em
periodontologia, as caracteristicas do periodonto normal estao particularmente
bem estudadas e documentadas, especialmente a area dento-gengival e as

suas alteragdes fisioldgicas relacionadas com a idade.

Os ratos tém uma férmula dentaria caracterizada pela existéncia de um incisivo

e trés molares por quadrante. Os dentes incisivos, para além de apresentarem
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uma anatomia substancialmente diferente do incisivo humano, caracterizam-se
por ter um crescimento continuo muito rapido, renovando-se em 40 a 50 dias
(Navia 1977). Este facto impede o desenvolvimento de doenca periodontal
nestes dentes, nao podendo, por esse motivo, ser utilizados como modelo de
periodontite (Page e Schroeder 1982).

Os molares sdo dentes multiradiculares (o primeiro molar tem trés raizes; o
segundo e o terceiro molar tém duas raizes) que iniciam a erupgéo entre o 15°
e 0 40° dia de vida consoante as espécies, completando-a por volta das cinco
semanas (Navia 1977, Crawford et al. 1978). A anatomia é semelhante a dos
dentes molares do homem, apesar de apresentarem, desde a sua erupgao,
auséncia de esmalte no topo das cuspides. As suas coroas sofrem uma atricao
constante, embora a um ritmo mais lento que os dentes incisivos. Os contactos
oclusais mantém-se devido a erupgao passiva que & acompanhada pela
aposicao continua de cemento radicular e pela remodela¢ao do osso alveolar
a nivel apical. Alias, a formacao de cemento celular é tdo pronunciada que,
nos dentes maturos, ha uma hipercementose em cada apice radicular (Page e
Schroeder 1982).

Nestes animais, ao longo da vida, os dentes molares alteram a sua posi¢ao
relativa nos maxilares: erupcionam numa direc¢ao ocluso-vestibular e migram,
simultaneamente, para distal (Amstad-Jossi e Schroeder 1978, Page e
Schroeder 1982, Roux et al. 1993). O osso alveolar acompanha esse
movimento, apresentando uma remodelagao continua que se faz a um ritmo
muito mais acelerado do que no homem. Assim, na face vestibular, 0 0sso
alveolar sofre reabsor¢éo na superficie periodontal e aposi¢do na superficie
jugal. Na face lingual ou palatina, o osso alveolar sofre aposi¢éo ao longo da
superficie periodontal. Para além disso, ha também aposi¢ao 6ssea nas cristas
alveolares, vestibulares e linguais, assim como na area apical (Vignery e Baron
1980). Da alteragdo da posigdo dos dentes molares, resulta a diminuicdo do

espaco interdentario supra-alveolar, da distancia entre a jungdo amelo-cementaria

O rato como modelo experimental de periodontite

159



160

(JAC) de dois dentes adjacentes e do septo dsseo interdentario, com
aproximacao das raizes de dentes contiguos (Page e Schroeder 1982).
Resultando da conjugacéo da atrigdo, da erupgédo continua e da migragao
dentéria, a distédncia da JAC a crista alveolar aumenta ao longo da vida,
aumentado igualmente a recessdo gengival e a profundidade do sulco gengival
(Crawford et al. 1978, Heijl et al. 1980, Kindlova et al. 1981).

Os fendbmenos atras descritos tém uma grande influéncia na patogénese da
doenca periodontal induzida nos ratos e igualmente na interpretacdo dos
resultados experimentais. Em alguns estudos, o aumento da distancia da JAC
a crista dssea foi incorrectamente tomado como evidéncia de patologia
periodontal (Crawford et al. 1978). Se o tempo experimental for longo, este
aumento pode né&o significar unicamente o agravamento da patologia
periodontal, mas também traduzir a alteracéo fisiolégica atras descrita,
caracteristica inerente a este modelo experimental (Kindlova et al. 1981). De
modo a ndo confundir os resultados experimentais com esta remodelagao
fisiologica, é importante que todos os animais de um estudo experimental

tenham a mesma idade.

Como ja dissemos, a estrutura e organizagédo dos tecidos periodontais dos
molares do rato sdo muito similares as estruturas correspondentes no homem.
A area dento-gengival inclui um epitélio juncional que adere a superficie
dentéria, um sulco gengival muito diminuto e uma margem gengival revestida
por epitélio queratinizado. No entanto, ha algumas diferengas que importa
destacar.

O revestimento epitelial da margem gengival é constituido por um epitélio
pavimentoso estratificado queratinizado, tanto na vertente gengival (epitélio
oral da gengiva - OGE) como na vertente interna do sulco gengival (epitélio

sulcular - OSE). Ao contrario do que acontece no homem, no rato o epitélio
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sulcular é queratinizado: possui um estrato corneo bem definido e um estrato
granuloso com numerosos granulos de queratohialina. Apesar do seu elevado
grau de queratinizagao, as células do epitélio sulcular possuem desmosomas
com as células do epitélio juncional (Listgarten 1975). Teoricamente, o facto
do epitélio sulcular ser queratinizado poderia interferir com a passagem de
toxinas bacterianas para o tecido conjuntivo gengival, impedindo ou retardando
o inicio do processo inflamatério (Navia 1977). De facto, enzimas colocadas
na margem gengival, penetram rapidamente no tecido conjuntivo através do
epitélio juncional, mas ndo através do epitélio sulcular nem do epitélio oral da
gengiva (Romanowski et al. 1988, Takata et al. 1997). Por esse motivo, parece
ndo haver razdo para pensar que a barreira gengival funcione de modo
diferente no rato, comparativamente ao homem, embora a extenséo da area
afectada seja muito menor.

A queratinizagdo do epitélio sulcular também poderia afectar a adeséo de
determinadas bactérias ao epitélio. No entanto, diversos agentes patogénicos
periodontais demonstraram ter capacidade de colonizar a area dento-gengival
do rato (Isogai et al. 1986). Assim, e de acordo com a opinido de Eggert e
colaboradores (1980) e de Klausen (1991), parece incorrecto prescindir do
rato como modelo experimental de periodontite, tendo por base o facto do
epitélio sulcular ser queratinizado.

Tal como no homem, no rato o epitélio juncional ndo é queratinizado e apresenta
grande permeabilidade, permitindo a entrada de substancias exdgenas e a
migragao de células inflamatérias (Listgarten 1975, Amstad-Jossi e Schroeder
1978, Romanowski et al. 1988, Heymann et al. 2001). O epitélio juncional
localiza-se entre a superficie do esmalte e o epitélio sulcular, havendo uma
sobreposicao relativamente extensa entre os dois epitélios. Devido a este facto,
o sulco gengival é praticamente inexistente (Yamasaki et al. 1979, Eggert et
al. 1980). Em alguns cortes histolégicos, principalmente nos descalcificados,

é frequente observar-se uma separagéo entre o epitélio juncional e o epitélio
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queratinizado devido a auséncia do esmalte. Tal separacdao € um artefacto
decorrente da preparagdo e montagem em parafina, ndo sendo observado
em cortes ndo descalcificados montados em resina (Listgarten 1975, Eggert
et al. 1980).

O compartimento proliferativo do epitélio juncional esta localizado no estrato
basal, adjacente ao tecido conjuntivo gengival, embora haja células aderentes
ao esmalte que possuem algumas caracteristicas das células basais (Takata
et al. 1997, Watanabe et al. 2004).

Em condigbes normais, a taxa de remodelagdo 6ssea nos maxilares é muito
elevada quando comparada com outros pontos do esqueleto ou mesmo com
outras espécies. No osso alveolar do rato adulto foram detectados seis
osteoclastos por milimetro quadrado de superficie dssea, e a duracao de cada
ciclo de remodelagéo foi de seis dias, enquanto que no osso trabécular do homem
adulto ha 0,1 osteoclastos por milimetro quadrado e o ciclo tem uma duracao
média de sessenta a cento e vinte dias (Vignery e Baron 1980). Esta elevada
actividade éssea tem grande interesse no estudo da dindmica da remodelagéo
Ossea e dos efeitos de diferentes drogas e hormonas sobre o metabolismo ésseo
(Vignery e Baron 1980, Page e Schroeder 1982, Dumitrescu et al. 2004).

Assim como no homem, a periodontite nos ratos € um processo infeccioso.
Contudo, os ratos sao relativamente resistentes a doenga periodontal (Garant
e Cho 1979a, Ryder 1980a), pelo que, quando utilizados como modelos
experimentais, as lesdes sao geralmente induzidas de modo a progredirem
mais rapidamente. Os ratos convencionais apresentam lesées de periodontite,
geralmente localizada nos espacos interdentarios, mas sé a partir dos dois
anos de idade (Garant et al. 1983).

A doenca periodontal pode ser induzida quer por manipulag¢édo da dieta (Garant e

Cho 1979a, Ryder 1980a, b, ¢, Robinson et al. 1991), quer através da inoculagéo
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de bactérias patogénicas periodontais (Fiehn et al. 1992), quer através da
colocagéo de uma ligadura em torno do colo dos dentes (Sallay et al. 1982,
Klausen 1991) quer por infiltracdo de toxinas bacterianas (Klausen 1991,
Llavaneras et al. 2001, Dumitrescu et al. 2004 ), quer ainda por combinacgéo destes
métodos (Abiko e Shimono 1989, Breivik et al. 2005).

Tém sido descritas diversas formas de manipular a dieta de modo a induzir o
aparecimento de doenga periodontal. O método mais utilizado consiste no
aumento da percentagem de sacarose que, em algumas formulagdes, chega a
representar 56% da dieta (Navia 1977, Garant e Cho 1979a, b, Heijl et al. 1980,
Ryder 1980a, Hemmerle e Frank 1991). Quando ratos convencionais sdo
alimentados com uma dieta rica em sacarose, desenvolvem, em alguns casos,
lesdes caracteristicas de periodontite ao fim de quatro (Garant e Cho 1979a, b) e
nove semanas (Ryder 1980a) sendo, no entanto, a gengivite a lesdo mais
frequente. Segundo estes autores, o0 aumento de sacarose na dieta potencia a
sintese de polissacarideos extracelulares pela placa bacteriana, os quais, por
sua vez, potenciam a adesdo e a colonizagcdo bacteriana e aumentam a
susceptibilidade das bactérias a serem fagocitadas pelos polimorfonucleares
(PMN), resultando uma maior libertagéo extracelular de enzimas lizosomais.
Através da manipulacdo da dieta, pode igualmente referir-se a adicdo de um
suplemento (1%) de pélos cortados (Reymond e Cimasoni 1997). Aimpactag¢ao
dos seus proprios pélos parece ser um factor condicionante local importante
no desenvolvimento da lesdo periodontal do rato. E frequente observar-se a
existéncia de pélos no sulco gengival, particularmente na area interproximal,
e menos frequentemente no interior do tecido conjuntivo subepitelial. Tem sido
bastante discutido o papel da impactacéo dos pélos como estimulo da resposta
inflamatéria local. Em ratos germ-free, ha polimorfonucleares leucécitos no
sulco gengival, na presenca ou ndo de pélos. Acrescente-se ainda que a
presenca de pélos parece desencadear uma resposta semelhante a presenca

de bactérias no sulco gengival (Heijl et al. 1980, Ryder 1980a). Segundo Page
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e Schroeder (1982), aimpactacgéo do pélo poderia ter o efeito de uma agulha,
proporcionando uma entrada directa das bactérias e seus produtos no tecido
conjuntivo subepitelial mais profundo (Crawford et al. 1978). Foram igualmente
detectados pélos no tecido conjuntivo supra-alveolar, rodeados por
macrofagos, células gigantes multinucleadas e polimorfonucleares leucécitos
(Garant e Cho 1979b).

Para além da impactagdo de pélos no sulco gengival, também é frequente
encontrar, ao nivel do sulco gengival, material vegetal (fibras de celulose) que
pode ter origem na forragem da gaiola ou ser proveniente do granulado da
alimentagao. Este tipo de material tera um papel na resposta inflamatéria
semelhante ao desempenhado pelos pélos, factor condicionante que pode ser
minimizado recorrendo a procedimentos simples, como a mudanga frequente da
forragem da gaiola, ou a utilizagéo de gaiolas com uma grelha no fundo, interferindo

igualmente com outros habitos como a coprofagia (Klausen 1991).

Aintrodugdo de bactérias patogénicas periodontais na area dento-gengival de
ratos germ-free ou gnotobioticos® tem sido frequentemente utilizada como
modelo experimental nos estudos sobre a flora periopatogénica do homem
(Navia 1977, Klausen 1991). Nestes estudos, algumas bactérias ou seus
produtos, foram inoculados em ratos, de modo a induzir patologia periodontal.
Como exemplos podemos referir varias estirpes de Streptococcus (Crawford
etal. 1978, Klausen et al. 1986), de Actinomyces (Crawford et al. 1978, Heijl et
al. 1980, Klausen et al. 1986), de Capnocytophaga sputigena (Heijl et al. 1980),

3 Os termos germ-free e gnotobidtico prestam-se a alguma confusdo. De acordo com Navia (1977) o termo
germ-free indica que os animais devem estar livres de qualquer contaminacédo externa. Mas, como tal
pressuposto é na pratica muito dificil de provar, o termo gnotobiético estaria mais indicado, significando que
os animais ndo possuem flora microbiolégica, pelo menos de acordo com os meios de detecgdo. O termo
gnotobidtico é suficientemente lato para incluir animais germ-free, ex-germ-free que foram inoculados com
bactérias identificadas, a partir de uma ou mais culturas puras, e até animais convencionais desprovidos de
um segmento especifico da sua microflora por manipulagéo experimental.
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de Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Eikenella corrodens
(Heijl et al. 1980, Samejima et al. 1990, Fiehn et al. 1992, Karimbux et al.
1998) e Actinobacillus actinomycetemcomitans (Taubman et al. 1983, Yoshie
et al. 1987). Estas bactérias, quando inoculadas isoladamente ou em
associagdes restritas, induzem lesdes periodontais, de frequéncia e gravidade
variavel, 60 a 120 dias apds a infecgao.

A aplicagao, quer por contacto quer por infiltragdo, de toxinas bacterianas,
geralmente lipopolissacarideos de bactérias da flora subgengival Gram
negativa, demonstrou ser uma alternativa fiavel na produgdo de lesdes
periodontais. Sete a dez dias ap6s a infiltragao local, observa-se uma inflamacgao
gengival e periodontal com infiltrado inflamatério, proliferagcao e migracao apical
do epitélio juncional e reabsorgao 6ssea, caracteristicas em tudo semelhantes
alesao periodontal no homem (Suzumura et al. 1989, Klausen 1991, Takata et
al. 1997, Llavaneras et al. 2001, Dumitrescu et al. 2004).

Por ultimo, a colocagéo de ligaduras em torno do colo dos dentes molares tem
sido um dos modelos mais utilizados na criagao de lesao periodontal com as
caracteristicas de periodontite, tanto em ratos (Abiko e Shimono 1989, Koide
et al. 1995, Gaspersic et al. 2003) como em animais de maior porte (Kennedy
e Polson 1973, Lindhe e Ericsson 1978, Adams et al. 1979, Beaumont et al.
1984). A ligadura vai fomentar a acumulacdo de placa bacteriana,
desencadeando a resposta inflamatéria dai decorrente. De facto, apds a
colocacdo de ligaduras em ratos germ-free, a Unica lesdo observada foi o
deslocamento dos tecidos gengivais € uma migragao de polimorfonucleares
através do epitélio juncional, certamente devido ao trauma mecanico, nao
havendo perda de insercdo nem reabsorgdo do osso alveolar (Heijl et al.
1980). Contudo, Klausen (1991) ndo defende a utilizagdo de ligaduras em
animais de pequeno porte, por ser um procedimento demasiado traumatico,

tendo em conta o tamanho relativo das estruturas periodontais.
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Tal como acontece na patogénese da doenca periodontal no homem, nos ratos a
patogenicidade das bactérias Gram positivas revelou ser diferente das bactérias
Gram negativas. A inoculagao de bactérias Gram positivas em ratos germ-free
resulta, numa primeira fase, na formagao de uma bolsa gengival crateriforme,
formada pelos epitélios sulcular queratinizado e juncional. Apds a acumulagao
de bactérias nas superficies supragengivais, estas invadem o sulco gengival,
proliferando apicalmente. A adesdo do epitélio juncional a superficie dentéria
retrai e a gengiva livre afasta-se da massa bacteriana em crescimento por
retracgéo lateral. Segundo Page e Schroeder (1982), esta distensao lateral da
margem gengival caracteristica nos roedores, esta relacionada com o tamanho
diminuto da margem gengival e do sulco gengival em relacdo com o tamanho
das coldnias bacterianas em proliferacdo. Geralmente, entre a placa bacteriana
e a parede epitelial da bolsa forma-se uma barreira de PMN, os quais migraram
através do epitélio juncional (Ryder 1980b). No tecido conjuntivo subepitelial,
observam-se inumeras células inflamatdrias, predominantemente neutrdfilos,
alguns mondcitos e pequenos linfécitos. Esta area subepitelial é muito
vascularizada e o componente colagénico é escasso (Crawford et al. 1978, Garant
e Cho 1979a, b, Ryder 1980a). Nesta fase, que nos ratos convencionais ou
infectados experimentalmente pode durar semanas, ndo ha evidéncia de
reabsorgao 6ssea. No entanto, em alguns, verifica-se uma alteragdo da resposta
inflamatéria que se caracteriza por surtos agudos de infiltragdo de numerosos
PMN por todo o tecido conjuntivo supra-alveolar, inclusive no seio dos feixes de
fibras transeptais (Crawford et al. 1978, Garant e Cho 1979a, b, Ryder 1980a).
Estes surtos sdo desencadeados pela ulceragdo do epitélio juncional e pela
solugdo de continuidade da lamina basal (Abiko e Shimono 1991). Apresenga de
um acentuado infiltrado inflamatério entre os feixes de fibras transeptais dos
espacos interdentarios esta, invariavelmente, associado a presenga de
osteoclastos e reabsorgao alveolar (Ryder 1980b, c).

Na maioria dos estudos, o infiltrado inflamatério apresenta um predominio de




Contribuicéo para o estudo da regeneragéo periodontal

PMN, alguns mondécitos e linfocitos, ndo se observando a presenca de
plasmaécitos, mesmo nas lesdes mais avangadas (Garant e Cho 1979b, Heijl
et al. 1980, Ryder 1980c). No entanto, este ultimo tipo celular foi observado
em ratos com doenga periodontal ndo experimental, ao fim de 20 a 27 meses,
identificando-se a sua presenga no tecido conjuntivo supra-alveolar, no
ligamento periodontal e junto @ medula 6ssea (Garant et al. 1983). Acrescente-
-se ainda que, em ratos susceptiveis a placa bacteriana, a gengivite aguda
desenvolvida nos trés meses iniciais caracteriza-se por um infiltrado inflamatério
com predominio de PMN. Passados mais dois meses, quando a gengivite
evolui para subaguda/crénica, ja se observam plasmacitos (Isogai et al. 1985).
O facto dos estudos de periodontite experimental serem extremamente curtos,
com a duragdo de algumas semanas, pode justificar a escassa presenca de
plasmécitos no infiltrado inflamatério (Page e Schroeder 1982).

O aumento da passagem de neutréfilos através das camadas mais coronais
do epitélio juncional, o alargamento do espaco intercelular e a perda de adesao
a superficie dentaria parecem desencadear uma conversao das células do
epitélio juncional que aumentam a sua replicagéo, iniciando-se a formagao do
epitélio da bolsa (Abiko e Shimono 1991).

Com o decorrer do tempo, a placa bacteriana continua a proliferar e a colonizar
a superficie radicular que, por degradagao da insercao radicular das fibras de
colagénio e migragao apical da adesao epitelial, se apresenta desnudada e
integra a bolsa periodontal em formagéo (Garant e Cho 1979a, b).

De facto, ratos gnotobidticos infectados por bactérias Gram positivas de origem
humana, desenvolvem bolsas periodontais profundas, particularmente nos
espacos interproximais, detectando-se a presenca bacteriana na superficie
radicular da zona mais apical da lesdo (Jordan et al. 1972). Por outro lado,
apos a inoculagéo de bactérias Gram negativas, ndo se detecta a formagéo
de placa bacteriana, mas formam-se lesdes periodontais profundas

caracterizadas pela proliferagéo apical do epitélio juncional, perda de insercéo
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periodontal e reabsorgcéo dssea (Listgarten et al. 1978, Heijl et al. 1980). De
modo geral, as lesdes desenvolvem-se mais rapidamente nos casos de

inoculagdo de bactérias Gram negativas.

De acordo com Caton e colaboradores (1994), todos os modelos experimentais
acima referidos podem ser classificados como modelos de lesGes cronicas
periodontais, uma vez que reproduzem as caracteristicas essenciais da lesao
periodontal no homem: acumulagao de placa bacteriana ou de seus produtos,
reaccao inflamatéria, reabsorgcdo 6ssea e auséncia de regeneragao
espontanea. Ainda segundo os mesmos autores, uma das desvantagens deste
tipo de modelo experimental centra-se no facto de requerer um tempo de
evolugéo relativamente longo, de acordo com o animal utilizado. No caso da
utilizacdo do rato esse tempo é bastante mais curto, representado somente
algumas semanas. Uma outra desvantagem refere-se ao facto de as lesdes
desenvolvidas ndo serem homogéneas e estandardizadas, limitando a
interpretacdo dos resultados obtidos quando utilizado para testar técnicas
regenerativas periodontais.

Ainda segundo Caton e colaboradores (1994) o modelo ideal para testar
tratamentos regenerativos seria um modelo de lesdo aguda/crénica, no qual o
defeito periodontal seria criado cirurgicamente, com dimensbdes estandardizadas,
como no modelo de lesdo aguda. No entanto, antes do encerramento do retalho
cirurgico, seria colocado na ferida um artefacto, por exemplo uma ligadura ou um
silicone, de modo a criar uma reacgao inflamatéria crénica. Este modelo agudo/
cronico apresenta multiplas vantagens: os defeitos sdo produzidos rapidamente,
pelo que se torna menos dispendioso e podem ser produzidos defeitos bilaterais

idénticos, no que respeita a perda de osso e de tecido conjuntivo.
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V. TRABALHO EXPERIMENTAL EM MODELO ANIMAL

Este projecto experimental foi avaliado pela Comissao Consultiva para a
Protecgcdo dos Animais utilizados para fins experimentais e/ou outros fins
Cientificos, prevista na alinea b) do n°® 49 da Portaria n° 1005/92, de 23 de
Outubro, tendo sido autorizada a sua realizagdo. De igual modo, a Direcgao
Geral de Veterinaria, Direcgao de Servigcos de Meios de Defesa da Saude,

Bem-estar e Alimentagdo Animal, autorizou a sua realizagao.

Neste trabalho foram utilizados 100 ratos machos albinos, da estirpe “Wistar”,
com 15 semanas de idade e 334 + 32 g de peso, mantidos no Laboratério de
Investigacdo Experimental dos Hospitais da Universidade de Coimbra.

Durante a fase experimental, os animais foram mantidos em condi¢des
laboratoriais normalizadas, de acordo com a legislagédo em vigor (Portaria n°
1005/92, de 23 de Outubro; Portaria n°® 1131/97 de 7 de Novembro). A dieta
consistiu numa ragcdo completa de granulado standard para roedores de

laboratorio (Panlab®) e agua acidificada num regime ad libitum.

Esta investigagéo é constituida por dois estudos com protocolos e objectivos
distintos. No primeiro estudo caracteriza-se histologicamente a lesao
periodontal produzida pela colocagdo de um fio de sutura no sulco gengival do
molar do rato. No segundo estudo avalia-se a influéncia de um derivado das
proteinas da matriz do esmalte na cicatrizacdo gengival de uma lesédo

periodontal experimental.
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a. PERIODONTITE EXPERIMENTAL - PROTOCOLO A

Embora o rato seja, como anteriormente dissemos, um modelo experimental
frequentemente empregue em Periodontologia, a sua utilizagdo em estudos
de regeneracgao periodontal tem sido rara. Por esse motivo, reconhecemos a
necessidade de caracterizar histologicamente a lesdo periodontal decorrente
da colocagao de um fio sutura em torno do colo de um molar, de modo a
avaliar a possibilidade de, numa segunda fase, ser aplicada uma terapéutica
regenerativa no seu tratamento.

Acrescente-se ainda o facto de os estudos ja publicados sobre este modelo
serem omissos ou apresentarem descri¢des sumarias referentes a metodologia
de colocacao de um fio de sutura nos espagos interdentarios.

Uma vez que, no rato, os espacos interdentarios tém dimensdes muito
reduzidas, desenvolvemos dois procedimentos para a colocacao do fio nesses
espagos: - passagem de toda a extensdo da agulha, apicalmente ao ponto de
contacto e - afastamento das faces interproximais, abrindo o ponto de contacto

de modo a permitir a passagem do fio.

a.1. Objectivo
Este estudo experimental teve como objectivo determinar qual dos
procedimentos resulta na criagcdo de uma lesédo periodontal passivel de ser

tratada cirurgicamente.

a.2. Material e métodos

Tendo por base protocolos experimentais ja publicados (Sallay et al. 1982,
Savani et al. 1985) procedeu-se a colocagao de um fio de sutura em torno dos
2° molares maxilares. Foram testados dois procedimentos distintos para a

passagem do fio pelos espagos interdentarios: passagem da agulha
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apicalmente ao ponto de contacto e o afastamento das faces interproximais
com o auxilio de uma cunha.

De modo a caracterizar o tipo de lesao desenvolvida por cada um dos
procedimentos, foram criados os seguintes grupos:

- no grupo |, grupo de controlo, ndo foi efectuada qualquer manipulagéo;

- no grupo ll, a agulha, acoplada ao fio de sutura, passou através dos
espacos interdentarios entre o 1° € 0 2° molar e entre 0 2° e 0 3° molares
superiores;

- no grupo lll, a agulha foi utilizada como cunha para abrir o ponto de
contacto entre os referidos molares, de modo a permitir a passagem do
fio de sutura.

O né do fio de sutura foi posicionado na face vestibular, de forma a que o fio
permanecesse numa posi¢éo infragengival na face palatina. Sé foram
manipulados os molares superiores, tendo sido excluidos os molares inferiores
por dificuldades no acesso. Nao se repetiu 0 mesmo procedimento em cada
animal. O fio de sutura utilizado foi uma seda entrangada, nao reabsorvivel,
4/0 (Perma Sharp™ C17, Hu-Friedy®).

O grupo | foi constituido por 5 animais. De acordo com o tempo da experiéncia,

dez animais foram sacrificados ao oitavo dia (subgrupos lla e llla) e outros

dez ao décimo quinto dia (subgrupos IIb e llIb) (Quadro 5.1).
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Quadro 1. Esquematizagédo dos grupos do Protocolo A — Periodontite experimental

GRUPO PROCEDIMENTO Tempo n*

| Sem manipulagédo 0 dias 10

Il Passagem da agulha nos espacos interdentarios
a 8 dias 10
b 15 dias 10

]l Agulha usada como cunha

8 dias 10
15 dias 10

*n - numero de dentes

a.2.1. Anestesia

A indugéo de anestesia geral € uma técnica fundamental nos procedimentos
experimentais que requerem manipulagao cirurgica, por razdes éticas, técnicas
e legais. Durante a manipulacao cirdrgica dos animais € necessario obter uma
anestesia geral profunda de modo a permitir a sua imobilizacdo. Na anestesia
geral desta espécie de roedores utiliza-se, na maior parte dos casos, a
associagado de um anestésico dissociativo e de um sedativo. Os anestésicos
dissociativos produzem uma imobilizagédo rapida, sem paralisia flacida. A
associagdo com sedativos potencia o efeito dos anestésicos dissociativos e
minimiza a incidéncia de alguns efeitos indesejaveis destes ultimos, como a
hipertonicidade muscular.

Neste estudo utilizou-se a associagéo de cloridrato de Ketamina (Ketalar®50mg/
ml, Parke Davis) com cloridrato de clorpromazina (Lagartil®, Laboratérios
Vitéria), 10ml/3ml, no regime de 0,15ml por 100g de peso, em dose Unica por

via intramuscular. Desta associagao resultou uma anestesia suficientemente
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profunda durante um periodo médio de 20 minutos, permitindo a manipulagcao

das estruturas periodontais e peridsteo.

a.2.2. Posicionamento do animal

Apébs a administracdo da anestesia, cada animal foi imobilizado em decubito
dorsal numa mesa operatéria com cefaldstato (Fig. 5.1). Com a mandibula em
hiperextensao, procedeu-se a execugao da técnica de acordo com o estipulado

no protocolo experimental.

Figura 5.1
Imobilizagdo de um rato no
cefaléstato da mesa operatéria.

a.2.3. Pés-operatério

No pdés-operatério imediato houve um cuidado especial na recuperacao
anestésica, uma vez que a hipotermia € uma das causas mais frequentes de
morte pds-operatdria nos pequenos roedores, bem como a aspiragao do
material de forragem das gaiolas. Assim, a recuperac¢ao da anestesia geral foi

efectuada em gaiolas individuais sem forragem e em ambiente aquecido.
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a.2.4. Sacrificio dos animais e recolha de amostras

De acordo com os grupos experimentais ja descritos, os animais foram
sacrificados individualmente, através de uma sobredosagem do anestésico
geral, administrado por via intramuscular. Apés confirmagao da auséncia de
sinais vitais, foi efectuada a necrépsia. De modo a optimizar o acesso ao maxilar
superior, foi efectuada uma incisdo cutadnea mediana longitudinal supra-esternal,
para proceder a separagédo das hemimandibulas e luxagao das articulagbes
temporo-mandibulares.

Apos efectuar incisdbes mesio-palatina, jugal direita e jugal esquerda, os
hemimaxilares foram colhidos separadamente. Feita a remogéo da pré-maxila,
cada amostra (Fig. 5.2) foi colocada de imediato no fixador (formaldeido neutro
tamponado a 10 %) e rotulada de acordo com o grupo experimental e o nimero
de registo do Instituto de Patologia Experimental.

A alienagdo dos cadaveres e dos residuos procedentes da eutanasia foi

providenciada nos termos da legislagéo em vigor.

Figura 5.2

Hemimaxila esquerda do protocolo
A, apos colheita. O fio de sutura
encontra-se numa posigao infra-
gengival, estando o n6 posicionado
vestibularmente. A sonda periodontal
(CP-15UNC, Hu-Friedy®) permite a
avaliagcdo da dimensdo da amostra
colhida.
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a.2.5. Processamento das amostras

As amostras recolhidas foram fixadas em formaldeido neutro tamponado a
10%, durante 48 horas. Depois de descalcificadas em acido etileno-diamino-
-tetracético (EDTA) a 10% a temperatura ambiente, durante duas semanas,
as amostras foram seccionadas no sentido vestibulo-palatino, na porgao central
do 2° molar, sofrendo entdao uma descalcificagao adicional de mais quatro dias

com 0 mesmo acido.

a.2.6. Método de analise

Terminada a descalcificagao, as amostras foram processadas para microscopia
de luz. Resumidamente, as amostras depois de desidratadas, em
concentragdes crescentes de etanol, foram incluidas em parafina e orientadas
de modo a obter cortes seriados, vestibulo-palatinos, com 6um de espessura.
Para além da coloragdo com hematoxilina-eosina (HE), optou-se pela utilizagéo
de mais dois métodos de coloragdo, nomeadamente o Tricromico de Masson
(TM) e o Brown e Brenn (BB), de modo a evidenciar a presenca de colagénio
e de bactérias, respectivamente. No método de Tricromico de Masson o nucleo
apresenta-se azul ou preto, o citoplasma celular, o tecido muscular e os
eritrécitos coloram de vermelho, destacando-se o colagénio que adquire uma
coloragéo verde. No método Brown e Brenn, os diferentes tecidos coram de
amarelo e as bactérias coram de azul e vermelho.

A avaliagéo histologica baseou-se numa analise descritiva dos tecidos
periodontais envolvidos nas lesdes, incidindo preferencialmente na vertente
palatina dos tecidos periodontais do segundo molar, ndo tendo sido avaliada

a sua vertente vestibular.
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a.3. RESULTADOS

a.3.1. Aspecto macroscépico

No dia de sacrificio, os animais ndo apresentavam altera¢des do habito externo
nem do comportamento que fossem reveladoras de patologia.

Nos animais sacrificados ao oitavo dia (subgrupos lla e llla) ndo houve
modifica¢ao significativa no peso inicial. Nos animais sacrificados ao décimo
quinto dia (subgrupos lIb e IlIb) verificou-se um ligeiro aumento do peso inicial,
embora irrelevante.

A observagdo macroscopica da margem gengival palatina dos dentes
manipulados (grupos Il e lll) revelou a presenca infragengival do fio de sutura
em quase todos 0s segundos molares, ndo sendo visiveis sinais de inflamagéo
nem de placa bacteriana ou de recessdo gengival (Fig. 5.3). Em todos os
animais sacrificados ao oitavo dia, o segundo e o terceiro molares
apresentavam uma ligeira mobilidade horizontal, enquanto que alguns dos
animais sacrificados ao décimo quinto dia, para além da mobilidade horizontal,
foi igualmente detectada mobilidade vertical.

No grupo da passagem da agulha pelos espagos interdentarios (grupo Il),
todos os segundos molares maxilares apresentavam o fio de sutura numa
localizagéo palatina infragengival. No grupo em que a agulha foi usada como
cunha (grupo lll), trés amostras foram excluidas (uma do subgrupo llla e duas
do subgrupo llIb) uma vez que o fio de sutura estava ausente ou localizado
acima da margem gengival. Nas restantes amostras deste grupo, o fio
encontrava-se localizado numa posigdo infragengival.

Durante a recolha das amostras, ocorreu a dilaceragao de uma das amostras
do subgrupo lla, resultante de ma manipulagdo, o que inviabilizou o seu
processamento para estudo histolégico. Com efeito, dos animais sacrificados
ao oitavo dia, apenas foram examinadas dezoito amostras: nove em que a

agulha passou pelo espacgo interdentario (subgrupo lla) e nove em que a agulha
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Figura 5.3

Fotografia intraoral, 15 dias apds a
colocagao do fio de sutura. O fio é
visivel na transparéncia da margem
gengival palatina do 2° molar, numa
localizagéo infragengival (seta). Os
tecidos gengivais palatinos néo
apresentam sinais clinicos de
inflamagao.

foi usada como cunha (subgrupo llla). Dos animais sacrificados ao décimo
quinto dia examinaram-se, igualmente, dezoito amostras: dez pertencentes

ao subgrupo llIb e oito pertencentes ao subgrupo llib.

a.3.2. Observagcoes em microscopia de Luz

As imagens histoldgicas observadas demonstram que a metodologia do
processamento das amostras para estudo histolégico, nomeadamente o
processo de fixacdo e de descalcificagéo, foi apropriada, proporcionando a
obtencédo de cortes de material bem preservado e de boa qualidade.
Visando proporcionar uma certa continuidade e melhor entendimento dos
eventos bioldgicos decorrentes das duas variantes testadas, de seguida
iniciaremos a apresentagao dos resultados pelo grupo sem manipulagao (grupo
), seguida pelos subgrupos manipulados: subgrupo lla, subgrupo lib, subgrupo

[lla e subgrupo lllb.

a.3.2.1. Sem manipulagao - Grupo |

Os cortes observados em microscopia de luz, do material proveniente de
animais que nao foram sujeitos a qualquer manipulagao, apresentam a gengiva
marginal palatina de forma afilada, localizada sobre o espago correspondente

ao esmalte, ausente devido ao processo de descalcificagéo (Fig. 5.4).
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Figura 5.4

Vertente palatina dos tecidos
periodontais, do segundo molar
maxilar sem manipulagao (grupo ).
A margem gengival localiza-se acima
da jungdo amelo-cementaria (JAC).
O revestimento epitelial € composto
por trés epitélios distintos: o epitélio
oral da gengiva (OGE), o epitélio
sulcular (OSE) e o epitélio juncional
(JE). (E — area correspondente ao
esmalte, ausente por descal-
cificagdo; D — dentina; OA — osso
alveolar). (HE, 100x no original).

No revestimento epitelial da gengiva marginal observam-se trés tipos de epitélio.
O epitélio oral da gengiva (oral gingival epithelium — OGE), localizado na
vertente externa, entre o vértice da margem gengival e o revestimento epitelial
da mucosa palatina. Este epitélio € pavimentoso, estratificado e queratinizado
(Fig. 5.5). De acordo com o grau de diferenciagéo dos queratinécitos, podem
distinguir-se quatro estratos: - o estrato basal ou germinativo constituido por
células cubdides ou prismaticas de nucleo denso e alongado, com capacidades
mitéticas (compartimento proliferativo) (Fig. 5.6); - o estrato espinhoso
constituido por varias camadas de queratinécitos poliédricos, cujo nucleo é ovéide
(Fig. 5.7); - o estrato granuloso composto de células achatadas com pequenos

granulos densos no citoplasma (granulos de queratohialina) (Fig. 5.8) e - 0 estrato
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Figura 5.5

Epitélio oral da gengiva (OGE) onde
se distinguem diferentes estratos
(grupo 1). Algumas células claras
(setas) sdo identificaveis entre os
queratindcitos. (HE, 400x no original).

Figura 5.6

Estrato basal (EB) do OGE que
contorna os prolongamentos conjun-
tivos (grupo I). Os queratindcitos
apresentam-se cubdides com um
nicleo denso. Sendo este o
compartimento proliferativo, obser-
vam-se algumas células em mitose
(setas). Entre os queratinécitos é
possivel distinguir raras células
claras (*). (HE, 1000x no original).

Figura 5.7

Estrato espinhoso (EE) do OGE
(grupo I). O espaco intercelular entre
os queratindcitos apresenta um
aspecto reticulado. (HE, 1000x no
original).
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Figura 5.8

Estrato granuloso (EG) e o estrato
corneo (EC) do OGE (grupo I). No
estrato granuloso, os queratindcitos
apresentam granulos densos. No
estrato cérneo, a queratina ocupa
todo o citoplasma celular e ha
auséncia dos nucleos. (EE — estrato
espinhoso) (HE, 1000x no original).

Figura 5.9

Lamina prépria do OGE (grupo 1).
Destaca-se o componente colagénico
dos prolongamentos conjuntivos. (a
— artéria; v —vénula; n — nervo) (TM,
200x no original).

Figura 5.10

Vertente interna da gengiva marginal
(grupo 1). O epitélio sulcular (OSE),
coronalmente em continuidade com
o epitélio oral da gengiva (OGE)
apresenta-se queratinizado. O
epitélio juncional (JE), ndo queratini-
zado, interpdem-se entre 0o OSE e o
esmalte, ao nivel da jungédo amelo-
cementaria (JAC). (E — area corres-
pondente ao esmalte, ausente por
descalcificagédo; D - dentina) (HE,
200x no original).
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cérneo constituido por células achatadas com grande afinidade para a eosina;
a maior parte das células nao apresentam nucleo pelo que este epitélio se
pode classificar como ortoqueratésico (Fig. 5.8). Os trés ultimos estratos
representam o compartimento de diferenciacao.

Os queratinécitos constituem a grande maioria da populagéo celular deste
epitélio (populagao intrinseca), estando igualmente presentes outros tipos
celulares (populacao extrinseca). Para além de células inflamatdrias,
geralmente neutréfilos polimorfonucleares, identificamos algumas células,
localizadas mais frequentemente no estrato basal, em que o citoplasma se
apresenta mais claro, sendo por essa razdo designadas por “células claras”
(Figs. 5.5 e 5.6). Embora o tipo de coloragdo empregue neste estudo ndo
tenha a capacidade de identificar especificamente essas células, podem tratar-
-se de melandcitos (células produtoras de melanina) ou de células de Merkel
(células neuro-enddcrinas).

Este OGE apresenta uma grande interdigitagcdo com o tecido conjuntivo
subjacente, estando os prolongamentos conjuntivos no seio do epitélio (Figs.
5.4,55¢e5.9).

O epitélio sulcular (oral sulcular epithelium — OSE) reveste a vertente interna
da gengiva marginal, voltada para a coroa dentaria, desde o seu vértice (em
continuidade com o0 OGE) ao o fundo do sulco gengival (em continuidade com
o epitélio juncional) (Fig. 5.4). O epitélio sulcular (OSE) apresenta algumas
semelhangas com o OGE: é também estratificado e, no rato, é queratinizado,
embora os estratos ndo sejam tdo bem definidos. Pelo contrario, neste epitélio
os prolongamentos conjuntivos sao raros (Figs. 5.10 € 5.11).

O epitélio juncional (junctional epithelium - JE) localiza-se entre a porgdo mais
apical do epitélio sulcular e a jungao amelo-cementaria (JAC), onde estabelece
a adesdao do revestimento epitelial da gengiva com a superficie dentéria (Figs.
5.10, 5.11 e 5.12). O epitélio juncional (JE) apresenta-se muito diferente dos

outros dois epitélios da gengiva marginal: apesar de estratificado n&o é possivel
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Figura 5.11

Pormenor do epitélio sulcular (OSE)
(grupo 1), o qual para além de se
apresentar queratinizado, apresenta um
prolongamento conjuntivo. O epitélio
juncional (JE), ndo queratinizado,
interpdem-se entre o OSE e o esmalte,
ao nivel da jungdo amelo-cementaria
(JAC). O sulco gengival (SG) é diminuto.
(OGE - epitélio oral da gengiva; E — area
correspondente ao esmalte, ausente por
descalcificagdo; A — artefacto na
espessura do estrato cérneo do OSE;
(HE, 400x no original).

Figura 5.12

Pormenor da transigdo entre o epitélio
sulcular (OSE) e o epitélio juncional (JE)
(grupo I). Este ultimo apresenta, na sua
espessura, um pélo em corte transversal
(*). Alguns neutrofilos polimorfo-
nucleares localizam-se entre as células
epiteliais e no tecido conjuntivo. (E —
area correspondente ao esmalte,
ausente por descalcificagdo; A —
artefacto na espessura do estrato
cérneo do OSE) (HE, 400x no original).
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Figura 5.13

Pormenor de uma area da jungdo amelo-
cementaria (JAC), onde estéo localizadas
as células mais apicais do epitélio juncional
(JE) (grupo I). Apicalmente a dltima célula
epitelial, ha fibras de colagénio (fc) que se
inserem no cemento radicular (C). Alguns
polimorfonucleares sdo visiveis na lamina
propria do epitélio. (E — area correspondente
ao esmalte, ausente por descalcificagédo; D
- dentina) (HE, 400x no original).

Figura 5.14

Ampliagcdo da area da juncédo amelo-
cementaria (JAC) da figura 5.10 (grupo I).
O limite apical do epitélio juncional (JE)
situa-se sobre a JAC. (E - area
correspondente ao esmalte, ausente por
descalcificagdo; D — dentina; C — cemento
radicular) (HE, 400x no original).
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Figura 5.15

Vertente palatina dos tecidos periodontais
superficiais (grupo I). O tecido conjuntivo
gengival apresenta inumeros feixes de fibras
de colagénio (coradas de verde), que se
estendem até aos prolongamentos
conjuntivos do epitélio oral da gengiva
(OGE). Na area apical ao epitélio juncional
(JE) séo visiveis as fibras dentogengivais
que se inserem na superficie radicular. (E —
area correspondente ao esmalte, ausente
por descalcificagdo; OSE — epitélio sulcular;
JE — epitélio juncional; D — dentina; (TM,
200x no original).

Figura 5.16

Zona coronal do ligamento periodontal (LP)
(grupo 1). Feixes de fibras de colagénio
inserem-se no cemento acelular (CA) e no
osso alveolar (OA). A superficie periodontal
do osso alveolar apresenta-se irregular por
remodelagdo 6ssea. O osso alveolar
apresenta osteocitos dispersos na matriz
mineralizada. (D — dentina) (HE, 200x no
original).
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diferenciar os estratos, nao é queratinizado, a sua espessura € diminuta e
ndo apresenta qualquer prolongamento conjuntivo (Figs. 5.12, 5.13 e 5.14).
Em alguns cortes histoldgicos, identificamos, entre as células epiteliais, a
presenca de pélos (frequentemente em corte transversal) e de
polimorfonucleares neutréfilos (PMN) (Fig. 5.12).

Na maioria dos cortes ndo foi possivel identificar o sulco gengival, devido a
justaposicéo entre a parte mais coronal do epitélio juncional e 0 OSE e a
auséncia, por descalcificagcdo, do esmalte. Por vezes, é visivel um espaco
ndo preenchido que poderia ser interpretado como o sulco gengival, mas a
analise mais atenta, revelou tratar-se de um artefacto entre as varias camadas
cérneas do OSE (Figs. 5.10, 5.11 € 5.12).

O tecido conjuntivo subepitelial apresenta-se rico em fibroblastos e fibras de
colagénio, sendo raras as células inflamatérias. As fibras de colagénio formam
feixes que se estendem ordenadamente até aos prolongamentos conjuntivos
no OGE (Fig. 5.9). Outros feixes bem organizados, inserem-se no cemento
radicular e na crista éssea alveolar (feixes dentoalveolares supra-6sseos).
Alguns vasos (vénulas e arteriolas) de didmetro varidvel sdo perceptiveis entre
os feixes de fibras de colagénio (Figs. 5.4, 5.13 € 5.15).

O ligamento periodontal apresenta-se como um tecido conjuntivo denso, rico
em fibroblastos e vasos sanguineos. As fibras de colagénio estdo organizadas
em feixes com uma orientagdo maioritariamente obliqua, com insercdo no
cemento radicular e no osso alveolar. Entre os feixes de fibras de colagénio
observam-se maioritariamente fibroblastos, células com nucleos alongados,
sendo também visiveis outros tipos celulares, de nlcleo arredondado, que
poderao corresponder a mastécitos, macrofagos ou outras células inflamatérias
(Figs. 5.16, 5.17, 5.18 € 5.19).

O osso alveolar contem inumeros ostedcitos isolados, dispersos pela matriz
mineralizada. Na sua vertente periodontal, o osso fasciculado (bundle bone) é

caracterizado pela insercéo das fibras de colagénio do ligamento periodontal
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Figura 5.17

Zona do tergo médio do ligamento
periodontal (LP) (grupo I). Os feixes
de fibras de colagénio inserem-se no
cemento celular (CC) e no osso
alveolar (OA). (TM, 400x no original).

Figura 5.18

Zona do terco médio do ligamento
periodontal (LP) (grupo 1). As fibras
de colagénio inserem-se no cemento
acelular (CA) que reveste a
superficie radicular. Sdo ainda
visiveis pequenas irregularidades da
superficie radicular que representam
antigas areas de reabsorcéo
radicular, agora revestidas com novo
cemento acelular. (D — dentina) (HE,
400x no original).
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Figura 5.19

Zona apical do segundo molar maxilar
(grupo 1). Os feixes do ligamento periodontal
(LP) inserem-se no cemento celular (CC),
irradiando em direc¢do ao osso alveolar
(OA). E notéria uma darea muito
vascularizada na proximidade da superficie
6ssea. (P - polpa) (HE, 200x, no original).

Figura 5.20

Margem gengival sem manipulagdo (grupo
). Ndo séo detectaveis bactérias na
superficie epitelial gengival, nem na coroa.
(OGE - epitélio oral da gengiva; OSE —
epitélio sulcular; JE — epitélio juncional; D —
dentina; A — artefacto da adesao epitelial ao
cemento radicular; E — area correspondente
ao esmalte) (BB, 200x no original).
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Figura 5.21

Vertente palatina dos tecidos
gengivais, oito dias apds a colocagéo
do fio de sutura (subgrupo lla). E
notéria a deformagdo do contorno
gengival e a existéncia de um
infiltrado inflamatério no tecido
conjuntivo gengival. (B — placa
bacteriana; S — fio de sutura; D —
dentina; CC — cemento celular; JE —
epitélio juncional; OSE — epitélio
sulcular; OGE - epitélio da gengiva)
(HE, 100x no original).

Figura 5.22

Revestimento epitelial da bolsa
periodontal pouco profunda (sub-
grupo lla). Adistingéo entre o epitélio
sulcular (OSE) e o epitélio juncional
(JE) é bastante perceptivel. O estrato
basal do epitélio juncional apresenta
um contorno irregular devido a sua
actividade proliferativa. A adesao
epitelial a superficie radicular
localiza-se apicalmente a JAC. (HE,
200x no original).
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(fibras de Sharpey), apresentando uma superficie irregular revestida por
osteoblastos, sendo rara a presencga de osteoclastos em lacunas de Howship
(Fig. 5.16).

Na metade coronal da superficie radicular, a dentina é revestida por uma fina
camada de cemento acelular, ndo apresentando células na sua espessura e
nele estdo também inseridas as fibras do ligamento periodontal (fibras de
Sharpey) (Figs. 5.13 e 5.16). Observa-se com alguma frequéncia, geralmente
na metade coronal da raiz, pequenas irregularidades na continuidade do
cemento, interpretadas como pequenas areas que sofreram reabsorgcao e
posterior deposi¢cao de cemento acelular (Fig. 5.18). Na zona mais apical da
raiz, a espessura total do cemento radicular aumenta devido a presencga de
cemento celular (Fig. 5.19). Este tipo de cemento recobre o cemento acelular
a partir do terco médio radicular e aumenta gradualmente a sua espessura em
direcgao apical. Em alguns casos, ao nivel do apex radicular a sua espessura
€ exuberante. Este tipo de cemento contem iniUmeros cementdcitos e a sua
textura é globular (Fig. 5.19).

Nos cortes corados pela técnica de Brown e Brenn ndo se detectam bactérias

sobre revestimento epitelial, nem sobre a coroa dentaria (Fig. 5.20).
a.3.2.2. Passagem da agulha nos espacgos interdentarios - Grupo Il

8 dias (subgrupo lla):

Nos cortes referentes a passagem da agulha nos espacos interdentarios,
constata-se que a margem gengival palatina esta deformada, devido a presenca
do fio de sutura no sulco gengival o qual, devido as diferentes caracteristicas
histolégicas, poder-se-a passar a designar de bolsa periodontal pouco profunda
(Fig. 5.21). Esta nova morfologia permite uma melhor distingao entre o epitélio
sulcular e o epitélio juncional. O revestimento epitelial da bolsa é constituido em

grande parte pelo epitélio sulcular, queratinizado (Fig. 5.22). Excluindo a sua
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Figura 5.23

Fio de sutura em relacdo com epitélio
sulcular (OSE) (subgrupo lla). O
estrato basal do OSE n&o apresenta
projecgdes epiteliais. (EJ — epitélio
juncional; B — aglomerados bacte-
rianos; * - flamentos do fio de sutura)
(HE, 400x no original).

Figura 5.24

Epitélio juncional (JE) (subgrupo lla).
As alteracbes morfolégicas deste
epitélio traduzem a sua proliferagao,
tendo perdido a sua forma triangular.
Alguns PMN interpdem-se entre as
células epiteliais. (OSE - epitélio
sulcular; D - dentina) (HE, 200x no
original).
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maior extensao, as outras caracteristicas deste epitélio mantém-se. Apesar
da proximidade com o fio de sutura e com os aglomerados bacterianos a ele
associados, ndo sdo abundantes as células inflamatérias que migram por entre
as células epiteliais. Também sao raras as projeccoes epiteliais em direcgéo
ao tecido conjuntivo subjacente (Fig. 5.23). O epitélio juncional, nao
queratinizado, apresenta alteragbes: perdeu a sua forma triangular e passou
a ter contornos irregulares especialmente no estrato basal, o qual apresenta
sinais de proliferagdo. Entre as células epiteliais, sdo visiveis algumas células
inflamatdrias, predominando os PMN (Figs. 5.24 e 5.25). A adesao do epitélio
juncional a superficie radicular localiza-se apicalmente a JAC, verificando-se que,
durante os oito dias de permanéncia do fio no sulco, ocorreu uma migragéo
apical do epitélio sobre o cemento radicular (Figs. 5.21 € 5.22).

O infiltrado inflamatdrio, com predominio de PMN, concentra-se na porgao do
tecido conjuntivo proximo do epitélio juncional. Nesta zona de maior infiltrado,
¢é frequente a presenca de um maior numero de pequenos vasos. Ha fibras de
colagénio inseridas no cemento radicular, apicalmente a adesao epitelial, sendo
frequentes algumas células inflamatérias entre essas fibras (Figs. 5.24 e 5.25).
Os feixes de fibras de colagénio do cérion gengival mais afastado da superficie
radicular ndo apresentam alteragdes. A superficie radicular supra-alveolar
apresenta pequenas areas de reabsorgcédo do cemento, por vezes estendendo-
-se a dentina (Figs. 5.21 e 5.25).

O ligamento periodontal, na sua por¢do mais coronal, apresenta algumas
células inflamatérias entre os feixes de fibras de colagénio. A superficie do
0sso alveolar apresenta-se bastante irregular na crista e na por¢gao mais coronal
da vertente periodontal (Fig. 5.26). Observam-se, ainda, areas de remodelacao
6ssea directamente relacionadas com areas de grande densidade celular do
ligamento periodontal (Fig. 5.27).

Na area mais apical da estrutura radicular ndo se observam alteragdes da

morfologia normal das estruturas periodontais (Fig. 5.28).
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Figura 5.25

Maior ampliagéo do tecido conjuntivo
subepitelial da figura 5.24 (subgrupo
Ila). Os feixes de fibras de colagénio
inserem-se no cemento acelular
(CA), imediatamente apical a adeséao
das células do epitélio juncional (JE)
a superficie radicular. Para além dos
nucleos alongados dos fibroblastos,
por entre as fibras de colagénio, sdo
visiveis algumas células inflama-
térias e vasos ectasicos (v). (D —
dentina) (HE, 400x no original).

Figura 5.26

Porgédo coronal do ligamento
periodontal (LP) (subgrupo lla).
Feixes de fibras de colagénio
inserem-se no cemento acelular
(CA). Na superficie radicular
observam-se pequenas lacunas de
reabsor¢cdo do cemento. Na
proximidade da superficie radicular,
é visivel a presenca de um
aglomerado de células epiteliais —
resto epitelial de Malassez (REM). A
area do ligamento periodontal
adjacente ao osso alveolar (OA)
apresenta um grande componente
celular. O osso alveolar apresenta
sinais de remodelacéo 6ssea. (D —
dentina) (HE, 200x no original).
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Figura 5.27

Vertente periodontal do osso alveolar
(subgrupo lla). Asuperficie 6ssea apresenta
sinais de remodelagao, com algumas linhas
de reverséo (LP —ligamento periodontal; OA
— osso alveolar) (HE,400x no original).

Figura5.28

Area apical do 2° molar (subgrupo lla). Os
tecidos periodontais ndo apresentam
alteragdes significativas. (CC — cemento
celular; LP — ligamento periodontal; OA —
osso alveolar) (HE, 200x no original).
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Figura 5.29

Fio de sutura 8 dias apds a sua
colocagdo no sulco gengival
(subgrupo lla). Entre os diversos
filamentos que compdem o fio de
sutura (S) & notéria a presenca de
inumeros aglomerados bacterianos
(B). (BB, 1000x no original).

Figura 5.30

Aglomerados bacterianos na
superficie radicular (subgrupo lla).
Nao séo visiveis bactérias no interior
dos tecidos periodontais nem no
interior dos tubulos dentinarios. (B
— aglomerados bacterianos; JE —
epitélio juncional; D — dentina). (BB,
400x no original).
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Alguns aglomerados bacterianos s&o agora visiveis, predominantemente em
torno dos diversos filamentos que compdem o fio de sutura (Fig. 5.29) e sobre
a superficie radicular exposta (Fig. 5.21). Ndo se detectam bactérias sobre o

epitélio nem no interior dos tubulos dentinarios (Fig. 5.30).

15 dias (subgrupo llb):

A observacgéo das laminas provenientes do subgrupo b, demonstram um
agravamento das lesdes descritas aos oito dias (subgrupo Ila). No entanto, as
dez amostras analisadas apresentam uma grande variabilidade na gravidade
das lesdes. De modo a sistematizar os resultados, as lesdes observadas séo

classificadas como graves e muito graves.

Nos resultados classificados como lesdes graves, constata-se a formacéao de
uma bolsa periodontal (Fig. 5.31). Apesar da deformacao existente na margem
gengival, o revestimento epitelial apresenta-se integro, sem solugbes de
continuidade. Ao nivel coronal, o revestimento epitelial da bolsa periodontal é
constituido pelo epitélio sulcular queratinizado, seguindo-se-lhe mais
apicalmente e justa radicular, o epitélio da bolsa (Fig. 5.32). Este ultimo
apresenta alteragdes morfolégicas muito semelhantes as descritas ao oitavo
dia (subgrupo lla) para o epitélio juncional, mas a sua adesao radicular localiza-
-se mais apicalmente em relagdo a JAC, razdo pela qual se designa por epitélio
da bolsa. O facto da adesao epitelial se localizar coronalmente a crista alveolar,
leva a que esta lesao seja classificada como uma bolsa periodontal supra-6ssea.
Um infiltrado inflamatdrio, constituido essencialmente por PMN e linfécitos, é
bastante notério no seio do epitélio e no tecido conjuntivo subepitelial, ocupando
uma area relativamente extensa (Figs. 5.32, 5.33 e 5.34). Em alguns cortes,
constata-se a presenca de pélos, em corte transversal, incluidos no tecido
conjuntivo subepitelial, por vezes associados a uma proliferacdo de células

epiteliais (Fig. 5.34). Alguns sequestros 6sseos estdo presentes no tecido
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Figura 5.31

Segundo molar, 15 dias apos
colocagao do fio de sutura (subgrupo
IIb). Os tecidos periodontais
apresentam alteragdes graves como
uma bolsa periodontal (BP) e uma
lesao inicial da furca (F). (S —fio de
sutura; D — dentina; OA — osso
alveolar; LP —ligamento periodontal;
P — polpa; CC — cemento celular)
(HE, 40x no original).

Figura 5.32

Area apical de uma bolsa periodontal
(subgrupo lIb). No interior da bolsa,
para além do fio de sutura (S), séo
visiveis aglomerados bacterianos (B)
e tecidos necrosados. O revesti-
mento epitelial da bolsa ndo apre-
senta solugdes de continuidade. No
tecido conjuntivo subepitelial, para
além de um infiltrado inflamatorio
abundante, observa-se um seques-
tro 6sseo (SO). (D — dentina; OSE —
epitélio sulcular; Eb — epitélio da
bolsa) (HE, 100x no original).
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Figura 5.33

Area justa-radicular do epitélio da
bolsa (subgrupo IIb). Neste corte, o
epitélio da bolsa (Eb) ndo apresenta
prolongamentos epiteliais para o
tecido conjuntivo. Tanto no epitélio
como no tecido conjuntivo sub-
epitelial ha um infiltrado inflamatdrio.
(CA—cemento acelular, D —dentina)
(HE, 400x no original).

Figura 5.34

Area de adesao epitelial e de
insercdo conjuntiva de uma bolsa
periodontal (subgrupo lIb). Pormenor
do epitélio da bolsa (Eb) que
apresenta prolongamentos epiteliais.
A lamina proépria deste epitélio
apresenta infiltrado inflamatério e
ectasia vascular. No tecido
conjuntivo subepitelial, ha uma
desorganizagdo dos feixes colagé-
nicos. * - pélo em corte transversal)
(HE, 200x no original).
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conjuntivo subepitelial (Fig. 5.32). Geralmente estes sequestros apresentam
ostedcitos em lacunas, alguns dos quais apresentam nucleos picnéticos. Na
periferia do sequestro é frequente a presenga de células multinucleadas, umas
na superficie dssea (osteoclastos) enquanto que outras se observam no seio
do tecido conjuntivo com acentuado infiltrado inflamatorio (células gigantes de
corpo estranho) (Fig. 5.35).

A superficie radicular apresenta pequenas areas de reabsorgdo do cemento
radicular e, em alguns casos, também da dentina, localizadas mais
frequentemente no tergo médio da raiz e na furca (Fig. 5.36).

Nos cortes do subgrupo lIb classificados como lesdo grave, o ligamento
periodontal localiza-se nos tercos médio e apical da raiz, estando reduzida a

sua extensdo apico-coronal. Deste facto, resulta uma perda acentuada das

Figura 5.35

Maior ampliagdo da area com o
sequestro 6sseo representada na
figura 5.32 (subgrupo Ilb). O
fragmento de tecido 6sseo (SO)
localiza-se proximo do epitélio da
bolsa (Eb). Na superficie em relagéo
com o tecido conjuntivo, o fragmento
6sseo apresenta inumeras células
multinucleadas - osteoclastos (osc).
O tecido conjuntivo apresenta uma
grande densidade celular, sendo
dificil a detecgéo de feixes de fibras
colagénicas. Desse componente
celular fazem parte, para além de
fibroblastos, inUmeras células
inflamatdérias mononucleadas e
células multinucleadas de caracte-

risticas semelhantes a células
gigantes de corpo estranho (*). (HE,
;-4,'\ 400x no original).
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fibras de colagénio inseridas mais coronalmente (Fig. 5.31). Entre as fibras de
colagénio coronais observam-se algumas células inflamatérias, predominando
os PMN (Fig. 5.36).

A distancia entre a crista alveolar e a JAC estd aumentada, resultado da
reabsorgdo 6ssea ocorrida ao nivel da crista (Fig. 5.31). Tanto na crista como
na vertente periodontal, a superficie do osso alveolar apresenta frequentes
lacunas de reabsorcdo, sendo possivel em alguns casos visualizar células
multinucleadas no seu interior, muito provavelmente osteoclastos (Fig. 5.37).
Nos casos em que o corte compreende uma zona de furca inter-radicular,
observam-se células epiteliais que aderem a superficie radicular do tecto da
furca (Fig. 5.38). A existéncia de células epiteliais nesta localizagdo demonstra
que o epitélio migrou apicalmente por destrui¢cdo das fibras inter-radiculares
do ligamento periodontal e reabsorgao do septo ésseo inter-radicular.
Observam-se também aglomerados bacterianos nas superficies radiculares
expostas e na superficie do revestimento epitelial, mas ndo se detectam

bactérias nos intersticios dos tecidos periodontais (Figs. 5.39 e 5.40).

Algumas laminas do subgrupo lIb apresentam lesées classificadas como muito
graves. Estas bolsas periodontais muito profundas caracterizam-se por extensa
perda de insergéo periodontal, englobando o ter¢o apical da superficie radicular
e a furca, cuja permeabilidade se apresenta evidente (Fig. 5.41).

O revestimento epitelial da bolsa periodontal &, em alguns locais, descontinuo
devido a presenca de frequentes sequestros 6sseos e de um tecido inflamatério
exuberante, tornando dificil a sua identificagdo. Na sua por¢cao mais coronal, o
revestimento epitelial da bolsa periodontal é constituido pelo epitélio sulcular
queratinizado, o qual, para além de alguns prolongamentos epiteliais, ndo
apresenta alteragdes significativas (Fig. 5.42). A maior parte do revestimento
epitelial da bolsa é constituido pelo epitélio da bolsa, cuja extensdo aumentou

drasticamente. Nos casos em que € possivel identificar a adesao epitelial,
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Figura 5.36

Interface ligamento periodontal —
superficie radicular (subgrupo Ilb).
Localizada no tergo coronal da superficie
radicular observa-se uma pequena area
de reabsorcéo do cemento acelular (CA)
e de dentina (D). (LP - ligamento
periodontal) (HE, 400x no original).

Figura 5.37

Vertente periodontal da superficie 6ssea
alveolar (subgrupo Ilb). Sobre a
superficie 6ssea, destaca-se uma célula
multinucleada, polarizada - osteoclasto
(osc). (HE, 1000x no original).
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Figura 5.38

Area da furca interradicular
(subgrupo lIb). Podem observar-se
células epiteliais aderentes ao
cemento acelular (CA) da furca.
Entre os feixes de fibras de colagénio
interradiculares ha infiltrado
inflamatdrio. (P — polpa; D — dentina)
(HE, 200x no original).

Figura 5.39

Area apical de uma bolsa periodontal
(subgrupo lIb). Destacam-se peque-
nos aglomerados bacterianos nas
superficies radicular e epitelial. Nao
se detectam bactérias entre as
células epiteliais e no interior dos
tubulos dentinarios. (D — dentina; Eb
— epitélio da bolsa) (BB, 400x no
original).
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Figura 5.40

Superficie radicular de uma bolsa
periodontal (subgrupo IIb). Apesar da
presenca de aglomerados bacte-
rianos na superficie do cemento, ndo
séo detectaveis bactérias no interior
dos tubulos dentinarios. (D —dentina)
(BB, 1000x no original).

Figura 5.41

Segundo molar, 15 dias apds a
colocagéo do fio de sutura (subgrupo
IIb). Os tecidos periodontais apre-
sentam lesdes muito graves:
destruicdo quase total do suporte
6sseo, insergdo conjuntiva limitada
ao apex radicular e proliferagao
epitelial que se estende para além
da metade coronal da superficie
radicular. S&o visiveis dois grandes
sequestros 6sseos (SO), na zona
inter-radicular e na vertente vestibular.
(V — vestibulo; P — palato; S — fio de
sutura (HE, 10x no original).
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Figura 5.42

Area coronal de uma bolsa perio-
dontal profunda (subgrupo Ilb). E
notéria a proliferagdo apical do
epitélio da bolsa (Eb), ao longo da
superficie radicular. Nesta area da
bolsa, na localizagdo do ligamento
periodontal, observa-se um infil-
trado inflamatdrio e necrose do
ligamento. No tecido conjuntivo
subepitelial observa-se igualmente
intenso infiltrado inflamatdério, mais
acentuado na zona apical, em
relacdo com o tecido ésseo. (B —
placa bacteriana; S — fio de sutura;
JAC - jungdo amelo-cementaria; D
— dentina; OSE - epitélio sulcular;
OGE - epitélio oral da gengiva; OA
— osso alveolar) (HE, 100x no
original).

Figura 5.43

Pormenor do epitélio da bolsa (Eb)
(subgrupo lIb). Este epitélio apre-
senta-se infiltrado por células
inflamatérias. No tecido conjuntivo
subepitelial, o infiltrado inflamatério
€ moderado. (D - dentina) (HE, 400x
no original).
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Figura 5.44

Area apical da bolsa periodontal
representada na figura 5.42 (subgrupo lIb).
E notavel a auséncia de ligamento
periodontal (LP) em quase toda a extensao
radicular. O remanescente do ligamento
periodontal, localizado apicalmente,
apresenta um infiltrado inflamatério muito
exuberante. Um sequestro 6sseo (SO) de
grandes dimensdes esta rodeado por um
intenso infiltrado inflamatério, cuja superficie
irregular evidencia reabsorcéo. (D —dentina;
CC - cemento celular) (HE, 100x no
original).

Figura 5.45

Sequestro 6sseo (SO) no interior de uma
bolsa periodontal profunda (subgrupo lib).
A maioria dos osteoplastos nao se
encontram preenchidos por ostedécitos. A
superficie 6ssea em relagdo com o tecido
conjuntivo gengival apresenta sinais de
reabsorcao, destacando-se a presenga de
osteoclastos (osc). No tecido conjuntivo
gengival observa-se um infiltrado
inflamatério com algumas células
multinucleadas de caracteristicas
semelhantes a células gigantes de corpo
estranho (CG). Do lado oposto, a superficie
do sequestro apresenta uma estrutura
filamentosa de natureza bacteriana (*). (HE,
400x no original).
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esta localiza-se numa posicao apical em relagcdo a crista alveolar, pelo que
este tipo de leséo se pode designar como uma bolsa periodontal infra-6ssea.
No tecido conjuntivo subepitelial destaca-se um infiltrado inflamatério com
predominio de PMN e alguns linfocitos (Fig. 5.43).

Sequestros de tecido 6sseo necrosado sado frequentemente observados,
rodeados por células inflamatdrias, principalmente PMN e alguns linfocitos.
Estes sequestros localizam-se tanto no tecido conjuntivo gengival (Figs. 5.44
e 5.45) como no interior da bolsa periodontal (Fig. 5.46).

O ligamento periodontal apresenta uma destruigdo muito extensa, praticamente
total, estando o espago correspondente ocupado por um intenso infiltrado
inflamatério, com predominio de células mononucleadas e por fragmentos de
tecido 6sseo (Figs 5.44, 5.47 e 5.48). Alguns destes fragmentos apresentam
células multinucleadas na sua superficie (osteoclastos). Na sua proximidade,
observam-se igualmente células multinucleadas entre o infiltrado inflamatério,
as quais se assemelham a células gigantes de corpo estranho (Fig. 5.45). Nos
casos em que a superficie do fragmento 6ésseo néo esta em relagdo com
qualquer outro tecido, observa-se uma massa amorfa e flamentosa, que cora
pela hematoxilina, e que se supde ser de natureza bacteriana (Figs. 5.45, 5.47
e 5.49)

Nos cortes que incluem a zona da furca, sdo evidentes lesées de destruicao
extensa dos tecidos periodontais inter-radiculares, de forma que a
permeabilidade das furcas é uma constante (Fig. 5.50). Os sequestros 6sseos
séo igualmente frequentes nesta zona inter-radicular (Figs. 5.41 e 5.47). A
destruicdo do osso alveolar é praticamente total, s6 permanecendo a sua porgao
mais apical (Figs. 5.41, 5.44 e 5.47).

Nestes casos de lesdes periodontais muito graves, detectam-se bactérias em
locais muito profundos, ndo tendo sido possivel verificar, por limitagdes técnicas,
se hainvasao bacteriana dos tecidos periodontais nao calcificados. Para além

de grandes aglomerados bacterianos sobre a superficie radicular mais coronal
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Figura 5.46

Fragmento 6sseo (SO) necrosado no
interior de uma bolsa periodontal profunda
(subgrupo lIb) (D — dentina; CC — cemento
celular, Eb — epitélio da bolsa) (HE, 200x no
original).

Figura 5.47

Area inter-radicular de um 2° molar
(subgrupo Ilb) apresentando uma leséo
periodontal muito grave: destruicdo do
tecido 6sseo, auséncia de insergao
conjuntiva, sequestro 6sseo (SO) de
grandes dimensdes, infiltrado inflamatério
acentuado do tecido conjuntivo e estase
vascular (v). (Eb — epitélio da bolsa; D —
dentina; CC — cemento celular; P — polpa;
* - estrutura filamentosa de origem
bacteriana) (HE, 100x no original).
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Figura 5.48

Area apical de um 2° molar (subgrupo lib).
E notéria a redugao do niimero de feixes de
colagénio do ligamento periodontal (LP) e
o aumento da densidade celular. Alguns
vasos apresentam estase (v). (CC -
cemento celular; P — polpa) (TM, 200x no
original).

Figura 5.49

Pormenor da figura 5.47 (subgrupo lIb). Os
fragmentos de tecido 6sseo necrosado
apresentam a superficie uma estrutura
filamentosa de natureza bacteriana (*). (HE,
400x no original).
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Figura 5.50

Area inter-radicular de um 2° molar
(subgrupo llb). Destaca-se a perda de
insergdo conjuntiva no tecto da furca,
traduzindo a permeabilidade da furca (F).
O epitélio da bolsa (Eb) apresenta sinais de
proliferagcao apical. Fibras interradiculares
(f) integras demarcam o infiltrado
inflamatério do tecido conjuntivo
subepitelial. O septo 6sseo interradicular
(OA) apresenta remodelagao. (D —dentina)
(HE, 100x no original).

Figura 5.51

Inumeros aglomerados bacterianos sobre a
superficie radicular da porgédo coronal de
uma bolsa periodontal profunda (subgrupo
IIb). (D — dentina) (BB, 1000x no original).
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Figura 5.52

Interior de uma bolsa periodontal
profunda (subgrupo lIb). Destaca-se
a auséncia de ligamento periodontal
entre a superficie radicular (corada
de roxo) e a superficie 6ssea (corada
de amarelo). Em ambas as super-
ficies observa-se uma estrutura
filamentosa (*) sobre a qual se
identificam algumas células e
aglomerados bacterianos. (BB, 400x
no original).

Figura 5.53

Maior ampliagao da superficie 6ssea
(OA) da figura anterior (subgrupo
Ilb). Para além da estrutura

filamentosa de natureza bacteriana -
observam-se alguns aglomerados OA
bacterianos (b). (BB, 1000x, no -
original).
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Figura 5.54

Maior ampliagdo da superficie
radicular da figura 3.50 (subgrupo
IIb). Entre a estrutura filamentosa
existente na superficie séo visiveis
pequenos aglomerados bacterianos
(b) e algumas células a superficie (*).
(BB, 1000x, no original).

da bolsa periodontal (Figs. 5.42 e 5.51), observa-se uma estrutura filamentosa
de natureza bacteriana, ja referida anteriormente, localizada tanto sobre a

superficie 6ssea como sobre o cemento radicular (Figs. 5.52, 5.53 e 5.54).
a.3.2.3. Agulha usada como cunha - Grupo lll

8 dias (subgrupo llla):

Da observagao dos cortes histoldgicos correspondentes a este subgrupo, verifica-
-se que ha uma grande semelhanca com as lesdes descritas nos cortes do
subgrupo lla, embora numa apreciagao global, aparentem ser menos extensas.
Da analise histologica efectuada, verifica-se que o sulco gengival esta
deformado pela presencga do fio de sutura, estando presente uma bolsa
periodontal pouco profunda (Fig. 5.55). O revestimento epitelial desta bolsa,
constituido pelos epitélio do sulco queratinizado e pelo epitélio juncional ndo
queratinizado, apresenta-se continuo e com algumas células inflamatérias entre
as células epiteliais (Figs. 5.56 e 5.57). Dos dois epitélios, é o epitélio juncional
que apresenta alteragbes mais marcadas. Essas alteragdes traduzem a

proliferacdo e migracdo apical da adeséao epitelial ao longo da superficie
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Figura 5.55

Lesao periodontal de um 2° molar 8
dias apos a colocagdo do fio de
sutura, usando a agulha como cunha
(subgrupo llla). A margem gengival
esta deformada e o sulco gengival
esta alargado. O epitélio juncional
apresenta sinais de proliferagao
apical, e a sua ades&o a raiz migrou
apicalmente em relagéo a JAC. O
tecido conjuntivo subepitelial
apresenta algum infiltrado
inflamatorio. (D — dentina; P — polpa;
OSE - epitélio sulcular; JE — epitélio
juncional; S — filamentos do fio de
sutura; OA — osso alveolar) (HE,
100x no original).

Figura 5.56

Revestimento epitelial da bolsa
gengival (subgrupo llla). A distingao
entre o epitélio sulcular (OSE) e o
epitélio juncional (JE) é bastante
perceptivel. O epitélio juncional
apresenta sinais de proliferagdo. A
adesao epitelial a superficie radicular
localiza-se apicalmente a juncgéao
amelo-cementaria. (D — dentina;
OGE - epitélio oral da gengiva; S —
filamentos do fio de sutura) (HE,
200x no original).
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Figura 5.57

Pormenor da transicdo entre o
epitélio sulcular (OSE) e o juncional
(JE) (subgrupo llla). A alteragéo
morfolégica do epitélio juncional,
caracterizada pelo aparecimento de
prolongamentos epiteliais, séo
consequéncia da actividade
proliferativa destas células. O epitélio
juncional apresenta infiltrado
inflamatério com predominio de
PMN. (HE, 400x no original).

Figura 5.58

Adesdo conjuntiva subepitelial
(subgrupo llla). O epitélio juncional
(JE) apresenta prolongamentos no
tecido conjuntivo subjacente. Na
lamina propria deste epitélio
observa-se um infiltrado inflamatério
sendo os PMN predominantes.
Feixes de fibras de colagénio do
tecido conjuntivo subepitelial
inserem-se no cemento acelular
(CA). (D - dentina) (HE, 400x no
original).
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radicular. No tecido conjuntivo subepitelial s&o visiveis algumas células
inflamatdrias, predominando os PMN (Figs. 5.57 e 5.58). As fibras de colagénio
da porgcdo mais coronal do ligamento periodontal, apresentam-se algo
desorganizadas pela presenga de células inflamatorias (Fig. 5.59). Mais
apicalmente, o ligamento periodontal apresenta feixes de fibras de colagénio
bem organizados (Fig. 5.60). Nessa area, a vertente periodontal do osso
alveolar apresenta algumas areas de remodelagédo 6ssea, sendo raras as
células multinucleadas (Fig. 5.60). Na proximidade do apice radicular, os tecidos
periodontais profundos, ndo apresentam altera¢des significativas (Fig. 5.61).
Observam-se alguns aglomerados de bactérias entre os filamentos do fio de
sutura e na superficie da coroa dentaria, mas nao foi possivel detectar bactérias

no interior dos tecidos periodontais (Fig. 5.62).

15 dias (subgrupo llIb):

A analise histoldgica dos cortes deste subgrupo evidencia o agravamento das
lesbes observadas aos oito dias (subgrupo llIb).

De um modo geral, é visivel uma bolsa periodontal profunda, embora nao
atinja, em nenhum caso, o tergo apical radicular (Figs. 5.63 e 5.64). Na sua
porg¢ao mais coronal, o revestimento epitelial da bolsa periodontal é constituido
pelo epitélio sulcular queratinizado (Fig. 5.64). Mais profundamente, a bolsa
periodontal é revestida pelo epitélio da bolsa, ndo queratinizado, que adere a
superficie radicular, numa localizagdo bastante apical em relagdo a jungéo
amelo-cementaria. Este epitélio apresenta inumeros prolongamentos epiteliais
e infiltrado inflamatério, onde predominam os PMN (Fig. 5.65).

O tecido conjuntivo gengival apresenta um acentuado infiltrado inflamatério,
com predominio de PMN e alguns linfécitos (Figs. 5.66 e 5.67).

O ligamento periodontal remanescente, mantém a inser¢gdo conjuntiva da
metade apical da superficie radicular, apresentando fibras de colagénio

integras. A componente celular da drea mais coronal do ligamento periodontal
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Figura 5.59

Porgdo coronal do ligamento
periodontal (LP) (subgrupo llla).
Feixes de fibras de colagénio
inserem-se no cemento acelular
(CA). Um infiltrado inflamatério esta
presente entre os feixes do ligamento
periodontal. Mais coronalmente,
observa-se uma area de reabsorgéo
radicular. (D —dentina) (HE, 400x no
original).

Figura 5.60

Porgéo mais apical do ligamento
periodontal (LP) (subgrupo llla).
Nesta area o ligamento periodontal
ndo apresenta alteragbes signifi-
cativas. Os feixes de fibras
apresentam-se homogéneos e bem
organizados, sendo rara a presenca
de células inflamatdrias. O osso
alveolar apresenta sinais de
remodelacéo éssea. (CC — cemento
celular, OA — osso alveolar) (HE,
400x no original).
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Figura 5.61

Area apical do 2° molar (subgrupo
Illa). Os tecidos periodontais ndo
apresentam alteracdes visiveis. (CC
— cemento celular; LP — ligamento
periodontal; OA — osso alveolar; P —
polpa; fo — foramen apical) (HE, 200x
no original).

Figura 5.62

Fio de sutura na bolsa gengival, 8
dias apds a sua colocagéao (subgrupo
Illa). E notéria a presenga de
inumeros aglomerados bacterianos
(B) entre os diversos filamentos que
compdem o fio de sutura (*). (OSE —
epitélio sulcular) (HE, 400x no
original).
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Figura 5.63

Lesao periodontal de um 2° molar, 15
dias ap6s a colocagdo do fio de sutura,
usando a agulha como cunha (subgrupo
IlIb). Destaca-se uma bolsa periodontal
profunda com migragao apical da
adeséo epitelial. O tecido conjuntivo
subepitelial apresenta um infiltrado
inflamatdrio acentuado. (D — dentina; OA
— 0sso alveolar; S — fio de sutura; * -
pélo em corte transversal) (HE, 100x no
original).

Figura 5.64

Bolsa periodontal profunda (subgrupo
llIb). Destaca-se a migracédo apical da
adesao epitelial e perda de insergéo
conjuntiva. O tecido conjuntivo gengival
apresenta um grande infiltrado
inflamatério. (OGE — epitélio oral da
gengiva; OSE — epitélio sulcular; Eb —
epitélio da bolsa; D — dentina; A —
artefacto; JAC - jungdo amelo-
cementaria) (HE, 100x no original).
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Figura 5.65

Area de adesao do epitélio da bolsa
(Eb) a superficie radicular (subgrupo
llIb). O epitélio apresenta sinais de
proliferagdo e algum infiltrado
inflamatério. (D — dentina; CA —
cemento acelular) (HE, 400x no
original).

Figura5.66

Tecido conjuntivo gengival (subgrupo
I1Ib). Observa-se um intenso infil-
trado inflamatério, com dissociagao
dos feixes de fibras de colagénio. A
superficie radicular apresenta areas
de reabsorgdo. (D — dentina; OA —
osso alveolar; * - pélo em corte
transversal) (HE, 200x no original).
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Figura 5.67

Tecido conjuntivo gengival e liga-
mento periodontal (LP) (subgrupo
IlIb). O infiltrado inflamatdério
concentra-se no tecido conjuntivo
supra-alveolar. A superficie do osso
alveolar (OA) apresenta-se irregular
por remodelagcdo 6ssea (D -
dentina;) (HE, 200x no original).

Figura 5.68

Porcéo do terco médio do ligamento
periodontal (LP) (subgrupo llIb). Os
feixes do ligamento periodontal séo
escassos. Observa-se ectasia
vascular. (D —dentina; CC — cemento
celular; OA - osso alveolar) (HE,
400x no original).
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Figura 5.69

Porgéo do tergo apical do ligamento
periodontal (subgrupo IlIb). Os feixes
do ligamento periodontal apresen-
tam-se bastante homogéneos e
regulares. (CC — cemento celular;
OA - osso alveolar; v - pequenos
vasos) (HE, 400x no original).

é constituida por fibroblastos e algumas células inflamatorias,
predominantemente PMN (Figs. 5.67, 5.68 e 5.69).

O osso alveolar, na sua porg¢ao coronal, apresenta sinais de reabsorgao com
algumas células multinucleadas na superficie (osteoclastos) (Fig. 5.70). Na
zona mais apical da vertente periodontal, o osso alveolar apresenta areas de
remodelagédo déssea, sendo no entanto escassas as células multinucleadas
(Fig. 5.69). Os sequestros 0sseos sao raros, tanto ao nivel da bolsa periodontal
palatina como nas les6es inter-radiculares. Ao nivel da furca, apesar de ser
notoria a perda de inser¢ao periodontal, com destrui¢cdo das fibras mais coronais
do ligamento periodontal e grande infiltrado inflamatorio, ndo se observa, em
nenhum corte, a permeabilizagcéo da furca (Figs. 5.71 € 5.72).

Na area apical, os tecidos periodontais ndo apresentam alteracgdes significativas
(Fig. 5.73).

Da avaliagao efectuada, pode-se afirmar que neste subgrupo llIb, as lesbes
observadas sao semelhantes as lesdes do subgrupo llb classificadas como

graves.
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Figura 5.70

Pormenor da crista 6ssea alveolar
(subgrupo IlIb). Uma célula
multinucleada - osteoclasto (OSC) -
localiza-se na superficie 6ssea. (HE,
400x no original).

Figura 5.71

Area da furca radicular (subgrupo
I1Ib). A porgdo mais coronal do
ligamento periodontal (LP) da furca
apresenta um infiltrado inflamatério
acentuado, dissociando os feixes
interradiculares. O septo 6sseo (OA)
apresenta areas de remodelacgéo
6ssea. (D —dentina; P — polpa) (HE,
100x no original).
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Figura 5.72

Area da furca radicular (subgrupo lllb). O
ligamento periodontal apresenta um
infiltrado inflamatorio mais acentuado na
por¢cdo mais coronal da furca. O osso
alveolar (OA) apresenta sinais de
remodelacdo 6ssea. Areas de reabsorgdo
radicular séo igualmente visiveis ao nivel
da furca. (D - dentina; CC — cemento
celular; P — polpa) (HE, 100x no original).

Figura 5.73

Area apical de um 2° molar (subgrupo llIb).
Os tecidos periodontais ndo apresentam
alteragdes visiveis. (CC — cemento celular;
LP — ligamento periodontal; OA — osso
alveolar; P — polpa) (HE, 100x no original).
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a.4. DISCUSSAO

Porqué no segundo molar superior

No modelo experimental de periodontite no rato, o local da indugao da lesao é
variavel. Alguns estudos referem a colocagédo de um fio de sutura no primeiro
molar inferior (Kindlova et al. 1981, Gyorfi et al. 1994, Shoji et al. 1995, Nociti
et al. 2000) enquanto que outros optaram pela sua coloca¢do no segundo
molar maxilar (Jordan et al. 1972, Irving et al. 1974, Sallay et al. 1982, Sanavi
et al. 1985, Abiko e Shimono 1989, Samejima et al. 1990, Bezerra et al. 2000,
Breivik ef al. 2000, de Lima et al. 2000, Alencar et al. 2002, Kuhr et al. 2004).
No presente estudo optou-se por colocar o fio de sutura em torno do segundo
molar maxilar, porque esta localizagdo demonstrou induzir grande destrui¢cao
periodontal, mais rapidamente do que na mandibula (Heijl et al. 1980),
especialmente nos espacos interdentarios (Heijl et al. 1980, Garant et al. 1983).
Acrescente-se ainda que esta localizagao proporcionava um facil acesso, tendo
em conta a realizag&o posterior de uma cirurgia periodontal. Por estas razdes,
optou-se por localizar o n6 do fio de sutura na face vestibular, de modo a que
o fio adquirisse uma posic¢ao infragengival na face palatina.

A maioria dos estudos publicados avaliaram a destruigao periodontal produzida
pelo fio de sutura nos espacos interdentarios, apds a realizagdo de cortes
histoldgicos no sentido mesio-distal da coroa dos molares. No presente estudo
avaliou-se a lesao periodontal produzida na face palatina tendo em vista a
possibilidade de realizagdo de uma cirurgia periodontal posteriormente. Por
outro lado, alguns estudos concluiram que a reabsorgéo dssea é maior na

face palatina do que na lingual (Crawford et al. 1978, Heijl et al. 1980).
Apesar de certos autores terem utilizado um fio de nylon (Bezerra et al. 2000,

de Lima et al. 2000, Alencar et al. 2002), a colocagédo de um fio de seda é a

pratica mais vezes descrita. De acordo com as observagdes por nés efectuadas,
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os multiplos filamentos que constituem o fio de seda favorecem a colonizagéo
bacteriana. De acordo com Johnson (1975), apés a colocagdo de um fio de
nylon, a migragado apical do epitélio juncional s6 ocorreu passados 63 dias,
periodo muito superior ao observado no nosso estudo. Pelo contrario, os
autores acima referenciados, que também utilizaram um fio de nylon,

observaram reabsorgao 6ssea passados trés e quatro dias.

Analise da variacao de peso

Da variacdo de peso dos animais detectada no presente estudo, pode-se
concluir que a colocacao de um fio de sutura em ambos os molares superiores
e/ou a anestesia afecta o seu peso corporal, uma vez que se verificou uma
estabilizagdo do peso inicial aos oito dias e um aumento pouco significativo
aos quinze dias. Esta variagao difere um pouco da verificada noutros trabalhos.
No estudo de Bezerra e colaboradores (2000) apés a colocagao de fios em
ambos os segundos molares superiores, houve uma diminuicdo de cerca de
20% do peso inicial no primeiro dia, o qual se manteve durante os restantes
vinte e quatro dias. Ja Koide e colaboradores (1995) verificaram que, aos sete
dias, o peso dos animais com fio tinha aumentado em relagdo ao peso inicial.
Contudo, apesar de nos animais sem fio de sutura esse aumento ter sido
bastante maior, a diferenga de peso entre os dois n&o era significativa. Durante
a segunda semana, o peso dos animais com fio aumentou bastante, sendo
esse aumento semelhante ao ocorrido nos animais sem fio. Acrescente-se
ainda que num estudo em que s6 foi colocado um fio (de Lima et al. 2000), os
ratos perderam 10% do seu peso no dia da colocagao, tendo recuperado o
seu peso inicial ao décimo quarto dia. De salientar que nesse estudo, ratos
sem qualquer tipo de tratamento aumentaram em média, cerca de 5% do peso
corporal por dia (de Lima et al. 2000). E de notar que em todos os estudos
referenciados foram utilizados ratos Wistar, machos mas de seis a oito semanas

de idade. No nosso estudo, foram utilizados ratos machos da mesma estirpe,
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mas um pouco mais velhos o que pode explicar as pequenas diferengas
verificadas.

A colocacéo do fio de sutura no 2° molar superior e/ou a anestesia geral pode
ter alterado o crescimento do animal, com maior incidéncia na primeira semana.
Certamente que a existéncia do fio nos molares, cria algum desconforto durante
a mastigagdo, mais acentuado quando estas sao colocadas bilateralmente.
Tendo em conta que a dieta era constituida por granulados sélidos, talvez

esse desconforto tenha causado alguma limitagao na alimentagédo do animal.

Resultados ao oitavo dia (subgrupo lla e llla)

Comparando a analise histolégica dos dois subgrupos, verifica-se que as lesbes
produzidas pelos dois procedimentos testados ndo sdo significativamente
diferentes. De facto, neste tempo de evolucao, as caracteristicas das lesdes
definem a constituicdo de uma bolsa periodontal pouco profunda. Assim, o
revestimento epitelial da leséo, constituido pelo epitélio sulcular queratinizado
e 0 epitélio juncional, apresenta-se continuo e a sua adesao radicular localiza-se
apicalmente a juncdo amelo-cementaria. Esta observagéo reflecte uma migragéo
apical da adesao epitelial por perda de insercao das fibras colagénicas mais
coronais. O infiltrado inflamatdrio presente no tecido conjuntivo relaciona-se com
a degradacao das fibras de colagénio gengivais e do ligamento periodontal e
com a reabsorgao 6ssea alveolar.

A classificagao da lesao periodontal como pouco profunda deve-se ao facto
da extensao da perda de insercdo e da reabsorgcdo dssea serem diminutas,
quando comparadas com as lesdes desenvolvidas ao fim de quinze dias de
evolugao, para ambos os procedimentos.

De um modo geral, estes resultados corroboram as observagdes de outros
estudos ja publicados, com o mesmo tempo de evolugdo. Sallay e
colaboradores (1982) descreveram, aos nove dias, a existéncia de inflamacao

aguda que rodeia sequestros 6sseos da margem alveolar vestibular, para além
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de reabsorcdo 6ssea osteoclastica com lacunas na face dentaria do osso
alveolar, menos frequentes em direccao apical. Na face palatina, local onde
se localizou o né, observaram reabsorg¢ao 6éssea sem no entanto identificarem
sequestros 6sseos. Este estudo permitiu verificar a existéncia de leucocitose
no sangue periférico, com aumento do nimero de células mononucleares mas
nao de polimorfonucleares. Acrescente-se que tal observagao foi confirmada
no estudo de Bezerra e colaboradores (2000).

Sanavi e colaboradores (1985) referem que, aos oito dias, um epitélio sem
solugdes de continuidade separa o fio de sutura do tecido conjuntivo,
destacando a presenca de polimorfonucleares tanto no epitélio como em torno
do fio.

No estudo de Koide e colaboradores (1995), sete dias apds a colocagéo de
um fio, o infiltrado inflamatdrio estava confinado a area subepitelial, tendo
contudo sido detectados alguns osteoclastos em lacunas de reabsorgéo 6ssea.
Sobaniec e colaboradores (2000) apresentam uma descri¢do bastante
pormenorizada da leséo produzida ao fim de sete dias de permanéncia de um
fio no primeiro molar inferior. Estes autores referem a existéncia de um
alargamento do espac¢o periodontal, infiltrado inflamatério denso com
predominio de polimorfonucleares neutréfilos e alguns linfécitos e plasmécitos.
O tecido conjuntivo gengival, para além de uma desorganizagéo dos feixes de
fibras colagénicas, apresenta sinais de edema, inUmeros vasos ectasicos e
um exsudato inflamatério rico em proteinas, particularmente fibrina. O infiltrado
inflamatdrio estende-se até a lamina dura do processo alveolar, desencadeando
a sua reabsorgao osteoclastica. No entanto, é de salientar a auséncia de
referéncia a perda de adesao e migragéo do epitélio juncional.

Também Abiko e Shimono (1989) observaram lesées com as caracteristicas
ja referenciadas, oito dias apds a colocagao de um elastico entre o primeiro e
0 segundo molares superiores: grande afastamento dos dois dentes (o espago

interdentario aumentou quatro vezes), migragao apical dos tecidos periodontais,
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um epitélio fino e distendido, marcado infiltrado inflamatério e acentuada
reabsorgcao 6ssea alveolar com abundantes osteoclastos.

Recorrendo a microradiografias, Shoji e colaboradores (1995), demonstraram
a existéncia de reabsorgdo vertical do 0sso na area interdentaria, alargamento
do espaco periodontal e envolvimento de furca e um aumento moderado de
radiotransparéncia no osso alveolar remanescente, oito dias apds a colocagao
de um elastico em torno do primeiro molar inferior.

No estudo de Samejima e colaboradores (1990) destaca-se o facto de haver
observacodes correspondentes a evolugao da lesao desde a colocagao do fio
de sutura. No primeiro dia assinala a alteracdo da forma da gengiva, com
ulceracéo epitelial, mas com manutencdo da adesédo epitelial junto a jungao
amelo-cementaria. No tecido conjuntivo gengival, adjacente a ulcera,
observava-se um infiltrado constituido por polimorfonucleares neutréfilos e
alguma desorganizagao das fibras colagénicas. Ao terceiro dia, desapareceu
a adeséo epitelial e a gengiva adere ao cemento. O osso alveolar vestibular
apresentava largas lacunas de Howship com osteoclastos. Ao quinto dia os
tecidos periodontais apresentavam um infiltrado inflamatério agudo e persistia
uma marcada reabsorgao 6ssea osteoclastica. Ao oitavo dia ja se tinha formado
uma nova adeséo epitelial, subjacente ao fio de sutura, numa posigéo apical a
juncédo amelo-cementéria. Verificou-se igualmente uma redu¢do do numero
de osteoclastos e polimorfonucleares.

Por outro lado, Gyorfi e colaboradores (1994) referem o aparecimento tardio
da resposta inflamatéria, uma vez que ao quarto dia esta nao era notdria,
estando presente de uma forma evidente, com aumento da permeabilidade
vascular e acumulagéo de células inflamatorias, células redondas e alguns
plasmdcitos, tanto ao oitavo como ao décimo quarto dia.

De igual modo, Koide e colaboradores (1995), trés dias apds a colocagao do
fio descreveram a existéncia de uma resposta inflamatéria moderada, com

predominio de polimorfonucleares neutréfilos e alguns mondcitos, e ectasia
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no tecido conjuntivo, desde a area subepitelial a crista alveolar. Neste tempo
de evolugdo referem ainda a perda de insergdo apical a jungdo amelo-
-cementaria, assim como a reabsor¢ao 6ssea da crista, tendo ai sido detectadas

algumas células com actividade fosfatase acida positiva (osteoclastos).

Resultados ao décimo quinto dia (subgrupos llb e llib)

A andlise histoldgica das lesdes produzidas pelos dois procedimentos testados
revelam que, aos quinze dias, ha algumas diferencas que importa esclarecer.
Em alguns animais, as lesGes desenvolvidas por cada procedimento
assemelham-se, caracterizando-se por bolsas periodontais profundas.
Contudo, nos outros animais a passagem da agulha pelo espago interdentario
resultou numa destruicdo dos tecidos periodontais mais acentuada,
caracterizada pela formagao de bolsas periodontais muito profundas e uma
destruicdo muito extensa das estruturas periodontais (subgrupo IIb).
Diferentes factores podem ter influenciado o evoluir da lesdo patolégica, desde
factores genéticos, bioquimicos, fisiolégicos e imunoldgicos do hospedeiro, a
flora microbiolégica associada a um determinado animal. Como no presente
estudo, ndo se repetiu 0 mesmo procedimento no mesmo animal, a influéncia
destes factores na comparacao intra-animal estdo atenuados. No entanto, a
comparacgao intra-grupo, isto é, a comparagéo entre os que desenvolveram
bolsas periodontais profundas e os que desenvolveram bolsas muito profundas,
a partir do mesmo procedimento, pode ficar a dever-se aos factores acima
referidos. Embora nos modelos animais esses factores tendam a ser
controlados, os resultados do procedimento testado reflectem sempre uma
variabilidade bioldgica inerente ao modelo, s6 parcialmente ultrapassada
quando sédo utilizados animais controlados geneticamente, ndo tendo sido o
caso neste estudo. A variabilidade subjacente ao operador deve também ser
incluida entre os factores que interferem na estandardizagao dos procedimentos

(Selvig 1994). De facto, a passagem da agulha pelo espaco interdentario
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revelou ser um procedimento de execucéo dificil e bastante traumatica, pelo
que, apesar de se ter usado a mesma metodologia, é possivel que em alguns
dos casos as manobras tenham sido mais traumaticas do que em outros. Para
além da variabilidade bioldgica, as dificuldades encontradas na estandardizagao
da colocacgao do fio de sutura podem justificar as diferengas encontradas nos
resultados do subgrupo IlIb. No grupo lll, o traumatismo mecéanico do
afastamento das coroas pela agulha foi transitério e de menor amplitude, o

que pode explicar a maior homogeneidade nos resultados.

A amplitude dos resultados observados no subgrupo IIb pode ter ficado a dever-
-se ao traumatismo mecanico de colocagao do fio, assim como a existéncia de
uma flora microbiolégica mais abundante e agressiva nos animais que
desenvolveram lesGes muito graves. SO nestes foi possivel identificar a
presenca de grandes aglomerados bacterianos, numa localizagdo bastante
profunda das bolsas periodontais. Por outro lado, pode-se encarar esta
ocorréncia de forma inversa, isto é, a existéncia de uma lesao profunda permitiu
que a proliferacao bacteriana resultasse na colonizagdo de locais mais
profundos do interior da bolsa. De facto, ambas as situagcoes devem ter ocorrido
simultaneamente. Mas, uma vez que nao foi efectuada qualquer analise
microbioldgica para identificagdo das bactérias presentes, ndo é possivel
esclarecer qual o papel da flora microbiana no desenvolvimento destas lesbes
muito graves.

Areaccéo inflamatdria apods a colocagao do fio de sutura é causada pela infecgao
microbiana, uma vez que em animais germ-free o fio ndo causa leséo periodontal
(Garant 1976, Heijl et al. 1980) e ainda, quando a colocagéo de um fio é associada
a administragao de antibiéticos, ndo ha destruigao periodontal ou esta nao é tao
acentuada (Page e Schroeder 1982, Sallay et al. 1982).

No nosso estudo foi possivel identificar a presenga de aglomerados bacterianos

na vizinhanga dos filamentos do fio, sobre a superficie radicular e, nos casos
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de bolsas periodontais muito profundas, sobre a superficie de sequestros
6sseos. Estes aglomerados bacterianos apresentaram uma estrutura
organizada, formando coldnias bacterianas, ndo tendo sido identificadas
bactérias isoladas e dispersas. Por essa razao, tais aglomerados devem ser
interpretados como resultado de uma colonizag&o bacteriana de facto, e ndo
como o resultado de uma deslocacao das bactérias existentes em torno do fio
de sutura, durante o processamento laboratorial das amostras.

Um outro ponto importante, no que respeita a presencga de bactérias nas lesdes
observadas, refere-se a auséncia de colonias bacterianas no cérion do tecido
conjuntivo, deduzindo-se assim que nao houve invasdo bacteriana, mesmo
nos casos de grande destruicdo periodontal. Alias, este facto corrobora os
resultados de diversos estudos publicados, nos quais, sob condi¢cdes
semelhantes ao presente estudo, ndo foi possivel identificar invaséo bacteriana
do tecido conjuntivo, apesar da presenca de bactérias no interior da bolsa
periodontal (Sallay et al. 1984, Sanavi et al. 1985, Samejima et al. 1990). No
entanto, em animais imuno-suprimidos a invasao bacteriana foi frequentemente
relatada (Sanavi et al. 1985, Hemmerle e Frank 1991).

Embora ndo tenhamos efectuado a identificagdo microbioldgica das bactérias
presentes, as caracteristicas morfoldgicas da estrutura flamentosa, presente
em diversas amostras, permitem caracterizar esta estrutura como colénias de
Actinomyces. De facto, as colénias desta espécie bacteriana apresentam-se
geralmente sob a forma de massas amorfas e filamentosas de bacilos, com
ramificagbes em angulos agudos, e que coram intensamente pela hematoxilina.
Esta espécie bacteriana foi identificada na flora bacteriana de ratos com doenga
periodontal espontdnea (Page e Schroeder 1982) e a sua inoculagéo
experimental produziu lesao periodontal (Crawford et al. 1978, Heijl et al. 1980,
Klausen et al. 1986). Também no homem, esta espécie bacteriana esta presente
na placa bacteriana supragengival, em casos de saude periodontal e de

patologia, tanto na gengivite como na periodontite (Samaranayake 2002).
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De uma forma geral, a analise histolégica dos resultados aos quinze dias
demonstrou uma evolugao das lesdes observadas no periodo anterior. Assim,
houve um agravamento da perda de inser¢cdo periodontal resultando na
formagao de bolsas periodontais profundas e muito profundas. As primeiras
caracterizaram-se pela presenga de uma adeséao do epitélio da bolsa ao nivel
do terco médio da superficie radicular, enquanto que nas muito profundas,
essa adesao se localizou no terco apical. O epitélio da bolsa nas lesdes pouco
profundas apresentou-se continuo mas constituido por poucas camadas celulares
e com alguns polimorfonucleares. Nas bolsas muito profundas, foi dificil a
identificagdo do epitélio da bolsa devido a existéncia de sequestros 6sseos.

O infiltrado inflamatério nas lesbes graves era em algumas areas intenso e
constituido por essencialmente por células mononucleadas, predominando
os PMN para além da presenca de alguns linfocitos, ndo tendo sido identificados
plasmécitos (Baptista e Cabrita 2001). As lesdes muito graves apresentavam
um infiltrado inflamatdrio mais denso e generalizado, tendo sido identificadas
algumas células multinucleadas. Alias, a auséncia de plasmacitos no infiltrado
inflamatério foi sublinhada em alguns estudos publicados (Garant e Cho 1979b,
Heijl et al. 1980, Ryder 1980c), sendo justificada pela curta duragédo do tempo
experimental (Page e Schroeder 1982).

Nas bolsas periodontais profundas, a por¢ao apical do ligamento periodontal,
apesar de algum infiltrado inflamatério, mantinha a sua organizacao estrutural,
ao contrario do observado nas lesdes muito graves, nas quais a quase
totalidade do espago periodontal estava ocupado por um intenso infiltrado
inflamatério. No que se refere ao osso alveolar, as lesdes periodontais
apresentavam reabsorcdo ao nivel da crista, do septo interradicular e na
vertente periodontal, sem contudo ser evidente a existéncia de permeabilidade
da furca. Pelo contrario, nas bolsas periodontais muito profundas, a reabsorg¢ao
do osso alveolar era muito extensa, resultando lesbes com permeabilidade da

furca interradicular e frequentes sequestros dsseos.
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No conjunto dos artigos consultados que efectuaram a avaliagdo as duas
semanas de evolugdo, ao contrario do por nés observado, verifica-se uma
homogeneidade das lesdes induzidas pela colocagdo do fio de sutura. E no
entanto importante destacar que em nenhum dos artigos referidos se descreve
pormenorizadamente o método pelo qual o fio foi colocado nos espagos
interproximais. Por essa razao, a comparagao dos resultados devera ser
efectuada tendo em conta as lesées produzidas e ndo os procedimentos
testados.

Assim, Sallay e colaboradores (1982), aos catorze dias, descreveram a
formacao de uma nova adesdo epitelial subjacente ao fio e uma diminuigédo da
reabsor¢cdo 6ssea, com menor numero de osteoclastos presentes, quando
comparada com a lesdo aos oito dias. Os estudos efectuados por Bezerra e
colaboradores (2000, 2002, de Lima et al. 2000) corroboram estes resultados.
Verificaram que a reabsorgao 0ssea, iniciada por volta do terceiro dia apds a
colocacgao do fio, atinge maior significado pelo sétimo dia, mantendo-se até ao
décimo primeiro, a partir do qual decresce até ao décimo quarto. Acompanhando
0 pico de reabsorcéo alveolar, verificaram igualmente a alteragdo da
constituicdo do infiltrado inflamatério, passando de um predominio de
polimorfonucleares nos trés primeiros dias para o predominio de células
mononucleadas entre o sétimo e o décimo primeiro dia. Nesse periodo
verificaram igualmente um aumento do numero de osteoclastos.

Enquanto que os estudos acima referidos parecem traduzir uma estabilizagao
na evolugéo da lesdo entre a primeira e a segunda semanas, outros estudos
demonstraram um agravamento das lesdes ao longo desse tempo. Aos catorze
dias (Koide et al. 1995) e aos dezasseis dias (Gaspersic ef al. 2003) refere-se
a continua perda de insercao periodontal e reabsorcao Ossea,
comparativamente ao periodo de observagao anterior.

Outros estudos ainda, com uma duragao superior as duas semanas,

demonstraram que a lesdo periodontal continua a progredir, no que respeita a
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perda de insergao, a alteragao das caracteristicas do infiltrado inflamatério e a
reabsorcdo 6ssea. Sobaniec e colaboradores (2000) referem que, entre o
décimo quarto e o vigésimo primeiro dia, o infiltrado inflamatério foi substituido
por células tipicas do infiltrado crénico (plasmécitos, linfocitos e macréfagos),
particularmente depois do vigésimo primeiro dia. Descrevem igualmente sinais
de alteracao degenerativa referindo a existéncia de uma massa hialina, sem
estrutura e sem células, a perda de insercdo das fibras de colagénio e
reabsorcdo 6ssea muito marcada, com zonas preenchidas por tecido de
granulagao exuberante.

As quatro semanas, Galvao e colaboradores (2003) descreveram a existéncia
de um epitélio juncional longo, abundancia de células conjuntivas e vasos
sanguineos, fibras do ligamento periodontal e supra-alveolares frouxas, crista
Ossea alveolar irregular, ligamento periodontal com grande numero de células
e presenga de lacunas de Howship no cemento.

No que se refere a reabsorg¢ao 6ssea, Kuhr e colaboradores (2004) verificaram
que esta era mais significativa durante as duas primeiras semanas,
decrescendo durante as seis semanas seguintes. Este facto certamente que
esta relacionado com a remodelagéo 6ssea fisiolégica que ocorre no rato e
que é responsavel pelo aumento da distancia da jun¢gdo amelo-cementaria a
crista alveolar com a idade. Deste modo, com o passar do tempo, o fio de
sutura afasta-se cada vez mais da crista 6ssea e a sua influéncia na reabsorgao

vai-se reduzindo.
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a.5. CONCLUSAO

Numa avaliagéo global dos resultados do protocolo A, pode-se afirmar que a
permanéncia de um fio de sutura em torno do colo do segundo molar superior,
durante oito dias, induz na face palatina, a formagao de uma bolsa periodontal
pouco profunda, independentemente do procedimento utilizado na sua
colocagado. Aos quinze dias, a lesdo agrava-se, aumentando a amplitude dos
tecidos periodontais afectados. Contudo neste periodo, o procedimento
adoptado na colocagéo do fio tem influéncia na gravidade da leséo produzida,
destacando-se uma grande variabilidade na extensao das lesdes quando se
passa toda a agulha pelo espago interdentario. Deste modo, o procedimento
mais adequado para a criagao de uma lesao periodontal passivel de ser tratada
cirurgicamente sera a colocagdo de um fio de sutura em torno do colo do
segundo molar superior, através da utilizagdo da agulha como cunha
interdentéaria, o qual deverd permanecer no sulco gengival durante duas

semanas.
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b. A INFLUENCIA DE UM DERIVADO DAS PROTEINAS DA MATRIZ DO
ESMALTE NO EPITELIO GENGIVAL - Protocolo B

De acordo com estudos in vitro e in vivo, referenciados pormenorizadamente
no Capitulo Il deste trabalho, um derivado das proteinas da matriz do esmalte
(EMD) demonstrou ter um efeito inibidor da proliferagdo das células epiteliais.
Os estudos in vivo revistos foram realizados em varios modelos animais, entre
0s quais o rato. No entanto, nenhum deles avaliou histomorfometricamente a
cicatrizacao epitelial de uma lesao periodontal experimental apés tratamento
com EMD. Saliente-se ainda o facto de serem escassos os trabalhos que
avaliam a participagdo dos diferentes componentes da técnica de aplicagéo

do EMD no processo de cicatrizagao.

b.1. Objectivo

Este segundo estudo teve como objectivo determinar a influéncia de um
derivado das proteinas da matriz do esmalte na cicatrizagdo dos tecidos
epiteliais da margem gengival de uma bolsa periodontal, assim como dos
diferentes componentes da técnica de aplicacdo desse material,
nomeadamente o condicionamento radicular por acido etileno-diamino-tetra-
acético (EDTA), o veiculo éster de propilenoglicol do acido alginico (PGA) e a

sua associacao.

b.2. Material e métodos
A lesado periodontal experimental foi desenvolvida com base nos resultados
obtidos no Protocolo A — Periodontite Experimental, anteriormente descrito.
De acordo com o tipo de tratamento a efectuar, foram criados cinco grupos
experimentais, com os seguintes procedimentos:

- no grupo IV executou-se um retalho muco-periéstico palatino nos molares

maxilares: apds uma incisao intra-sulcular palatina do 1° ao 3° molar,
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Figura 5.74

Apds descolamento do retalho
mucoperiostico, visualiza-se o fio de
sutura no colo do segundo molar
maxilar.

Figura 5.75

Removido o fio de sutura é visivel
uma leséo periodontal palatina no
segundo molar.
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Figura 5.76
Aplicagcdo de EDTA sobre a
superficie radicular.

efectuou-se um descolamento da margem gengival e da mucosa palatina,
de espessura total, de modo a expor a superficie radicular palatina do 2°
molar e osso alveolar circundante (Fig. 5.74). Removido o fio de sutura,
efectuou-se a raspagem e alisamento radicular da superficie exposta, apos
a qual se rebateu o pequeno retalho muco-periéstico, tendo-se aplicado
uma pressao ligeira para o reposicionar;

- no grupo V, apos ter sido efectuado o levantamento do retalho muco-
-periostico, a remogao do fio de sutura e o alisamento radicular (Fig.
5.75), de modo idéntico ao descrito no grupo anterior, aplicou-se uma
gota de gel de acido etileno-diamino-tetracético (EDTA) (Fig. 5.76),
sobre a superficie radicular, durante dois minutos. Em seguida lavou-
-se a area palatina com soro e reposicionou-se o retalho;

- no grupo VI, foi efectuado o levantamento do retalho muco-periéstico, a

remogao do fio de sutura e o alisamento radicular de modo idéntico ao descrito
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no grupo |V, aplicou-se uma gota de éster de propilenoglicol do acido alginico
(PGA) sobre a superficie radicular e reposicionou-se o retalho;

- no grupo VI, apés ter sido efectuado o levantamento do retalho muco-
-periéstico, a remocao do fio de sutura e o alisamento radicular de modo
semelhante ao descrito no grupo IV, aplicou-se uma gota de gel de EDTA,
durante dois minutos, lavou-se a area com soro e em seguida foi aplicada
uma gota de PGA e, por fim reposicionou-se o retalho;

- no grupo VIII, apds ter sido efectuado o levantamento do retalho muco-
-peridstico, a remocao do fio de sutura e o alisamento radicular, como
descritos no grupo 1V, aplicou-se uma gota de gel de EDTA, durante dois
minutos, lavou-se a area com soro, aplicou-se uma gota de um derivado
das proteinas da matriz do esmalte (EMD) e por fim reposicionou-se o retalho.

Os tempos e a sequéncia de aplicacdo dos diferentes materiais utilizados
cumpriram as instrugoes dadas pelo respectivo fabricante.

De modo a minimizar o nimero de animais a incluir neste protocolo, procedeu-
-se a uma distribui¢cao aleatdria pelos animais dos procedimentos a realizar,
excluindo a repeticdo de um procedimento no mesmo animal. Vinte e cinco
animais foram sacrificados ao décimo oitavo dia (subgrupos 1Va, Va, Vla, Vlla
e Vllla), outros vinte e cinco ao vigésimo terceiro dia (subgrupos 1Vb, Vb, VIb,
VIIb e VIlIb) e outros vinte e cinco ao trigésimo dia (subgrupos V¢, Vc, Vlc,
Vlic e Vllic) (Fig. 5.77) (Quadro 5.2).

dias 0 15 18 23 30
fio lesao experimental cirurgia

periodontal

Figura 5.77 — Esquema do Protocolo B
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Quadro 5.2 . Esquematizagéo dos grupos do Protocolo B — Cicatrizagéo epitelial.

GRUPO TRATAMENTO (apés 15 dias da colocagéo do fio de sutura) ~ Tempo n*
v Remocao fio, retalho muco-peridstico simples
a 3 dias 10
8 dias 10
c 15 dias 10
\'} Remogao fio, retalho muco-periéstico, EDTA (2’), soro
a 3 dias 10
8 dias 10
c 15 dias 10
VI Remogéo fio, retalho muco-periostico, PGA
a 3 dias 10
8 dias 10
c 15 dias 10
VIl Remocao fio, retalho muco-peridstico, EDTA (2'), soro, PGA
a 3 dias 10
8 dias 10
c 15 dias 10
VIl Remocao fio, retalho muco-periostico, EDTA (2'), soro, EMD
a 3 dias 10
8 dias 10
15 dias 10

*n - ndamero de dentes

Atendendo ao tamanho das estruturas em causa, a raspagem e alisamento

radiculares foram realizados com curetas Gracey Mini Five (SAS7/86, Hu-Friedy®).

No acondicionamento acido da raiz utilizou-se o acido etileno-diamino-tetra-acético

(EDTA) numa concentragdo de 24%, sob a forma de um gel neutro de CMC

(PrefGel™, Biora AB, Malmd, Sweden) (Fig. 5.78).
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A solugéo aquosa do éster de propilenoglicol do acido alginico (PGA) foi cedida
pela Biora (Biora AB, Malmg, Sweden) (Fig. 5.78).

O derivado das proteinas da matriz do esmalte (EMD) utilizado foi o
Emdogain®Gel (Biora AB, Malmd, Sweden) pertencente aos lotes EPT 036 e
EPT 037 (Fig. 5.78).

A anestesia, o posicionamento do animal, o pés-operatorio, o sacrificio dos
animais, a recolha de amostras e o processamento das amostras foram

efectuados do modo descrito no estudo anterior.

Figura 5.78
Materiais utilizados no Protocolo B.

b.2.1. Métodos de analise

b.2.1.1. Microscopia de Luz

Neste estudo, para além da coloragdo com hematoxilina-eosina (HE),
efectuou-se a coloragao por Tricromico de Masson (TM).

A avaliagao histoldgica dos cortes seriados foi realizada em microscopia de luz

simples e baseou-se numa analise descritiva dos tecidos periodontais superficiais.
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b.2.1.2. Histomorfometria

Efectuou-se a avaliagdo histomorfométrica do tecido epitelial em relagdo com
a superficie radicular, em pelo menos dois cortes de cada amostra. Os cortes
foram fotografados com a maquina Coolpix 990 (Nikon®) acoplada ao
microscopio optico de campo claro Nikon® Eclipse 600 (Nikon®, Japao), com
aumento de 100 vezes. As imagens digitais foram processadas recorrendo ao
programa SigmaScan Pro 5.0° (SPSS Science), com um zoom de 25%.

Foi determinada a area do epitélio em relagdo com a superficie radicular,
correspondendo ao conjunto do epitélio juncional com o epitélio sulcular e
ainda a maior distancia corono-apical desse tecido epitelial (Fig. 5.79). Optou-
-se por medir a area ocupada pelos dois epitélios uma vez que a sua
individualizagdo ao microscoépio de luz era subjectiva e pouco reproduzivel.
A analise estatistica dos dados foi realizada com o apoio do programa Statistica
4.0 (versdo Machintosh). Efectuou-se uma analise da variancia para um
protocolo experimental de dois factores, com medidas repetidas em um factor
(ANOVAR). Um dos factores foi constituido por quatro niveis: grupos IV
(cirurgia), grupo VI (PGA), grupo VII (EDTA + PGA) e grupo VIII (EDTA + EMD).

Figura 5.79
Exemplificacdo da area epitelial
(sombreado) e da maior altura
corono-apical (A - B) do epitélio
delimitado.
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Uma vez que ndo foi possivel efectuar a medigédo da area e da altura no grupo
V (EDTA) aos 3 dias, este grupo ndo foi considerado nesta andlise. O outro
factor foi constituido pelos tempos experimentais: trés, oito e quinze dias. As
variaveis dependentes representaram a area do epitélio medido e a altura
maxima corono-apical dessa mesma area. Foi adoptado um nivel de

significancia de 95%.

b.3. RESULTADOS

b.3.1. Aspecto macroscépico

No dia de sacrificio, os animais nao apresentavam altera¢des do habito externo
nem do comportamento que fossem reveladoras de patologia.

Nos animais sacrificados ao décimo oitavo dia (subgrupos 1Va, Va, Via, Vlla e
Vllla) verificou-se um ligeiro aumento do peso comparativamente ao peso inicial
(dia 0), embora irrelevante quando comparado com o peso ao décimo quinto
dia. Nos animais sacrificados ao vigésimo terceiro dia (subgrupos Vb, Vb,
Vib, Vb e VlIIb) houve um aumento ligeiro do peso quando comparado ao do
décimo quinto dia, ndo sendo significativo quando comparado ao peso inicial.
Nos animais sacrificados ao trigésimo dia (subgrupos IVc, Vc, Vic, Vlic e Vllic)
manteve-se uma ligeira tendéncia de aumento de peso sem, no entanto, ser
relevante quando comparada com o peso inicial.

Macroscopicamente, trés dias apds a realizagdo da cirurgia periodontal, em
todos os subgrupos a excepgao do subgrupo Va, observou-se a interposi¢éo
de uma pequena zona de tecido cicatricial entre a superficie do segundo molar
€ a margem gengival, incluindo as papilas interdentarias (Fig. 5.80). As amostras
do subgrupo Va (EDTA) apresentavam uma area erosiva da mucosa palatina
adjacente ao segundo molar, correspondendo a area de intervencgao cirurgica.

Esta area erosiva representava uma solugado de continuidade da margem
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gengival (Fig. 5.81). Em algumas amostras deste subgrupo, a eros&o estendia-
-se quase até a linha média palatina.

Oito dias apds a execucgao do retalho muco-periéstico, com a excepgao do
subgrupo Vb, a unica alteracdo a morfologia normal da margem gengival
situava-se ao nivel das papilas interdentarias palatinas, as quais nao
preenchiam totalmente o espago interdentario (Fig.5.82). No subgrupo Vb
(EDTA) observou-se uma area erosiva adjacente a face palatina do segundo
molar, embora ocupasse uma area substancialmente menor quando
comparada com o subgrupo Va (Fig. 5.83).

Quinze dias decorridos sobre a cirurgia periodontal, a excepgéo do subgrupo
Vc, a margem gengival palatina apresentava-se normal, contornando o colo
dentario do segundo molar, sem quaisquer sinais inflamatérios, nem recesséo
gengival (Fig. 5.84). Na maioria das hemi-maxilas do subgrupo Vc (EDTA), a
margem gengival apresentava-se adaptada a face palatina, sendo contudo

visivel uma area cicatricial com alguns sinais inflamatérios (Fig. 5.85).

b.3.2. Observagoes em microscopia de Luz

As imagens histoldgicas observadas demonstraram que a metodologia seguida
na preparagdo do material para estudo histoldgico, foi adequada. Porém, em
algumas laminas, foram detectados pequenos artefactos que, no entanto, néo
puseram em causa a correcta avaliacdo da area periodontal em estudo.
Para cada um dos cinco grupos, as alteragcdes histologicas dos tecidos
periodontais localizados acima da crista alveolar sdo descritas de acordo com

a sequéncia cronoldgica: subgrupo a, b e c.
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Figura 5.80

Hemimaxila do grupo VIII
(EDTA+EMD) aos 3 dias pos-
-operatoério (subgrupo Vllla), sendo
visivel uma faixa de tecido cicatricial
entre a margem gengival e a
superficie dentaria, na zona palatina
do 2° molar.

Figura 5.81

Hemimaxila do grupo V (EDTA) aos
3 dias pos-operatorio (subgrupo Va),
destacando-se uma area erosiva
adjacente a face palatina do 2°
molar.

Figura 5.82

Hemimaxila do grupo IV (cirurgia)
aos 8 dias pos-operatorio (subgrupo
IVb). A margem gengival apresenta
um aspecto normal com excepgao
das papilas interdentéarias palatinas
que ndo preenchem os espacos
interdentarios.
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Figura 5.83

Hemimaxila do grupo V (EDTA) aos
8 dias pos-operatorio (subgrupo Vb).
Observa-se uma area erosiva
adjacente a face palatina do 2°
molar.

Figura 5.84

Hemimaxila do grupo VIl
(EDTA+PGA) aos 15 dias pos-
operatorio (subgrupo Vlic), néo
sendo visivel qualquer alteragéo da
margem gengival palatina.

Figura 5.85

Hemimaxila do grupo V (EDTA) aos
15 dias pds-operatério (subgrupo Vc).
Na margem gengival palatina do 2°
molar é visivel uma area cicatricial.
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Figura 5.86

Imagem de uma zona superficial do tecido
cicatricial, trés dias apds a execugdo de um
retalho muco-periostico simples (subgrupo
IVa). Identifica-se a superficie uma zona de
necrose (N) e subjacente a esta uma zona
de intenso infiltrado inflamatério (infil). (* -
pélo em corte transversal; JAC — juncéo
amelo-cementdria; seta — transigéo entre a
superficie manipulada e a ndo manipulada)
(HE, 100x no original).

Figura 5.87

Maior ampliagdo da margem epitelial
palatina da figura 5.86 (subgrupo IVa). E
visivel uma solugéo de continuidade entre
o revestimento epitelial e a superficie
radicular (D), ocupada por uma area de
fibrina (F). (OSE - epitélio sulcular; JE —
epitélio juncional; * — corpo estranho) (HE,
400x no original).
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b.3.2.1. Retalho muco-peridstico simples - Grupo IV

3 dias (subgrupo IVa):

Os cortes histologicos deste subgrupo mostram a cicatrizagdo de um retalho
gengival muco-periostico simples, ao fim de trés dias de evolucdo. Destaca-
-se uma solugao de continuidade entre a adesao epitelial e a superficie
radicular, ocupada por uma pequena faixa de tecido cicatricial, que se prolonga
até a crista alveolar. Este tecido cicatricial € formado por duas zonas distintas:
a mais superficial caracterizada por um infiltrado inflamatério com sinais de
necrose e uma zona mais extensa ocupada por fibrina colonizada por diversas
células, entre as quais se destacam células inflamatdrias e alguns glébulos
vermelhos. A localizagdo deste tecido identifica a area do descolamento do
retalho efectuado (Figs 5.86, 5.87 e 35.88).

Para além do tecido cicatricial, verifica-se que o epitélio juncional, ndo
queratinizado e reduzido a uma pequena area, parece demonstrar uma certa
actividade proliferativa, embora ainda pouco perceptivel na maioria das laminas
(Fig. 5.87).

Devido a existéncia de uma zona ocupada por fibrina, as fibras de colagénio
supra-alveolares apresentam-se interrompidas, sem inser¢do radicular (Fig.
5.88). No tecido conjuntivo gengival e no ligamento periodontal, entre os feixes
de fibras de colagénio, observam-se pequenos vasos e células de aparéncia
inflamatdria, possivelmente derivados do processo inflamatério decorrente do
trauma cirdrgico e da leséo periodontal existente previamente (Fig. 5.89).

Na maioria das amostras, uma analise mais atenta da superficie radicular,
permite distinguir a area sujeita a raspagem e alisamento radicular, da area
ndo manipulada. Com efeito, num numero assinalavel de laminas, é possivel
identificar a transic&do entre o cemento alisado, mais coronal, e 0 cemento ndo
manipulado, mais apical, apesar de nao ter sido efectuado um entalhe radicular

durante o procedimento cirurgico. Na superficie manipulada (cemento alisado)
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Figura 5.88

Aspecto de uma area de descontinuidade
das fibras de colagénio supra-alveolares
(subgrupo 1Va) pela existéncia de uma area
de fibrina (F) povoada por abundantes
gldbulos vermelhos. (JE - epitélio juncional;
CA — cemento acelular; D — dentina; OA —
osso alveolar; LP — ligamento periodontal)
(TM, 200x no original).

Figura 5.89

Pormenor do tecido conjuntivo adjacente a

uma zona de fibrina (F), mostrando a

‘* ki \\yf:' > " desorganizag&o das fibras de colagénio,
v algumas células inflamatérias e inUmeros

_ N ‘
P Y % \‘ AR vasos sanguineos (subgrupo IVa). (HE,

W AR 400x no original).
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Figura 5.90

Pormenor da superficie radicular (subgrupo
IVa), na zona de transigéo entre o cemento
alisado e o ndo manipulado (seta). O
cemento alisado ndo apresenta insergao de
fibras de colagénio, enquanto que no
cemento ndo manipulado é visivel a
presenca de fibras colagénio que se inserem
perpendicularmente. (D — dentina; C —
cemento; F - fibrina) (HE, 400x no original).

verifica-se uma diminuigdo da espessura ou mesmo uma auséncia de cemento
acelular, o qual, quando presente, ndo mostra insergao de fibras de colagénio.
Pelo contrario, na superficie radicular que nao sofreu manipulagéo, o cemento
apresenta uma espessura que aumenta de forma gradual a medida que se
progride apicalmente. Sublinhe-se ainda que nesta porgdo de cemento
encontram-se inseridas fibras de colagénio, sem no entanto mostrarem
continuidade com as fibras do tecido conjuntivo gengival, como ja foi referido
(Figs. 5.88 e 5.90).

Trabalho experimental em modelo animal

251



Figura 5.91

Zona de cicatrizacdo da margem gengival
palatina, oito dias apds a execugédo de um
retalho muco-periostico simples (subgrupo
IVb). O epitélio juncional (JE) localiza-se
sobre a superficie radicular (D), apicalmente
a jungdo amelo-cementaria. As fibras de
colagénio supra-alveolares apresentam
uma solugao de continuidade ocupada por
fibrina (F). A superficie radicular apresenta
algumas lacunas de reabsorgcao do
cemento. (A — artefacto) (HE, 200x no
original).

Figura 5.92

Pormenor de um prolongamento do epitélio
juncional (subgrupo IVb) apresentando
algumas células em mitose (*) no estrato
basal.(HE, 1000x no original).
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8 dias (subgrupo IVb):

Neste tempo pdés-operatorio, o processo de cicatrizagdo evoluiu
significativamente. Em relagdo ao observado no periodo anterior (subgrupo
IVVa), verifica-se o restabelecimento da adeséo epitelial a superficie radicular,
numa localizagédo apical a jungdo amelo-cementaria. Com efeito, o epitélio
juncional, ndo queratinizado, adere a superficie radicular manipulada numa
extensdo diminuta e apresenta alguns prolongamentos epiteliais,
representativos da sua actividade proliferativa (Figs. 5.91, 5.92 e 5.93).
Comparativamente com o subgrupo anterior, neste tempo, o tecido cicatricial
abrange uma area mais circunscrita, ndo se observando a presenca da zona
de necrose superficial. Adjacente a superficie radicular, a faixa de fibrina
estende-se até a zona de transi¢cdo entre a superficie alisada e a nao
manipulada. Na maioria das amostras, a fibrina apresenta-se povoada por
algumas células inflamatérias, sendo ja possivel identificar alguns fibroblastos
de nucleos ovoides menos densos (Figs. 5.93 e 5.94).

Devido a persisténcia de uma zona cicatricial ao nivel do tecido conjuntivo,
as fibras de colagénio supra-alveolares apresentam-se descontinuas. Em
algumas das laminas analisadas é possivel observar, na superficie radicular,
lacunas de reabsorgdo do cemento que, por vezes, se estendem a dentina
(Fig. 5.91).

Trabalho experimental em modelo animal

253



Figura 5.93

Pormenor do epitélio juncional (JE)
(subgrupo IVb). (A — artefacto; OSE —
epitélio sulcular; F — fibrina) (HE, 400x no
original).

Figura 5.94

Imagem da zona de transicao entre a
superficie radicular manipulada e a ndo
manipulada (seta) (subgrupo 1Vb). Na
superficie manipulada é notéria uma menor
espessura do cemento radicular e a
auseéncia de insercao de fibras de colagénio.
Pelo contrario, na superficie radicular ndo
manipulada é visivel a manutengao da
insercdo de algumas fibras de colagénio no
cemento acelular (CA), numa zona ocupada
por fibrina (F). (D dentina) (HE, 400x no
original).
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15 dias (subgrupo IVc):

Aos quinze dias, a cicatrizagao dos tecidos periodontais superficiais esta
praticamente completa, ndo se observando a presenca de um tecido cicatricial
ou apresentando-se sob a forma de pequenas areas vestigiais. Do processo
de cicatrizacdo resultou uma adesao epitelial a superficie radicular numa
extensdo relativamente longa, designando-se este epitélio por juncional longo.
O limite coronal da adeséo epitelial localiza-se apicalmente a jungdo amelo-
-cementaria. Na maioria das amostras, a extensao apical da adeséo epitelial
situa-se na proximidade do limite apical da superficie radicular manipulada
(Figs 5.95, 5.96 e 5.97).

Na superficie radicular ndo se observa a presencga do tecido cicatricial, tendo
sido substituido por tecido conjuntivo e pelo epitélio juncional longo. Tanto o
tecido epitelial como o tecido conjuntivo apresentam algum infiltrado
inflamatério. Na proximidade da extensao apical da adesao epitelial observam-
-se feixes de fibras de colagénio com inser¢do no cemento ndo manipulado,
perpendiculares a superficie radicular. Estes feixes apresentam continuidade

com o tecido conjuntivo, embora de uma forma pouco organizada (Fig. 5.96).

De acordo com estas observagoes, o processo de cicatrizacdo de um retalho
muco-periostico resulta predominantemente na formagdo de uma adeséao
epitelial extensa sobre uma area radicular manipulada. Na superficie radicular
ndo manipulada, ocorreu a reparagao de algumas fibras de colagénio, cuja

insercdo nao foi afectada pela intervengao cirurgica.
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Figura 5.95

Imagem de uma zona de cicatrizagdo da
margem gengival palatina, quinze dias apds
a execugdo de um retalho muco-peridstico
simples (subgrupo IVc). Destaca-se a
presenca de epitélio juncional (JE) numa
longa extensdo da superficie radicular,
embora apresente uma espessura muito
reduzida. (D — dentina; OGE - epitélio oral
da gengiva; JAC —jungéo amelo-cementaria)
(HE, 200x no original).

Figura 5.96

Imagem de uma zona de cicatrizagdo da
margem gengival palatina (subgrupo IVc),
destacando-se a extensdo do epitélio
juncional (JE) ao longo da superficie radicular
até a insercéo de fibras de colagénio (seta).
As fibras de colagénio supra-alveolares
apresentam-se desorganizadas. (D —dentina;
JAC - jungéo amelo-cementaria; OA — 0sso
alveolar) (TM, 100x no original).
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Figura 5.97

Pormenor da extremidade apical do epitélio
juncional longo (subgrupo IVc), localizando-
-se na zona de transi¢do entre superficie
radicular manipulada e a ndo manipulada
(seta). (A —artefacto) (HE, 400x no original).
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Figura 5.98

Zona cicatricial da margem gengival
palatina, trés dias apos a execugdo
de um retalho muco-periéstico com
aplicagédo de EDTA (subgrupo Va),
mostrando uma area de eroséo
epitelial e uma zona extensa de
tecido cicatricial entre a superficie
dentaria e a mucosa palatina. (D —
dentina, LP —ligamento periodontal,
OA — osso alveolar, Ep — epitélio da
mucosa palatina, A - artefacto) (TM,
100x no original).

Figura 5.99

Pormenor da periferia de uma zona
erosiva do revestimento epitelial
palatino (subgrupo Va). Adjacente ao
epitélio (Ep) observa-se um acen-
tuado infiltrado inflamatério (infil) e,
a superficie, uma area de necrose
tecidular (N). Mais profundamente é
visivel uma area ocupada por fibrina
(F), na qual se observam algumas
células inflamatoérias. (HE, 200x no
original).
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b.3.2.2. Retalho muco-periéstico com aplicacdao de EDTA - Grupo V

3 dias (subgrupo Va)

Aos trés dias de evolugdo, evidencia-se uma area de erosdo epitelial de
dimensao relativamente grande, correspondente a zona de aplicagdo do EDTA,
ou seja a margem gengival palatina e parte da mucosa palatina do segundo
molar superior. Em algumas amostras esta area de erosdo abrange grande
parte da mucosa palatina, restando uma pequena zona de epitélio queratinizado
palatino, perto da sutura palatina. A drea de erosao circunscreve-se ao epitélio,
nao tendo sido detectada, em nenhuma das amostras, qualquer ulceracao
grave do tecido conjuntivo subepitelial com exposi¢céo de tecido 6sseo. Esta
area de eroséo apresenta, superficialmente, um tecido necrético, subjacente
ao qual se destaca um acentuado infiltrado inflamatério com predominio de
PMN (Figs. 5.98, 5.99, 5.100 e 5.101).

Na margem dentaria, no tecido conjuntivo gengival subjacente a area erosiva,
observa-se um intenso infiltrado inflamatério constituido por PMN e linfécitos.
Na zona supra-alveolar, para além deste infiltrado, identifica-se uma extensa
area ocupada por fibrina, a qual se apresenta povoada por células inflamatdrias
mononucleares e alguns glébulos vermelhos (Figs. 5.98 e 5.101).

A semelhanga do que se observou no subgrupo IVa, a superficie radicular
manipulada apresenta-se com uma espessura reduzida de cemento e auséncia
de insercao de fibras de colagénio. Apicalmente, na superficie radicular ndo
manipulada supra-alveolar, é visivel a inser¢ado de fibras de colagénio, as quais,
contudo, ndo apresentam continuidade com o tecido conjuntivo gengival. A
por¢ado mais coronal do ligamento periodontal apresenta um infiltrado

inflamatério, sendo escassos os feixes de fibras de colagénio (Fig. 5.98).
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Figura 5.100

Imagem de uma zona de cicatrizagéo
da mucosa palatina (subgrupo Va).
Destaca-se a existéncia de uma area
erosiva no revestimento epitelial (Ep)
da mucosa palatina, com exposicédo
do tecido conjuntivo, o qual apresenta
um intenso infiltrado inflamatdrio.
(Os — tecido 6sseo, Fv — fragmento
de fibra vegetal) (HE, 200x no
original).

Figura 5.101

Aspecto de uma area supra-alveolar
ocupada por tecido cicatricial
(subgrupo Va). Nesta area distin-
guem-se trés zonas: necrose (N)
superficial, um intenso infiltrado
inflamatério (infil) e, mais profun-
damente, fibrina (F) com algumas
células inflamatérias mononu-
cleadas. (OA — osso alveolar) (HE,
200x no original).
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Figura 5.102

Imagem demostrando uma extenséo
epitelial numa area de cicatrizagao,
oito dias apds a execucdo de um
retalho muco-periéstico com apli-
cacéo de EDTA (subgrupo Vb). As
células epiteliais proliferam em
direcgdo a superficie radicular, sobre
o tecido conjuntivo (tc), separando-o
da zona cicatricial constituida por um
intenso infiltrado inflamatdrio (infil).
(Ep — epitélio queratinizado da
mucosa palatina) (TM, 200x no
original).

Figura 5.103

Imagem de uma zona justa-radicular
(subgrupo Vb) mostrando células
epiteliais sobre a superficie radicular,
representativas da proliferagao
epitelial (ep). O epitélio separa o
tecido conjuntivo (ic) de um intenso
infiltrado inflamatério (infil) e necrose
(N) da zona cicatricial. (D — dentina)

| SN
(HE, 200x no original). A
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Figura 5.104

Pormenor da presenga de células
epiteliais (ep) separando um intenso
infiltrado inflamatario (infil) do tecido
conjuntivo gengival (tc) (subgrupo
Vb). (HE, 400x no original).

Figura 5.105

Aspecto da vertente palatina do
tecido 6sseo (0s) (subgrupo Vb),
adjacente a uma area ocupada por
fibrina (F) povoada por inumeras
células. A superficie 6ssea apre-
senta-se muito irregular, eviden-
ciando remodelacdo 6ssea. (HE,
200x no original).
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8 dias (subgrupo Vb)

Aos oito dias de evolugao, observa-se uma re-epitelizagado da zona erosiva,
uma vez que o revestimento epitelial se localiza mais proximo da superficie
radicular, comparativamente ao subgrupo Va. Em algumas amostras, a re-
-epitelizagdo é completa, constatando-se a presenca de células epiteliais sobre
a superficie radicular muito embora, em nenhum dos casos, se identifique
uma reconstituicdo total da adeséo epitelial (Figs 5.102 e 5.103). Nos casos
de re-epitelizacdo parcial, as células do epitélio proliferam sobre o tecido
conjuntivo e &reas de fibrina, delimitando superficialmente uma zona constituida
por um intenso infiltrado inflamatorio e necrose (Figs. 5.103 e 5.104).
Comparativamente ao periodo anterior (subgrupo Va), o tecido conjuntivo
gengival apresenta um infiltrado inflamatorio menos intenso com predominio
de PMN e linfécitos. Identifica-se ainda uma zona de tecido cicatricial entre a
superficie radicular e a crista alveolar, sendo maioritariamente composto por fibrina
povoada por inimeras células inflamatorias e alguns fibroblastos (Fig. 5.105).
A superficie da crista alveolar, tanto na vertente palatina como na vertente
periodontal, apresenta-se muito irregular, observando-se, em algumas laminas,
areas de reabsorgdo 0ssea com a presenca de células multinucleadas
compativeis morfologicamente com osteoclastos (Figs. 5.105 e 5.106).

Ao nivel da superficie radicular, as fibras de colagénio com inser¢cdo na
superficie radicular ndo manipulada mantém a descontinuidade com o tecido

conjuntivo gengival (Fig. 5.107).
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Figura 5.106

Imagem de uma zona coronal do
ligamento periodontal (subgrupo Vb),
que apresenta uma desorganizagéo
clara dos feixes de fibras de
colagénio e inumeros vasos (v)
ectasicos. Adjacente a esta area, no
osso alveolar (OA) observa-se uma
extensa area de reabsorgéo dssea,
identificando-se células multi-
nucleadas (setas). A por¢ao mais
apical do ligamento periodontal (LP)
nao mostra alteracdes significativas.
(C — cemento radicular) (TM, 200x
no original).

Figura 5.107

Aspecto de uma zona de transigao
entre a superficie radicular mani-
pulada e ndo manipulada (seta)
(subgrupo Vb). Adjacente a super-
ficie radicular manipulada, é visivel
uma area de fibrina (F) infiltrada por
células maioritariamente inflama-
torias, sendo possivel identificar
algumas células epiteliais (Ep). Na
superficie radicular ndo manipulada,
numa situagado mais apical, destaca-
-se a insercao de fibras de colagénio
(fc) no cemento acelular (CA). (tc —
tecido conjuntivo) (HE, 400x no
original).
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15 dias (subgrupo Vc)

Neste tempo pds-operatdrio observa-se a cicatrizagdo completa da margem
gengival, resultado da re-epitelizacao total da area erosiva em todas as
amostras. No revestimento da margem gengival é possivel identificar os
seguintes tipos de epitélio: o epitélio oral da gengiva, queratinizado, o epitélio
sulcular, também queratinizado, e o epitélio juncional ndo queratinizado, sendo
este Ultimo o que mostra maiores alteragdes. Efectivamente, tanto o epitélio
oral da gengiva como o epitélio sulcular, evidenciam caracteristicas
morfoldgicas que ndo se desviam muito das observadas no grupo I. Pelo
contrario, devido ao processo proliferativo, o epitélio juncional apresenta um
manifesto aumento da sua extensao apico-coronal, resultando numa maior
area de adesao epitelial a superficie radicular. Estas caracteristicas permitem
a sua designacao por epitélio juncional longo. Em todas as amostras, a
sua extremidade coronal localiza-se apicalmente a jungcdo amelo-
-cementaria, enquanto que a sua extensao apical se localiza nas
imediagbes da transi¢cédo entre o cemento manipulado e o ndo manipulado
(Figs. 5.108, 5.109, 5.110 e 5.111).

Tal como se verificou no grupo V¢, aos quinze dias de evolugéo, ndo é possivel
identificar areas de fibrina no tecido conjuntivo gengival. Contudo, este tecido
apresenta um infiltrado inflamatério, particularmente acentuado na area
subepitelial. As fibras de colagénio supra-alveolares, inseridas na superficie
radicular ndo manipulada, apresentam continuidade com o tecido conjuntivo
gengival, embora n&o apresentem uma distribuicao e orientagdo homogéneas
(Figs. 5.108 e 5.111).

Em algumas amostras, observaram-se areas de reabsorc¢do radicular

relativamente extensas (Fig. 5.110).

Da apreciagao global do processo cicatricial apés descolamento de um retalho

muco-peridstico com aplicacdo de EDTA, embora numa fase inicial se tenha

Trabalho experimental em modelo animal

265



Figura 5.108

Imagem de uma margem gengival palatina,
quinze dias apos a execuc¢ao de um retalho
muco-periodstico e aplicagdo de EDTA
(subgrupo Vc). O epitélio juncional longo
(JE) apresenta uma adeséo radicular,
localizando-se apicalmente a jungdo amelo-
-cementaria (JAC). Um infiltrado inflamatdrio
intenso destaca-se ainda na area do tecido
conjuntivo supra-alveolar. (D — dentina, LP
—ligamento periodontal, OA—osso alveolar,
OSE - epitélio sulcular, OGE - epitélio oral
da gengiva) (HE, 100x no original).

Figura 5.109

Pormenor de uma extensdo do epitélio
juncional (JE) ao longo da superficie
radicular (subgrupo Vc). Apesar da
existéncia de um artefacto técnico (A), &
possivel identificar uma estreita faixa de
células epiteliais (seta) que se localiza ao
longo da superficie radicular manipulada,
nao se identificando qualquer inser¢do de
fibras de colagénio nessa superficie. (D -
dentina; OGE - epitélio oral da gengiva)
(TM, 200x no original).
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Figura 5.110

Pormenor da extremidade apical de um
epitélio juncional longo (JE) (subgrupo Vc).
Este epitélio localiza-se numa area radicular,
apical a juncdo amelo-cementaria. Destaca-
-se uma extensa area de reabsorgao
radicular (reab). Entre as células epiteliais
sdo visiveis alguns corpos estranhos:
fragmentos de fibras vegetais (**) e um pélo
em corte transversal (*). (D — dentina) (HE,
200x no original).

Figura 5.111

Pormenor da extremidade apical do epitélio
juncional longo (JE) (subgrupo Vc). Neste
caso, o epitélio proliferou até uma area de
cemento celular (CC), para além da area
radicular manipulada (seta). No tecido
conjuntivo destaca-se a presenga de um
infiltrado inflamatério e de um corpo
estranho (*) que se localiza profundamente.
(D — dentina) (HE, 200x no original).
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Figura 5.112

Imagem de uma zona cicatricial da
margem gengival palatina, trés dias
apos a execugao de um retalho
muco-peridstico com aplicagdo de
PGA (subgrupo Vla). Observa-se
uma area ocupada por fibrina (F) e
colonizada por inumeras células
inflamatdrias. Destaca-se a extensao
do epitélio juncional (JE) sobre o
tecido conjuntivo, em direcgéo a
superficie dentaria. (OSE — epitélio
sulcular; OA — osso alveolar; D —
dentina) (HE, 200x no original).

Figura 5.113

Pormenor de uma extenséo do
epitélio juncional (JE) sobre o tecido
conjuntivo (tc) (subgrupo Vla). (F -
fibrina) (TM, 400x no original).
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verificado uma acentuada erosao epitelial, resulta o restabelecimento de uma
adesao predominantemente epitelial, ndo se observando anquilose radicular.

Em alguns casos, a reabsorc¢ao radicular revelou ser significativa.

b.3.2.3. Retalho muco-periéstico com aplicagéo de PGA - Grupo VI
A observagao dos cortes histolégicos deste grupo demonstrou que as alteragdes
observadas nos trés subgrupos s&o, de um modo geral, sobreponiveis as

descritas no grupo V.

3 dias (subgrupo Vla):

Este periodo pds-operatério mostra a fase inicial da cicatrizagdo de um retalho
muco-peridstico com aplicagao de PGA. Na maioria das amostras observa-se
a interposi¢éo de um tecido cicatricial entre o revestimento epitelial e a superficie
radicular, ndo se verificando a presenga de uma adesao epitelial. A semelhanca
do observado no subgrupo IVa, o tecido cicatricial prolonga-se até a crista
alveolar e é constituido por trés zonas distintas: a mais superficial caracterizada
por uma grande densidade celular mas com sinais de necrose, uma zona
intermédia com intenso infiltrado inflamatadrio e, mais profundamente, uma zona
ocupada por fibrina colonizada por diversas células, entre as quais se destacam
células inflamatérias e alguns globulos vermelhos. Comparativamente ao
subgrupo 1Va, o tecido cicatricial ocupa uma area mais extensa, sendo a zona
de fibrina a mais ampla.

A margem epitelial da ferida é constituida por um epitélio pavimentoso nao
queratinizado com um reduzido numero de camadas celulares, representando
uma fase precoce da cicatrizagao epitelial apés uma inciséo cirdrgica. Em
algumas laminas, é possivel identificar células epiteliais a proliferar em direcgéo
a superficie radicular (Figs. 5.112 e 5.113).

Na superficie radicular é possivel distinguir o cemento que sofreu alisamento,

daquele que nao foi manipulado, uma vez que este ultimo se localiza mais
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apicalmente, em continuidade com o cemento onde se inserem fibras de
Sharpey do ligamento periodontal. Por interposi¢éo da area ocupada por fibrina
do tecido cicatricial, as fibras de colagénio inseridas no cemento radicular ndo
manipulado apresentam uma solugéo de continuidade, ndo se prolongando
com as fibras de colagénio do tecido conjuntivo gengival. No tecido conjuntivo
gengival remanescente observam-se iniUmeras células inflamatoérias
mononucleares que derivam do processo inflamatorio associado ao trauma

cirurgico e, eventualmente também, da presenga residual de PGA (Fig. 5.114).

Figura 5.114

Aspecto de uma superficie radicular
nao manipulada, adjacente a uma
zona ocupada por fibrina (F)
povoada por inumeros glébulos
vermelhos (subgrupo Vla). Destaca-
-se a solugdo de continuidade das
fibras de colagénio (fc) com insergao
no cemento radicular (C). (D -
dentina) (HE, 400x no original).




Contribuicéo para o estudo da regeneragéo periodontal

8 dias (subgrupo Vib):

Neste subgrupo observa-se a evolugédo do processo cicatricial. Na verdade,
verifica-se o restabelecimento da adesao epitelial, por proliferagao do epitélio
juncional, o qual, para além de apresentar alguns prolongamentos epiteliais,
adere a superficie radicular numa localizag¢éo apical a jungado amelo-cementaria
(Figs. 5.115 e 5.116) .

No tecido conjuntivo subepitelial destaca-se um infiltrado inflamatério, com
predominio de células mononucleadas. Comparativamente ao periodo de
tempo anterior (subgrupo Vla), a area ocupada por fibrina é relativamente
menor, estendendo-se desde a superficie radicular, apicalmente a adesao
epitelial, até a vertente palatina do osso alveolar. Sublinhe-se ainda que se
apresenta povoada por um maior numero de fibroblastos. Devido a presenca
da area ocupada por fibrina, as fibras de colagénio com insergdo no cemento
radicular ndo manipulado ndo apresentam continuidade com o tecido conjuntivo

gengival (Fig. 5.115).

15 dias (subgrupo Vic):

Aos quinze dias de pds-operatorio, a semelhanga do que se observou no
subgrupo V¢, verifica-se uma cicatrizagao praticamente completa. Do processo
cicatricial resultou a formagéo de um epitélio juncional longo, traduzindo uma
adeséo epitelial a superficie radicular numa grande extensao apico-coronal,
sendo no entanto constituido por escassas camadas celulares. O limite apical
do epitélio situa-se nas imediagdes da transigdo entre a superficie radicular
manipulada e a ndo manipulada (Figs 5.117, 5.118 e 5.119).

O tecido conjuntivo gengival apresenta algumas areas com infiltrado
inflamatdrio, localizadas mais frequentemente junto ao epitélio juncional longo.
Na maioria dos cortes deste periodo de evolugao, ndo se observa qualquer
area de fibrina. Apicalmente ao epitélio juncional longo, é possivel detectar

fibras de colagénio inseridas numa area de cemento radicular ndo manipulado,
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Figura 5.115

Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina, oito dias apos a execugéo
de um retalho muco-periéstico com
aplicagdo de PGA (subgrupo VIb). O epitélio
juncional (JE) adere a superficie radicular,
apicalmente a jungdo amelo-cementaria
(JAC). Subjacente a este epitélio é visivel
uma area com marcado infiltrado
inflamatorio (infil) e uma faixa de fibrina (F)
que interrompem as fibras de colagénio
supra-alveolares. (OSE — epitélio sulcular;
OA - osso alveolar; D — dentina; LP —
ligamento periodontal) (HE, 100x no
original).

Figura 5.116

Pormenor da presenca de células epiteliais
ao longo da superficie radicular. (D —
dentina; A—artefacto) (HE, 400x no original).
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Figura 5.117

Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina, quinze dias apos a
execucao de um retalho muco-peridstico
com aplicagdo de PGA (subgrupo Vic). O
epitélio juncional (JE) adere a superficie
radicular numa grande extens&o, apical-
mente a jungdo amelo-cementaria (JAC).
Observa-se uma pequena area de infiltrado
inflamatorio (infil) no tecido conjuntivo
subepitelial. As fibras de colagénio
apresentam alguma homogeneidade na
area supra-alveolar. (OSE — epitélio sulcular;
OGE - epitélio oral da gengiva; OA — osso
alveolar) (HE, 100x no original).

Figura 5.118

Pormenor da adeséo do epitélio juncional (JE)
a uma superficie radicular manipulada
(subgrupo Vic). Destaca-se o reduzido
numero de camadas celulares que compdem
este epitélio. O cemento radicular (C)
apresenta-se também diminuido na sua
espessura devido a raspagem efectuada.
(D - dentina; A — artefacto) (HE, 400x no
original).
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perpendicularmente a superficie radicular. Essas fibras prolongam-se para o tecido
conjuntivo gengival, embora de uma forma heterogénea (Figs. 5.117 e 5.119).
Na superficie radicular ndo se observaram lesdes significativas de reabsorgéo

radicular.

Das observagdes efectuadas, verifica-se que a organizagéo e a constituicdo
histoldgica do processo de cicatrizagdo de um retalho muco-peridstico apos a

aplicagdo de PGA resulta na formagéo de um epitélio juncional longo.

Figura 5.119

Pormenor da extremidade apical de
um epitélio juncional longo (JE)
(subgrupo Vic). A adeséao epitelial
estende-se até uma zona em que o
cemento radicular apresenta um
aumento significativo da sua
espessura. Apicalmente ao epitélio,
observa-se a insergao de fibras de
colagénio sobre o cemento acelular
(CA), ndo manipulado. ( D —dentina)
( (HE, 400x no original).
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b.3.2.4. Retalho muco-peridéstico com aplicagdo de EDTA seguida da
aplicacédo de PGA - Grupo VIl

A avaliacdo histolégica das laminas deste grupo mostra algumas alteragdes
morfolégicas que, de um modo geral, se assemelham as observadas nos grupos
VeVl

3 dias (subgrupo Vlla):

Neste subgrupo verifica-se um processo cicatricial inicial do retalho muco-
-peridstico, destacando-se a presenca de tecido cicatricial entre o revestimento
epitelial e a superficie radicular, raz&o pela qual ndo se observa adesao epitelial.
O tecido cicatricial € formado por uma zona superficial de grande densidade
celular e necrose, subjacente a qual se observa uma area de intenso infiltrado
inflamatério e mais profundamente identifica-se uma extensa area de fibrina
povoada por células, entre as quais se distinguem glébulos vermelhos e células
inflamatérias mononucleadas. Esta area de fibrina prolonga-se até a vertente
palatina do osso alveolar, correspondendo a zona de intervengdo cirurgica
(Figs. 5.120 e 5.121).

Na grande maioria das amostras, a margem do revestimento epitelial é
constituida por um epitélio pavimentoso queratinizado. No entanto, em alguns
casos é possivel identificar a proliferagao de células epiteliais dissociando o
tecido cicatricial (Fig. 5.122). Em raras amostras observam-se lesdes erosivas
da margem epitelial, sendo contudo pouco significativas.

Devido a presenca da area de fibrina, as fibras de colagénio inseridas no
cemento ndo manipulado ndo apresentam continuidade com o tecido conjuntivo

gengival (Fig. 5.120).
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Figura 5.120

Imagem de uma zona cicatricial da
margem gengival palatina, trés dias
apoés a execugao de um retalho
muco-peridstico com aplicacdo de
EDTA seguida de PGA (subgrupo
Vlla). Destaca-se uma solugéo de
continuidade entre o revestimento
epitelial e a superficie radicular
ocupada por tecido cicatricial que se
prolonga até a superficie 6ssea
supra-alveolar. (D — dentina; OGE —
epitélio gengival oral; OSE — epitélio
sulcular; OA — osso alveolar; A -
artefacto) (HE, 100x no original).

Figura 5.121

Pormenor do tecido cicatricial
(subgrupo Vlla), identificando-se
uma zona de necrose (N), uma zona
de intenso infiltrado inflamatorio (infil)
e uma zona de fibrina (F) colonizada
maioritariamente por células infla-
matoérias mononucleares. (* - pélo
em corte transversal) (HE, 400x no
original).
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Figura 5.122

Aspecto da presencga de células
epiteliais (setas) subjacentes a um
intenso infiltrado inflamatério (infil)
(subgrupo Vlla). (HE, 400x no
original).
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8 dias (subgrupo Vlib):

Neste periodo de tempo pds-operatdrio verifica-se uma evolugéo do processo
cicatricial, sendo de destacar o restabelecimento da adeséo epitelial a superficie
radicular, resultante da proliferacao epitelial, substituindo parcialmente o tecido
cicatricial, nomeadamente a zona de necrose superficial, o intenso infiltrado
inflamatdrio e parte da area ocupada por fibrina. Quando comparada com o
subgrupo Vlla, a area de fibrina apresenta-se mais reduzida e infiltrada por
células mononucleares e alguns fibroblastos (Figs. 5.123 e 5.124).

As fibras de colagénio com inser¢cdo na superficie radicular ndo manipulada
apresentam descontinuidade com as fibras colagénicas do tecido conjuntivo
gengival, devido a presenca da area ocupada por fibrina (Fig. 5.123).

Em alguns cortes, a superficie da crista 6ssea alveolar apresenta-se muito
irregular, demonstrativa de remodelacédo 6ssea, sendo possivel observar a

presenca de osteoclastos (Figs. 5.124 e 5.125).
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Figura 5.123
Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina, oito dias apos a execugéo

g e Bx de um retalho muco-peridostico com
o . . aplicagdo de EDTA seguida de PGA
‘ / : (subgrupo VIIb). O epitélio juncional (JE)

2

estende-se ao longo da superficie radicular,

@)
2

apicalmente a jungcdo amelo-cementaria
(JAC). Destaca-se uma area de fibrina (F)
localizada entre a raiz e a superficie 6ssea
supra-alveolar, com uma descontinuidade
das fibras de colagénio. (D — dentina; OGE
— epitélio oral da gengiva; OSE — epitélio
sulcular; OA — osso alveolar) (HE, 100x no
original).
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Figura 5.124

Pormenor de um prolongamento epitelial
(ep) observado numa zona de fibrina (F)
localizada na proximidade da superficie
6ssea alveolar (OA) (subgrupo VIIb). Sobre
o tecido 6sseo destaca-se a presencga de
células multinucleadas (*), provavelmente
osteoclastos. (HE, 400x no original).

Figura 5.125

Pormenor da superficie 6ssea alveolar (OA)
demonstrando remodelagdo 6ssea numa
area adjacente a um infiltrado inflamatdrio
(infil) (subgrupo VIIb). Destacam-se varias
células multinucleadas, provavelmente
osteoclastos (*). (HE, 400x no original).
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Figura 5.126

Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina, quinze dias apos a
execugao de um retalho muco-peridstico com
aplicagcdo de EDTA seguida de PGA
(subgrupo Vlic). O epitélio juncional (JE)
estende-se ao longo de uma grande extenséo
radicular. O tecido conjuntivo justa-radicular
apresenta algum infiltrado inflamatério e uma
desorganizagéo das fibras de colagénio.
Apicalmente a adeséo epitelial, fibras de
colagénio supra-alveolares inserem-se no
cemento radicular ndo manipulado (seta) e
apresentam continuidade com o tecido
conjuntivo gengival. (OGE — epitélio oral da
gengiva; OSE — epitélio sulcular; A— artefacto;
D —dentina; OA — osso alveolar; JAC —jungéo
amelo-cementaria) (HE, 100x no original).
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15 dias (subgrupo Vlic):

Aos quinze dias de evolugao, o processo de cicatrizagcao esta praticamente
concluido, com a formagao de um epitélio juncional longo. O limite coronal
deste epitélio localiza-se apicalmente a jun¢cdo amelo-cementaria, enquanto
que o seu limite apical situa-se nas imediacdes da zona de transi¢cao entre
a superficie radicular que sofreu raspagem e a ndo manipulada (Figs. 5.126
e 5.127).

Apicalmente a adesdo do epitélio juncional longo, observa-se a insergao
perpendicular de fibras de colagénio supra-alveolares no cemento ndo
manipulado. Estas fibras, embora de um modo desordenado, mostram ter
continuidade com as fibras de colagénio do tecido conjuntivo gengival (Figs.
5.126 e 5.128).

De acordo com as observagdes descritas, € possivel afirmar que o processo
cicatricial de um retalho muco-periéstico com aplicagcdo de EDTA seguida por
PGA resulta na formagado de uma adesao predominantemente epitelial,
representada por um epitélio juncional longo. Nao se observaram imagens de

anquilose nem de reabsorg¢ao radicular significativa.
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Figura 5.127

Pormenor da extremidade apical de um
epitélio juncional longo (JE) (subgrupo Vlic)
numa area ndo manipulada da raiz.
Observa-se um elevado numero de células
inflamatorias entre as células epiteliais. (HE,
200x no original).

Figura 5.128

Pormenor da area supra-alveolar da figura
5.126 (subgrupo Vlic), destacando-se a
inclusdo de um pélo em corte transversal
(*), numa localizagdo muito profunda do
tecido conjuntivo. Numa zona mais coronal,
o tecido conjuntivo (ic) apresenta uma
grande densidade celular e desorganizagao
das fibras de colagénio, ndo estando ainda
completo o processo cicatricial. (OA — 0sso
alveolar) (HE, 400x no original).



Contribuicéo para o estudo da regeneragéo periodontal

b.3.2.5. Retalho muco-peridéstico com aplicagdo de EDTA seguida da

aplicagdo de EMD - Grupo VIl

3 dias (subgrupo Vilia)

Este subgrupo, aos trés dias de evolugdo, mostra uma fase inicial do processo
de cicatrizagdo, a semelhanga dos subgrupos com o mesmo tempo de
evolugdo, excepgao feita ao subgrupo Va. Com efeito, observa-se uma solugéo
de continuidade ocupada por um tecido cicatricial localizado entre o
revestimento epitelial e a superficie radicular, o qual se prolonga a vertente
palatina do osso alveolar. Neste tecido cicatricial diferenciam-se duas areas:
uma superficial caracterizada por um intenso infiltrado inflamatério e algumas
zonas de necrose e, subjacente a esta, uma area ocupada por fibrina povoada
por células inflamatérias mononucleares e alguns glébulos vermelhos (Figs.
5.129, 5.130 € 5.131).

A margem do revestimento epitelial &€ constituida por um epitélio pavimentoso
estratificado queratinizado. Em algumas I&minas observa-se a presenca de
células epiteliais localizadas na demarcagéo do tecido conjuntivo com a area
de intenso infiltrado inflamatério, demonstrando uma proliferagao epitelial em
direcgao a superficie radicular (Figs. 5.132, 5.133 e 5.134).

Ao nivel da superficie radicular é possivel distinguir a area da raiz sujeita a
raspagem da ndo manipulada. Enquanto que a primeira mostra uma espessura
de cemento reduzida ou mesmo ausente, sem insergéo de fibras colagénicas,
a superficie ndao manipulada apresenta cemento acelular com fibras de
colagénio nele inseridas. Contudo, estas fibras ndo exibem continuidade com
as fibras do tecido conjuntivo gengival devido a presenga de uma area de
fibrina (Figs. 5.129 e 5.135).
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Figura 5.129

Imagem de uma zona cicatricial da
margem gengival palatina, trés dias
apos a execugao de um retalho
muco-peridstico com aplicagdo de
EDTA seguida por EMD (subgrupo
Vllla). Destaca-se uma solugdo de
continuidade entre o revestimento
epitelial e a superficie dentaria,
ocupada por um tecido cicatricial.
(OGE - epitélio oral da gengiva; D —
dentina; OA — osso alveolar; pb -
placa bacteriana) (HE, 100x no
original).

Figura 5.130

Aspecto de uma zona cicatricial da
margem gengival palatina (subgrupo
Vllla). No tecido cicatricial localizado
entre o revestimento epitelial e a
superficie radicular distingue-se uma
zona superficial de intenso infiltrado
inflamatoério (infil) e mais profun-
damente uma extensa area ocupada
por fibrina (F) povoada por algumas
células, que se prolonga até a
vertente palatina do osso alveolar
(OA). (OGE - epitélio oral da
gengiva; D —dentina; LP —ligamento
periodontal) (HE, 100x no original).
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Figura 5.131

Pormenor do tecido cicatricial
localizado na area supra-alveolar
(subgrupo Vllla) onde é visivel uma
zona ocupada por fibrina (F)
colonizada por células mono-
nucleares, derivadas do processo
inflamatdrio. (OA — osso alveolar; Ep
— tecido epitelial; infil — infiltrado

inflamatorio) (HE, 200x no original).

Figura 5.132

Maior ampliagdo da margem do
revestimento epitelial palatino (Ep)
(subgrupo Vllla). Nesta zona néo ha
sinais de proliferagdo epitelial,
embora seja visivel a distingdo entre
o tecido conjuntivo gengival (Tc) e o
tecido cicatricial com um intenso
infiltrado inflamatdrio (infil) e fibrina
(F). (HE, 400x no original).
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Figura 5.133

Imagem de uma zona cicatricial da
margem gengival palatina (subgrupo
VIlla) mostrando a proliferagéo de
células epiteliais em direcgao a
superficie radicular (seta). (D —
dentina; Ep — epitélio; infil — infiltrado
inflamatodrio; F - fibrina) (TM, 200x
no original).

Figura 5.134

Pormenor da margem do reves-
timento epitelial (subgrupo Vllla),
destacando-se a presencga de
células epiteliais sob o infiltrado
inflamatdrio (infil). (OSE — epitélio
sulcular) (HE, 400x no original).
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Figura 5.135

Pormenor de uma zona de transicao
entre a superficie radicular mani-
pulada e a ndo manipulada (seta)
(subgrupo Vllla). Na porgdo mais
coronal da raiz observa-se uma
lacuna de reabsorgao radicular (*).
Adjacente a esta, a superficie
radicular apresenta uma pequena
area de cemento manipulado, onde
se verifica a existéncia de fibrina (F)
povoada predominantemente por
células inflamatérias. A superficie de
cemento ndo manipulado (CA)
mostra a insercdo de fibras de
colagénio. (D — dentina) (HE, 400x
no original).
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Figura 5.136

Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina, oito dias apds a execugéo
de um retalho muco-peridostico com
aplicagao de EDTA seguida por EMD
(subgrupo VIllIb). Neste corte histolégico,
nao se observa a presenca de adesao do
epitélio juncional (JE) a superficie radicular.
O tecido conjuntivo supra-alveolar e o
ligamento periodontal (LP) apresentam um
moderado infiltrado inflamatério. (OGE —
epitélio oral da gengiva; D — dentina; Pb —
placa bacteriana; CC — cemento celular; OA
— osso alveolar) (HE, 100x no original).

Figura 5.137

Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina (subgrupo VIIIb). Neste
caso, verifica-se a adesdo do epitélio
juncional (JE) na superficie radicular
manipulada. Apicalmente a adeséo epitelial,
destaca-se uma area justa-radicular de
colagénio com presenga rara de células. (D
—dentina; OSE — epitélio sulcular; OA — 0sso
alveolar; F —fibrina) (HE, 200x no original).
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8 dias (subgrupo Vliib)

Neste espaco de tempo pés-operatério, o processo de cicatrizacdo evolui
favoravelmente, de acordo com os padrdes descritos nos outros subgrupos
correspondentes aos oito dias. Comparativamente ao tempo experimental
anterior (subgrupo Vllla), verifica-se uma aproximagéo do revestimento epitelial
a superficie radicular, com o restabelecimento da adesao epitelial, embora
este ndo seja observado em todas as laminas (Figs. 5.136, 5.137 € 5.141). O
epitélio juncional, para além de um infiltrado inflamatdrio de intensidade variavel,
apresenta sinais de actividade proliferativa, observando-se prolongamentos
epiteliais, sendo contudo raros na superficie radicular. Com efeito, e ao contrario
do que se verifica com os outros subgrupos deste periodo pds-operatério, €
raro observar-se a extensao do epitélio juncional ao longo da superficie radicular
(Figs.5.138, 5.139 e 5.140).

Neste tempo experimental, ndo se observa a presenga de zonas de necrose
no tecido cicatricial. A area ocupada por fibrina apresenta-se mais circunscrita
e com maior numero de células, entre as quais ja é possivel identificar alguns
fibroblastos. Nessa area sdo visiveis pequenas zonas de colagénio
aparentemente ndo organizado em fibras e onde as células s&o raras. Estas
zonas localizam-se tanto na superficie radicular como no cérion em relagcao
com a zona de intervengéo cirurgica (Figs. 5.137, 5.139 e 5.141).

Ao nivel da superficie radicular ndo manipulada, as fibras de colagénio ai
inseridas ndo apresentam continuidade com as fibras do tecido conjuntivo
gengival (Figs. 5.136, 5.137 e 5.140).
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Figura 5.138

Imagem de pormenor do epitélio juncional
(subgrupo VIIIb). Para além da existéncia
de um prolongamento epitelial (*), destaca-
-se a interposi¢cdo de inumeras células
inflamatérias mononucleadas entre as
células epiteliais. (HE, 400x no original).

Figura 5.139

Imagem de pormenor de uma zona da
superficie radicular adjacente a adeséo
epitelial (subgrupo VIlIb), mostrando uma
area com predominio de colagénio nao
organizado em feixes e raros elementos
celulares (col). Esta zona n&o tem
continuidade com o tecido conjuntivo
gengival devido a presenga de uma faixa
de fibrina (F). (D — dentina; JE — epitélio
juncional) (HE, 400x no original).
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Figura 5.140

Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina (subgrupo VIlIIb). As fibras
de colagénio com inser¢do na superficie
radicular apresentam uma solugao de
continuidade com o tecido conjuntivo
gengival devido a presenca de tecido
cicatricial composto por fibrina (F). Destaca-
-se uma area justa radicular com
predominéncia de colagénio e poucas
células (*). (D —dentina; OGE — epitélio oral
da gengiva; OSE - epitélio sulcular; OA —
osso alveolar; LP — ligamento periodontal)
(TM, 100x no original).

Figura 5.141

Pormenor da zona de adeséao epitelial na
superficie radicular (subgrupo VIIIb). Para
além dos prolongamentos epiteliais (*),
destaca-se a presenca justa-radicular de
areas de colagénio (col) com escasso
numero de células. (D — dentina; JE —
epitélio juncional) (TM, 400x no original).
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Figura 5.142

Imagem de uma zona cicatricial da margem
gengival palatina, quinze dias apos a
execucdo de um retalho muco-peridstico
com aplicacdo de EDTA seguida por EMD
(subgrupo Vllic). A adesao do epitélio
juncional (JE) a superficie radicular localiza-
-se apicalmente a JAC, na superficie
radicular manipulada. O tecido conjuntivo
justa-radicular apresenta algum infiltrado
inflamatdrio. Mais apicalmente, na superficie
radicular ndo manipulada, é visivel a
insercdo perpendicular de fibras de
colagénio. (A — artefacto; seta — transigéo
entre a area radicular raspada e a nao
manipulada; OGE — epitélio oral da gengiva;
OSE - epitélio sulcular; D — dentina; LP —
ligamento periodontal; OA — osso alveolar)
(HE, 100x no original).

Figura 5.143

Pormenor de uma zona de cicatrizagéo
justa-radicular (subgrupo Vllic). A adeséo
do epitélio juncional (JE) a superficie
radicular localiza-se numa drea manipulada.
Apicalmente a adesao epitelial, a superficie
radicular manipulada ndo apresenta
insercao de fibras de colagénio, ao contrario
do que se verifica na porgdo néao
manipulada. (A — artefacto; seta — transicéo
entre a superficie radicular manipulada e a
nao manipulada; D — dentina; * - pélo em
corte transversal) (HE, 400x no original).
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15 dias (subgrupo Vllic)

Aos quinze dias de evolugéo, a cicatrizagcao dos tecidos periodontais superficiais
esta praticamente completa. Destaca-se agora a adesao do epitélio juncional
a superficie radicular, localizando-se apicalmente a JAC, mas numa extenséo
relativamente curta quando comparada aos outros subgrupos do mesmo tempo
pos-operatério. Na maioria dos cortes, a extremidade apical da adesao epitelial
localiza-se coronalmente a transi¢cao da superficie radicular manipulada para
a ndo manipulada (Figs. 5.142, 5.143 e 5.146).

Em grande parte das amostras, o tecido cicatricial esté ausente.

Na superficie radicular manipulada, apicalmente a adesao epitelial, o tecido
conjuntivo adjacente a raiz apresenta algumas fibras de colagénio que se
dispdem paralelamente a superficie. Na superficie radicular ndo manipulada,
verifica-se a presencga de fibras de colagénio com inserg¢ao perpendicular no
cemento radicular, os quais se prolongam para o tecido conjuntivo gengival,
embora ainda de uma forma desordenada (Figs. 5.143, 5.144, 5.145,5.147 e
5.148).

Em nenhuma das amostras se observou anquilose radicular, nem reabsorcéo

radicular significativa.

Da avaliagao da cicatrizacdo de um retalho muco-peridstico com aplicagao de
EDTA seguida de EMD, verifica-se que, ao contrario do observado em todos
0s outros grupos, este processo resulta na formagdo de uma adeséo epitelial

de pequena extensao e de uma adesao conjuntiva.
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Figura 5.144

Pormenor de uma zona de transi¢do entre
a superficie radicular manipulada e nao
manipulada (seta) (subgrupo Vllic). Na
porgdo manipulada, a superficie radicular
ndo apresenta cemento nem insergéao
perpendicular de fibras de colagénio. Na
porcdo nao manipulada, observa-se a
insergcdo perpendicular de fibras de
colagénio no cemento acelular (CA). (D —
dentina) (HE, 400x no original).

Figura 5.145

Pormenor de uma zona de transi¢do entre
a superficie radicular manipulada e a ndo
manipulada (subgrupo Vllic). Na porgéo
manipulada observa-se a presenca de fibras
de colagénio, que se dispdem paralela-
mente a superficie, em contraste com o que
se verifica na area nao manipulada mais
apical, onde as fibras de colagénio se
inserem perpendicularmente no cemento.
(D — dentina; CA — cemento acelular) (HE,
400x no original).
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Figura 5.146

Pormenor de uma adesao epitelial e da
insercdo conjuntiva na superficie radicular
(subgrupo Vllic). Aadeséo epitelial localiza-
-se sobre a superficie manipulada. Destaca-
-se a auséncia de inser¢do perpendicular
de fibras de colagénio na superficie
radicular. O epitélio juncional (JE)
apresenta-se deformado pela presencga da
raiz de um pélo (P). (D — dentina; JAC —
juncdo amelo-cementaria; OSE — epitélio
sulcular) (HE, 400x no original).

Figura 5.147

Pormenor de uma zona do tecido conjuntivo
supra-alveolar (subgrupo Vllic) apresen-
tando-se rico em fibras de colagénio mas
sem orientagcdo definida. Na superficie
radicular manipulada, mais coronal, as fibras
de colagénio dispdem-se paralelamente a
superficie, ndo se verificando a sua insergéo
perpendicular, ao contrario do que se verifica
na area ndo manipulada mais apical. (seta
— transigdo entre a superficie radicular
manipulada e a ndo manipulada; * - pélo
em corte transversal; D — dentina; C —
cemento; LP — ligamento periodontal; OA —
osso alveolar) (HE, 200x no original).
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Figura 5.148

Pormenor de uma zona de transicao
entre a superficie radicular e a ndo
manipulada (seta) (subgrupo Vllic).
Na superficie manipulada, zona de
auséncia de cemento radicular, as
fibras de colagénio justa-radiculares
apresentam uma orientacéo paralela
a superficie radicular. Na superficie
nao manipulada, observa-se uma
insergao perpendicular das fibras de
colagénio no cemento radicular. (D
— dentina; * - pélo em corte trans-
versal) (TM, 400x no original).
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b.3.3. Histomorfometria

Como foi descrito no “Material e Métodos”, optou-se por efectuar a medicao
da area epitelial em relagdo com a face dentaria, correspondendo ao conjunto
do epitélio sulcular e do epitélio juncional, uma vez que a linha de demarcagéo
entre os dois epitélios revelou ser subjectiva e pouco reproduzivel.

As dimensdes apresentadas referem-se a pixels, tendo-se optado por nao
efectuar a sua conversao para o sistema métrico, uma vez que o objectivo ndo
era apresentar as dimensdes reais das estruturas medidas, mas sim

estabelecer uma comparagao entre os grupos.

b.3.3.1. Andlise da area

Efectuada a analise da varidancia (ANOVAR) da area epitelial, verificam-se
diferencas significativas entre os grupos F(3,105)=4,81; p = 0,0035 e ao longo
do tempo F(2,105) = 21,51; p < 0,0001, n&o sendo significativa a interacgédo
entre estes factores F(6,105) = 1,08; p = 0,3813 (Grafico 5.1).
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De modo a poder esclarecer onde se situam essas diferencgas, efectuaram-se
comparagoes post-hoc recorrendo ao método dos minimos quadrados.

Aos trés dias, verifica-se ndo existirem diferencgas significativas quando se
comparam todas as areas entre 0s grupos.

Aos 8 dias, verifica-se que a area do grupo VIII (EDTA+EMD) é
significativamente inferior & do grupo IV (cirurgia) (p=0,025), & do grupo VI
(PGA) (p= 0,003) e a do grupo VIl (EDTA + PGA) (p=0,008). Entre os grupos
IV, VI e VII, as diferengas ndo sdo significativas.

Aos 15 dias, verifica-se que a area do grupo VI (PGA) é significativamente
superior a do grupo VIl (EDTA+PGA) (p=0,05) e a do grupo VIl (EDTA+EMD)
(p=0,053). As diferencas entre o grupo IV (cirurgia) e os grupos VI (PGA), VII
(EDTA+PGA) e VIII (EDTA+EMD) ndo séo significativas, assim como as
diferencas entre o grupo VIl (EDTA+PGA) e o grupo VIII (EDTA+EMD).

b.3.3.2. Andlise da altura

Efectuada a analise da varidncia (ANOVAR) da altura epitelial, ndo se verificam
diferengas significativas entre os grupos F(3,105) = 1,066; p = 0,366 e ao
longo do tempo F (2,105)=1,564; p = 0,21. Também n&o se verifica uma interac¢éo
significativa entre estes factores F(6,105) = 1,343; p = 0,244 (Grafico 5.2).
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b.4. DISCUSSAO

Este estudo situa-se no dmbito da regeneragao periodontal, objectivo final de
qualquer terapéutica periodontal reconstrutiva.

Porque nao conhecemos estudos in vivo testando os efeitos da aplicagéo de
EMD na regeneracao periodontal experimental no modelo rato, assim, este
estudo pode ser considerado o primeiro estudo in vivo a avaliar
histometricamente o epitélio gengival apds a aplicagédo de EMD. Os resultados
demonstram que a aplicagao de EMD resulta, aos quinze dias, na formacao
de uma adesdo epitelial pouco extensa e de uma adesdo conjuntiva
caracterizada pela presencga de fibras colagénicas dispostas paralelamente a

superficie radicular.

O teste dos tratamentos regenerativos em modelos animais é indispensavel,
uma vez que fornece um meio de analise histolégica e histométrica dos tecidos
periodontais formados durante e apds a conclusdo do processo cicatricial. E
de salientar que estes estudos ndo sédo passiveis de serem efectuados no
homem, excepto em casos isolados, visto que obrigariam a remocgéo parcial
ou total do dente e dos tecidos periodontais, o que levantaria graves problemas
éticos. Acrescente-se ainda que a avaliagdo de uma técnica regenerativa obriga
ao uso de controlos n&o tratados, o que colocaria igualmente questdes do foro
ético quando aplicados no homem. Por ultimo, o estudo de novas técnicas,
potencialmente lesivas, exigem o seu teste prévio em modelos animais (Caton
et al.1994, Wikesjo et al. 1994).

Os modelos animais mais usados no @mbito da cirurgia periodontal regenerativa
usam o cdo e os primatas ndo humanos. Estes ultimos, devido a sua
proximidade na escala filogenética com o homem, representam o modelo ideal.
No entanto, sdo animais de dificil manuseio, cuja aquisicdo e manutengéo é

extremamente onerosa.
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Devido ao seu temperamento docil e a susceptibilidade natural para a doenca
periodontal, o cdo, particularmente o beagle, tem sido um modelo muito utilizado
em periodontologia, nomeadamente em estudos sobre a progressao da doenga
periodontal, sobre a cicatrizagao tecidular e regeneracao periodontal e igualmente
na area da implantologia. A colocacdo de um fio de sutura em torno do colo dos
pré-molares, potencia a acumulagéo de placa bacteriana e acelera a progressao
da doenca periodontal. Ao fim de algumas semanas, estao criadas lesdes 6sseas
que se assemelham as lesdes periodontais avancadas no homem, com
envolvimento de furca de classe Il e 11l (Wikesj6 et al. 1991b). No entanto, devido
a diferente arquitectura e rapida remodelagdo 6sseas, algumas lesbes
experimentais no cado demonstraram uma percentagem de cicatrizagao
espontanea significativa. Por esse motivo este modelo experimental tem sido

criticado quando utilizado nos estudos de regeneragao periodontal.

Com o objectivo de testar os efeitos da terapéutica periodontal regenerativa,
devem ser criadas lesbes periodontais em animais de laboratério com as
mesmas caracteristicas que os defeitos encontrados no homem. Estes incluem
bolsas periodontais profundas, com perda éssea, horizontal ou vertical, e
superficies radiculares sem fibras de Sharpey e expostas a placa bacteriana.
De acordo com os resultados obtidos no protocolo A, a colocagao de um fio de
sutura em torno do colo do segundo molar superior, durante duas semanas,
origina o desenvolvimento de lesbdes periodontais cujas caracteristicas

principais cumprem os requisitos enumerados.

De acordo com a classificagado dos tipos de lesdes periodontais experimentais
apresentada por Caton e colaboradores (1994), pode-se considerar que o
modelo deste estudo se enquadra no modelo de les&o crénica. Reportando-se a
utilizagdo de primatas ndo humanos, Caton e colaboradores (1994),

caracterizam o modelo crénico de lesdo como sendo o resultado da colocagao
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de um meio retentor de placa na area infragengival, durante um intervalo de
tempo que, nos primatas sera de trés a seis meses. Este tempo experimental
longo é apontado como uma das principais desvantagens deste modelo crénico,
enquanto que a pouco significativa ou mesmo auséncia de regeneracao
espontanea é referida como uma grande vantagem. No que se refere ao rato,
a colocagao de um fio de sutura induz o aparecimento de lesdes periodontais
profundas ao fim de duas semanas, como foi observado no protocolo A. Por
esse facto, neste Ultimo modelo animal, o tempo de desenvolvimento das lesées
néo pode ser considerado como uma desvantagem.

No que se refere a possibilidade de, no rato, ocorrer cicatrizagao espontanea
das lesbes, os escassos estudos existentes apresentam resultados
contraditérios. No trabalho de Garnick (1977), um més apés a remogéao do fio
de sutura e do restabelecimento de uma dieta normal, metade dos animais
apresentavam um epitélio juncional longo. No entanto, com o passar do tempo,
verificaram que a extensao do epitélio juncional diminuia. Aos seis meses ndo
se observaram diferengas na extenséo do epitélio juncional entre os animais
sujeitos a colocacao do fio e os que ndo foram manipulados (Garnick et al.
1982). Ja na investigacdo de Abiko e Shimono (1989), oito semanas apds a
remocao do elastico interdentario manteve-se a presenga de um epitélio
juncional longo. No estudo de Listgarten e colaboradores (1982), o periodo de
observagdo estendeu-se até aos dose meses, tendo-se verificado que com o
decorrer do tempo, a altura do epitélio juncional foi diminuindo até ndo haver
diferencas significativas com o grupo ndo manipulado. As observagdes
efectuadas indicaram igualmente que a percentagem de adesdo conjuntiva
aumentava, em detrimento da adesao epitelial, sendo que a extremidade mais
apical do epitélio juncional se deslocou para coronal. Estes resultados reflectem
a reversibilidade da adesao epitelial. No entanto, importa salientar que no
ultimo trabalho referido, o ponto de partida é representado por tecidos

periodontais saudaveis, na medida em que nao houve a indugao prévia de
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lesdo periodontal, o que certamente determinou os resultados observados a
longo prazo.

De facto, o rato tem alguma capacidade de cicatrizar espontaneamente as
lesdes induzidas experimentalmente, pelo menos a médio prazo. No entanto,
e tendo em conta o objectivo deste nosso trabalho e os tempos experimentais
testados, consideramos que a cicatrizagao espontanea que eventualmente

possa ter ocorrido nao afectou significativamente os resultados.

O tempo relativamente curto de permanéncia do fio no sulco gengival
desencadeou, como foi verificado no protocolo A, uma reacgéo inflamatéria
de caracteristicas agudas. Apesar disso, o0 modelo utilizado ndo deve ser
confundido com um modelo de lesdo aguda. Tal como Caton e colaboradores
(1994) o descrevem, no modelo agudo a lesdo é criada cirurgicamente e, de
imediato, é tratada pela técnica em estudo. Deste modo, neste modelo a
superficie radicular ndo fica sujeita a acumulag¢do de placa bacteriana e os
tecidos que compdem o retalho ndo apresentam as alteragdes caracteristicas
da patologia periodontal. Obviamente, que no modelo agudo a cicatrizagéo
reflecte uma grande participacao de regeneragéo espontanea.

Na opinido de Wikesjo e colaboradores (1994), uma vez efectuado o tratamento
adequado da superficie radicular (remogao da placa bacteriana e do cemento
impregnado por toxinas bacterianas), as condigbes de cicatrizagao pds-cirurgica
nao dependem das condigbes prévias da raiz, justificando deste modo a utilizagéo
do modelo agudo de leséo, o qual para além de reduzir o tempo experimental,
assegura uma estandardizagédo do tamanho da leséo criada. No entanto, verifica-
-se que, de um modo geral, os modelos crénicos obtém resultados de regeneracédo
inferiores aos modelos agudos (Wikesjo et al. 1991a). Isto podera ficar a dever-
-se a constituicdo do retalho ser menos favoravel a regenera¢do, uma vez que
se encontra infiltrado por células inflamatérias, acrescida a incapacidade de realizar

um tratamento da superficie radicular totalmente eficaz.
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O tecido conjuntivo subepitelial tem um papel importante na regulagado da
proliferagdo do epitélio gengival. Na doencga periodontal, a presenga de um
infiltrado inflamatério, para além de modificar o componente celular do tecido
conjuntivo, altera a expressado de algumas integrinas e de outras moléculas
de adesao na interface epitélio-tecido conjuntivo. Estas altera¢des favorecem
a proliferagao das células epiteliais no seio do tecido conjuntivo e ao longo da
superficie radicular. Do mesmo modo, elas podem influenciar os processos de
cicatrizagao, tanto conjuntivo como epitelial (Nanci 2003).

No presente estudo optdmos pela utilizagdo de um modelo crénico de lesdo
periodontal, uma vez que se considerou importante a alteragcdo da superficie
radicular pela presenga de placa bacteriana conjuntamente com a existéncia
de um infiltrado inflamatério nos tecidos que compdem o retalho muco-

periéstico, tentando deste modo simular a situagéo clinica.

A doenga periodontal, quer no homem quer na maioria dos modelos animais,
nao é simétrica, nem as lesdes apresentam uma topografia regular. A
possibilidade de criar defeitos iguais em dentes contralaterais, permitindo assim
a avaliagédo estatistica dos dados histométricos, € uma das grandes vantagens
da experimentagao animal. No entanto, a criacdo de dois defeitos iguais
contralaterais s6 acontece quando se procede a remogao cirurgica dos tecidos
periodontais e se passa de imediato ao seu tratamento (modelo agudo). Nos
casos de doenga espontanea ou de indugao da lesao através da colocacéo de
fios de sutura (modelo crénico), as lesdes sdo assimétricas e muito irregulares
devido a variabilidade do processo patoldgico. Tendo em conta o objectivo
deste estudo, ndo se considerou indispensavel a obtencao de duas lesdes

contralaterais com a mesma dimensao.

Nos estudos de regeneragado periodontal, as lesdes criadas nos modelos

animais devem ter um tamanho suficiente, de modo a permitir a sua
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manipulagéo cirurgica e a colocagao dos dispositivos a testar. De facto, uma
das maiores dificuldades técnicas do presente estudo centrou-se na utilizagao
do rato como modelo experimental: a reduzida dimensao das estruturas dento-
-gengivais impediu, por exemplo, a execugdo da sutura do retalho na fase
final da cirurgia. No entanto, visto que o material testado se apresenta sob a
forma de gel, e a necessidade de permanéncia no local cirurgico se restringe
a alguns minutos, a auséncia de sutura no final do procedimento cirdrgico nao
parece ser determinante na obtengao de resultados crediveis. De facto, noutros
estudos em ratos, a realizagcdo de uma cirurgia periodontal ndo foi concluida
com a sutura do retalho (Listgarten et al.1982, Okuda et al. 1998).

O modelo experimental escolhido n&o seria aplicavel se o objectivo deste estudo
fosse a avaliagdo da regeneracao de todos os tecidos periodontais. Com efeito,
sabe-se que um dos factores que determinam o tipo de cicatrizacédo é a
estabilidade da ferida cirdrgica durante a fase inicial de cicatrizacdo (Wikesjo
e Nilvéus 1990). Ora, neste trabalho, devido a condicionantes do préprio modelo
experimental, essa estabilizagdo ndo estaria assegurada por diversas razoes,
nomeadamente, a auséncia de sutura no retalho, ja referida, a constante acgéo
traumatica da lingua quando o retalho é palatino e, como veremos, a auséncia
de controlo da placa bacteriana.

Sublinhe-se que este estudo restringe-se a cicatrizagéo epitelial, ndo incluindo
a investigacao dos outros componentes tecidulares da regeneragéo periodontal.

A utilizagao deste modelo foi portanto julgada adequada.

De acordo com Caton e colaboradores (1994), nos estudos de regeneragao
periodontal em modelos animais serdo necessarias raizes suficientemente
longas e largas de modo a permitir uma perda de suporte significativa (6 a 7
mm), sem comprometer a estabilidade da peca dentaria. No rato, o

estabelecimento de lesbes com as dimensdes referidas comprometeria a
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manuteng¢do do dente na arcada, dado que as raizes dos dentes molares nao
excedem alguns milimetros. De facto, durante a recolha de algumas amostras
do subgrupo llb, foram detectados casos de mobilidade dentaria vertical. De
acordo com o respectivo exame histolégico, havia uma destruigdo periodontal
tdo extensa que, qualquer manipulagao cirurgica posterior resultaria na
esfoliagao do dente afectado.

A dimenséo da leséo é igualmente importante tendo em conta as distancias
relativas que as células envolvidas no processo cicatricial ttm que percorrer
(Melcher 1976). Se as lesbes sao demasiado pequenas, pode ocorrer uma
regeneragao espontanea significativa, tanto nos locais de controlo como nos
locais de teste, comprometendo a capacidade de evidenciar as diferencas
entre os grupos e reduzindo a sensibilidade do modelo (Caton et al. 1994).
Contudo, tendo em conta o objectivo deste nosso trabalho, este facto ndo
parece ser relevante na escolha do modelo animal. Por outro lado, os resultados
observados no grupo que serviu de controlo negativo, no qual sé se efectuou
a cirurgia (Grupo V), a regeneracao espontanea ao décimo quinto dia nao foi
significativa, uma vez que a formagéo de um epitélio juncional longo sobre a

area manipulada da raiz foi o modo de cicatrizagdo mais frequente.

Nos estudos sobre terapéuticas regenerativas que incluem uma analise
histomorfométrica é fundamental conseguir identificar, apds a cicatrizagao, o
ponto mais apical da les&o original, de modo a quantificar o ganho de inser¢ao.
Para ultrapassar o facto de um defeito ndo poder ser avaliado histologicamente
antes e depois da cirurgia, um dos métodos utilizados é a criagdo de um par
de lesGes idénticas. Este método, como ja foi referido, ndo & aplicavel no
modelo utilizado. Um método alternativo refere-se a marcagcdo de um ponto
na superficie radicular, através de um pequeno entalhe, que geralmente é
colocado ao nivel da crista 6ssea. No entanto, a aplicacao deste entalhe vai

resultar em valores pré-cirurgicos sobrestimados da extensdo do processo
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patoldgico, ja que a crista éssea esta separada da zona patoldgica por fibras
dento-gengivais intactas e pelo epitélio juncional (Selvig 1994). Para excluir
esta area que, para além do mais vai essencialmente reproduzir reparagao e
nao regeneracao, pode optar-se por tomar como referéncia do ponto mais
apical do processo patoldgico a extremidade apical dos calculos infragengivais.
Contudo, esta referéncia s6 pode ser utilizada em modelos que desenvolvam
célculos dentarios (Cole et al. 1980).

No modelo utilizado, considerou-se que a colocagao de um ponto de referéncia
radicular, efectuando um entalhe radicular com uma broca esférica, seria um
procedimento demasiado iatrogénico. Apesar da broca de didmetro mais
reduzido ter 0,4 mm, ao efectuar-se um entalhe na superficie radicular poder-
-se-ia criar uma exposicao dos tecidos da polpa, devido a reduzida espessura
da parede canalar. Acrescente-se o facto da area do entalhe poder representar
uma percentagem muito elevada da area radicular exposta. Para além disso,
esse ponto de referéncia teria que ser colocado ao nivel da crista alveolar,
uma vez que nao se identificaram calculos dentarios.

Por outro lado, alguns autores (Garrett 1996) chamam a atencgéo para o facto
da realizagdo de um entalhe radicular estimular a regeneracao, por criar uma
irregularidade da superficie radicular. Isto é, quando os tecidos regenerados
se localizam exclusivamente na area dos entalhes efectuados, ndo devem ser
considerados como sendo resultantes da terapéutica testada.

No rato, embora nao tenha sido possivel realizar um entalhe, o facto de se ter
realizado uma raspagem e alisamento radicular, permitiu visualizar na maior
parte das laminas histologicas a transicdo entre a superficie radicular
manipulada e a ndo manipulada. Saliente-se que estudos previamente
publicados optaram pelo mesmo procedimento (Lisgarten et al. 1982). Tendo
em conta a avaliagdo histométrica efectuada neste estudo, a auséncia de um

entalhe radicular nao se revelou essencial.
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O periodo experimental em estudos histologicos de regeneragéo periodontal varia
desde as duas semanas até aos 3 a 6 meses, consoante o modelo animal. A
adesao do tecido conjuntivo pode ser confirmada ao fim de 2 semanas, nao
estando esse processo dependente da formagao de novo cemento radicular. Se,
no entanto, o objectivo do estudo for o de avaliar a extensdo maxima do processo
regenerativo, incluindo a formagdo de novo cemento e novo 0sso, o periodo
experimental tem de ser mais longo. No cdo, o cemento nao se forma antes das
trés semanas apos cirurgia; as 6 semanas, novo cemento e 0sso preenchem a
furca previamente permeavel (Selvig 1994). Uma vez que o rato ndo foi utilizado
como modelo no estudo da regeneragéo de todos os tecidos periodontais, ndo

ha tempos experimentais estabelecidos para a formagao de cada tipo de tecido.

Na utilizagdo de modelos animais para testar procedimentos cirdrgicos surgem
alguns problemas praticos de grande importancia. O controlo pés-operatério
da placa bacteriana no local cirurgico é fundamental para optimizar os
resultados da cicatrizagdo. Nos primatas ndo humanos, esse controlo
antibacteriano pode ser realizado recorrendo-se a antibioterapia sistémica e/
ou controlo local da placa bacteriana, quer mecénico, quer quimico. No entanto,
o comportamento deste tipo de animais obriga a que ele seja sedado de cada
vez que se efectue esse controlo local, tornando este procedimento muito
demorado (Caton et al. 1994). Nos cées, o controlo mecénico local da placa
bacteriana pode ser efectuado mais facilmente, devido a sua natureza décil.
Nos animais de pequeno porte, geralmente recorre-se a antibioterapia
sistémica. Contudo, no protocolo realizado optou-se por nédo o efectuar,
assumindo os riscos de infeccao local. Tal decisdo baseou-se no facto de
tanto o EMD, o PGA e o EDTA demonstrarem algum poder antibacteriano,
tanto in vitro ( Sculean et al. 2001a, Newman et al. 2003), como in vivo (Arweiler
et al. 2002) e ainda no facto da antibioterapia sistémica n&o ter demonstrado

influéncia nos resultados de estudos clinicos (Sculean et al. 2001b). De facto,
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embora nao tenhamos efectuado qualquer cuidado especial referente ao
controlo de placa bacteriana, ndo foi observada qualquer infecgao pds-operatéria

local que tivesse interferido com o processo cicatricial.

A variabilidade bioldgica é por vezes utilizada para explicar resultados
experimentais divergentes. Esta variabilidade pode ser devida a influéncia de
factores genéticos, bioquimicos, fisioldgicos e imunoldgicos do hospedeiro,
ou a flora microbioldgica associada a um determinado animal. Estes factores
podem actuar no seu todo ou serem mascarados por minimas diferencas na
configuragéo do defeito, manuseamento do retalho e infeccao pds-cirurgica.
Embora estes factores tendam a ser controlados nos modelos animais, os
resultados da terapéutica testada reflectem sempre uma variabilidade biolégica
inerente ao modelo, sé parcialmente ultrapassada quando sao utilizados

animais controlados geneticamente.

Grupo IV

De acordo com os resultados deste estudo, a cicatrizagdo de um retalho muco-
-periéstico ao décimo quinto dia resulta predominantemente na formacéao de
um epitélio juncional longo, responsavel pela adesao epitelial extensa sobre
uma area radicular manipulada. Na superficie radicular ndo manipulada, as
fibras de colagénio que mantiveram a sua insergéo radicular viram restabelecida
a sua continuidade para o tecido conjuntivo.

No presente estudo, o conjunto das observagdes efectuados nos trés tempos
de evolucao indicam que o epitélio juncional deriva do epitélio gengival da
extremidade da ferida cirurgica, o qual prolifera entre o infiltrado inflamatério e
o tecido conjuntivo gengival, até estabelecer contacto com a superficie dentéria,
perto da extremidade apical da superficie alisada. Seguidamente, o epitélio
migra coronalmente resultando a formag¢do de um epitélio juncional longo,

enquanto que o infiltrado inflamatdrio é eliminado. Nao parece haver evidéncia
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da formacao de nova adesao conjuntiva na superficie alisada. Na zona mais
apical, onde o cemento e as fibras nele inseridas ndo foram afectadas, a adesao
conjuntiva original é reparada.

Estes resultados corroboram as observagdes efectuadas por Listgarten e
colaboradores (1982) com um retalho muco-periéstico, sem no entanto ter
sido induzida uma lesao periodontal prévia. Dez dias apds a realizagao da
cirurgia, com raspagem e alisamento radicular, a maioria dos cortes histoldgicos
apresentava uma proliferacao epitelial numa direc¢ao apical mas sem contacto
com a superficie radicular. Contudo, algumas amostras (2 em 6) demonstravam,
ja neste tempo de evolugao, o restabelecimento de um novo epitélio juncional.
Trés semanas ap6s a cirurgia, verificou-se a presenga de um epitélio juncional
longo, aparentemente por deslocagdo coronal das células apicais que
originalmente tinham contactado com o dente perto da extremidade apical da
les&o cirurgica.

Do mesmo modo, o estudo de Abe e colaboradores (1994) demonstrou a
formacgédo de um epitélio juncional longo catorze dias apds a raspagem e
alisamento radicular. Apicalmente ao epitélio, o tecido conjuntivo apresentava
algumas fibras colagénicas dispostas paralelamente a superficie radicular.
Estudos com outros modelos experimentais obtiveram resultados semelhantes.
Depois de induzir doencga periodontal, a realizagdo de uma cirurgia de retalho
muco-peridstico, resultou na formagao de um epitélio juncional longo, tanto no
céo (Beaumont et al. 1984) como no primata ndo humano (Magnusson et
al.1983, Sculean et al. 2000b, c).

Saliente-se ainda que, no homem, a cicatrizagdo de um retalho muco-peridstico
sobre uma superficie radicular afectada por doenga periodontal resulta na
formacao de um epitélio juncional longo (Caton e Zander 1976, Listgarten e
Rosenberg 1979, Caton et al. 1980, Steiner et al. 1981, Stahl et al. 1982).

A cicatrizagao através da formagéo de um epitélio juncional longo coloca varias

questdes: sera esse epitélio um local de menor resisténcia a placa bacteriana?;
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Podera esse epitélio converter-se num epitélio juncional com as caracteristicas
originais? De acordo com Magnusson e colaboradores (1983), o epitélio
juncional longo ndo apresenta uma resisténcia a acumulagao de placa inferior
ao epitélio juncional. Saliente-se ainda que a monitorizagéo a longo prazo de
resultados clinicos demonstrou que o epitélio juncional longo mantém a sua
posi¢ao na superficie radicular, desde que seja mantido um bom controlo de
placa bacteriana (Lindhe e Nyman 1975, 1984).

Grupo V

Da aplicacao de EDTA sobre a superficie radicular, destacam-se dois pontos.
O primeiro refere-se a erosado do recobrimento epitelial da area de aplicagao
do acido na maioria das laminas histolégicas do subgrupo Va (3 dias). Tal
erosao pode ter ficado a dever-se a acgao directa do acido sobre os tecidos
periodontais ou a uma manipulagao traumatica do retalho. Neste nosso estudo,
devido ao tamanho das estruturas, a aplicagdo do gel de EDTA durante dois
minutos nao se limitou exclusivamente a superficie radicular, estendendo-se
igualmente ao retalho muco-peridstico, e talvez por isso, se tenha observado
a erosao do revestimento epitelial do retalho muco-peridstico. Contudo, diversos
estudos defendem a utilizagao de condicionadores da raiz com pH neutro por
estes nao terem demonstrado acg¢ao necrética sobre os tecidos periodontais,
ao contrario do verificado com os agentes de pH acido (Register e Burdick
1975, Bloml&f e Lindskog 1995a, Blomlof et al. 1995, Gamal e Mailhot 2003).
No entanto, estes estudos foram realizados em modelos animais de maior
porte (cdo e macaco), em que facilmente se controla a area de aplicagdo do
acido, impedindo o seu contacto com o retalho.

Por outro lado, a necrose superficial do retalho também pode ter ficado a
dever-se a manipulagao traumatica do retalho. No entanto, como a manipulagao
do retalho foi estandardizada para todos os grupos, tal facto ndo parece ser

razdo suficiente para tal observagao.
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O processo cicatricial apds descolamento de um retalho muco-periéstico com
aplicacdo de EDTA resultou no restabelecimento de uma adeséao
predominantemente epitelial com a formag&o de um epitélio juncional em toda
a extensdo da area manipulada da raiz, ndo se observando a formagao de
uma adesédo conjuntiva.

As observacgoes do presente estudo corroboram os resultados obtidos apds o
tratamento com EDTA de defeitos agudos/crénicos de furcas com envolvimento
de classe lll em primatas ndo humanos (Donos et al. 2003). Nesse estudo, a
aplicagédo de EDTA resultou em regeneragao periodontal numa extensao muito
limitada, localizando-se 0 novo cemento com a insercéo de fibras colagénicas
e 0 hovo 0sso praticamente no entalhe efectuado cinco meses antes. Apesar
de estas observacdes terem sido inUmeras vezes referidas como
demonstrativas de regeneracao periodontal, actualmente tém sido
desvalorizadas. Embora a extensdo do epitélio juncional ndo tenha sido
avaliada, na observagéo da imagem histolégica publicada é possivel identificar
a presenga de um epitélio juncional longo numa localizag&o ligeiramente coronal
ao entalhe radicular.

Estas observagdes contrariam as de outros estudos in vivo efectuados em
primatas ndo humanos. Bloml&f e colaboradores (1996) observaram, as oito
semanas, a formacao de uma adesao conjuntiva (fibras colagénicas orientadas
paralelas a superficie radicular) e de um epitélio juncional longo pouco extenso.
No entanto, esse estudo recorreu a utilizagdo de um modelo experimental de
defeito agudo, sem contaminagdo da superficie radicular por placa bacteriana,
0 que pode ter influenciado os resultados observados. Em defeitos agudo/
cronicos (bolsas infradsseas de uma parede) (Cochran et al. 2003a, b), a
aplicacéo de EDTA resultou em regeneragao periodontal, com a formagao de
novo cemento com insergéo de fibras colagénicas do ligamento periodontal e
de novo 0sso, numa posig¢ao coronal ao entalhe efectuado cinco meses antes.

Embora nao tenha sido efectuada, em ambos os estudos, qualquer avaliagao
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histométrica do epitélio juncional é possivel observar nas imagens histolégicas
publicadas, a existéncia de um epitélio juncional longo cuja extremidade apical
se aproxima da extremidade coronal do novo cemento.

O facto de, no presente estudo, se ter verificado necrose no retalho
mucoperiostico pode ter alterado o potencial regenerativo do EDTA evidenciado
nos estudos acima referidos.

Alguns autores defendem a utilizagdo EDTA, com pH neutro, no
condicionamento acido da raiz de modo a favorecer a regeneragéo periodontal.
Blomléf e colaboradores (1995a,b, 1996) salientam o facto do EDTA poder
potenciar a cicatrizagédo periodontal através da exposi¢do da matriz colagénica
da dentina, aumentando assim a capacidade de retencdo de substancias
biologicamente activas na superficie radicular. Esses autores sublinham ainda
como vantagem a aparente biocompatibilidade do EDTA, uma vez que a
inducédo de efeitos adversos é pouco significativa, comparativamente a outros
agentes condicionadores de menor pH.

A avaliacao clinica da utilizagcdo de EDTA isoladamente, para além de os
estudos publicados serem escassos, ndo apresenta diferengas significativas
nos parametros clinicos representativos de regeneracdo periodontal,
comparativamente a cirurgia periodontal (Mayfield et al. 1998, Blomlof et al.
2000) ou a utilizagéo de acido citrico (Blomlof et al. 2000). Da reviséo sistematica
da literatura publicada por Mariotti (2003) resultou a auséncia de regeneragao

periodontal nos trés estudos analisados referentes ao EDTA.

Grupo VI

Das observagdes efectuadas, verifica-se que a organizagao e a constituicao
histologica do processo de cicatrizagdo de um retalho muco-peridstico apos a
aplicagdo de PGA resulta na formagédo de um epitélio juncional longo. Alias,
estes resultados sdo muito semelhantes aos verificados no grupo IV.

Apesar da solugédo aquosa de PGA ter um pH acido de 5,5, da sua aplicacao
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nao se observaram quaisquer sinais de necrose sobre os tecidos moles
constituintes do retalho muco-periéstico. Tal facto pode ser justificado pelas
caracteristicas desta solucdo aquosa se alterarem de acordo com as condicdes
do meio. Quando em contacto com os fluidos tecidulares a viscosidade do
PGA diminui drasticamente, uma vez que a temperatura aumenta e o pH se
neutraliza, permitindo a sua difusédo pela area cirdrgica sem interferir com a
formacao do coagulo nem actuando como barreira ou mantenedor de espaco.
De facto, so foi detectada a presenca de PGA durante as quarenta e oito
horas seguintes a reimplantagdo de um molar no rato, tendo a maior parte
sido eliminada nas 24 horas iniciais (Gestrelius et al. 1997a). Estes factos
podem justificar os resultados observados neste grupo, demonstrando que o
PGA nao altera a cicatrizagao periodontal, nem exerce qualquer influéncia
sobre a proliferagdo das células epiteliais da gengiva no rato. Por outro lado,
também nao se verificou a existéncia de uma resposta inflamatéria alterada.
Estas caracteristicas validam a compatibilidade tecidular deste veiculo.

Acrescente-se o facto de nao haver, em qualquer estudo pré-clinico referente
ao EMD, um grupo de controlo negativo com a aplicagédo exclusiva de PGA,
sem previamente realizarem o condicionamento acido, ndo permitindo assim

uma comparagao com 0s Nossos resultados.

Grupo Vi

De acordo com as observagoes descritas, € possivel afirmar que, neste modelo
experimental, o processo cicatricial de um retalho muco-peridstico com aplicagao
de EDTAseguida de PGA resulta na formagédo de uma adeséo predominantemente
epitelial, representada por um epitélio juncional longo. Deste modo, observamos
uma cicatrizagdo de cariz reparativo e ndo regenerativo.

Estes resultados sobrepdem-se aos observados tanto no grupo V (EDTA) como
no grupo VI (PGA), nédo se verificando assim uma alteragdo do potencial

regenerativo quando os dois produtos sao aplicados cumulativamente. De facto,
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uma vez que nenhum dos dois produtos, quando aplicado isoladamente,
demonstrou ter capacidade de regenerar os tecidos periodontais, antevia-se
que da sua combinag&o nao resultasse qualquer efeito regenerativo.

Estas observagdes corroboram, em certa medida, os resultados obtidos no
estudo in vivo realizado num modelo experimental agudo de deiscéncia no
primata ndo humano (Hammarstrém et al. 1997). As oito semanas, a aplicagdo
de PGA apés o condicionamento acido da superficie radicular com acido citrico
ou fosférico resultou na formagao de novo cemento radicular s6 em 10% da
extensdo do defeito, localizando-se essencialmente na base do defeito, € na
auséncia de novo 0sso. Neste artigo, a Unica referéncia ao modo de cicatrizagéo
dos tecidos epiteliais deste grupo encontra-se na discussao e é caracterizada
como uma migragao apical do epitélio. E de salientar que este estudo apresenta
diferencgas significativas comparativamente ao modelo experimental do nosso
estudo. Assim, para além de se tratar de animais de grande porte, o tempo
experimental foi substancialmente mais longo, ndo sendo apresentados
resultados intercalares. Acrescente-se o facto do condicionamento acido da
raiz ter sido realizado com solu¢des de acidos de pH baixo.

Para além do estudo referido anteriormente, ndo se encontram publicadas
outras avaliagbes histolégicas do tratamento de lesdes experimentais com
EDTA e PGA, tanto em modelos experimentais como no homem. Devido a
esse facto, vamos nesta discussao extrapolar para os resultados referentes a
estudos clinicos.

Dos artigos clinicos por nés revistos, trés deles incluiam, como grupo de
controlo, o tratamento dos defeitos infradsseos com o condicionamento acido
da raiz (com EDTA ou com acido fosférico) seguido da aplicagdo de PGA (Heijl
et al. 1997, Pontoriero et al. 1999, Okuda et al. 2000). Comparativamente ao
EMD, o PGA demonstrou sempre resultados clinicos inferiores, com uma
diferenca estatisticamente significativa, tanto na diminuicdo da PD como no

ganho de CAL. Relativamente ao preenchimento 6sseo do defeito, o PGA
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demonstrou uma perda continua de 0sso aos doze meses e uma auséncia de
formacgao de novo 0sso aos trinta e seis meses.

Estes resultados clinicos podem reflectir tanto a formacdo de um epitélio
juncional longo ou uma adesdo conjuntiva, mas nunca serao sinébnimo de uma
regeneracgao ad integrum dos defeitos periodontais, uma vez que o ganho de
CAL nao corresponde a perda de insergcdo ocorrida durante o processo
patolégico (s6 um tergo é recuperado nos grupos de EMD). Acrescente-se
ainda que a profundidade de sondagem final n&o se inclui no intervalo de
valores de profundidade do sulco gengival assumidos como normais. E também

de destacar a auséncia de formagao de novo osso.

Grupo VIl

Da avaliagao da cicatrizacdo de um retalho muco-peridstico com aplicagao de
EDTA seguida de EMD, verifica-se que, ao contrario do observado em todos
0s outros grupos, este processo resultou na formagao de uma adesao conjuntiva
e de uma adesao epitelial de pequena extensao.

Aos quinze dias de cicatrizagao, na area ndo manipulada, estabeleceu-se uma
adeséo conjuntiva observando-se fibras de colagénio dispostas paralelamente
a superficie e auséncia de formacao de novo cemento. Uma vez estabelecida
uma adesao conjuntiva, ela certamente que assume uma forma irreversivel,
isto é, ndo sera substituida por adesao epitelial no normal decorrer do processo
cicatricial. Estas observagbes parecem corresponder a primeira fase da
formacgao do cemento, na cicatrizacao de furcas de classe Ill em caes, depois
do seu tratamento por GTR (Araujo et al. 1997). Nesse estudo experimental, a
formacao de cemento iniciou-se as duas semanas de cicatrizagdo, estando
descritas trés fases. Durante a primeira fase, observou-se a organizagéo das
fibras de colagénio adjacentes e perpendiculares a superficie radicular. Numa
segunda fase, verificou-se o agrupamento das fibras de colagénio e a deposicao

da matriz. Por ultimo, verificou-se a adicdo de células e fibras de colagénio
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organizadas paralelamente a superficie radicular. De facto, apesar de o rato
apresentar um metabolismo relativamente rapido, aos quinze dias de
cicatrizagao n&o seria de prever a observagao de novo cemento ja mineralizado.
Para nos certificarmos da formagdo de novo cemento o tempo experimental
deveria ser mais prolongado. No cao, este facto so foi observado as oito semanas.
No entanto, relembramos que o objectivo deste nosso trabalho nao foi a avaliagao
da cicatrizagéo dos tecidos mineralizados, mas sim do tecido epitelial.

Um dos objectivos das técnicas de regeneracdo periodontal é prevenir a
proliferacdo das células epiteliais ao longo da raiz. Como foi demonstrado
nos estudos in vitro referidos pormenorizadamente no Capitulo Il deste
trabalho, o EMD n&o estimula a proliferagao de células epiteliais (Gestrelius
et al. 1997a, Okuda et al. 2000, Lyngstadaas et al. 2001), evidenciando um
efeito citostatico (Kawase et al. 2000, 2001). Acrescente-se ainda que a
expressdo gendmica do factor de crescimento dos queratindcitos (KGF)
demonstrou estar downregulated ap6s a exposicado de fibroblastos do
ligamento periodontal ao EMD (Parkar e Tonetti 2004 ), nao favorecendo deste
modo, a proliferagao epitelial.

De acordo com os resultados deste nosso estudo in vivo, o EMD inibe a
proliferagao das células epiteliais na fase inicial da cicatrizagao, confirmando
os resultados de um trabalho preliminar por nés efectuado (Baptista e Cabrita
2002). O tratamento estatistico da quantificagdo histométrica efectuada
confirmou os resultados dos estudos in vitro, uma vez que aos oito dias a area
do epitélio do grupo EMD era significativamente inferior comparativamente
aos outros grupos. Aos quinze dias, essa diferenca deixou de ser significativa,
apesar de apresentar um menor valor médio. No que respeita a quantificagao
da altura epitelial, o grupo EMD apresentou sempre valores inferiores, embora
ndo estatisticamente diferentes dos outros tratamentos.

Este modelo experimental, devido ao tamanho reduzido das coroas dentérias,

nao permitiu a obtengao de cortes histolégicos em numero suficiente de modo a
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serem efectuadas técnicas de imunohistoquimica, as quais ajudariam a esclarecer
0s processos celulares implicados na inibicao da proliferagao epitelial.

O unico estudo com quantificagao histomorfométrica do epitélio juncional apés a
aplicagédo de EMD foi realizado em defeitos infra-6sseos agudos/cronicos em
caes (Sallum et al. 2004). Neste estudo, aos quatro meses, ndo se verificaram
diferencas estatisticamente significativas na extenséo do epitélio juncional entre
os diversos grupos (EMD, GTR, EMD+GTR e OFD). No entanto, da combinagéo
de tratamentos (EMD+GTR) resultou um epitélio juncional que, em média, tinha
cerca de metade da extensado do resultante da cirurgia de retalho simples. Os
grupos de GTR e de EMD obtiveram valores médios de epitélio juncional muito
semelhantes. Para além do facto de ter sido efectuado num modelo experimental
diferente e uma vez que estes resultados se reportam a uma fase tardia da
cicatrizagao, nao se justifica a sua comparagao com o nosso estudo.

Em alguns estudos animais (Hammarstrom et al. 1997, Cochran et al. 2003b)
refere-se que, apods a aplicagéo de EMD, a extensdo apical do epitélio juncional
ao longo da raiz era muito limitada, comparativamente aos grupos de controlo.
E de salientar que na maioria dos estudos (Araujo e Lindhe 1998, Sculean et
al. 1998, 2000c, Donos et al. 2003) s6 foi avaliada a formagao de novo cemento
e de novo 0sso, nao havendo qualquer referéncia a localizagdo ou extensao
do epitélio juncional apés a cicatrizagao do defeito.

Nos estudos com avaliagdo histologica do tratamento de lesdes periodontais
com EMD no homem, sao raras as referéncias ao comportamento do tecido
epitelial na cicatrizacdo dessas lesdes. No entanto, e fazendo um resumo
sumario dos casos publicados (Tabela 3.6, Capitulo Ill), verifica-se que, aos
seis meses, dos vinte e dois defeitos tratados, sete cicatrizaram com a formagao
de um epitélio juncional longo, seis apresentaram a formag&o de novo cemento
com insergéao de fibras de colagénio mas sem formacgao de novo 0sso € nove
cicatrizaram segundo os parametros histolégicos da regeneragéo periodontal,

com formacgdo de novo cemento, novo ligamento periodontal e novo osso.
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Com base nestas observacdes, em cerca de um terco dos casos houve
proliferacdo das células epiteliais ao longo da superficie radicular apos a
aplicagdo de EMD. Estes resultados divergentes reflectem, entre outros

factores, a variabilidade biolégica da cicatrizagdo no homem.

Histomorfometria

A quantificagdo histomorfométrica confirmou a analise histologica. A analise
estatistica efectuada comprovou que, aos oito dias, a area epitelial (epitélio
sulcular e epitélio juncional) no grupo EMD era significativamente inferior aos
outros grupos testados, nomeadamente ao controlo negativo (cirurgia de retalho
simples) e aos controlos positivos (aplicagdo do veiculo (PGA) isoladamente
e aplicagdo de um condicionador acido (EDTA) seguida pelo veiculo). Aos
quinze dias, apesar do grupo teste apresentar um menor valor médio da area
epitelial, a diferenca deixou de ser significativa em relagdo aos outros grupos.
No que se refere a quantificagdo da altura epitelial, o grupo EMD demonstrou
uma menor extensao nos trés tempos experimentais, embora a diferenga com

0s outros grupos avaliados n&o fosse estatisticamente significativa.

b.5. CONCLUSOES

Embora o rato ndo seja um dos modelos animais mais frequentemente
utilizados nos estudos sobre terapéuticas regenerativas periodontais, a escolha
deste modelo experimental proporcionou uma boa analise do material
regenerativo testado, permitindo uma utilizagao racional do niumero de animais,
o estabelecimento de grupos com diferentes tempos experimentais, de acordo
com o objectivo do presente estudo.

Como conclusao pode afirmar-se que a aplicacao de um derivado das proteinas

da matriz do esmalte, neste modelo experimental, inibiu a proliferagao do epitélio
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gengival ao longo da superficie radicular, na fase inicial da cicatrizagéo. Esse
efeito inibitério ndo decorre dos componentes da sua técnica de aplicagao,
uma vez que resultaram na formagéo de um epitélio juncional longo. A analise
histoldgica foi comprovada pela quantificagdo histomorfométrica.

Este estudo in vivo confirma que a inibigao da proliferagao epitelial numa fase
inicial do processo de cicatrizagdo € um dos processos pelo qual o derivado

das proteinas da matriz do esmalte induz regeneracao periodontal.
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RESUMO

A periodontite e as suas sequelas inflamatérias alteram a estrutura e a
integridade do periodonto. Este processo patolégico pode levar a destruicao
da adeséo do tecido conjuntivo ao dente, a exposigéo da superficie radicular
ao meio oral, a reabsorgao do osso alveolar e, por ultimo, a perda do dente. A
primeira fase do tratamento periodontal tem por objectivo o controlo da infec¢ao
e a eliminagao da inflamacéao induzida pela placa bacteriana de modo a suster
a progressdo da doenca. Tendo em conta as fases posteriores do tratamento
dos defeitos periodontais, a regeneracao os tecidos destruidos é um objectivo
fundamental.

Entre os diferentes tecidos que compéem o periodonto, o ligamento periodontal
€ principal reservatério de células com capacidade de regenerar o cemento
radicular, o ligamento periodontal e o osso alveolar. Diversas técnicas cirurgicas
associadas a colocagao de diferentes materiais, sintéticos ou naturais, tém
demonstrado alguma eficacia na obtencdo desse objectivo. A utilizagdo de
membranas semipermeaveis, de alo-enxertos ésseos desmineralizados e de
um derivado das proteinas da matriz do esmalte demonstram, por analise
histolégica quer no homem como em animais, ter capacidade para induzir
regeneragao periodontal. De igual modo, estudos clinicos controlados referem
que essas abordagens terapéuticas proporcionam um beneficio acrescido em
termos de ganho de insergdo clinica quando comparadas com a cirurgia de
retalho simples. Contudo, nenhuma das terapéuticas regenerativas evidenciou
uma superioridade significativa em relacdo as outras. Acrescente-se ainda
que, actualmente, os resultados clinicos sao pouco previsiveis e insuficientes,
tendo em conta que os casos de restituigdo integral dos tecidos perdidos séo
pouco frequentes.

Recentemente, um derivado das proteinas da matriz do esmalte (EMD), foi

apresentado como promotor da regeneragdo periodontal. A regeneragéo
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compreende, de forma simultdnea e sequenciada, a migragéo celular, a
proliferagdo, a diferenciagao, a interac¢ao célula-célula e a formacao de
matrizes mineralizadas. Estes sao também os processos envolvidos no
desenvolvimento dos tecidos periodontais. Sendo que as amelogeninas,
principal constituinte do EMD, tém um papel importante na formacgao radicular,
a sua aplicagédo na terapéutica regenerativa baseia-se em processos
biomiméticos. Diversos estudos, in vitro e in vivo, demonstraram que o EMD
influencia o metabolismo das células do ligamento periodontal assim como
das células epiteliais, osteoblasticas e do foliculo dentario. No entanto, os
eventos moleculares e celulares envolvidos na regeneragédo periodontal
mediada por EMD ainda sao parcialmente desconhecidos.

A experimentacao animal é fundamental para o desenvolvimento dos materiais
e técnicas utilizadas na regeneragao periodontal. Além de proporcionar
importantes informagdes sobre o processo de cicatrizacao, possibilita, também,
o teste de novas abordagens terapéuticas.

O rato € um modelo animal frequentemente utilizado em Periodontologia, como
modelo experimental de periodontite. Contudo, a sua utilizagdo no estudo das
terapéuticas regenerativas tem sido pouco frequente, particularmente como
modelo agudo/cronico de leséo periodontal. Por esse motivo, foi necessario
caracterizar histologicamente a lesdo periodontal resultante da colocagéo de
um fio sutura em torno do colo de um molar do rato, de modo a avaliar a
possibilidade de, numa segunda fase, se efectuar seu tratamento recorrendo
a técnicas de regeneracgao periodontal.

O trabalho experimental desta dissertagdo inclui dois estudos.

O primeiro teve por objectivo determinar qual dos procedimentos de colocagao
do fio de sutura no espaco interdentario dos molares resultava no
desenvolvimento de uma lesdo periodontal passivel de ser tratada
cirurgicamente. Os procedimentos testados foram a passagem da agulha

através do espacgo interdentéario, apicalmente ao ponto de contacto e o
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afastamento das faces interproximais de modo a permitir a passagem do fio
de sutura. Ambos os procedimentos foram avaliados histologicamente ao fim
de uma e duas semanas. Apesar de aos oito dias ambos os procedimentos
terem resultado no desenvolvimento de bolsas periodontais pouco profundas,
aos quinze dias verificou-se uma diferenciagéo entre os procedimentos quanto
a evolugdo das lesbes. Assim, nos casos em que a agulha passou pelos
espacos interdentéarios as lesdes progrediram de forma variavel consoante as
amostras, tendo-se verificado, em algumas delas, a formagao de bolsas muito
profundas que se estendiam para além do tergo apical da raiz. Por outro lado,
apos o afastamento das faces interproximais as lesées progrediram de forma
menos acentuada, verificando-se a formacgao de bolsas periodontais que, em
nenhum dos casos, ultrapassavam o ter¢o médio da raiz. Como conclusao,
pode afirmar-se que o procedimento mais adequado para a criagcdo de uma
leséo periodontal passivel de ser tratada cirurgicamente é a colocagao de um
fio de sutura através do afastamento das faces interproximais, o qual devera
permanecer no sulco gengival durante duas semanas.

O segundo estudo teve como objectivo a avaliagdo da influéncia de um derivado
das proteinas da matriz do esmalte na cicatrizacdo dos tecidos epiteliais da
margem gengival de uma bolsa periodontal. Para além da aplicagdo do EMD,
foram igualmente testados cada um dos componentes dessa técnica,
nomeadamente o condicionamento por acido etileno-diamino-tetracético
(EDTA), o veiculo éster de propilenoglicol do acido alginico (PGA) e a
associagdo do EDTA com o PGA. O retalho muco-peridstico simples constituiu
o controlo negativo. Os periodos de estudo estabelecidos foram os seguintes:
trés, oito e quinze dias. O processo de cicatrizagao epitelial foi analisado por
microscopia de luz em cortes histolégicos descalcificados, com quantificagao
histomorfométrica e respectivo tratamento estatistico.

A cicatrizagao de um retalho muco-peridstico ao décimo quinto dia resultou

predominantemente na formagédo de um epitélio juncional longo, o mesmo
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tendo sido verificado com aplicacdo de EDTA, de PGA e da sua associagao.
De destacar, trés dias apds a aplicacao de EDTA, a presencga, em algumas
amostras, de uma area de erosao epitelial significativa, mas que se apresentou
cicatrizada no final do estudo. Deste modo, nestes grupos observou-se uma
cicatrizagdo de cariz reparativo e ndo regenerativo. A aplicagdo de EMD resultou
na formagao de uma adeséao epitelial de pequena extensao e de uma adesao
conjuntiva, ao contrario do verificado nos restantes grupos.

A quantificagdo histomorfométrica, aos oito dias, revelou que a area epitelial
analisada (epitélio sulcular e epitélio juncional) no grupo EMD era
significativamente inferior comparativamente aos outros grupos. Aos quinze
dias, apesar da diferenga ndo ser significativa, o EMD apresentou um menor
valor médio da area epitelial. No que se refere a quantificagao da altura epitelial,
o EMD demonstrou uma menor extensdo nos trés tempos experimentais,
embora a diferenga com os outros materiais avaliados nao se tenha revelado
estatisticamente significativa.

Deste estudo conclui-se que o EMD, neste modelo experimental, inibe a
proliferagao epitelial, numa fase inicial da cicatrizagdo, uma vez que resultou
na formacao de um epitélio juncional pouco extenso e na formagéo de uma
nova adeséao conjuntiva. Este estudo in vivo, confirma que este podera ser um
dos processos pelo qual o derivado das proteinas da matriz do esmalte induz
regeneracao periodontal. Os componentes da técnica de aplicagdo do EMD
nao contribuiram para a cicatrizagao de cariz regenerativo, uma vez que a sua
aplicagao resultou na formacdo de um epitélio juncional longo. A anélise
histolégica foi confirmada pelos resultados da quantificagdo histomorfométrica.
Este estudo in vivo, confirma que a inibicdo da proliferacao epitelial € um dos
processos pelo qual o derivado das proteinas da matriz do esmalte induz

regeneracao periodontal.
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ABSTRACT

Periodontitis and its inflammatory sequelae changes the structure and the
integrity of the periodontium. This pathologic process can lead to the destruc-
tion of the connective tissue attachment to the tooth, exposure of the root
surface to the oral cavity, resorption of the alveolar bone and ultimately, to
tooth loss. The aim of the inicial phase of the periodontal therapy is to control
the infection and to eliminate of plaque-induced inflammation, arresting the
disease progression. In order to go one step further, the treatment of the re-
sidual periodontal defects will have to be regenerated.

Among the different tissues that compose the periodontium, the periodontal
ligament contains the necessary stem and/or progenitor cells that have the
capacity to regenerate the lost periodontal tissue, including root cementum,
alveolar bone and new periodontal ligament. Several surgical techniques as-
sociated to the application of different materials, natural or synthetic, have
demonstrated some efficacy in achieving periodontal regeneration. Histologi-
cal analysis in man and in animals demonstrated that the use of barrier mem-
branes, demineralized bone allografts or enamel matrix derivatives is capable
of inducing regeneration. Controlled clinical trials also supported that these
therapeutic approaches provided added benefits in terms of clinical attach-
ment level as compared to the open flap procedures alone. Nevertheless,
none of these regenerative approaches has shown a clear superiority above
the others. Having in mind that the complete restitution of lost tissues is not
very frequent, currently these clinical results are fairly unpredictable.
Recently, an enamel matrix derivative (EMD) has been introduced to promote
periodontal regeneration. The regeneration comprises, in a simultaneous and
sequencial form, cell migration, proliferation, differentiation, cell to cell interac-
tions and finally formation of mineralized matrices. These are also the processes

involved in the development of periodontal tissues. The amelogenins, the major
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component of EMD, have a very important role in root formation. Its regenera-
tive therapeutic application is based in biomimetics. Several studies, both in
vitro and in vivo, demonstrate that the EMD affects the metabolism of the
periodontal ligament fibroblasts, the epithelial cells, osteoblastics cells and of
the dental follicle cells. Nevertheless, the molecular and cellular events in-
volved in periodontal regeneration mediated by EMD are, yet to be completely
understood.

Animal experiments are of great importance to the development of the mate-
rials and the techniques used in periodontal regeneration. Besides giving im-
portant informations about the healing process, they also allow the testing of
new therapeutic approaches.

The rat is an animal model frequently used in Periodontology, namely as an
experimental model of periodontitis. However, its use in the development of
regenerative therapeutics has been less frequent, particularly as an acute/
chronic model for periodontal lesions. In order to evaluate the possibility of
carrying out the surgical treatment of an experimental periodontal defect, it
was necessary to characterize histologically the periodontal lesion resulting
from the application of a suture at the gingival sulcus of a molar tooth. There-
fore, the experimental work comprises two studies.

The first study was undertaken to determine which of the procedures of placing
the sutures around the second molar tooth resulted in the development of a
periodontal lesion, susceptible of being surgically treated. The crossing of the
suture needle through the interdental space was one of the procedures that
was tested. The suture was placed apically to the contact point and allowing
the interproximal surfaces to be separated, in order to allow the suture to pass
through the contact point. Both procedures have been histologically evaluated
after one and two weeks. After one week both procedures resulted in shallow
periodontal pockets. However, after two weeks, the lesions progressed in dif-

ferent ways according to the procedure. In the cases in which the suture
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needle passed through the interdental space, the lesions varied in depth,
some of them extending to the apical third of the root surface. The distancing
of the interproximal surfaces resulted in the formation of a deep periodontal
pocket, never extending over the middle third of the root. In conclusion, the
most adequate procedure in the development of a periodontal lesion suscepti-
ble of being surgically treated was shown to be the application of a suture by
distancing both interproximal crown surfaces. The suture remained in the
gingival sulcus for two weeks.

The aim of the second study was to evaluate the influence of enamel matrix
derivatives in epithelial healing of the gingival margin of a periodontal pocket.
Besides the application of EMD, we also tested each of the components of
that technique: the root conditioning by ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA),
the vehicle alone (propylene glycol alginate - PGA) and the association of
EDTA with PGA. The full thickness flap was used as a negative control. The
established experimental time periods were the following: three, eight and
fifteen days. The process of epithelial healing was analyzed by light microscopy
in decalcified histological sections, with histomorphometrics quantification and
statistical analysis.

At fifteenth days, the open flap procedure healing predominantly resulted in
the formation of a long junctional epithelium. The same was verified through
the application of EDTA, of PGA as well as with their association. It should be
stressed that, three days after the application of EDTA, it could be observed,
in some of the samples, the presence of a significant area of epithelial erosion
that has, nonetheless, healed by the end of the study. Therefore, in these
groups, we could verify that was mainly a reparative rather than a regenera-
tive healing. The application of EMD resulted in the formation of an epithelial
adhesion of small extension and of a new connective attachment, a good
representation of an inicial regenerative healing.

Histomorphometrics quantification, at eight days, revealed that the analyzed
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epithelial area (oral sulcular epithelium and junctional epithelium) in the EMD
group was significantly smaller than the other groups. At fifteen days, in spite
of the fact that the differences were not statistically significant, the mean epi-
thelial area was smaller in the EMD group. Concerning the quantification of the
epithelial height, the EMD demonstrated a lesser extension at all three experi-
mental periods, even though the difference between the evaluated material
was not statistically significant.

This study leads us to conclude that the EMD, in this experimental model,
inhibits epithelial proliferation, in the initial phase of healing, since it has re-
sulted in the formation of a lesser extensive junctional epithelium as well as in
the formation of a new connective attachment. This in vivo study confirms that
this may be one of the different processes involved in EMD-mediated periodontal
regeneration. The components of the EMD technique did not contribute to the
regenerative healing, as they resulted in the formation of a long junctional epithe-
lium. The histomorphometrics confirmed the histological observations.

This in vivo study confirms that the epithelial proliferation inhibition is one of
the mechanisms involved in the induction of periodontal regeneration by enamel

matrix derivatives.
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LISTA DE ABREVIATURAS

AAP American Academy of Periodontology

ABM anorganic bone matrix

ALP alkaline phosphatase

APG

BG bioglass

BMP bone morphogenetic proteins

BPBM  bovine porous bone mineral

BSP bone sialoprotein

CAL clinical attachment level

CALh horizontal clinical attachment level

CALv vertical clinical attachment level

cAMP cyclic adenosin monophosphate

DFDBA  demineralized freeze-dried bone
allograft

e-PTFE expanded polytetra fluoroethylene

EDTA  ethylenediaminetetraacetic acid

EGF epidermal growth factor

EMD enamel matrix derivative

FDBA  mineralized freeze-dried bone allograft

FGF fibroblast growth factors

GTR guided tissues regeneration

HA hydroxyapatite

IGF insulin-like growth factors

IL interleukin

JAC

JE Jjunctional epithelium
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Academia Americana de Periodontologia
matriz inorganica 6ssea mineralizada
fosfatase alcalina

acido poliglicélico

biovidro

proteinas morfogenéticas 6sseas
xeno-enxerto mineralizado
sialoproteina 6ssea

nivel de insergao clinica

ganho de insercao clinica horizontal
ganho de insergao clinica vertical
adenosina monofosfato ciclica
aloenxerto 6sseo liofilizado
desmineralizado

politetrafluoroetileno expandido

acido etileno-diamino-tetra-acético
factor de crescimento epidérmico
derivado das proteinas da matriz do
esmalte

aloenxerto dsseo liofilizado mineralizado
factores de crescimento fibroblasticos
regeneracao guiada de tecidos
hidroxiapatite
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interleucina

juncdo amelo-cementaria

epitélio juncional
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KGF
MMP
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OCN
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OGE
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PD
PDh
PDv
PDGF

PGA
PLA
PMN
PRP
RBD
RCT
RE
TGF-B

TNF
TTC
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keratinocyte growth factor

matrix metalloproteinase

osteocalcin

open flap debridement

oral gingival epithelium
osteopontin

oral sulcular epithelium
probing depth

horizontal probing depth
vertital probing depth
platelet-derived growth factors

propylene glycol alginate
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randomized controlled trials
gingival recession
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tetracycline hydrochloride
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nao significativo
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plaquetas

éster de propilenoglicol do acido alginico
acido polilactico

neutrdéfilo polimorfonuclear

plasma rico em plaquetas

densidade 6ssea radiografica

estudos clinicos controlados e aleatdrios
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Anexo Il

Quadros referentes aos resultados dos parametros clinicos de alguns dos estudos

clinicos referenciados.

1. Estudos de séries de casos clinicos

PD 86+2,14 341,21 52+2,38*

CAL 10,2 +2,23 55+2,29 46*+213*

RE 1,5+1,60 22+248 -0,6 £2,39 *

Quadro 1 - Resultados clinicos da profundidade de sondagem (PD), nivel de insergéo clinico (CAL) e recessao
gengival (RE), em mm, do tratamento de 145 defeitos infra-6sseos com EMD.

A - diferenga entre pré-operatério e 12 meses; *p<0,001; **p<0,01

Adaptado de Heden e colaboradores, 1999.

PD 8,3 47+21*
CAL 10,0 42+1,9*

Quadro 2 - Resultados clinicos da profundidade de sondagem (PD) e nivel de insergéo clinico (CAL), em mm,
do tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD.

A - diferenca entre pré-operatério e 12 meses; *p<0,001

Adaptado de Heden, 2000.

PD 87+15
CAL 106+1,9
RE 1,812

Quadro 3 - Resultados clinicos da profundidade de sondagem (PD), nivel de inserg&o clinico (CAL) e de
recessdo gengival (RE) em mm, do tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD.

*p<0,001

Adaptado de Sculean e colaboradores, 1999c.
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PD 84+15
CAL 10,2+1,3
RE 1,8£1,2

Quadro 4 - Resultados clinicos da profundidade de sondagem (PD), nivel de insergéo clinico (CAL) e de
recesséo gengival (RE) em mm, do tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD.

A - diferenga entre pré-operatorio e 12 meses.

Adaptado de Parashis e Tsiklakis, 2000.

PD 8,09 2,12 3,19+ 147 4,9 +1,0*

CAL 10,38 £ 2,38 6,95+ 1,83 3,43

RE 2,29+1,38 3,76 £ 1,76 -1,47

Quadro 5 - Resultados clinicos da profundidade de sondagem (PD), nivel de insergao clinico (CAL) e recessao
gengival (RE), em mm, do tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD.

A - diferenca entre pré-operatério e 12 meses; *p<0,0001

Adaptado de Parodi e colaboradores, 2000.

PD 10,30 + 1,05 3,15+ 0,47 7,15 £ 0,88*

CAL 11,50 + 1,96 5,05+ 1,64 6,45 +0,50*

RE 1,25+1,44 1,75+ 1,14 - 0,50 +0,71**

Quadro 6 - Resultados clinicos da profundidade de sondagem (PD), nivel de insergao clinica (CAL) e recessao
gengival (RE), em mm, do tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD.

A - diferenca entre pré-operatério e 12 meses; *p<0,001; **p<0,05.

Adaptado de Cardaropoli e Leonhardt, 2002.
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12 meses JAN

54+1,8*

4,7 +1,7*

I T
PD 89+17
CAL 10,1+1,6
RE 1,2+1,0

-0,7 £0,8*

Quadro 7 - Resultados clinicos da profundidade de sondagem (PD), nivel de inserg&o clinico (CAL) e recessédo

gengival (RE), em mm, do tratamento de defeitos infra-6sseos com EMD.

A - diferenga entre pré-operatério e 12 meses; *p<0,0000.

Adaptado de Trombelli e colaboradores, 2002.

2. Estudos comparativos entre o EMD e a cirurgia de retalho

EMD

16 M
(31)

8M
(34)

36 M
(27)

pré-op
(34)

CNEAMON 7,8+1,4 51+1,5 51+1,3 52+1.2

IAERN 93:20 7,6+22 7,521

7,1%22

pré-op 8M 16 M
(34) (34) (31) (27)
PD 7,8+1,1 | 4,4+1,0 | 4,5+1,0
CAL 9,4+1,5 | 7,1¢1,0 | 7,0+1,9
% da perda
6ssea -2 -4 0
inicial

36

Quadro 8 - Resultados da profundidade de sondagem (PD), do nivel de inser¢ao clinica (CAL) em mm (média

+ desvio padréo), e da percentagem da perda dssea inicial, ap6s o tratamento de defeitos infra-6sseos com

PGA e com EMD.
(n) - nimero de defeitos.

Adaptado de Heijl e colaboradores, 1997.
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pré-op A8M pré-op A8M A36 M
PD 7,5 3,8+1,6 7,5 4,3+1,4 3,8+1,8*
CAL 9,0 2,914 8,8 3,3+1,4 2,9+1,7*
% da perda
dssea 4 15 31
inicial

Quadro 9 - Resultados da profundidade de sondagem (PD), do nivel de inserc¢&o clinica (CAL) em mm (média
+ desvio padrédo), e da percentagem da perda 6ssea inicial, apés o tratamento de defeitos infra-6sseos com
EMD ou OFD; *p<0,05.

Adaptado de Zetterstrdm e colaboradores, 1997.

Pré-op 12 M A Pré-op

PD 6,22 +0,73 4,00 £ 1,03 (2,22 0,81 WAKEACRHRIRCRCICIE JOR ISR [ I 18- 74

CAL 6,83 1,20 (6,00 £ 1,28 | 0,83 +0,86 [NEH#A= Wy SR i3 2 (N[O RN Iy 472 = I 1 74

RE 0,61+0,98|1,83£1,15 (-1,22 £ 0,88 [MORIcI=0lrg T Moy =2 OISRy 187 2= 1 Iy [

Quadro 10 - Resultados da profundidade de sondagem (PD), do nivel de inserg&o clinica (CAL) e da recessao
gengival (RE) em mm (média + desvio padrdo), do tratamento de defeitos infra-6sseos, no grupo de controlo
(PGA) e no grupo teste (EMD).

A - diferenca entre pré-operatorio e 12 meses.

Adaptado de Okuda e colaboradores, 2000.
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3. Estudos comparativos entre o EMD e a GTR

Pré-op
PD 8,3+17 + 8,1+17
CAL 10,1+1,9 + + 10,3+ 1,8
RE 1,8+1,5 + 21+13

Quadro 11 - Resultados da profundidade de sondagem (PD), do nivel de inserg&o clinica (CAL) e da recesséo
gengival (RE) em mm (média + desvio padrao), do tratamento de defeitos infra-6sseos, no grupo de controlo
(GTR) e no grupo teste (EMD).

A - diferenca entre pré-operatério e 8 meses.

Adaptado de Sculean e colaboradores, 1999a.

EMD 12

Avtil pré-op 12 M 48M A2M M8M

PD 3,8£1,2 4712 43 34

CAL 6,4+16 6,8+1,8 34 3,0

RE 2,6+09 21+10 -09 -04

Quadro 12 - Resultados da profundidade de sondagem (PD), do nivel de insergéo clinica (CAL) e da recesséo
gengival (RE) em mm (média + desvio padrao), do tratamento de defeitos infra-6sseos, no grupo de controlo
(GTR) e no grupo teste (EMD).

A12 M - diferenga entre pré-operatério e 12 meses; A48 M - diferenca entre pré-operatério e 48 meses.
Adaptado de Sculean e colaboradores, 2001c.
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GTR EMD

Pré-op 12 M Pré-op 12 M

PD 8417 42+0,7 84+19 43+1,2

MM KN 106+18 72x1,1

CAL 103+19 | 7118

RE 1915 3,015 | -1,1+1,4 EWWENK] 29+1.2

EMD + GTR

Pré-op Pré-op 12 M

PD 86+18 8615 43+13

CAL 10,1+1,6 + 10,017 66+16

RE 1,811 + 1,1+£0,6 22+1,0

Quadro 13 - Resultados da profundidade de sondagem (PD), do nivel de inser¢&o clinica (CAL) e da recessao
gengival (RE) em mm (média + desvio padrdo), do tratamento de defeitos infra-6sseos, em quatro modalidades
de tratamento: EMD, GTR, EMD+GTR e ODF.
A - diferenca entre pré-operatério e 12 meses.
Adaptado de Sculean e colaboradores, 2001d.
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