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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar histometricamente, o
processo de cura dos defeitos periodontais tipo retracbes gengivais, criados
cirurgicamente em céaes, apos serem tratados pela técnica do enxerto de tecido
conjuntivo subepitelial em associagcdo com o plasma rico em plaquetas (PRP).
Inicialmente foram criados cirurgicamente defeitos de retragcdo Classe | de Miller
nos caninos superiores de seis caes de raca indefinida. Apdos um més de
cronificagdo, os defeitos bilaterais semelhantes foram aleatoriamente designados
a receber os seguintes tratamentos: Lado 1: enxerto de tecido conjuntivo
subepitelial associado ao uso de PRP; Lado 2: enxerto de tecido conjuntivo
subepitelial. Decorridos 45 dias do tratamento os animais foram sacrificados e
foram obtidas as pecas para analise histoloégica dos seguintes parametros
histométricos: novo cemento formado com fibras inseridas, novo osso, extensao
do epitélio sulcular e juncional, area de adaptagdo conjuntiva e extensdo do
defeito. Observou-se uma maior extensao linear de novo cemento estatisticamente
significante (p< 0,05) nos dentes tratados com o PRP (2,18 + 0,78 mm) quando
comparados aos dentes do lado controle (1,19 + 0,62 mm). Todos os outros
parametros nao tiveram diferencas estatisticas. As médias obtidas nos lados teste
e controle, respectivamente, foram: extenséo de epitélio sulcular e juncional, 2,04
+ 0,57mm e 2,49 + 0,82mm; adaptagdo conjuntiva 0,29 + 0,28mm e 0,23 =+
0,18mm; novo osso — 0,57 £ 0,95mm e — 0,46 £ 1,34mm, e extens&do do defeito
4,13 + 0,83mm e 4,47 + 0,58mm. Considerando os limites deste estudo, pode-se
concluir que a associagdo do PRP ao enxerto de tecido conjuntivo, no tratamento
de defeitos de retracdo, promoveu maior neoformacdo cementaria quando

comparado ao tratamento controle.

PALAVRAS CHAVES: retracao gengival, plasma rico em plaquetas (PRP),

histometria e caes.
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ABSTRACT

The aim of this study was to histometrically evaluate the healing process
of gingival recessions treated by PRP in combination with subepithelial connective
tissue graft (SCTG) and to compare it to that obtained with SCTG alone (Control).
Six mongrel dogs were used in the experiment. Gingival recessions (5x7mm) were
surgically created and exposed to plaque accumulation for 1 month. Contralateral
defects were then randomly assigned to test group or control. Dogs were sacrificed
45 days after healing, and the blocks containing the experimental specimens were
processed for histological analysis. The histometric parameters evaluated were:
length of sulcular and junctional epithelium, connective tissue adaptation, new
cementum, new bone and defect extension. A superior length of new cementum,
statistically significant, was observed in sites treated with PRP (2.18 + 0.78mm) in
comparison with the control (1.19 + 0.62mm). No statistical differences in any other
parameters evaluated were detected. The extension of the sulcular and junctional
epithelium was 2.04 + 0.57 mm for the PRP group and 2.49 + 0.82mm for the
control. The new connective tissue adjacent to the root without cementum
formation was 0.29 + 0.28 mm and 0.23 + 0.18 mm for the PRP group and control,
respectively. Bone formation was — 0.57 + 0.95 mm for the PRP group and — 0.46 +
1.34mm for the control. Within the limits of this study, it was concluded that PRP in
combination with subepithelial connective tissue graft, when compared to the other
treatment (control), seems to be more effective in promoting new cementum

formation.

KEY WORDS: gingival recession, platelet-rich plasma (PRP), histometric and
dogs.
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1. INTRODUGAO

A retracdo gengival € caracterizada pelo posicionamento apical da
margem gengival em relagéo a jungcdo cemento esmalte (Academia Americana de
Periodontia, 1992), decorrente da perda de fibras conjuntivas do aparelho de
protecado e sustentagdo do dente, acompanhada de reabsor¢do da crista dssea
alveolar e de necrose do tecido cementario, resultante de um quadro inflamatério

presente no tecido conjuntivo gengival (Baker & Seymour, 1976).

Varias técnicas cirurgicas mucogengivais tém sido indicadas para o
tratamento das retragbes gengivais apresentando bons resultados quanto ao
recobrimento radicular e a resolugdo dos problemas estéticos e de
hipersensibilidade dentinaria. No entanto, embora essas técnicas cirurgicas
convencionais tenham se mostrado efetivas do ponto de vista clinico, segundo a
analise histologica da interface entre a superficie radicular recoberta e os tecidos
gengivais a ela sobrepostos, elas nao sao capazes de devolver a regido tratada as

estruturas perdidas pelo processo patoldgico.

Estudos histologicos em humanos e em animais demonstraram que o
padrao de cura obtido ao se realizar estas técnicas caracteriza-se pela formagao
de epitélio juncional longo na maior parte da raiz (Pfeifer & Heller, 1971; Caffesse
et al, 1984) sendo que algum grau de regeneracdo pode ser esperado (Weng,
1998; Pasquinelli, 1995). O relato de Pasquinelli (1995) mostrando formacéo de
NOVO 0SSO € nova insergao conjuntiva, em humano, apés o tratamento de retragédo
gengival com enxerto de mucosa mastigatdria, ilustra bem a necessidade de mais
avaliacdes histoldgicas neste campo.

Mais recentemente, uma estratégia de tratamento utilizada, é a
identificacdo dos fatores que interferem no processo de regeneragdo visando a
modulagao da resposta cicatricial seja por adigdo de células, de biomateriais ou de

fatores de crescimento.



Os fatores de crescimento sdo mediadores biolégicos naturais que
exercem varios efeitos sobre os processos de reparo e/ou regeneragao tecidual.
Agindo similarmente a horménios, estes polipeptideos sdo chaves para regular
diversos eventos celulares tais como: quimiotaxia, proliferacdo e diferenciacao
celular; angiogénese e sintese de matriz extracelular (Bahot & Alex, 2002; Anitua
et al, 2004; Marx, 2004).

Varios estudos tém avaliado o plasma rico em plaquetas (PRP) como
fonte rica em fatores de proliferagéo e de diferenciag&o celular, que garantiria uma
quantidade suficiente de células novas e concentradas em um determinado local
do organismo (Whitman et al, 1997, Marx et al, 1998; Anitua, 1999).

O PRP é um produto derivado do processamento laboratorial do sangue
autogeno, coletado no periodo pré-operatério e rico em fatores de crescimento
originarios dos granulos a-plaquetarios, entre eles o fator de crescimento derivado

de plaquetas (PDGF) e o fator de crescimento transformador  (TGF-(3).

Estudos tém mostrado comprovada eficiéncia do PRP no tratamento de
lesdes de furca (Park et al., 1995); de defeitos 6ésseos ao redor de implantes de
titdnio associado a enxertos 6sseos ou a membranas (Whitman & Berry, 1998;
Petrungaro, 2002), e de defeitos intra-6sseos associado a RTG ou a enxertos

0sseos (de Obarrio et al., 2000; Camargo et al., 2002).

No entanto, existem poucos trabalhos na literatura que se propuseram a
estudar a associagao do plasma rico em plaquetas (PRP) ao tratamento das
retragdes gengivais. Vastardis et al (2004) utilizou o PRP para hidratar a matriz
dérmica acelular (Alloderm®) antes de posiciona-la sobre o defeito de retragéo e
recobri-la. Os autores observaram que o uso do PRP acelerou o processo de
cicatrizacdo obtendo os resultados clinicos superiores, quando comparado ao

grupo controle no qual o Alloderm® foi hidratado com solugéo salina.

Porém, Huang et al. (2005) em um estudo piloto em humanos né&o

observaram uma superioridade clinica da associagdo do PRP ao retalho



posicionado coronariamente (RPC) quando aplicado no tratamento de recessoes

gengivais Classe | de Miller.

Diante da ambiguidade de resultados clinicos e da inexisténcia de uma
avaliagao histolégica documentando as possiveis vantagens da associagao do
PRP as técnicas de recobrimento radicular, este trabalho tem por objetivo avaliar,
histometricamente, a acdo do PRP como fator contribuinte ao processo cicatricial
do enxerto de tecido conjuntivo subepitelial no procedimento de recobrimento
radicular, promovendo a regeneragdo periodontal de retragdes cirurgicamente

criadas em caes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - TRATAMENTO DOS DEFEITOS PERIODONTAIS

O objetivo do tratamento periodontal consiste, principalmente, na
resolucdo do processo inflamatério por meio da eliminagdo dos depdésitos e
toxinas bacterianas da superficie dental, mas também se fundamenta na
manutengdo e longevidade funcional e estética de dentes saudaveis (Cortellini et
al, 1990).

Procedimentos convencionais como raspagem e alisamento radicular,
curetagem, gengivectomia, cirurgias a retalhos e cirurgia 6ssea agem de maneira
positiva nos defeitos anatdomicos produzidos pela doencga periodontal, reduzindo a
profundidade de sondagem tanto a custa da promog¢édo de um ganho de insergao
clinico como também devido a retragdo dos tecidos gengivais. Durante varios
anos, essas mudangas favoraveis foram interpretadas como verdadeira
regeneracao periodontal (Rosling et al, 1976; Caton et al, 1982). Entretanto, Caton
et al (1980), utilizando o modelo experimental em primatas, observaram que os
procedimentos convencionais resultavam na formacdo de um epitélio juncional
longo, sem a formagao de nova insergéo conjuntiva, mostrando a capacidade do
epitélio em ocupar rapidamente a area da ferida, impedindo a regeneragao

periodontal.

Com o surgimento dos procedimentos regenerativos, que aumentaram o
numero de opgdes para o tratamento de defeitos periodontais, o termo
‘regeneragao” vem sendo discutido e, segundo a Academia Americana de
Periodontia (1986), pode ser definido como: processo de cura que reproduz ou
reconstitui a arquitetura e funcao do tecido ferido ou perdido por ocorréncia da
doencga. Seguindo esta definicdo, a Regeneracao Periodontal € a reconstituicdo do

periodonto de inser¢cao através da formagao de novo ligamento, novo cemento e



novo 0sso ao redor dos dentes que perderam estas estruturas apds a instalacao e
progressao da doenga periodontal (Lynch, 1992). Desta forma, a cura da ferida
com formacao de epitélio juncional longo, anquilose ou reabsorg¢ao radicular € um
processo definido como reparo, ja que ndo restaura completamente a arquitetura e

funcao das estruturas perdidas (Caton & Greenstein, 1993).

Segundo Lindhe et al (1982), a cicatrizacdo através da formagao do
epitélio juncional longo ndo compromete a estabilidade dos resultados obtidos com
a terapia cirurgica. Entretanto, em longo prazo, a presenga de uma barreira
epitelial tem sido vista como uma sequela indesejavel resultante dos eventos de
cura periodontal, na medida em que parece impedir a formagdo de um novo
aparato de insercdo sobre a superficie radicular, além de nao representar

regeneracao periodontal verdadeira (Cortellini, 1993).

Os estudos existentes na literatura até o presente momento, tém
demonstrado que, embora seja possivel modificar os eventos de cura de varias
maneiras, a regeneracdo periodontal completa e desejada dos defeitos

periodontais, ainda € um objetivo dificil de ser alcangado (Heijl et al, 1997).

2.2 - TRATAMENTO DE DEFEITOS DE RETRACAO - ESTUDOS
HISTOLOGICOS

Um defeito periodontal bastante comum na clinica odontologica € a
retragdo gengival. Trata-se de uma lesdo periodontal caracterizada pelo
posicionamento apical da margem gengival em relagéo a jungao cemento-esmalte,
(Academia Americana de Periodontia, 1992) decorrente da perda de fibras
conjuntivas do aparelho de protegdo e sustentacdo do dente, acompanhada de
reabsorgao da crista éssea alveolar e necrose do tecido cementario, originarios de
um quadro inflamatério presente no tecido conjuntivo gengival (Baker & Seymour,
1976).



Algumas técnicas cirurgicas mucogengivais que objetivam a corre¢cao
dos defeitos de morfologia, posi¢do e dimensao dos tecidos gengivais adjacentes
aos dentes (Academia Americana de Periodontia, 1992), tém sido indicadas para
correcéo das retragdes e podem ser agrupadas em: técnica do reposicionamento
lateral do retalho (Grupe & Warren, 1956); técnica do retalho girado obliquamente
(Pennel et al., 1965); enxerto de mucosa mastigatéria (Bjorn, 1963; Nabers, 1966);
técnica da dupla papila (Cohen & Ross, 1968); retalho reposicionado
coronariamente (Sumner, 1969); associagdo de enxerto de mucosa mastigatoria e
posterior reposicionamento coronario do retalho (Bernimoulin, et al., 1975) e
enxerto de tecido conjuntivo subepitelial (Langer & Langer, 1985).

A avaliacdo histologica da natureza da interface entre a superficie
radicular recoberta e os tecidos gengivais a ela sobrepostos, € baseada em
estudos animais (Caffesse et al, 1984; Gottlow et al, 1986; Weng et al, 1998;
Casati et al, 2000; Sallum et al, 2004, 2006) e em alguns relatos de caso
(Common & McFall, 1982; Cortellini et al, 1993; Pasquinelli et al, 1995; Pfeifer &
Heller, 1971; Sugarman, 1969).

Pfeifer & Heller (1971) compararam o retalho posicionado lateralmente
de espessura total e de espessura parcial aplicados no tratamento de retracdes
gengivais. Nova insercao de fibras conjuntivas e uma nova camada de tecido
cementoide foram observadas na metade apical da superficie radicular do dente
onde foi realizado o retalho de espessura total. No dente em que foi realizado o
retalho posicionado lateralmente de espessura parcial havia a presencga de epitélio
juncional longo por toda extensao.

Ao avaliar o recobrimento radicular de retragdes gengivais criadas
cirurgicamente em macacos Caffesse et al (1984) encontraram resultados
semelhantes. Apos a realizacdo de um retalho posicionado lateralmente de
espessura total foi observada a presenga de nova inser¢ao conjuntiva recobrindo a
porcdo mais apical do defeito (40 a 50% da superficie); enquanto na porgédo mais
coronaria foi observado epitélio juncional longo (50 a 60% da superficie radicular

recoberta).



Embora efetivas no recobrimento radicular, do ponto de vista clinico, as
técnicas cirurgicas convencionais nao demonstraram ser capazes de devolver a
regido tratada, as estruturas perdidas pelo processo patoldgico. Devido a esse tipo
de reparo, durante a década de 80, foram realizados alguns estudos objetivando
avaliar a utilizagcdo do condicionamento acido da superficie radicular, como
tentativa de se obter um recobrimento desta, através de uma nova insercao
conjuntiva em toda extensao (Woodyard et al, 1984; Gottlow et al, 1986).

Woodyard et al (1984) avaliaram o efeito da aplicagdo topica de acido
citrico apos a realizagdo de retalho reposicionado coronariamente (RPC) no
tratamento de retragbes gengivais criadas cirurgicamente em macacos. Apos 42
dias, nos dentes teste (acido citrico + RPC) foi observado a presenca de novo
cemento com fibras inseridas na metade apical da superficie radicular, enquanto
nos dentes controle (RPC), foi observada a migracao epitelial por toda a extensao
da raiz. Estas diferengas foram estatisticamente significantes em relagdo ao
recobrimento radicular.

No entanto, o condicionamento acido da superficie radicular nao
demonstrou nenhum beneficio em relagdo ao tipo de inser¢cdo ou de reparo
obtidos em um trabalho de Gottlow et al (1986). Os autores avaliaram o
recobrimento radicular de retragcdes gengivais criadas cirurgicamente em cées e
encontraram os seguintes resultados: a) formagcdo de nova insergdo conjuntiva
tanto nas raizes tratadas com acido (2,2mm) com nas nao tratadas (2,1 mm); b)
uma nova camada de cemento radicular na area de nova insergao; c) nos defeitos
estreitos observou-se uma tendéncia ao total recobrimento radicular, ao passo que
nos defeitos largos essas retragdes nao eram totalmente recobertas. Os autores
sugeriram que o reposicionamento coronario do retalho pudesse ter sido
responsavel pela presenga de nova insergdo, uma vez que houve um aumento da
distancia entre margem gengival e fundo do defeito, retardando assim a migragao
epitelial em direcao apical. Com isso, células indiferenciadas provenientes do
ligamento periodontal repovoaram a superficie radicular levando a formagédo de

novo cemento com fibras inseridas numa por¢cao mais apical. No terco médio da



raiz, devido ao seu contato direto com o tecido conjuntivo, foi observada a
presenca de algumas zonas de reabsorgcdo radicular entre porgao apical do
epitélio juncional e 0 novo cemento radicular com fibras inseridas. Neste estudo,
nao foram encontradas diferengas significantes entre o ganho de insergao nas
raizes tratadas ou ndo com acido citrico. Além disso, o recobrimento de retracdes
localizadas levou a variaveis ganhos de insercao, relacionados ao tamanho e
forma do defeito, independentemente da utilizacdo ou ndo de condicionamento
acido da superficie radicular.

Com o surgimento dos procedimentos regenerativos como a
regeneragao tecidual guiada e a aplicagdo de proteina derivada da matriz de
esmalte (ENDOGAIN®), o nimero de opcdes para o tratamento dos defeitos
periodontais aumentou.

No estudo que serviu de base para a aplicagao clinica da regeneragéo
tecidual guiada, Gottlow et al (1984) trataram defeitos 6sseos do tipo deiscéncia
em trés macacos com a associagao do retalho posicionado coronariamente e um
filtro milipore no grupo teste. A analise histolégica apos trés meses de cicatrizagao
demonstrou que as raizes recobertas pelo filtro exibiram maior extensdo de nova
insercdo do que as raizes nao cobertas. Os autores concluiram que o uso da
barreira entre o retalho e a superficie radicular favoreceu a repopularizagédo da
area de cura pelas células do ligamento periodontal, ndo encontrando correlagao
entre formacg&o do cemento e regeneragao Ossea.

Ao compararem o tratamento de regeneracdo tecidual guiada (RTG)
realizado com membranas de politetrafluoretileno expandido (GORE-TEX®), ao
tratamento convencional com retalho posicionado coronariamente, Gottlow et al
(1990) observaram os seguintes resultados histologicos: a) uma extensado de novo
cemento com fibras inseridas de 1,7mm para o grupo controle e de 3,4mm para o
grupo teste (RTG), representando 36,9% e 74,3% da extensdo do defeito,
respectivamente; b) formacédo de novo osso similar em ambos 0s grupos, em

média de 1,4mm (30% da extensdo do defeito); c) reabsor¢édo radicular em um



dente controle, no qual a porgéo apical do epitélio juncional ndo coincidiu com a
porcéo coronaria do novo cemento.

Em 1991, Cortelini et al, avaliaram histologicamente, o tipo de cura
obtido apo6s a utilizagado da técnica de RTG com membrana n&o reabsorvivel de
politetrafluoretileno, associado ao retalho reposicionado lateralmente. Devido ao
longo periodo de cronificagdo dos defeitos (quatro meses), a extensao destes
apresentou uma variagdo muito significante. Em relagcdo ao novo o0sso as
diferengas mais expressivas entre o grupo teste e controle foram encontradas com
50 dias de pds-operatdrio, favorecendo o grupo teste. Em relagéo a nova insergao,
as diferencas favoreceram o grupo teste em todos os periodos.

O mesmo grupo de autores, em 1993, tratou uma retracao de 8 mm de
extensdo, com 1 mm de profundidade de sondagem e auséncia de tecido
queratinizado, localizada num incisivo lateral inferior que apresentava extracao
indicada. O tratamento de escolha foi a RTG com membrana nao reabsorvivel de
politetrafluoretiieno expandido (GORE-TEX®). Apdés cinco meses de pos-
operatorio, foi observada clinicamente uma retragdo residual de 4 mm de
extensdo, 1 mm de profundidade de sondagem e presenca de uma faixa de
gengiva queratinizada de 3 mm. A analise histologica realizada apds a extragdo
em bloco revelou as seguintes medidas: 1,5mm de extensao epitelial; 3,66mm de
insergdo conjuntiva, 1,84mm de novo osso e 2,84mm de novo cemento.
Resultados semelhantes foram obtidos por Vicenzi et al (1998), ao utilizar uma
membrana reabsorvivel (RESOLUT-GORE-TEX®), e por Parma-Benfenati & Tinti
(1998) ao tratar uma retracao Classe Il de Miller com membrana nao reabsorvivel
de politetrafluoretileno expandido com reforgo de titanio (GORE-TEX®).

Sallum et al (1998) avaliaram histometricamente a utilizacdo da
membrana de acido polilactico em defeitos tipo deiscéncia em caes, observando,
em média, uma nova insergao de 2,79 + 0,74mm no grupo teste, onde se utilizou a
membranas reabsorviveis, e de 1,47 + 0,20mm no grupo controle, tratado pela
técnica do retalho posicionado coronariamente. A extenséo epitelial (epitélio

sulcular e juncional) no grupo teste foi de 1,65 = 0,37mm e no controle foi de 2,64



+ 0,83mm. As membranas resultaram em nova insercao estatisticamente maior e
uma extensdo epitelial significativamente menor, quando comparada a técnica
convencional. Nao foram observadas diferengas significativas quanto a formagéao
de novo 0sso.

Casati et al (2000) avaliaram, histometricamente, o processo de cura de
retracées gengivais bilaterais criadas em cinco cées, e tratadas pela técnica de
regeneracao tecidual guiada com membranas reabsorviveis de acido polilactico
(GUIDOR®), em comparagdo com o tratamento pelo posicionamento coronario do
retalho. Trés meses apods o tratamento os animais foram sacrificados e os
seguintes parametros histométricos foram avaliados: extensdo dos epitélios
sulcular e juncional, adaptagao conjuntiva, extensdo de novo cemento e novo 0sso
formados além da quantidade de defeito recoberta através das duas técnicas. Nao
foram observadas diferengas estatisticamente significantes em nenhum dos
parametros avaliados.

Mais recentemente, Sallum et al (2003) avaliaram histometricamente
aplicagdo da proteina derivada da matriz do esmalte (ENDOGAIN®) em retracdes
gengivais criadas cirurgicamente nos caninos superiores de cinco caes. Os
resultados ndo mostraram diferengas estatisticamente significantes quando o
grupo teste foi comparado ao grupo controle no qual foi usado apenas o retalho
posicionado coronariamente.

Ainda estudando a acdo do ENDOGAIN®, Sallum et al (2004) realizaram
um estudo em sete caes nos quais foram criados defeitos tipo deiscéncia nos
terceiros e quartos pré-molares inferiores bilaterais. Apos um periodo de trés
meses de cronificagdo, os defeitos (4 defeitos/cado) receberam quatro tratamentos
distintos: a) cirurgia a retalho, b) proteina derivada da matriz de esmalte
(ENDOGAIN®), c) regeneracdo tecidual guiada com membranas reabsorviveis, d)
associacao da regeneracao tecidual guiada com a proteina derivada da matriz de
esmalte (ENDOGAIN®). A avaliagdo histométrica mostrou que o ENDOGAIN®,

isoladamente (3,7mm) ou em associagao com as membranas (3,8mm), mostrou-
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se mais efetivo em promover a formag¢ao de novo cemento quando comparado a
cirurgia a retalho (2,4mm) e a associagdo das duas terapias regenerativas nao
promoveu resultados adicionais.

Apesar do advento dos procedimentos regenerativos, na clinica
odontoldgica, o tratamento das retragbes gengivais tem sido realizado com maior
freqUéncia através de técnicas cirdrgicas mucogengivais, principalmente a técnica
do enxerto de tecido conjuntivo subepitelial descrita por Langer & Langer (1985).
No entanto, o padrdo histologico de cicatrizagdo, quando da utilizagdo destas
técnicas, ainda é bastante questionavel.

Pasquinelli (1995) observou a formagado de novo o0sso (4 mm) e nova
insercao conjuntiva (4,4mm) apos a realizacdo de enxerto gengival livre para
recobrimento de uma retracdo Classe Ill de Miller, de 6 mm de extensdo. Neste
relato de caso, o autor sugere que a utilizagdo deste enxerto espesso de tecido
conjuntivo e epitelial poderia agir como uma barreira impossibilitando uma
migracgao epitelial, permitindo uma diferenciagcéo celular e posterior formacao de
novo cemento com fibras inseridas e novo 0sso.

Weng et al (1998) utilizaram defeitos periodontais tipo deiscéncia,
criados cirurgicamente nos caninos superiores de sete cées, para avaliar
histolégica e histometricamente o processo de cura apds o uso de membranas de
politetrafluoretileno expandido e enxerto de tecido conjuntivo com peridsteo. Em
cinco caes, um canino foi aleatoriamente escolhido para o tratamento com a
membrana e o dente contralateral recebeu o enxerto. Nos outros dois caes foi
realizado um controle negativo, nos quais um dos dentes nao recebeu tratamento
nenhum e o dente contralateral recebeu o enxerto ou a membrana. Apds a
abertura do retalho e a execugdo da raspagem e alisamento radicular, um sulco de
referéncia apical foi realizado na altura da crista 6ssea antes da adaptacdo da
membrana e do enxerto. Os animais foram sacrificados apds quatro meses de
pos-operatorio e o processamento histologico dos blocos obtidos revelou a
formagao de novo 0sso, novo cemento e nova insergdo conjuntiva em todos os

grupos. Entretanto, no grupo controle o potencial de regeneragao foi minimo e
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houve presengca de epitélio em grande parte da raiz. Nao foram observadas
diferengas estatisticamente significantes entre o grupo tratado com RTG e com
enxerto, em relacdo a nova insergcdo conjuntiva e ao novo osso. Os autores
concluiram que as duas técnicas utilizadas possibilitaram a regeneracao da parte
dos tecidos periodontais, sem diferencas estatisticamente significantes entre si.

Em 1999, Harris publicou dois relatos de casos onde o enxerto de tecido
conjuntivo subepitelial foi utilizado no tratamento de recessdes gengivais em
dentes humanos posteriormente extraidos. No primeiro relato de caso (Harris,
1999) dois dentes com indicagdo para extragdo apresentavam recesséo gengival
de 2 e 3 mm de altura sendo tratados com enxerto subepitelial. Seis meses apos o
tratamento, apresentaram um recobrimento radicular de 100% e 83,3%
respectivamente. Apds a extracdo e analise histoldgica, dois padrbes cicatriciais
diferentes foram observados. Enquanto um dos dentes apresentava um epitélio
juncional longo com minima formagao de nova inser¢ao conjuntiva, no outro dente
era observada a formacdo de nova inser¢cdo conjuntiva com isoladas éareas
cobertas por epitélio juncional.

Mais recentemente, Bruno & Bowers (2000) avaliaram histologicamente
um dente humano cuja extracdo havia sido indicada durante tratamento
ortodéntico. Um ano apds a cirurgia de enxerto subepitelial, os autores
observaram que na por¢cao mais apical da superficie radicular exposta ocorreu
regeneracao periodontal (com formagdo de novo o0sso, cemento, e ligamento
periodontal) enquanto a maior extensdo do defeito havia sido coberta por uma
nova insergao de tecido conjuntivo.

Resultado diferente foi observado por Majzoub et al (2001) também em
uma analise histologica de dentes humanos. Inicialmente o paciente apresentava
recessdes gengivais bilaterais nos primeiros pré-molares superiores (3 e 2,5mm)
que foram tratados com enxerto de tecido conjuntivo subepitelial. Um ano apés a
procedimento, os sitios tratados apresentaram 83% e 100% de recobrimento,
porém foram indicados para extracdo também por motivos ortoddnticos. A

avaliacdo histolégica mostrou que a cicatrizagdo ocorreu predominantemente
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através da formagéo de um epitélio juncional longo, com a presenga de um tecido
semelhante ao cemento na por¢cao mais apical do defeito.

Sallum et al (2006) realizaram um estudo histométrico avaliando a
resposta regenerativa do substituto do enxerto subepitelial: o enxerto da matriz
dérmica acelular (ALLODERM®). Defeitos de recess&o gengival foram criados nos
caninos superiores de seis caes, cronificados por trés meses e randomizados para
receberem um dos tratamentos: retalho posicionado coronariamente (grupo
controle) ou enxerto de matriz dérmica acelular associado ao retalho posicionado
coronariamente (grupo teste). Em ambos os grupos o padrao de cura caracterizou-

se pela formagao de um epitélio juncional longo.

2.3 — PLASMA RICO EM PLAQUETAS

O processo de cicatrizacao tecidual, tanto dos tecidos moles como dos
tecidos duros do organismo, é mediado por uma série de eventos intra e
extracelular regulados por proteinas sinalizadoras (Beasley & Einhorn, 2000;
Bhanot & Alex, 2002; Anitua et al, 2004; Anderson, 2000). Uma estratégia de
tratamento que vem sendo estudada é a identificacdo dos fatores que interferem
na regulacédo desses eventos visando a modulagdo de uma resposta regenerativa

mais adequada.

Embora esse processo ainda nao esteja completamente esclarecido, é
certo que as plaquetas desempenham uma importante funcédo, se ndo decisiva,
nesta cascata de eventos (Anitua et al, 2004; Marx, 2004). A ativagao plaquetaria
em resposta ao dano tecidual resulta na formacdo de um trombo plaquetario e
posteriormente de um coagulo que nao apenas vai promover a hemostasia como
também vai ser responsavel pela secregao de varias proteinas biologicamente

ativas.

A degranulacdo plaquetaria inicia-se cerca de 10 minutos apds a
formacado do coagulo e, em aproximadamente uma hora 95% dessas proteinas

bioativas ja foram liberadas (Marx, 2004). Apdés essa “explosao”, inicial as
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plaquetas continuam sintetizando e secretando proteinas adicionais por 5 a 10
dias (Marx, 2004; Froum et al, 2002; Tischler, 2002). Os componentes dos
granulos a-plaquetarios incluem proteinas — como a osteocalcina, a osteonectina,
o fibrinogénio e a fibronectina — e varios fatores de crescimento, dentre os quais
podemos destacar: o PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas), TGF-$3
(fator de crescimento e transformacédo B), IGF (fator de crescimento similar a
insulina), EGF (fator de crescimento epidérmico) e a-FGF e b-FGF (fator de
crescimento de fibroblastos acido e basico, respectivamente) (Marx , 2004; Anitua,
1999).

Os fatores de crescimento sdo mediadores bioldgicos naturais que
exercem varios efeitos sobre os processos de reparo e/ou regeneragao tecidual.
Agindo similarmente a horménios, estes polipeptideos sdo chave para regular
diversos eventos celulares tais como: quimiotaxia, proliferacdo e diferenciagcao
celular; angiogénese e sintese de matriz extracelular (Bahot & Alex, 2002; Anitua
et al, 2004; Marx, 2004). Com o intuito de aumentar a concentragao destes fatores
nos sitios traumatizados, varios pesquisadores tém estudado a possibilidade de
aplicar o plasma rico em plaquetas (PRP), fonte rica em fatores de proliferagao e
de diferenciagdo celular, o que garantiria uma quantidade suficiente de células
novas concentradas em um determinado local do organismo (Whitman et al, 1997,
Marx et al, 1998; Anitua, 1999).

O PRP é um produto derivado do processamento laboratorial do sangue
autégeno, coletado no periodo pré-operatério e rico em fatores de crescimento
originarios dos granulos a-plaquetarios. Na literatura este composto pode aparecer
com outras denominagbes como: plasma autdégeno de plaquetas, plasma
enriquecido com plaquetas, plasma rico em fatores de crescimento, concentrado
de plaquetas ou ainda, gel de plaquetas (Anitua, 1999; Lynch et al, 1989; Marx et
al, 1998; Whitman et al, 1997).

Em 1986, Knighton et al apresentaram o uso de gel de plaquetas obtido

por centrifugagcdo a 135 gravidades por 20 minutos, em pacientes com ferimentos
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que nao epitelizavam, e mostraram que a aplicacdo de plaquetas topicamente
sobre essas lesdes estimulava a formacéao de tecido de granulacéo e acelerava a
epitelizacdo. Esta aceleragcdo no processo de reparacdo de ferimentos foi
mostrada em animais por Kasander et al (1990) que atribuiram tal fato a liberagao
de PDGF e TGF-B, entre outros fatores de crescimento, que atuariam

sinergicamente.

A aplicagdo do PRP em cirurgia bucal foi inicialmente proposta por
Whitman et al (1997) e Marx et al (1998), e a sua utilizagdo esta baseada na
premissa de que um elevado numero de plaquetas resultaria em uma maior
liberacdo de fatores de crescimento, amplificando e acelerando os efeitos destes

sobre quase todos os processos de cicatrizagdo (Marx et al, 1998).

Varios estudos tém promovido forte evidéncia que sustenta o uso clinico
do PRP tanto na periodontia, como na cirurgia buco-maxilo-facial e na
implantodontia (Anitua, 1999; Della Valle et al, 2003; Froum et al, 2000;
Petrungaro, 2001). No entanto, poucos sdo estudos caso-controle que permitem a
determinacao do real papel do PRP (Pietrzak & Eppley, 2005). Além disso, nao
existe na literatura um consenso em relagao ao protocolo de obtengcéo do PRP e a
sua caracterizacdo o que dificulta o intercambio entre os estudos laboratoriais e
clinicos (Eppley et al, 2004; Kevy & Jacobson, 2004; Marx, 2004; Waters &
Roberts, 2004; Zimmermann et al, 2003).

A efetividade do PRP esta na dependéncia de algumas variaveis
incluindo a concentragado de plaquetas na amostra, a concentragcao de proteinas
granulares liberadas, o método de obtencdo do gel de plaquetas e ainda a saude

sistémica do paciente, uma vez que se trata de um material autégeno.

Weibrich et al (2002) sugeriram que individuos diferentes requerem
concentragbes diferentes de plaquetas para promover um efeito bioldgico
comparavel. Haynesworth et al (2002) mostraram que uma resposta eficiente a

concentracdo de plaquetas comega quando se alcanga um aumento de 4 a 5
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vezes do numero de plaquetas presentes no sangue total, ndo apresentando

assim um valor quantitativo fixo.

Marx (2004) estabeleceu que, para que realmente sejam alcangados
efeitos bioldgicos vantajosos na reparagéo tecidual, a concentracdo adequada de
plaquetas deve ser de 1.000.000 plaquetas/ul ndo havendo beneficio adicional em
concentragdes superiores. Ja Anitua et al (2004), propuseram que o objetivo final
deve ser a obtencdo de um concentrado de plaquetas que exceda 300.000

plaquetas/ul.

Seria razoavel se esperar que a concentracdo de proteinas o-
plaquetarias liberadas, fosse diretamente proporcional a concentracdo de
plaquetas alcangcada com a preparacdo do PRP. Porém, ainda nao existe um
consenso na literatura quanto a esta correlagdo. Embora em 2001, Kevy et al,
tenham observado uma relacao positiva entre a concentragdo de plaquetas e a de
fatores de crescimento (PDGF-af3, TGF-, VEGF e EGF), Eppley et al (2004) e
Weibrich et al (2002) ndo encontraram fundamento cientifico para usar a
concentracdo de plaquetas na amostra do PRP como base para o calculo da

quantidade de fator de crescimento liberado.

A quantificacdo dos fatores de crescimento liberados € outro ponto
bastante questionado na literatura. Weibrich et al (2002, a) compararam a
concentracao de fatores de crescimento presentes em uma amostra de sangue do
doador e em uma amostra do PRP preparado a partir deste mesmo sangue,
através de dois diferentes métodos — o Kit Curasan e o método da separagao
celular descontinua. O PDGF-AB, TGF-B1 e IGF-I foram encontrados em maior
quantidade em ambas as preparagdes do PRP, quando comparado com a
amostra de sangue total, sendo que o nivel de TGF-B1 era maior no PRP
preparado pelo meétodo de separacao celular descontinua
(SCD=268,65+70,77ng/ml, KC=95,02 + 60,67ng/ml) enquanto o PDGF-AB foi o
fator de crescimento predominante no PRP preparado através do Kit Curasan
(SCD=133,59 + 46,26 ng/ml, KC=233,70+ 111,86 ng/ml). Neste mesmo trabalho
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foi realizado a quantificagcdo dos leucécitos presentes no sangue total e nas duas
amostras de PRP, sendo observada uma alta correlagdo entre o numero de
leucdcitos e a concentragao do PDGF-AB no PRP do kit Curasan, o que levou os
autores a apontarem as células leucocitarias como uma possivel fonte secundaria
de PDGF-AB.

Em outro trabalho, Weibrich et al (2002, b) analisaram a concentragéo
dos seguintes fatores de crescimento: PDGF-AB, PDGF-BB, TGF-$1, TGF-B2 e
IGF-1, em amostras de PRP, procurando correlacionar ao género e a idade dos
115 pacientes. As concentragdes do PDGF-AB (117,5 + 63,4 ng/ml), TGF-p1
(169,4 + 84,5 ng/ml), e IGF-1 (84,2 + 23,6ng/ml) estavam elevadas, mas nao
houve correlagdo com o género e a idade do paciente nem tdo pouco, com a
concentracao de plaquetas. Os fatores de crescimento PDGF-BB (9,9 + 7,5 ng/ml)

e TGF - B2 (0,4 + 0,3 ng/ml) estavam presentes em menor concentragao.

Zimmerman et al (2003) tentaram relacionar seis diferentes métodos de
ativacdo da degranulacado plaquetaria com a concentragdo dos fatores de
crescimento PDGF-af3, PDGF-B e TGF-B1 em amostras de PRP. No entanto,
devido a grande variagao dos resultados, os autores chegaram a conclusédo que a
concentragcédo dos fatores obtidos nos diferentes métodos, deve ser investigado e

interpretado separadamente.

Lacoste et al (2003) observaram uma quantidade de fatores de
crescimento muito maior no PRP em relagédo a do sangue total, com um aumento
variando de 80% a 100%. Nesse trabalho, a ativacdo plaquetaria foi realizada
através da adicdo de cloreto de calcio e de trombina bovina, usados
separadamente ou associados em diferentes concentracbes. Os autores
observaram que a associagdo da trombina com o cloreto de calcio na
concentracdo mais elevada (142,8 U/ml de trombina e 14,3 mg/ml de CaCly)
promoveu maior liberagdo dos fatores de crescimento. Para determinar a
relevancia fisioldgica deste aumento na liberagcédo de fator de crescimento sobre o

processo de angiogénese, as diferentes amostras de PRP e de sangue total foram
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incubadas a 37°C por 5 dias em meios de cultura contendo células endoteliais do
corddo umbilical humano. Todas as amostras mostraram uma efetiva acao
mitogénica sobre as células endoteliais embora o PRP tenha demonstrado uma
superioridade principalmente quando ativado através da associagao de trombina e
de CaCl, (142,8 U/ml de trombina e 14,3 mg/ml de CaCly).

Okuda et al (2003) avaliaram os niveis de PDGF-AB e TGF -
encontrados no plasma néo-concentrado e no PRP de 20 voluntarios com idade
entre 24 e 48 anos. Além da quantificagao destes fatores também foi avaliado, in
vitro, o efeito proliferativo do PRP sobre as seguintes células: células epiteliais,
fibroblastos gengivais, osteoblastos e células do ligamento periodontal. Apds a
coleta sanguinea o PRP foi preparado através de um processo de dupla
centrifugacéo e congelado a —20°C. Os osteoblastos (UMR 106) e as células
epiteliais (SCC 25) foram cultivados a uma concentracdo de 2X10° células em
pratos de cultura de 35 mm e incubados com 5% de PRP por 24 horas a 37°C. Os
fibroblastos gengivais (1X10° cels /35 mm), as células do ligamento periodontal
(2X10° cels / 35 mm) e os osteoblastos (2X10° cels /35 mm) foram tratados com
2% de PRP por 24 horas a 37°C. A atividade mitogénica dessas células foi
avaliada através da contagem celular ou da analise imunocitoquimica da
incorporagao de 5-bromodeoxiuridina. Os autores encontraram elevados indices
de PDGF-AB e TGF- B no PRP, quando comparado a anadlise de sangue total,
estando em uma concentragao de 182 ng/ml (440,6%) e 140,9 ng/ml (346,6%)
respectivamente. Também foi observado que o PRP estimulou tanto a divisdo
celular como a sintese de DNA na cultura de células osteoblasticas, de
fibroblastos gengivais e de células do ligamento periodontal. No entanto, o PRP
suprimiu a atividade mitética das células epiteliais. Segundo os autores, esses
resultados fornecem evidéncias convincentes para a aplicagao clinica do PRP na
terapia periodontal regenerativa, uma vez que a supressao da proliferacdo das
células epiteliais inibiria a formacdo de um epitélio juncional longo permitindo a

formagao de uma nova insergao conjuntiva sobre a superficie radicular.
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Completando o estudo anterior, Kawase et al (2003) utilizaram as
mesmas amostras de sangue e de PRP para realizar uma analise bioquimica do
gel de plaquetas e para examinar seu efeito sobre a sintese de colageno tipo | em
culturas de osteoblastos e de células do ligamento periodontal (1X10° células). As
células foram tratadas com diferentes concentragdes de PRP e incubadas por 24
horas. Apds este periodo, foi realizada uma analise imunocitoquimica para
deteccao de colageno tipo | e de fibrina. Também foi realizada uma avaliagao
visual da viscosidade do meio de cultura. Os autores observaram que: 1) logo
ap6s a adicdo do PRP em concentracbes > 5% aos meios de cultura, houve a
formagdo de um material semelhante a um gel e subsequentemente houve uma
alteragdo morfolégica nas células que passaram a apresentar varios
pseuddépodes; 2) as células do ligamento periodontal embebidas no gel de
plaquetas, expressaram maiores indices de colageno tipo I; 3) nos meios de
cultura que receberam o PRP havia a presenca de fibrina/fibrinogénio detectado
através de uma analise imunocitoquimica. Nos meios de cultura controle (ndo
tratados com PRP) este ultimo achado n&o foi observado, indicando que o

fibrinogénio nao seria produzido por essas células e sim fornecido pelo PRP.

Ainda nesse trabalho, com o objetivo de avaliar o envolvimento do
fibrinogénio na formagdo do gel, os autores trataram meios de cultura de
osteoblastos e células do ligamento (1X10° células) com diferentes concentracées
de fibrinogénio (0,1 - 2,5 ug/ml) por 24 horas. Os autores observaram a formagao
de um gel mais consistente do que o gel formado com PRP embora o tempo
decorrido para a sua formagao (> 20h) tenha sido muito maior do que para o PRP
(< 30 min). A adigao de fibrinogénio (2,5 ug/ml) estimulou a produgéo de colageno
tipo | enquanto que a adigao de um inibidor de trombina ao gel formado por PRP
inibiu a expressdo do colageno tipo | pelas células do ligamento periodontal.
Segundo os autores, o fibrinogénio presente no PRP e convertido em fibrina,
formaria um coagulo de fibrina que estimularia a sintese de colageno tipo | de

maneira mais efetiva do que o PDGF e o TGF-B pois produziria alguns fatores de
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crescimento endogenos liberados gradualmente. Sendo assim, o PRP
apresentaria dois diferentes mecanismos de acdo que combinados, promoveriam
uma efetiva cicatrizacdo dos efeitos periodontais. Enquanto os fatores de
crescimento (PDGF e TGF-B) estimulam a proliferagdo das células do ligamento
periodontal, o coagulo de fibrina estimularia a producdo de matriz extracelular

através da maior expressao de colageno tipo I.

Outro fator que confere grande variabilidade aos resultados dos estudos
sobre o PRP é a grande diversidade de métodos para sua obtencao (Whitman et
al, 1997; Marx et al, 1998; Marx et al, 2004). A coleta do sangue periférico
(utilizando bolsas de sangue ou tubos a vacuo); o tempo de utilizacdo e de
armazenamento do gel de plaquetas; as caracteristicas da centrifugagao
(velocidade, tempo e numero de processos) bem como o método de ativagao e
formagao o gel, sdo alguns passos que diferem de um método para outro. Em
razao disso, ainda nido existe um protocolo unico ou ideal para obtencdo do
plasma rico em plaquetas. Diferentes centrifugas, sejam automaticas ou nédo, em
diferentes velocidades e tempo de centrifugacdo estdo descritas na literatura
(Whitman et al, 1997; Marx et al, 1999; Anitua et al, 1999; Lekovic et al, 2002;
Weibrich & Kleis, 2002).

A centrifugagdo do sangue periférico tem por objetivo separar os
componentes sanguineos em trés fases em fungcdo da densidade. As plaquetas
sao células pequenas, ricas em lipideos, e por isso “flutuam” no plasma enquanto
as demais células, mais pesadas, tendem a se sedimentar durante a centrifugagao
(Ferreira &Amorim Filho, 2000). Sendo assim, apds a centrifugacdo, a fase menos
densa compreende o plasma pobre em plaquetas (PPP) e se localiza mais
superficialmente, é rico em fibrinogénio e fatores da coagulagdo e serve como
uma matriz osteocondutora juntamente com o PRP. O PRP ou também
denominado “buffy coaf’ situa-se na porcdo meédia e contém as plaquetas
concentradas e as células brancas, enquanto que as hemacias compreendem a

porcao mais densa e se localizam na parte inferior (Marx, 1999). Se a
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centrifugacéo for intensa e/ou o tempo de centrifugagdo for muito longo, as
plaquetas podem “descer” para junto dos glébulos vermelhos tornando dificil sua
recuperacao (Ferreira &Amorim Filho, 2000). Autores como Whitman et al (1997),
Marx et al (1998) e Anitua (1999) citam em seus protocolos a velocidade da
centrifugacdo empregada, o que ndo determina necessariamente a intensidade da
centrifugagcédo, uma vez que esta estara na dependéncia do raio da centrifuga
utilizada. Segundo Jahn (2002) os autores deveriam sempre se referir a forga

centrifuga relativa (FCR) aplicada ao sangue, expressa em gravidades (G).

Outra etapa muito importante durante a obtencdo do PRP ¢é a adicéo de
um agente coagulante que neutraliza a agao do anticoagulante do tubo ou bolsa
para se obter o gel de plaquetas. Os principais agentes descritos na literatura sdo
a trombina bovina associada ou n&o ao cloreto de calcio e o aquecimento do
cloreto de calcio 10% a 37°C. O uso de trombina bovina €& questionado por
Landsberg et al (1998) que afirmaram que o uso de trombina bovina estaria
associado a formacgédo de anticorpos para os fatores de coagulagdo V e VI e,
sendo assim, sua utilizacdo poderia levar ameaca a vida. Em razdo da trombina
nao estar disponivel comercialmente no Brasil, o cloreto de calcio 10% tem

mostrado ser um método adequado para a formagao do gel PRP.

A utilizagdo do PRP em procedimentos clinicos requer alguns cuidados
tanto em relacdo a técnica, e ao protocolo de centrifugacado e ativagdo, como
também em relagcdo as condicbes de saude sistémica do paciente. Todos os
procedimentos devem ser realizados de acordo com as Normas Técnicas em
Hematoterapia (Portaria N° 1376, de 19 de novembro de 1993 do Ministério da
Saude). Exames de sangue e coagulograma sao necessarios previamente para se
avaliar as condigdes de se obter uma quantidade viavel de plaquetas e assim

obter os resultados esperados.
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2.4 — APLICACAO DO PRP NO TRATAMENTO DOS DEFEITOS PERIODONTAIS

O primeiro relato do uso do PRP no tratamento de defeitos periodontais
foi realizado por de Obarrio et al (2000). Os autores apresentaram trés casos
clinicos (dois defeitos infra-6sseos e um defeito de furca Grau Il) tratados com a
associagdo do PRP ao osso alégeno desmineralizado (DFDBA) cobertos ou nao
por uma membrana de colageno. Os autores observaram uma significante
reducao na profundidade de sondagem em todos os casos, sendo que, em um dos
casos, 0 acompanhamento radiografico detectou formacdo de novo osso dois
meses apos o tratamento. A cirurgia de re-entrada foi realizada em dois casos

mostrando completo preenchimento 6sseo do defeito 13 meses apds o tratamento.

Em 2001, Petrungaro advogou o uso do PRP como fonte de fatores de
crescimento para a implantodontia e periodontia afirmando que seu uso em
cirurgia periodontais estéticas, bem como ao redor de implantes saudaveis e
doentes, proporcionaria rapida e efetiva reparagdo. Segundo o autor, o uso do
PRP estaria indicado em cirurgias de elevagdo do assoalho do seio maxilar,
enxertos de tecidos 6sseo em bloco ou particulado, extragao e instalagdo imediata
de implantes além de enxerto gengival livre e enxerto de tecido conjuntivo
subepitelial. O autor defendeu ainda o uso do PRP em pacientes idosos afirmando
que estes possuem menos células mesenquimais indiferenciadas apresentando
melhor beneficio com os fatores de crescimento. O uso em pacientes idosos

também é indicado por Tischler (2002).

Camargo et al (2002) realizaram um estudo clinico controlado,
randomizado com modelo de boca dividida, para avaliar a associacdo do PRP e
do osso bovino a regeneracgéo tecidual guiada no tratamento de defeitos infra-
0sseos proximais. Para cada paciente, um defeito foi tratado com a associagao
PRP+ osso bovino + RTG enquanto o outro defeito recebeu apenas a membrana.
Seis meses apos o tratamento, foi realizada uma cirurgia de reentrada que

mostrou maior preenchimento 6sseo no grupo teste (4,78 + 1,26mm por vestibular
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e 4,66 =+ 1,32mm por lingual) quando comparado ao grupo controle (2,31Tmm +
1,32mm por vestibular e 2,26 + 0,81mm por lingual). O ganho de insercao clinica
também foi maior no grupo teste (4,37 =+ 1,31Tmm / 4,28 + 1,33mm) quando

1,23mm / 2,44 £

H

comparado aos defeitos que receberam apenas RTG (2,62
1,21mm).

Estudo com desenho semelhante foi realizado por Lekovic et al (2002)
com o objetivo de comparar a utilizagdo do PRP com 0 0sso bovino associado ou
ndo a RTG, porém nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes em relagao a reducédo na profundidade de sondagem, ao ganho de
insercao ou ao preenchimento 6sseo. Os autores concluiram que a associagdo do
PRP com o osso bovino foi efetiva para o tratamento dos defeitos infra-6sseos

estando ou ndo associados a RTG.

Os mesmos autores (Lekovic et al, 2003) estudaram a aplicagao clinica
do PRP no tratamento de defeitos de furca Grau Il bilaterais em molares inferiores
de humanos. Enquanto um dos defeitos recebeu tratamento com RTG associado
ao PRP e ao osso bovino, o defeito contralateral recebeu apenas instrumentagao
periodontal. Os resultados mostraram superioridade para o grupo teste tanto para
a reducgéo da profundidade de sondagem e o ganho de nivel clinico de insergao,

como para o aumento do nivel 6sseo vertical e horizontal.

Hanna et al (2004) testaram a associagédo do PRP ao osso bovino no
tratamento de defeitos infra-6sseos e observaram resultados clinicos superiores
no grupo teste onde o PRP foi utilizado. Apds seis meses, a média para redugao
na profundidade de sondagem foi de 3,54 e 2,53 mm para o grupo teste e
controle, enquanto o ganho de insergao foi de 3,15 e 2,31 mm respectivamente
(p< 0,05).

Mais recentemente, Sammartino et al (2005) realizaram um estudo no
qual o PRP foi aplicado isoladamente em defeitos dsseos angulares, presentes na

raiz distal dos 2°° molares inferiores, causados pela impactagdo mesio-angular dos
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3° molares adjacentes. Doze semanas apds a cirurgia, os autores observaram
uma notavel redugcdo na profundidade de sondagem e aumento do nivel de

insergcao nos casos tratados com PRP.

Em relac&o a aplicagdo do PRP em cirurgias de recobrimento radicular,
existem poucos relatos na literatura. Petrungaro (2002) apresentou trés casos
clinicos de recobrimento radicular, em situagdes de recessao gengival, utilizando
PRP associado ao enxerto de tecido conjuntivo, em dois casos, e a membrana de
colageno, em um caso. Segundo o autor o uso de PRP promoveu uma redug&o no
sangramento nas areas doadora e receptora além de reduzir a incidéncia de dor e
o potencial de infeccdo pds-operatorio. Além disso, o PRP ajudou na estabilizagao

inicial do enxerto devido a suas propriedades coesivas e adesivas.

Em 2004, Griffin & Cheung apresentaram dois relatos de caso nos quais
recessdes gengivais de 2,0 a 2,5mm de altura foram tratadas com uma dupla
camada de esponja de colageno contendo o PRP. As esponjas de colageno foram
recortadas de acordo com as medidas dos defeitos e entdo foram embebidas no
PRP antes da adicdo da trombina bovina (1000 U) e do cloreto de calcio a 10%.
Os autores observaram completo recobrimento radicular 6 meses apds o
procedimento cirdrgico e relataram que em um dos casos houve um ganho de

1,5mm de tecido queratinizado.

Posteriormente os mesmos autores (Cheung & Griffin, 2004), ainda
tentando avaliar a eficacia clinica da associacdo do PRP a esponja de colageno,
realizaram um estudo clinico controlado com desenho em boca dividida. Nesse
estudo foram tratados 15 pacientes com recessdes gengivais bilaterais classe | ou
Il de Miller nos dentes anteriores ou nos pré-molares. Em cada paciente os
defeitos foram sorteados e aleatoriamente designados para receber o tratamento
teste (esponja de colageno embebida no PRP) ou controle (enxerto de tecido
conjuntivo subepitelial). Os resultados mostraram que ambas as técnicas sao
efetivas no tratamento de recessbes gengivais Classe | ou Il de Miller,

apresentando 80% e 95% de recobrimento radicular nos lados teste e controle,
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respectivamente. Apds oito meses, as diferengas em relacdo a reducdo do
tamanho da recesséo (2,48 + 0,62mm para grupo controle e 2,43 + 0,62mm para o
grupo teste) bem como em relagdo ao ganho de insergao clinica (3,61 + 0,57mm
para o grupo controle e 3,48 + 0,58mm para o grupo teste) ndo foram
estatisticamente significantes sendo que o lado tratado com PRP apresentou uma

superioridade estética dos resultados e um menor desconforto pés-operatorio.

Vastardis et al (2004) utilizaram o PRP para hidratar a matriz dérmica
acelular (Alloderm ®) antes de posiciona-la sobre o defeito de retracdo e recobri-la
com retalho posicionado coronariamente. Os autores observaram que o uso do
PRP acelerou o processo de cicatrizacdo e os resultados clinicos, quando
comparado ao grupo controle no qual o Alloderm® foi hidratado com solugdo

salina.

Em um estudo piloto em humanos, Huang et al (2005) testaram o efeito
do PRP quando associado ao retalho posicionado coronariamente (RPC) no
tratamento de recessdes gengivais Classe | de Miller. Seis meses apos a cirurgia,
a média de recobrimento radicular foi de 83,5% * 21,8% no grupo controle (RPC)
e 81,0% + 28,7% no grupo teste (P> 0,05). Os autores concluiram que a aplicagao
do PRP durante o procedimento de recobrimento radicular realizado com retalho
posicionado coronariamente ndo promoveu resultados clinicos superiores em

defeitos de retracao Classe | de Miller.
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3. PROPOSICAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar histometricamente a
associagéo do plasma rico em plaquetas (PRP) e do enxerto de tecido conjuntivo
subepitelial, na regeneragdo periodontal de defeitos do tipo retragdo criados

cirurgicamente em caes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1- Selegao dos animais:

Foram utilizados seis (6) cdes fémeas, em idade adulta, sem raga
definida, pesando em média 15 kg, em bom estado de saude geral e com dentigdo

completa.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas
éticas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e
realizados sob aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal
(CEEA) do Instituto de Biologia da UNICAMP - Bioterismo da UNICAMP (CEMIB)
— Protocolo 758-1.

ApOs a chegada dos cées ao Biotério da Faculdade de Odontologia de
Piracicaba-UNICAMP, os mesmos foram mantidos em baias separadas, as quais
foram limpas diariamente. Os caes foram submetidos as mesmas condi¢des
ambientais e alimentares, e agua ad libitum, além de monitorados diariamente até

o final de todo o experimento.

4.2- Procedimentos Cirurgicos:

=  Anpestesia

Antes da cirurgia, os animais foram pesados e, de acordo, com seu
peso corpoéreo, receberam via intramuscular, uma injecdo de sulfato de atropina
(Sulfato de Atropina 0,50mg®, Hipolabor, Sdo Paulo, SP, Brasil) e 1,5mg/10 kg de
cloridrato de dihidrotiazina (Rompum®, Bayer do Brasil AS, Sdo Paulo, Sp, Brasil).

Em seguida, os animais foram submetidos a anestesia geral, através de uma
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injecdo intravenosa de uma solugdo de 2,5% de tiopental sodio (Tiopental®,
Cristalia produtos quimicos e farmacéuticos Ltda, Itapira, Sdo Paulo, SP, Brasil),
na dose de 1ml/kg. A via intravenosa foi mantida com soro fisioldgico durante o ato
cirargico, possibilitando a hidratagdo do animal e a administragdo de doses de
manutengdo do anestésico. A area cirurgica foi localmente anestesiada com
xilocaina 2% (Merrel Lepetit Farmacéutica Ltda, Santo Amaro, SP, Brasil),
contendo epinefrina (1:50.000), com o objetivo de reduzir o sangramento e

assegurar um efeito anestésico adequado.

= Confecgao dos defeitos:

Retragdes gengivais bilaterais foram criadas cirurgicamente na
superficie vestibular dos caninos superiores através da técnica descrita por
Gottlow et al (1986), que consiste de duas incisdes verticais, distantes 5 mm entre
si, partindo da margem gengival, com extensdo de 7 mm. Estas incisbes foram
unidas apicalmente por uma incisdo horizontal e coronariamente, por uma incisao
intra-sulcular (Figura 01). O tecido delimitado pelas incisdes foi removido com o
auxilio de um descolador de periosteo. O tecido 6sseo subjacente foi removido
com microcinzéis e a superficie radicular foi instrumentada com curetas de Gracey
5/6 (Figura 02).

Utilizando-se uma broca esférica (Carbide 2 - KG-Sorensen®) em baixa
rotacdo, sob irrigagdo com soro fisiolégico, foi confeccionado um sulco na
superficie radicular ao nivel da jungdo cemento esmalte para que pudesse servir

como um ponto de referéncia coronaria durante a avaliagdo histométrica.
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e Cronificacao dos defeitos:

Visando reduzir o potencial de regeneragao espontanea observado nos
defeitos criados cirurgicamente em animais, e assim minimizar a interferéncia
deste nos resultados finais do presente estudo, os defeitos foram submetidos a um
processo de cronificagao (Figura 03). Para tanto, foi adaptada sobre a superficie
radicular exposta uma tira de matriz metalica do tipo Tofflemire envolta por um fio
de algodao (Linha 10, Corrente Ind. e Com, SP, Brasil) e fixada a coroa do dente
através de resina composta fotopolimerizavel (Z100® 3M do Brasil). Este
dispositivo de cronificagao foi mantido justaposto a area do defeito por um periodo

de um més permitindo o acumulo de biofilme dental.

Com o objetivo de preparar o tecido para a cirurgia subsequente, apos
este periodo de um més, as tiras de matriz foram removidas, os defeitos foram
submetidos a raspagem supragengival (ultrassom) e os animais passaram por um
regime de escovacdo dental e aplicacdo tépica de digluconato de clorexidina a

1%, durante os sete dias que precederam os procedimentos cirurgicos (Figura 04).
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Figura 01 — Aspectos
macroscopico da  face
vestibular de um canino
esquerdo apo6s a realizagado
das incisdes que delimitam
a porcdo de tecido mole

(5x7mm) a ser removida.

Figura 02 - Aspectos

macroscopico da face
vestibular de um canino
esquerdo apds ostectomia,
raspagem e alisamento
radicular e criagdo do
sulco de referéncia

coronario (S2).

Figura 03 — Aspectos
macroscopico da face
vestibular de um canino
esquerdo apoés a
adaptagdo de uma matriz
para acumulo de placa

(um més).

Figura 04 — Aspectos
macroscopico da face
vestibular de um canino
esquerdo apds a remogao
da matriz e a realizagdo de

raspagem supragengival.



= Obtengado do Plasma Rico em Plaquetas:

Para a obtencdo do PRP imediatamente antes de iniciar a cirurgia para
tratamento dos defeitos, foi coletado aproximadamente 40ml de sangue de cada
animal, sob anestesia geral, através de tubos de coleta de sangue a vacuo tipo
Vacutainer® (BD Brasil, Sdo Paulo, SP) de 4,5ml contendo 0,5ml de
anticoagulante (citrato de sodio a 3,2% tamponado). Foram obtidos cerca de oito
tubos de sangue por animal sendo que, um dos tubos com uma amostra do
sangue total assim como uma amostra do PRP obtido antes da adigao de cloreto
de calcio a 10%, foram enviadas para um laboratorio de analises clinicas
veterinario (IMAGO, Piracicaba/SP) para a contagem de plaquetas nestas duas

porgoes.

A metodologia de separacao de plaquetas do sangue foi baseada no
estudo de Jahn (2002) no qual foi desenvolvido um protocolo de dupla
centrifugacédo. Esta técnica foi escolhida uma vez que os resultados do citado
trabalho mostraram que a dupla centrifugacéo foi eficiente para a separacéo de
plaquetas do plasma, levando a uma concentragao média de plaquetas de 370,2%

no terco inferior do tubo.

Os tubos foram centrifugados com uma forga centrifuga relativa (FCR)
de 200G (gravidades) e 1200 RPM (Rotagdes por minuto), ja padronizada pelo
fabricante da centrifuga, modelo odontolégico SIN 1200 (CELM — Companhia

Equipadora de Laboratérios Modernos, Barueri — SP) durante 10 minutos.

Decorrido este tempo, com a ajuda de uma micropipeta, a parte superior
do tubo, contendo o plasma e leucdcitos, foi separada da parte inferior, contendo
as plaquetas, leucdcitos e células vermelhas sanguineas, sendo entdo descartada.
Os tubos foram levados novamente a centrifuga, na qual foram submetidos a um

segundo processo de centrifugagao durante 15 minutos e FCR de 200G.
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Apos este periodo, trés fases podiam ser observadas, estando o PRP
localizado logo acima da porcao vermelha do sangue (Figura 05, a). Ele foi entdo
coletado com o auxilio de uma micropipeta de 1000l e transferido para uma placa
de petri estéril onde foi acrescentada a solugcdo de Cloreto de Calcio 10% na
propor¢ao de 1:8 da quantidade total de PRP coletado e homogeneizado com

auxilio de uma ponteira de pipeta (Figura 05, b).

A placa contendo o PRP foi entdo levada a banho-maria a 37°C,
juntamente com o enxerto previamente removido, por cerca de 10 minutos até que

ocorresse a geleificagdo e pudessem ser aplicados aos defeitos (Figura 05, c).

Figura 05.a — Resultado da primeira centrifugagao. Figura 05.b - Porgéo Figura 05.c - Enxerto
Estando o PRP localizado logo acima da porgdo correspondente ao PRP associado ao PRP apos
vermelha do sangue. localizada logo acima da porgdo 10 min de banho-maria.

vermelha do sangue.

= Obtencao do enxerto de tecido conjuntivo subepitelial:

Para a obteng¢ao do enxerto de tecido conjuntivo subepitelial, duas faixas de
tecido de 8 mm X 10 mm de extensdo e de aproximadamente 1,0mm de
espessura, foram removidas do palato duro de cada animal, na regido do 1°. molar
superior até o 2°. molar superior, através de disseccao total. Este tecido foi entdo
desepitelizado, com auxilio de uma tesoura cirurgica, e colocado em soro

fisioloégico até a transferéncia para o leito receptor, no lado controle, ou para o
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PRP no lado teste. A regido doadora recebeu suturas com fio reabsorvivel Vycril
4-0 (Ethicon®, Jhonsons do Brasil SA, Sdo José dos Campos, SP, Brasil)

objetivando controlar a hemostasia.

= Tratamento dos defeitos:

O tratamento de cada par de defeitos foi determinado por sorteio, sendo
que um hemi-arco recebeu o tratamento | (Controle — enxerto de tecido conjuntivo
subepitelial) enquanto que o defeito contralateral recebeu o tratamento Il (Teste —

enxerto de tecido conjuntivo subepitelial + PRP).

Para confec¢cdo de um retalho trapezoidal combinado (espessura total
até a juncdo mucogengival e espessura parcial a partir deste ponto), que foi
utilizado tanto no lado teste como no lado controle, duas incisdbes horizontais
foram realizadas na altura da jungdo cemento-esmalte. Estas incisbes foram
unidas mesialmente por uma inciséo sulcular e se estendiam distalmente como
duas incisbes relaxantes obliquas que ultrapassavam a linha mucogengival
(Figura 06, a).

ApoGs o rebatimento do retalho, as superficies radiculares de ambos os
lados, teste e controle, foram instrumentadas com curetas de Gracey 5/6, com o
intuito de promover sua descontaminagao. Um sulco de referéncia apical foi criado
ao nivel da crista 6ssea alveolar, com utilizacdo de broca esférica (Carbide V2 -
KG-Sorensen, Sao Paulo, SP) em baixa rotag&o, sob irrigacdo com soro fisioldgico
(Figura 06, b).

Nos dentes do lado controle, o enxerto de tecido conjuntivo subepitelial
removido da regido do palato duro foi adaptado de forma a recobrir totalmente o
defeito e pelo menos 2 mm da crista 6ssea adjacente a este, sendo mantido em
posicédo através da sutura reabsorvivel ao redor do dente (Figura 06, c). Com o

enxerto adaptado e suturado, o retalho foi posicionado coronariamente para
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recobri-lo e recebeu sutura suspenséria com fio reabsorvivel Vycril 4-0 (Ethicon®,
Jhonsons do Brasil SA, Sao José dos Campos, SP, Brasil). O fechamento primario
das incisdes relaxantes foi conseguido através de suturas interrompidas com o

mesmo fio reabsorvivel (Figura 06, e).

No lado teste, os mesmos procedimentos foram realizados, porém o
enxerto foi colocado no leito receptor apos ser associado ao PRP e levado a
banho Maria a 37°C por 10 minutos. Assim, a geleificagdo do PRP ocorria apés a
associagdo do enxerto, de maneira tal que este ficava envolto pelo gel de

plaquetas (Figura 06, d).

Portanto, cada animal recebeu os dois tratamentos: enxerto de tecido
conjuntivo subepitelial associado ao PRP e enxerto de tecido conjuntivo

subepitelial isoladamente, em um tipo de desenho experimental de boca dividida.

ApOs os procedimentos cirurgicos foi administrada uma dose unica de
Pentabidtico para animais de pequeno porte, uma associacdo de penicilina e
estreptomicina (0,1ml/kg) , via intramuscular, (Pentabi6tico Veterinario Pequeno
Porte, Laboratério Wyeth-WhiteHall LTDA, Sao Paulo, SP, Brasil) imediatamente
apos o fechamento dos defeitos. Um antiinflamatorio ndo esteroidal (Fluxinin
Meglumine - Banamine® 10mg/mL, Ind. Quim. e Farm Schering-Plough S/A
Veterinaria, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), na dosagem de 1mL/10 kg, foi
administrado por 3 dias consecutivos, via subcutanea, com objetivo de controlar a
dor e o edema pds-operatério. Nas quatro semanas seguintes, os caes foram
mantidos com colar protetor elizabetano e receberam dieta pastosa — racdo em
lata (BomGuy, Dumilho AS Ind. e Com., Espirito Santo, Brasil) e para prevenir
qualquer trauma sobre a area operada e sobre as suturas. Também foi realizado
um controle quimico de placa por meio de aplicag&o topica diaria de digluconato

de clorexidina 0,12%.
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Figura 06.a — Aspectos macroscopico da
face vestibular de um canino esquerdo
apos a confeccédo de um retalho trapezoidal

Figura 06.c — Adaptacdo do Figura 06.d - Adaptagdo do
enxerto de tecido conjuntivo enxerto de tecido conjuntivo
subepitelial sobre o defeito (lado subepitelial, associado ao PRP,
controle). sobre o defeito (lado teste).
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Figura 06.b — Aspectos macroscépico da
face vestibular de um canino esquerdo

apods o rebatimento do retalho.

Figura 06.e — Reposicionamento

coronario do retalho.



4.3 - Processamento Histologico:

Decorridos 45 dias dos procedimentos cirurgicos de tratamento das
retracées gengivais, os animais foram anestesiados e sacrificados pela técnica de
perfusdo endovenosa de formol a 4%. As arcadas foram dissecadas e divididas

em blocos contendo os defeitos.

Os blocos foram descalcificados em solugdo de Morse (acido féormico a
50%, citrato de so6dio a 20% e agua destilada, numa proporgao de "z: Va: 74). As
pecas foram mantidas suspensas em um pedaco de tecido tipo tule, de maneira a
ficarem submersas na solugdo, porém sem entrar em contato com o fundo do

recipiente.

O progresso da descalcificagdo foi avaliado com perfuragbes em areas
que nao eram de interesse para analise. Apds dois meses, as pegas foram
aparadas removendo-se a sua porcao palatina e a coroa dental. Apés um periodo
total no descalcificador de 4-5 meses, os espécimes foram lavados em agua
corrente, colocados em solugao de sulfato de sédio a 5% por 48 horas e
novamente lavados, procedendo-se a tramitagdo laboratorial de rotina, com

desidratacao, diafanizagao e inclusao em parafina.

Os blocos foram seccionados com espessura de 6um e orientagao
vestibulo-lingual, obtendo-se 20 laminas por bloco, representativas da porgao

mediana do defeito. Posteriormente, estas laminas foram coradas com HE.

4 4-Analise Histométrica:

Para cada dente, foram selecionadas e digitalizadas seis laminas,
representativas do terco mediano do defeito e distanciadas igualmente entre si. As

imagens das laminas foram capturadas por uma camera digital acoplada em um
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microscopio optico (Microscopio Axioskop 2 plus®) e, com auxilio de um programa
de analise de imagens (Image-Pro® Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA)
foram realizadas as mensuragbes dos parametros. Posteriormente foram obtidas

meédias para cada medida histométrica em cada animal.

A avaliagdo histométrica foi realizada tomando como referéncia o sulco
apical (confeccionado durante o procedimento de tratamento do defeito, ao nivel
da crista 6ssea = S1) e o sulco coronario (confeccionado no momento da criagao

do defeito, ao nivel da jungcdo cemento-esmalte = S2) (Figura 07).

Figura 07 — Parametros histométricos avaliados.

Os parametros histométricos avaliados foram:

1. EXTENSAO DO DEFEITO SOBRE A RAIZ: (S1 - S2).

2. EXTENSAO DO EPITELIO SULCULAR E JUNCIONAL: margem gengival

ao limite apical do epitélio juncional.

3. ADAPTACAO CONJUNTIVA: limite coronario do cemento ao limite apical
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do epitélio juncional.

4. NOVO CEMENTO: do sulco de referéncia apical (S1) ao limite coronario do

cemento.

5. NOVO OSSO: do sulco de referéncia apical (S1) ao limite coronario do

0SSO0.

6. POSICAO GENGIVAL: margem gengival ao sulco de referéncia coronario
(S2).

Um outro parametro avaliado foi o de EPITELIO SOBRE A RAIZ, que foi
calculado subtraindo-se da extensdo do epitélio total a extensdo da posigao

gengival.

4 5-Analise Estatistica:

Foram obtidos a média e o desvio padrao para cada parametro, em que
cada animal foi considerado um bloco, recebendo os dois tratamentos

caracterizando um delineamento experimental em blocos ao acaso.

Inicialmente foi aplicada uma Analise Exploratoria dos dados para cada
parédmetro, utilizando o Proc Lab do Programa SAS versdo 8.2, 2001 (SAS
Institute Inc, Cary, NC, USA).

Uma vez que os dados histométricos atenderam as pré-suposicdes da
analise exploratéria, foram submetidos ao Teste de t-Student pareado, com nivel
de significancia de 5% (P < 0,05).
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5. RESULTADOS

5.1- Observacoes Clinicas:

Apds o periodo de cronificacdo de um més, anteriormente aos
procedimentos basicos, foi observada a formagéo de calculo e biofilme dental

sob as superficies radiculares expostas pela técnica de criacdo do defeito.

Durante os 45 dias de pds-operatério, os caes permaneceram em boa
saude, sem nenhuma complicacdo de ordem geral. O processo de cura foi
caracterizado por uma resposta favoravel do tecido gengival. Nenhum sinal
clinico de inflamacgéo ou reagao adversa dos tecidos (deiscéncia ou formagao
de abcessos ou supuragdo) foi observado. Do ponto de vista clinico, o

recobrimento radicular obtido nos lados teste e controle foi muito semelhante.

5.2- Observacgdes Plasmaticas:

A média do numero de plaquetas do sangue total dos animais coletado
imediatamente antes da cirurgia foi de 182,00 + 76,35 plaquetas/uL, aumentando
para 413,00 + 142,59 plaquetas/uL apos o preparo do PRP. Esta concentragdo de

plaquetas resultou em uma proporgdo aumentada de 241,95% (Tabela 02).

Tabela 02: Quantidade de plaquetas inicial (sangue total) e final (PRP)
em pl e Concentragao total de plaquetas (em %).

Cao Plaquetas Inicial /m | Plaquetas Final /ml Concentracéo (%)
1 308,00 694,38 225,45

2 136,00 290,37 213,51

3 148,00 431,77 291,73

4 96,00 325,72 339,29

5 232,00 497,42 214,40

6 172,00 287,85 167,35

Média 182,00 421,25 241,95
Desvio-Padrao 76,35 157,84 62,22
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5.3- Observacdes Histoldgicas:

Em ambos os lados, observou-se um epitélio oral pavimentoso
estratificado queratinizado com caracteristicas de normalidade e com presenca de
cristas epiteliais bem desenvolvidas. No epitélio juncional também foram
encontradas caracteristicas de normalidade. A espessura foi progressivamente
maior no sentido coronario, ndo apresentando cristas epiteliais, ulceragdes e
tendéncia a queratinizagcdo. No entanto, no lado teste (Figura 08.a), este epitélio
apresentou uma extensdo menor do que a observado no lado controle (Figura
08.b) onde atingiu areas mais apicais. Nao foi observado uma clara distingéo entre
as bordas do enxerto de tecido conjuntivo subepitelial e o tecido conjuntivo da

regiao receptora.

A superficie radicular apresentou irregularidades, tanto no lado teste
como no lado controle, nas porgdes onde ndo houve uma adeséo epitelial, ou seja,
nas regides onde ocorreu uma adaptagdo conjuntiva ou formacédo de novo
cemento com fibras inseridas. Foram observadas em algumas laminas presenca
de pequenas lacunas de reabsorgao com presenca de estruturas semelhantes a

células multinucleadas.

No interior do sulco de referéncia apical, observou-se formacao de uma
camada mais espessa de tecido morfologicamente semelhante ao cemento, que
se estendeu coronariamente, em maior extensdo no lado teste. Este “novo
cemento” estava revestido por uma camada de cementoblastos (Figura 09).
Coronariamente a esta regido, observou-se uma area de adaptagao das fibras
conjuntivas que estavam apenas justapostas e orientadas paralelamente a
superficie radicular, sem a formagcdao de novo cemento. Nestas regides

predominaram as lacunas de reabsor¢ao e irregularidades na superficie radicular.

No presente estudo a formagéo de novo osso nao foi um achado comum
em todos os espécimes sendo observada apenas em dois elementos de cada
grupo. Nos demais elementos, foi observada uma reabsorc¢ao do tecido 6sseo que

se encontrava apicalmente em relagdo ao sulco de referéncia apical (Figura 10).
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Figura 08.a — Céo 1 — Lado Teste: aumento

de 25x. Sulco apical (A), sulco coronario

(B), extensédo apical do epitélio juncional
(E). Coloragéo HE.

Figura 09 — Aumento de 400x. Limite apical
do sulco apical (AA), novo cemento fomado
(NC), cemento antigo (C), tecido 6sseo (O).

Coloracdo HE.
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Figura 08.b — Cdo 1 — Lado Controle:
aumento de 25x. Sulco apical (A), sulco
coronario (B), extensdo apical do epitélio
juncional (E) Coloragao HE.

Figura 10 — Aumento de 400x. Limite
coronario do tecido 6sseo (LCO)
apicalmente ao sulco apical caracterizando
uma reabsor¢do Ossea. Limite apical do
sulco apical (AA). Cemento antigo (C),
tecido 6sseo (O). Coloragao HE.



5.4-Observacgdes Histométricas:

Considerando as médias em milimetros, houve diferencga
estatisticamente significante apenas na extensdo de novo cemento formado. O
grupo teste teve uma formagcao de novo cemento de 2,18 + 0,78mm enquanto que
no grupo controle, o valor observado foi de 1,19 + 0,62mm (p = 0,05). No entanto,
a amplitude dos valores foi indicativa de uma menor extens&o de epitélio sobre a
raiz no lado teste 1,38 + 0,37mm quando comparado ao lado controle 2,31 +
1,23mm. Os valores das médias finais, desvio padrdo e mediana de cada

parametro avaliado, nos grupos teste e controle, sdo mostrados na Tabela 03.

Os resultados das diversas medidas histométricas realizadas, expressos
em porcentagem da distancia ocupada, por cada parametro avaliado, entre os
sulcos de referéncia apical e coronario sdo demonstrados no Grafico 01.

Grafico 01: Porcentagem da distdncia (em mm) ocupada pelos parametros
histométricos entre os sulcos de referéncia coronario e apical.
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Tabela 03: Média, desvio padréo (DP) e mediana (em mm) e valores de p dos

parametros histométricos.

TESTE CONTROLE
Média + DP Média + DP p
mediana mediana

Extensao do Defeito 4,13+0,83 4,47 + 0,58 0,50
4,13 4,34

Extenséo Epitelial 2,04 £ 0,57 2,49 +£0,82 0,28
1,91 2,44

Adaptagado Conjuntiva 0,29+ 0,28 0,23+0,18 0,64
0,19 0,15

Novo Cemento 2,18+0,78 1,19+ 0,62 0,05
2,1 1,12

Novo Osso -0,57 £ 0,95 -0,46 +1,34 0,91
0,59 0,33

Posicao Gengival 0,30+ 0,73 0,62 £ 1,01 0,59
0,00 0,20

Epitélio sobre a Raiz 1,38 £ 0,37 2,31+1,23 0,17
1,30 2,18

Teste t-Student pareado
(p<0,05)
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6. DISCUSSAO

Na pratica clinica, a retracdo gengival € um problema muito comum
tanto em pacientes com boa higiene oral (Sanges & Germo, 1976; Serino et al,
1994) como também em pacientes com higiene oral precaria (Loe et al, 1992),
podendo chegar a uma incidéncia de até 100% em pessoas acima de 46 anos
(Reatzke, 1985). O recobrimento de superficies radiculares expostas pode ser
conseguido através de diversas técnicas cirurgicas. No entanto, a busca pela
técnica ideal deve levar em consideracdo nao sé os aspectos clinicos como
também os histoldgicos.

Técnicas cirurgicas mucogengivais convencionais mostraram bons
resultados quanto ao recobrimento radicular e a resolugado de problemas estéticos
e de hipersensibilidade dentinaria. Entretanto, estudos histologicos em humanos e
em animais demonstraram que o padrdo de cura obtido ao se realizar estas
técnicas caracteriza-se pela formagao de epitélio juncional longo na maior parte da
raiz (Pfeifer & Heller, 1971; Caffesse et al, 1984) embora quantidades limitadas de
regeneracao também possam ser obtidas (Gottlow et al, 1986; Pasquinelli, 1995;
Weng et al, 1998).

Diante da dificuldade em se avaliar histologicamente em humanos o tipo
de reparagao conseguida apds técnicas para recobrimento radicular, devido aos
aspectos éticos relacionados as bidpsias em bloco, modelos animais sao
geralmente utilizados. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar,
histometricamente, o processo de cura de retragcbes gengivais criadas
cirurgicamente em caes e tratadas pela associacdo do PRP ao enxerto de tecido
conjuntivo subepitelial.

O enxerto subepitelial de tecido conjuntivo associado ao retalho
posicionado coronariamente (Raetzke, 1985; Langer & Langer, 1985) foi a técnica
de escolha para este trabalho. Segundo os trabalhos de Roccuzzo et al (2002) e

Clauser et al (2003) a porcentagem de recobrimento radicular conseguida pela
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técnica do enxerto subepitelial varia entre 65% e 98% sendo que a porcentagem
de recobrimento total varia entre 0% e 90%.

A utilizacdo do PRP associado ao enxerto subepitelial teve como
objetivo avaliar a sua interferéncia no processo cicatricial dos tecidos moles,
através do aumento da concentracdo de fatores de crescimento liberados dos
granulos a-plaquetarios. Em 2001, Petrungaro ja havia observado uma aceleragao
do processo de maturagdo dos tecidos moles apds a realizagdo de cirurgias
mucogengivais nas quais foi aplicado o PRP. Em 2004, Cheung & Griffin
observaram resultados estéticos superiores quando da utilizacdo do PRP no
tratamento de recessdes gengivais Classe | ou |l de Miller. Porém, Huang et al.
(2005) em um estudo piloto em humanos n&o observaram uma superioridade
clinica da associagdo do PRP ao retalho posicionado coronariamente (RPC)
quando aplicado no tratamento de recessbdes gengivais Classe | de Miller. Da
mesma forma, no presente estudo o recobrimento radicular obtido nos lados teste
e controle foi muito semelhante do ponto de vista clinico, sugerindo que ambos os
procedimentos foram efetivos para o tratamento de retragbes gengivais, criadas

cirurgicamente em caes, pela técnica de Gottlow et al (1986).

A metodologia utilizada neste experimento permitiu a obtengdo de
defeitos bilaterais semelhantes e a manutencao de uma adequada altura dssea
interproximal, o que seria dificil de obter com defeitos induzidos por ligadura. Os
defeitos do lado teste apresentaram uma extensdo média de 4,13 + 0,83 mm
enquanto que os do lado controle apresentaram 4,47 + 0,58 mm, sem diferenca
estatisticamente significante. Uma desvantagem desse tipo de defeito utilizado é a
tendéncia a um recobrimento parcial da retracdo e a uma maior neoformagao
0ssea, por possuir paredes laterais e ndo ser muito profundo. Esta tendéncia é
aumentada devido a uma resposta cicatricial mais efetiva observada em caes. No
entanto, o desenho experimental do presente estudo, permitindo um tempo de
cronificagao entre a criacao e o tratamento do defeito, reduziu a interferéncia da

regeneragao espontanea sobre os resultados finais.
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A quantificagcdo das plaquetas nas amostras de sangue total e de PRP
encaminhadas para o laboratério de analises clinicas veterinario, evidenciou que,
no presente estudo, foi alcangada uma concentragdo de plaquetas em torno de
241,95 % (média de 413,75 plaquetas/uL) em relagédo a quantidade do sangue
total dos animais. Estes valores foram inferiores aos obtidos no trabalho de Jahn
(2002), estudo em humanos do qual a metodologia de separagao de plaquetas foi
retirada (370,2%), e no trabalho de Gurgel (2005) que também foi realizado em
céaes utilizando a mesma metodologia (320,6%).

No entanto, até o presente momento, a quantidade de plaquetas e de
fatores de crescimento presentes no PRP, com o objetivo de se promover os
efeitos bioldgicos esperados, ainda permanece desconhecida (Weibrich et al,
2002). De acordo com Lucarelli et al (2003), o conhecimento da concentracao real
ou pelo menos uma estimagao da quantidade desses fatores, € necessaria para
assegurar uma confiavel utilizagdo clinica do PRP ja que sua capacidade
regenerativa esta diretamente relacionada ao nivel desses fatores. Segundo esses
mesmos autores, nem a contagem de plaquetas do sangue total nem do PRP sao
previsiveis em relacado aos niveis resultantes dos fatores de crescimento.

O padrao de cicatrizagao observado no presente estudo, no qual os
defeitos de retragcdo foram tratados com o enxerto de tecido conjuntivo
subepitelial, caracterizou-se pela formagdo de um epitélio juncional longo (2,49 +
0,82 mm) se estendendo em diregdo apical a area do defeito. Nos defeitos
tratados com a associagdo do PRP ao enxerto de tecido conjuntivo subepitelial,
houve uma tendéncia a formagao de um epitélio menos extenso (2,04 + 0,57mm),
porém sem diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo controle.
Quando foi calculada a extensdo do epitélio sobre a raiz e esta medida foi
expressa em porcentagem da distancia ocupada entre os sulcos de referéncia,
observou-se que no lado controle o tecido epitelial ocupava grande parte da
extensdo do defeito (51,67%) semelhante ao observado no estudo de Weng et al

(1998), no qual um tecido epitelial recobriu 43% da extens&o do defeito. No lado
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teste, ao contrario, a porcentagem da extensdo do defeito recoberta por tecido
epitelial foi bem menor, correspondente a 33,41% da distancia entre os notchs.

Segundo Lindhe et al (1982) a cicatrizacado através da formacao de um
epitélio juncional longo ndo compromete a estabilidade dos resultados obtidos com
a terapia cirurgica. Entretanto, em longo prazo, a presenga deste tecido epitelial
tem sido vista como uma sequela indesejavel resultante dos eventos de cura
periodontal, uma vez que parece impedir a formagcdo de um novo aparato de
insercao sobre a superficie radicular além de n&o apresentar uma regeneragao
periodontal verdadeira (Cortellini, 1993).

Uma maior faixa de tecido semelhante a cemento foi observada no lado
teste (2,18 + 0,78 mm) quando comparado ao lado controle (1,19 + 0,62 mm) com
diferengas estatisticamente significantes (p=0,05). Quando novamente a medida
do parametro histométrico foi expressa em porcentagem da distancia ocupada
entre os sulcos de referéncia, observou-se que no lado controle apenas 26,9% da
superficie radicular foi recoberta por novo cemento enquanto no lado teste mais da
metade da area do defeito (52,8%) estava recoberta por este tecido. Resultados
semelhantes foram encontrados nos estudos de Casati et al (2000) e Salllum et al
(2003). Em ambos os trabalhos, retragées gengivais foram criadas cirurgicamente
nos caninos superiores de cinco cées seguindo a mesma metodologia de Gottlow
et al (1986) utilizada no presente estudo. Casati et al (2000), utilizando a
regeneragao tecidual guiada com membrana reabsorvivel de acido polilatico,
observaram um recobrimento de 61% da &area do defeito com um tecido
semelhante ao cemento, enquanto que Sallum et al (2003) encontraram um tecido
cementoide recobrindo 67% do defeito ao aplicarem proteina derivada de esmalte
(Emdogain®).

Provavelmente essa maior extensdo de novo cemento com fibras
inseridas, assim como a tendéncia a formacdo de um tecido epitelial menos
extenso observadas no grupo teste, deve-se a agao biolégica do PRP em nivel
celular e molecular como observado em estudos in vitro (Okuda et al, 2003;

Kawase et al, 2003; Lacoste et al, 2003). Além disso, os fatores de crescimento
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PDGF- e TGF-B que estdo presentes no PRP, apresentam a habilidade de
promover a proliferagdo de células do ligamento periodontal (Kawase et al, 2005)
e a proliferagdo e diferenciacdo de células cementoprogenitoras (Grzesik &
Narayanam, 2002).

Conforme observado no estudo de Okuda et al (2003), o PRP apresenta
uma acgao inibitoria sobre a atividade mitética das células epiteliais. Tal fato nao
impediu a formagado de um epitélio juncional longo nos elementos do grupo teste
do presente estudo, porém pode ter retardado sua migracdo em direcdo apical
resultando em um menor recobrimento do defeito por este tecido.
Consequentemente, houve uma menor interferéncia do tecido epitelial na
formacédo de um novo aparato de inserg¢ao resultando na formagado de uma maior
faixa de nova insergédo conjuntiva nos elementos do lado teste. Aliado a esse fato
esta a acao indutiva do PRP sobre a divisdo celular dos fibroblastos gengivais e
das células do ligamento periodontal (Okuda et al, 2003, Kawase et al, 2005) e
sobre a producdo de colageno tipo | pelas células do ligamento periodontal
(Kawase et al, 2003).

Nao existem na literatura estudos que avaliem a agdo do PRP sobre as
células indiferenciadas, presentes no ligamento periodontal, induzindo sua
diferenciagdo em cementoblastos e levando a uma maior formacéo de cemento
como observado no presente estudo. No entanto, tal resultado pode ser explicado
pelo potencial de alguns fatores de crescimento, encontrados no PRP, em
estimular a formagao do tecido cementario. Lynch et al (1989) e Rutherford et al
(1992), ao utilizarem uma combinacédo de PDGF-BB e IGI-I recombinantes no
tratamento de defeitos periodontais criados em cdes e em primatas,
respectivamente, observaram que estes fatores de crescimento, agindo
sinergicamente, resultaram em uma substancial formag¢do de cemento. Da mesma
forma, Takayama et al (2001) e Sato et al (2004) demonstraram um aumento na
formagao do cemento radicular quando da aplicagdo de bFGF recombinante no
tratamento de defeitos periodontais criados em primatas e em caes,

respectivamente.
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No presente estudo a formagao de novo 0sso nao foi um achado comum
em todos os espécimes, sendo observada apenas em dois elementos de cada
grupo enquanto que, nos demais elementos, foi observada uma reabsorgcdo do
tecido 6sseo. Este resultado foi atribuido a reabsorcdo 6ssea decorrente do
trauma cirurgico e pdde ser observado devido ao reduzido espacgo de tempo entre
o tratamento cirurgico e a avaliagao histométrica.

Todavia, este tempo de avaliacdo foi escolhido com o objetivo de
identificar a influéncia do PRP no inicio do processo cicatricial baseado em
estudos como o de Garg et al (2000) que relataram que todas as plaquetas
disponiveis no PRP degranulam dentro de 3 a 5 dias e que sua atividade termina
dentro de 10 dias. Apds um intervalo de cicatrizagdo maior, provavelmente, esta
reabsorgdo Ossea decorrente do trauma cirurgico ndo seria observada porém os

resultados finais n&o poderiam ser atribuidos a interferéncia do PRP.

Além de ndo ter sido encontrada a formacdo Ossea em todos os
elementos, ndo foi observado um beneficio da adicdo do plasma rico em
plaquetas, em relacdo a osteogénese, no grupo teste. Vale ressaltar que
Arpornmaeklong et al (2004) demonstraram in vitro que o PRP inibiu de forma
dose-dependente a diferenciagdo osteogénica de pré-osteoblastos e que o PRP
nao € um substituto da BMP-2 recombinante na indugao osteogénica.

Os resultados do presente estudo devem ser avaliados com cautela
antes de se extrapolar para a pratica clinica, uma vez que até o presente
momento, nao existe na literatura um consenso em relagdo ao protocolo de
obtencdo do PRP e a sua caracterizagao (Eppley et al, 2004; Kevy & Jacobson,
2004; Marx, 2004; Waters & Roberts, 2004; Zimmermann et al, 2003). O
conhecimento da concentracdo real ou pelo menos uma estimativa da quantidade
dos fatores de crescimento encontrados no PRP, é necessaria para assegurar
uma confiavel utilizagao clinica do gel de plaquetas uma vez que sua capacidade

regenerativa esta diretamente relacionada ao nivel destes fatores.

48



7. CONCLUSAO

Dentro dos limites desse estudo podemos concluir que:

1) A associagao do PRP ao enxerto de tecido conjuntivo subepitelial mostrou-
se mais efetiva em promover neoformagao cementaria quando comparado

ao enxerto de tecido conjuntivo subepitelial isoladamente.
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Certificamos que o Protocolo n°® 758-1, sobre " VALIACAO HISTOMETRICA DA
ASSDCIAQ.&O DO PLASMA RICO EM PLAQUETAS AO ENXERTO DE TECIDO

CONJUNTIVO SUBEPITELIAL EM RETRACOES GENGIVAIS DE CAES" sob a
ricia Ferreira Suaid

responsabilidade de Prof. Dr. Enilson Antdnio Sallu
estd de acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reunido de
02 de dezembro de 2004.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 758-1, entitled "THE EVALUATION OF
CONNECTIVE TISSUE AND PLATELET-RICH PLASMA (PRP) ON THE
PERIODONTAL REGENERATION IN GENGIVAL RECESSION. A HISTOMETRIC
STUDY IN DOGS", is in agreement with the Ethical Principles for Animal Research
established by the Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This

project was approved by the institutional Committee for Ethics in Animal Research

(State University of Campinas - UNICAMP) on December 2nd, 2004.
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