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RESUMO

Objetivo — O propésito deste trabalho foi avaliar, histometricamente, o processo de cura de defeitos
periodontais do tipo deiscéncia, criados cirurgicamente em cdes e tratados pela técnica de
regeneracdo tecidual guiada (RTG) com o uso de membranas reabsorviveis (copolimero de acido
polilatico e poliglicélico) e proteinas derivadas da matriz do esmalte (PME) em animais que
receberam nicotina de forma subcutinea.

Material e Métodos - Defeitos do tipo deiscéncia (4 X 6 mm) foram criados sobre as raizes mesiais

dos 3* e 4% pré-molares mandibulares, bilateralmente. Durante trés meses os defeitos foram
cronificados com tiras metdlicas permaneceram adaptadas aos defeitos promovendo acimulo de
placa. Apds este periodo, os defeitos foram aleatoriamente designados a receber um dos tratamentos
cirdrgicos: 1) raspagem e alisamento radicular (CO); 2) regeneracdo tecidual guiada com
membranas reabsorviveis (RTG) e 3) proteinas derivadas da matriz do esmalte (PME). Durante
quatro meses apds os tratamentos os animais receberam nicotina subcutianea (2mg/kg duas vezes ao
dia com intervalo de 12 horas entre as aplica¢des). Apés este periodo, os caes foram sacrificados e
os espécimes processados histolédgicamente para a andlise histométrica, que incluiu os seguintes
parametros: extensdo do defeito, extensdo do epitélio, extensdo da adaptacdo conjuntiva, extensiao
do novo cemento, extensao de novo 0sso e recessdao gengival.

Resultados — Observou-se uma maior extensao linear de novo cemento, estatisticamente significante
(p<0,05), nos sitios tratados com PME (5,32 mm) quando comparados ao grupo CO (3,60mm),
entre os grupos PME e RTG (4,05mm) ndo houve diferenca estatistica. Todos os outros parametros
ndo tiveram diferencas estatisticas. A extensdo de epitélio foi de 1,71+0,61mm para no grupo CO;
1,2340,99mm para o grupo RTG e 0,63+ 0,35mm para o grupo PME. Quanto a adaptacdo
conjuntiva o grupo CO apresentou uma extensio de 0,15+0,22mm; o grupo RTG 0,15 +0,21mm e o
grupo PME 0,36+ 0,27mm. A formacgdo de novo osso foi de 1,55 +0,93mm no grupo controle;
1,56+ 0,96mm no grupo RTG e de 2,52 +1,34mm no grupo PME. A recessdo gengival foi de 0,36+
0,48mm no grupo CO; 0,25+0,35mm no grupo RTG e de 0,02+ 0,07mm no grupo PME.

Conclusdo - Dentro dos limites deste estudo, conclui-se que mesmo na presenca da nicotina houve
reparo em todos os grupos e a utilizacio da proteina derivada da matriz do esmalte foi o
procedimento regenerativo mais efetivo para se obter maior formagdo cementdria quando

comparado com o controle.



ABSTRACT

Objectives: The goal of this investigation was to evaluate, histologically and
histometrically, the healing process of dehiscence-type defects treated by enamel matrix
derivative (EMD) or guided tissue regeneration (GTR) in dogs that received nicotine.
Methods: Eight mongrel dogs were used. Buccal osseous dehiscences were surgically
created on the mesial roots of the mandibular third and fourth premolars. The defects were
exposed to plaque accumulation for 3 months. After this period, the defects were randomly
assigned to one of the treatments: open flap debridement (OFD), enamel matrix derivative
(EMD) and guided tissue regeneration with resorbable membrane (GTR). During 4 months
afther the treatments the dogs received subcutaneous administration of nicotine (2mg/kg
twice a day with a twelve-hour interval between the applications). After this period, the
animals were sacrificed and the blocks were processed. The histometric parameters
evaluated included: gingival recession, epithelial length, connective tissue adaptation, new
cementum and new bone.

Results: A superior length of new cementum statistically significant was observed in the
sites treated by EMD (5.32mm) in comparison with OFD (3.60mm) (P<0.05) There was no
statistically difference in the EMD group compared with GTR (4.05mm). All others
parameters was not statistically significant. The extension of the epithelium was
1.7140.61mm for the CO group, 1.23+0.99mm for the GTR group and 0.63+0.35mm for
the EMD. Regarding the conective tissue adaptation was 0.154+0.22mm in the CO group,
0.1540.2Imm for GTR and 0.36+0.27mm for EMD. The new bone formation was
1.5540.93mm for CO, 1.56+0.96mm for GTR and 2.52+1.34mm for EMD group. Gingival
recession was 0.36+0.48mm for CO group, 0.25+0.35mm in GTR and 0.02+0.07mm in the
PME.

Conclusions: Within the limits of this study, it can be concluded that healing was
uneventful in all the treatments and EMD alone seems to be the most effective way to

promote new cementum formation in the presence of nicotine compared to control.



1. INTRODUCAOQO

A terapia periodontal regenerativa tem sido associada ao conceito de Regeneragdo
Tecidual Guiada (RTG). A hipétese feita originalmente por Melcher em 1976, e
concretizada por Nyman et al. (1982) e Gottlow et al. (1984) sugere que somente algumas
células do periodonto podem produzir novo cemento, ligamento e 0sso, se a estas células
for dada a oportunidade de ocupar a drea do defeito. Para que isso aconteca outras
populacdes celulares, como por exemplo, as células epiteliais ou fibroblastos gengivais, que
provavelmente sdo os primeiros a ocupar a drea do defeito, teriam que ser excluidas desta
regidao durante a cicatrizacdo. A possibilidade de excluir algumas células durante a
cicatrizacdo de um defeito dsseo periodontal, e finalmente alcancarmos a regeneracio
periodontal, gera o interesse pelas chamadas barreiras ou membranas utilizadas para a
Regeneracdo Tecidual Guiada.

As primeiras barreiras usadas em cirurgia periodontal que permitiram regeneracao
de cemento, ligamento e osso foram os filtros de papel (Nyman et al., 1982). No entanto,
este tipo de barreira ndo possuia algumas caracteristicas fundamentais para promover a
RTG, e a partir dela, vérias outras foram desenvolvidas na tentativa de se obter a barreira
mecanica ideal para Regeneracdo Tecidual Guiada, principalmente membranas fossem
reabsorviveis, dispensando um segundo ato cirtrgico (Greenstein & Caton 1993).

Mais recentemente, além das barreiras, t€m sido indicada a utiliza¢do de proteinas
derivadas da matriz de esmalte (PME) visando a regeneracdo periodontal (Hammarstrom,
1997; Heijl et al., 1997); um material absorvivel, composto por proteinas derivadas do
esmalte do orgdo dental formando uma matriz protéica, que tem como proteina
predominante a amelogenina.

A sua utilizagdo estd vinculada ao conhecimento do papel destas proteinas durante o
desenvolvimento embriogénico da raiz dental. Estudos que descreveram a cementogénese
demonstraram uma intima relacdo entre a bainha epitelial de Hertwig e a formagdo de
cemento acelular (Slavkin & Boyde, 1975). Desta forma, sugere-se que a aplicacdo deste

material em uma raiz dental previamente contaminada possa agir mimetizando a acdo das



proteinas liberadas no processo de desenvolvimento embriondrio dos tecidos periodontais e
da raiz, na formacdo de novo cemento acelular (Hammastron et al., 1997), promovendo
assim, a formacgdo de nova insercao conjuntiva.

Varios estudos clinicos controlados usando RTG (Yukna et al. 1996, Cortellini et
al.1993, Cury et al. 2003) ou PME (Mellonig, 1999; Sculean et al., 1999; Sculean et al.,
2000; Yukna et al., 2000) mostraram bons resultados. Uma meta-analise de 12 estudos
controlados comparando o efeito das técnicas regenerativas mostrou um ganho de inser¢ao
clinico de 32.7% para os defeitos angulares tratados com a proteina e de 38,7% para os
defeitos tratados com membranas (Kalpidis et al., 2002). Porém, mesmo havendo uma
grande eficidcia destas técnicas regenerativas, também foi observado uma significativa
variancia clinica de resultados. Informagdes acumuladas ao longo de 20 anos de uso da
RTG indicam que a variabilidade dos resultados € influenciada por alguns fatores
modificadores durante a cicatrizagdo da ferida (Garrett, 1996), e que a identificacao destes
fatores permite obter melhoras nos resultados das terapias regenerativas.

Um dos fatores modificadores que vem sendo discutido € o consumo de cigarros. O
tabaco estd relacionado ao desenvolvimento e progressdo das doencgas periodontais
(Johnson et al., 1999; Albandar et al., 2000), a reabsorcdo da crista dssea alveolar
(Bergstrom et al., 1991), agrava a perda de altura e densidade do osso alveolar em mulheres
apds a menopausa com doenca periodontal (Payne et al., 2000). O consumo de cigarros ou
de outros derivados de tabaco, como charuto e cachimbo, também esta associado a um
maior risco de perdas dentdrias precoces, especialmente quando associada a ma higiene
bucal (Holm, 1994; Albandar et al., 2000). Individuos fumantes com saude periodontal t€ém
18 vezes mais chance de ter sulco gengival colonizado por patégenos periodontais que os
nido fumantes, risco este que também varia de acordo com a quantidade e duragdo do
consumo de cigarros (Shiloah et al., 2000).

Dentre as 2000 substincias potencialmente toxicas da fumaca do cigarro, a nicotina
¢ uma das mais importantes (Reynolds, 1996; James et al., 1999). Apds o consumo de
cigarros de tabaco, os niveis plasmaticos de nicotina variam de 15ng a 1,8ug/ml e os niveis

salivares de 96ng a 1,6mg/ml (McGuire et al., 1989; Tripton & Dabbous, 1995). Na



cavidade bucal, as concentragdes sdo bastante altas em funcdo do contato direto com a
fumaca do cigarro e da producdo continua de saliva e fluido crevicular. Este ultimo atua
como reservatorio da substincia em niveis cinco a seis vezes mais altos que o plasma ou a
saliva (McGuire et al., 1989; Peacock et al., 1993; Payne et al., 1996).

Diversas fungdes celulares e de defesa sdo alteradas pela acdo da nicotina durante o
consumo de cigarros, como a adesdo e proliferacdo de fibroblastos (James et al., 1999) e a
atividade de neutréfilos/mondcitos (Pabst er al., 1985). A nicotina provoca aumento da
secrecao de prostaglandina E, (PGE;) modulada por lipopolissacarideos bacterianos e pelos
mondcitos periféricos do sangue (Payne et al., 1996), bem como diversos efeitos diretos
sobre as células do ligamento periodontal (Giannopoulo et al., 1999).

Ha na literatura poucas referéncias quanto a influéncia do fumo no sucesso das
técnicas regenerativas, Tonnetti er al. (1995) observaram clinicamente a influéncia do
cigarro no reparo de defeitos infra dsseos tratados com membranas ndo reabsorviveis, €
puderam observar que no momento da retirada da membrana nido houve diferenca entre
pacientes fumantes e ndo fumantes quanto a formacgdo éssea; porém, a avaliacdo apds um
ano mostrou que o fumo estd associado a uma pior resposta apds regeneragdo. Seguindo a
mesma linha de pesquisa, Trombelli et al. (1997) realizaram um estudo clinico com a
utilizacdo de membranas em retracdes gengivais e concluiu que os resultados desta terapia
regenerativa foram prejudicados em pacientes fumantes. Em relacdo as proteinas derivadas
da matriz do esmalte, Tonetti et al. (2002) incluiram pacientes fumantes (consumo de
menos de 20 cigarros/dia) em um estudo multicéntrico, e observaram que a possibilidade de
haver ganho de inser¢do clinico com aplicacdo de EMD aumentava dependendo de vérios
fatores - e um deles era do paciente ndo ser fumante.

Tendo em vista a necessidade de se estudar até que ponto vai a influéncia dos
fatores modificadores no tratamento da doenga periodontal, e que estudos histologicos
retratam O que acontece nos processos regenerativos, este trabalho teve como objetivo
avaliar histometricamente o processo de reparo de defeitos 6sseos do tipo deiscéncia,
tratados com regeneragdo tecidual guiada e proteinas derivadas da matriz do esmalte, na

presenca da nicotina.



2. REVISAO DE LITERATURA

O objetivo do tratamento periodontal consiste principalmente na resolucdo do
processo inflamatério por meio da eliminagdo dos depdsitos e toxinas bacterianas da
superficie dental, e também se fundamenta na manutencio e na longevidade funcional e

estética de dentes saudaveis (Cortellini ef al., 1990).

Em casos avangados da doenca periodontal, alguns dentes sdo perdidos mesmo
ap6s o tratamento, devido principalmente as dificuldades de manutencdo causada pelos
defeitos dsseos remanescentes (McFall Jr., 1982). Nesses casos, a terapia periodontal deve
compreender também o tratamento dos defeitos dsseos produzidos pela doenca (Caffesse et
al., 1988; Cortellini et al., 1993a). Sendo assim a terapia periodontal regenerativa visa
restabelecer completamente o aparato de suporte que foi perdido como conseqiiéncia da

doenca periodontal inflamatéria (Caton et al., 1993).

Virios procedimentos tém sido propostos para o tratamento de defeitos dsseos, com
previsibilidades distintas. O sucesso da terapia depende, além da técnica empregada, de
fatores associados, como a anatomia do defeito e o controle de placa. As opg¢des de
tratamento com diferentes processos de cura dos tecidos periodontais resultantes dessas
modalidades terapéuticas tém motivado discussdes ao longo dos anos (Melcher, 1976;

Listgarten & Rosenberg, 1979; Caton et al., 1980).

2.1. Cura Periodontal

Procedimentos convencionais como raspagem e alisamento radicular,
curetagem gengival, gengivectomia, retalhos e cirurgia Ossea afetam favoravelmente
defeitos anatdmicos produzidos pela periodontite, por meio da redugdo da profundidade de

sondagem, tanto pela retracdo dos tecidos quanto pelo ganho de inser¢do clinica. Durante



varios anos, estas mudancas favordveis foram interpretadas como verdadeira regeneracio
periodontal (Rosling et al., 1976; Caton et al., 1982), entretanto estudos posteriores
demonstraram que a terapia periodontal convencional resultava primariamente em reparo
(Caton et al., 1980; Listgarten et al., 1979). Caton et al. (1980), utilizando o modelo
experimental em primatas, demonstraram que os procedimentos convencionais resultavam
na formacao de um epitélio juncional longo, sem a formagdo de nova insercdo conjuntiva,
mostrando a capacidade do epitélio em ocupar rapidamente a drea da ferida, impedindo a

regeneracao periodontal.

Apesar do limitado poder regenerativo, estudos longitudinais em humanos
demonstraram que a terapia periodontal convencional, seguida por manutencdo adequada,
foi efetiva em estabilizar e manter a satide periodontal (Becker et al., 1984; Ramfjord et al.,

1987).

Os tratamentos cirdrgicos que associam enxertos 0sseos ou substitutos 6sseos
parecem ndo produzir resultados consistentemente superiores aos procedimentos cirdrgicos
convencionais (Renvert et al., 1985b; Masters et al., 1996), no entanto, tem sido relatado
um ganho médio no nivel de insercdo clinico de 2,1 mm , similar ao preenchimento dsseo

(Laurell et al., 1998).

Independente da modalidade terapéutica, a importancia de um regime de
controle de placa sistematico € de fundamental importancia para a obten¢do e manutencio
de bons resultados clinicos, em qualquer dos procedimentos empregados (Rosling et al.,

1976).

Com o surgimento dos procedimentos regenerativos, que abrem um leque de
opgOes para o tratamento de defeitos periodontais, o termo “regeneracdo” 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 funcdo do tecido ferido
ou perdido por ocorréncia de doenga. Seguindo esta defini¢do, a Regeneracdo Periodontal é

a reconstitui¢do do periodonto de insercdo através da formacdo de novo ligamento, novo



cemento € novo 0sso ao redor dos dentes que perderam estas estruturas apds a instalagdo e
progressdo da doencga periodontal (Lynch, 1992). Desta forma, a cura da ferida com
formacao de epitélio juncional longo, anquilose ou reabsor¢@o radicular €é um processo
definido como reparo, jd que ndo restaura completamente a arquitetura e funcdo das

estruturas perdidas (Caton & Greenstein, 1993).

Considerando os conceitos de regeneracdo e reparo e avaliando os estudos
histolégicos em modelos animais e humanos, é possivel demonstrar que o tipo de cura
resultante da terapia cirtirgica e ndo cirtrgica de defeitos intra-6sseos pode ter um potencial
para representar regeneragdo unicamente na regido mais apical do defeito (Gottlow et al.,
1990), enquanto que na sua maior extensao, existe formacdo de epitélio juncional longo
(reparo), independente do preenchimento Osseo observado (Caton & Zander, 1976;

Moskow et al., 1979; Caton et al., 1980).

Segundo Lindhe et al. (1982b), a cicatrizacdo através da formacio de epitélio
juncional longo, ndo compromete a estabilidade dos resultados obtidos com a terapia
cirirgica. Em longo prazo, entretanto, a presenca de uma barreira epitelial tem sido vista
como uma seqiiela indesejdvel 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 ndo representar regeneragdo periodontal verdadeira (Cortellini, 1993a).

Os estudos clinicos tém mostrado que, embora seja possivel modificar os
eventos de cura de vdrias maneiras, a regeneracdo periodontal completa e previsivel, ainda
€ um objetivo dificil de ser alcancado (Hammarstrom et al., 1997; Heijl et al., 1997);
porém, o emprego da regeneracdo tecidual guiada e das proteinas da matriz do esmalte sdo

as técnicas que mais se aproximam deste objetivo.



2.2. Regeneracio Periodontal com Regeneracio Tecidual Guiada

Dentre as técnicas regenerativas, a regeneracdo tecidual guiada (RTG) foi a
mais estudada e tem perspectivas bastante interessantes, principalmente em relacdo a sua
eficicia clinica e previsibilidade em lesdes de bifurcacdo grau II na superficie vestibular de

molares inferiores e defeitos intra-9sseos profundos de trés paredes.

A partir dos postulados de Melcher (1976), em que as células do ligamento
periodontal sdo as que possuem a capacidade de neoformacdo do periodonto de
sustentacdo, vdrios estudos surgiram com o propdsito de dar sustentacdo a essa “teoria”,

elucidando a participagdo dos diferentes tecidos periodontais no processo de cura.

O papel das células epiteliais foi constatado por Caton et al. (1980), num estudo
em macacos. Foram induzidos defeitos periodontais por meio da colocacdo de elésticos
ortodonticos ao redor dos dentes, os quais foram tratados em um desenho de boca dividida
da seguinte forma: retalho de Widman modificado; retalho de Widman modificado + osso
cortical e medular autégeno congelado previamente; retalho de Widman modificado +
tricdlcio fosfato e raspagem dental + curetagem gengival. Os resultados histométricos
demonstraram que todos os tratamentos resultaram na formacdo de um epitélio juncional

longo sobre a superficie radicular, sem formacdo de nova inser¢ao.

Com o objetivo de avaliar o papel das células do tecido conjuntivo gengival no
processo de cura, Nyman et al. (1980) induziram periodontite nos pré-molares
mandibulares de caes, através da coloca¢do de ligaduras de fio de algoddo ao redor dos
dentes, até que a destrui¢do dos tecidos periodontais atingisse a metade do comprimento
radicular. Posteriormente, as ligaduras foram removidas e os dentes limpos. Retalhos de
espessura total vestibular e lingual foram elevados e a raiz exposta foi instrumentada e
polida. As coroas dentais foram removidas, o nivel da crista éssea foi demarcado através de
um sulco na superficie radicular e as raizes foram cuidadosamente extraidas e
transplantadas para um defeito criado cirurgicamente nas partes edéntulas da mandibula, de

modo que o dente, em posi¢do horizontal, permanecesse com uma metade da circunferéncia



radicular voltada para o osso e outra metade voltada para o tecido conjuntivo gengival do
retalho que a recobria. Os resultados histoldgicos, apds trés meses, demonstraram que havia
reabsor¢do radicular em ambas as circunferéncias radiculares, apesar de Aukhil et al.
(1986) afirmarem que o grau de reabsor¢do provocado pelo tecido conjuntivo derivado do

0ss0 era maior em comparagao ao do retalho.

Karring et al. (1980) avaliaram o potencial do tecido 6sseo em promover a
regeneracdo periodontal, utilizando de metodologia semelhante & descrita por Nyman et al.
(1980), diferenciando-se apenas no aspecto de que as raizes permaneceram em posi¢ao
vertical, completamente circundada por tecido 6sseo, sendo a por¢do mais corondria da raiz
coberta pelo tecido conjuntivo gengival, evitando a migragdo epitelial e contaminacao pela
placa bacteriana. Os resultados histolégicos de trés meses demonstraram reinsercao
conjuntiva na parte mais apical da raiz, onde havia ligamento periodontal vidvel, ao passo
que na porc¢ado mais corondria, onde a superficie radicular foi exposta a doenca e desprovida
do ligamento periodontal ou gengiva, os fendmenos de anquilose e reabsor¢do radicular

foram preponderantes.

Nestes dois estudos citados anteriormente, os achados histologicos
demonstraram &reas de reabsorcdo radicular e anquilose também na porcdo apical das
raizes, possivelmente devido ao traumatismo do ligamento periodontal, causado pelos
movimentos de extracdo e transplante dentais. Provavelmente, isso levou a migracdo dos
tecidos de granulacdo, derivados do osso e do tecido conjuntivo gengival, para a regido de
contato com a superficie radicular, causando reabsor¢do e anquilose e evitando a migracao
corondria das células do ligamento periodontal (Karring et al., 1985). Em vista disso,
Karring et al. (1985) modificaram a metodologia anterior, sendo que as raizes
permaneceram no local e foram cobertas pelo retalho apds a instrumentacdo radicular. A
andlise histolégica revelou uma quantidade razodvel de formagdo de nova inser¢do na
por¢do corondria das raizes, onde o periodonto de inser¢do foi perdido apds a inducdo de
periodontite, demonstrando que as células do ligamento periodontal sdo capazes de formar

nova insergao.
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Com base nestes estudos pode-se concluir que as células do tecido epitelial
migram rapidamente em direcdo apical, interpondo-se entre a superficie radicular e o tecido
conjuntivo gengival, evitando a formacdo de nova insercdo. Por outro lado, este fendmeno
evita a reabsor¢do radicular e anquilose provocadas pelos tecidos conjuntivo gengival e
o0sseo (Karring et al., 1984, 1985). Surgiu, entdo, o principio biolégico da RTG,
fundamentada na utilizag@o das barreiras fisicas, excluindo os tecidos incapazes de induzir
a formacgdo de nova insercdo (epitelial e conjuntivo gengival) do contato com a superficie
radicular durante o processo de cura, promovendo a proliferacdo e migracao das células do
ligamento periodontal e do tecido ésseo em dire¢do corondria, no intuito de alcangar a

“Regeneracdo Periodontal” (Nyman et al., 1982).

O primeiro relato de um dente humano tratado de acordo com o principio da
RTG foi feito por Nyman et al. (1982), em um incisivo lateral inferior com periodontite
avancada, indicado para extragdo. No ato do procedimento cirdrgico, a sondagem clinica da
face vestibular média era de 11mm da junc@o cemento esmalte ao fundo do defeito. Apds a
instrumentacdo radicular cuidadosa, um filtro milipore foi colocado sobre o defeito, 2mm
aquém da juncdo cemento esmalte e Imm apical a crista dssea, e fixado com resina. Apds
trés meses do procedimento cirdrgico, o dente foi removido em bloco, juntamente com a
parede vestibular. Observou-se histologicamente a formagdo de nova inser¢do, que se

estendia 7mm do fundo do defeito em dire¢do corondria.

Nyman et al. (1982), em um outro estudo, utilizando trés macacos, removeram
a tdbua Ossea vestibular e proximal da por¢do mediana da raiz de incisivos e caninos até
2mm apical a crista 6ssea marginal. Antes do reposicionamento e sutura do retalho as raizes
foram instrumentadas, sulcos de referéncia foram realizados determinando a posi¢ao
corondria e apical do osso remanescente € um filtro milipore foi posicionado, como uma
barreira, entre o retalho e a superficie radicular. A anélise histoldgica da por¢do mediana da
raiz, realizada seis meses apds o procedimento cirdrgico, mostrou que houve a formagao de

novo cemento com fibras coldgenas inseridas em todos os espécimes, sendo mais espesso o
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cemento na regido apical. Também foram observadas fibras coldgenas, paralelas a

superficie radicular, sem inser¢do ao cemento, nas dreas mais corondrias.

Gottlow et al. (1984) utilizaram defeitos dsseos do tipo deiscéncia em trés
macacos. A porcao gengival que recobria o defeito foi removida permitindo a exposi¢do da
superficie radicular a placa por um periodo de seis meses. Decorrido este periodo, novo
retalho foi elevado, as raizes foram instrumentadas, as coroas removidas, oS canais
radiculares preenchidos e os retalhos suturados visando completo recobrimento das raizes.
No grupo experimental, antes da sutura, as raizes foram cobertas por um filtro milipore. A
avaliacdo histoldgica, executada apds trés meses de cicatrizagdo, revelou que nova inser¢ao
conjuntiva (novo cemento com fibras coldgenas inseridas) se formou em todas as raizes do
grupo experimental em uma extensdo que variou de 0,9 a 6,8mm, enquanto que no grupo
controle esta extensio foi de 0 a 2,5mm. Areas onde nio houve formacdo de cemento
apresentaram fibras coldgenas orientadas paralelamente a superficie radicular e reabsorcao
radicular sendo esta mais freqiiente no grupo controle. A formagdo 6ssea ocorreu no grupo
experimental em 7 dos 9 espécimes, em uma extensdo de 20 a 100% da superficie do
defeito, enquanto que no grupo controle ocorreu em 2 dos 6 espécimes, em uma propor¢ao
de 40 a 60%. Concluiu-se que o uso da membrana entre o retalho e a superficie radicular
favoreceu a repopularizagdao da drea de cura pelas células do ligamento periodontal, ndo
encontrando correlacdo entre formagdo do cemento e regeneragdo Ossea. Neste modelo,
tanto células do ligamento periodontal quanto células do tecido dsseo poderiam invadir o
sitio de cura entretanto, anquilose ndo foi observada nos sitios teste nem nos controle,
indicando que a capacidade das células do ligamento migrarem é maior ou igual a das

células do tecido dsseo.

Cortellini et al. (1993 a e b), aplicando os principios da RTG no tratamento de
defeitos intra-6sseos profundos em humanos, obtiveram apds um ano de tratamento com
rigoroso controle de placa uma média de 4,lmm de ganho no nivel de inserc¢do clinica,
acompanhados de um ganho 6sseo médio de 4,3mm. Esse grupo de autores concluiu que a

técnica € altamente eficaz e previsivel para esse tipo de defeito.
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Com o surgimento da RTG, as primeiras barreiras disponiveis foram as ndo
reabsorviveis, como as milipore e Goretex® (Greesnstein & Caton, 1993). No entanto,
como estas necessitavam de um segundo ato cirdrgico apds 4 a 6 semanas, com a finalidade
de remové-las, pesquisadores iniciaram investigacbes para estudar a eficicia de
membranas reabsorviveis na RTG. Estas, por ndo necessitarem de um posterior
procedimento de reentrada cirdrgica, representam um beneficio para o paciente, além de
eliminar um possivel trauma sob os tecidos localizados na drea de cura, o que pode ocorrer
no ato da remocdo da barreira e que poderia prejudicar o processo de cura. Os materiais
mais comumente utilizados na fabricacdo das membranas reabsorviveis sdo coldgeno, dcido

polilatico, 4cido poliglicélico e seus copolimeros (Reynolds & Bowers, 1996).

Muitos estudos foram feitos com o objetivo de demonstrar que, da mesma
maneira que as membranas ndo reabsorviveis, as membranas reabsorviveis também
cumpriam seu papel em barrar a migracao epitelial. Pitaru ez al. (1987) avaliaram a eficicia
de membranas de coldgeno em prevenir a migracao apical do epitélio juncional em defeitos
do tipo deiscéncia em caes. Superficies radiculares desnudadas de caninos superiores
receberam a barreira enquanto dentes contralaterais serviram como controle. Os animais
foram sacrificados 10 dias apds a cirurgia, procedendo-se o exame histolégico e
histométrico. Observou-se migracdo apical do tecido epitelial em 34% da extensdo vertical
da superficie radicular do defeito no grupo experimental e em 82% no grupo controle.
Concluiu-se que as membranas de coldgeno preveniram (parcialmente) a migracao apical
do epitélio e foram colonizadas por células do tecido conjuntivo, sendo por ele

incorporadas.

Caffesse et al. (1994) usaram nove cdes nos quais foram criados cirurgicamente
defeitos de furca Classe II, onde foram avaliadas membranas, uma produzidas a partir do
copolimero de 4cido glicélico e dcido latico (RESOLUT®) e membranas ndo reabsorviveis
de PTFE-e (GORE-TEX®) foram utilizadas como controle. Apos seis meses de
cicatrizagdo, observou-se que as trés barreiras foram efetivas na prevencdo da migracio

apical do epitélio juncional e na formacgdo de tecido 6sseo e nova insercdo. O processo de
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reabsor¢do das membranas iniciou-se em 4 semanas, sendo que apds 24 semanas ainda
foram detectados pequenos fragmentos das mesmas. Concluiu-se que a utilizag@o deste tipo
de membrana reabsorvivel proporcionou resultados semelhantes aos obtidos no grupo

controle.

Sallum et al. (1998) avaliaram histometricamente a resposta dos tecidos
periodontais em defeitos do tipo deiscéncia criados cirurgicamente em cdes. Os defeitos
foram divididos aleatoriamente em dois grupos: utilizacdo da técnica de regeneracdo
tecidual guiada com membrana reabsorvivel GUIDOR® (grupo teste) ou terapia cirdrgica
convencional (grupo controle). Os resultados encontrados demonstraram que a formacao de
nova insercdo conjuntiva foi significativamente maior nos sitios teste do que no controle
(279 £ 0.74 mm e 1.47 £ 0.20 mm respectivamente) (p<0.05). A migra¢do apical do
epitélio também foi reduzida nos sitios teste (p<0.05). Nao foram encontradas diferencas na
resposta do tecido 6sseo. Os autores concluiram que a membrana reabsorvivel GUIDOR®
foi efetiva em bloquear a migracao apical do epitélio e a proliferacdo do tecido conjuntivo,

promovendo nova inser¢ao.

Usando uma metodologia semelhante, Pereira et al. (2000) utilizaram seis caes
com o objetivo de comparar histolégica e histometricamente o processo de cicatrizagdo de
defeitos de deiscéncia tratados com RTQG, utilizando membranas nao reabsorviveis de
politetrafluoretileno e reabsorviveis de dcido polilatico, comparados ao controle (retalho
para raspagem). Os resultados mostraram uma maior quantidade de novo cemento nos
sitios tratados com RTG, independente do tipo de membrana que foi utilizado, quando
comparado com o controle. Nenhuma diferenga estatistica foi encontrada quando se
compararam as duas membranas, exceto na drea Ossea onde houve um resultado
ligeiramente maior para o grupo tratado com a membrana de politetrafluoretileno. Os
autores concluiram que ambas as barreiras foram igualmente eficazes para a formacdo de
novo cemento, € que as membranas ndo reabsorviveis podem resultar um pouco mais de

area 6ssea, quando comparadas com as ndo reabsorviveis.
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Quando se comparam as membranas reabsorviveis e as ndo reabsorviveis, um
dos topicos que se discute € quanto a vascularizacdo dos tecidos. Vergara et al. (1997)
delinearam um trabalho histolégico com o objetivo de esclarecer esta questdo. Foram
criados cirurgicamente defeitos de furca Classe II em 8 cdes, os quais foram aleatoriamente
tratados com membranas reabsorviveis, membranas nao reabsorviveis ou sem membrana,
que serviram como controle. O periodo de sacrificio dos animais foi entre 3 e 49 dias. Os
autores puderam concluir que na fase inicial as membranas de politetrafluoretileno
interferiram de forma negativa na cicatrizacdo, quando estava em posicdo, 0 que nao
ocorreu com as membranas reabsorviveis, que permitiram anastomoses precoces do retalho
revascularizado e regeneracdo dos tecidos. Isto poderia ser um bom argumento para a
utilizagdo das membranas reabsorviveis, embora, em longo prazo, as respostas tenham se

tornado similares para ambas as membranas.

2.3 REGENERACAO PERIODONTAL COM PROTEINAS DERIVADAS DA MATRIZ DO ESMALTE

A utilizacdo de proteinas da matriz do esmalte para obter regeneracdo
periodontal tem sido descrita recentemente e fundamenta-se no conhecimento do papel
destas proteinas durante o desenvolvimento da raiz dental, com os estudos cldssicos que
descreveram a cementogénese, onde se demonstrou intima relacdo entre a bainha radicular
epitelial de Hertwig e a cementogénese inicial. A proteina da matriz do esmalte, atualmente
disponivel comercialmente como EMDOGAIN® tem como componente principal a
amelogenina um constituinte hidrofébico do agregado de proteinas da matriz do esmalte

que causa uma agregacao protéica em dreas Umidas (Zetterstrom et al., 1997)

A bainha radicular epitelial de Hertwig consiste em uma extensdo apical do
O0rgdo dental e sua camada mais interna representa uma extensdo da camada de
ameloblastos da coroa (Heijl er al, 1997). Existem grandes evidéncias de que a bainha
radicular secreta proteinas da matriz do esmalte durante a formagao radicular e este tipo de

proteina estd possivelmente envolvida na formac¢do do cemento acelular durante o processo
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de desenvolvimento dental. Vdarios estudos realizados nos ultimos 20 anos j& suportavam
cientificamente esta hipotese (Slavkin & Boyde, 1975; Slavkin, 1976; Lindskog, 1982a, b;
Lindskog & Hammarstrom, 1982; Slavkin et al., 1989a,b; Hammarstrom, 1997a, b).

Em 1982, numa série de trés trabalhos Lindskog (1982a,b); Lindskog &
Hammarstrom (1982), demonstraram, através de estudos in vitro (in vitro) e com
microscopia eletronica de varredura, que a camada mais interna da bainha radicular
epitelial de Hertwig tem um estdgio secretor e um material semelhante & matriz do esmalte

¢ formado sobre a superficie radicular previamente a formagao do cemento.

Mais recentemente, Bosshardt & Schroeder, em 1996, demonstraram através de
estudos ultraestrutural e imunohistoquimico que de fato, proteinas da matriz do esmalte sdo
depositadas sobre a superficie dentindria da parte apical de dentes humanos em
desenvolvimento e também em dentes de porcos. Antes disso, Slavkin et al. (1989b),
mostraram que o cemento acelular contém proteinas que sdo imunologicamente

relacionadas com as proteinas presentes na matriz do esmalte.

Parece entdo que a deposicdo tempordria de proteinas da matriz do esmalte
sobre a superficie radicular € um passo essencial e prévio a formacao do cemento acelular e
que a formagdo do ligamento periodontal e osso alveolar é dependente da formacao do
cemento acelular (Hammarstrom, 1997a,b; Hammarstrom et al., 1997; Heijl, 1997). Este
fato também estd de acordo com o estudo de Ten Cate, em 1975, no qual demonstrou que o
cemento, o ligamento periodontal e o osso alveolar ndo constituem apenas uma unidade
funcional que ancora os dentes nos maxilares, mas que o desenvolvimento destes trés

tecidos também ocorre simultaneamente.

Com base nessas informagdes obtidas através de muitas investigagdes que
esclarecem, ainda que parcialmente, os eventos bioldgicos que caracterizam o
desenvolvimento dental, um grupo de pesquisadores suecos, a partir de 1997,
demonstraram em uma série de publicacdes a induc@o de regeneracdo periodontal através

da reprodugdo desses eventos em estudos in vitro € in vivo.
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Num primeiro estudo, composto por trés experimentos, Hammarstrom, em
19970, identificou, inicialmente in vitro, a presenca e distribui¢cdo de amelogenina no dpice

em formagdo de pré-molares humanos e de molares de ratos em desenvolvimento.

No segundo experimento (Hammarstrom, 1997b), depois de propiciar uma
exposicdo experimental da matriz do esmalte as células do foliculo dental, observou a
formacao de uma matriz de tecido duro acelular sugerindo que a matriz do esmalte teve um

efeito indutivo sobre algumas células do foliculo dental.

No dltimo experimento deste estudo (Hammarstrom, 1997b), investigou-se
histologicamente o tipo de tecido neoformado apds a aplicacio de matriz do esmalte
exdgena, em cavidades experimentais produzidas na superficie radicular de incisivos de
macacos removidos de seus respectivos alvéolos. As cavidades foram preparadas na
superficie mesial de incisivos laterais, sendo que nas cavidades teste, foi aplicada a matriz
do esmalte, e nas cavidades controle nada foi aplicado. Os dentes foram, entdo,
reimplantados e apds oito semanas, se observou nas cavidades teste a formagcdo de um
tecido histologicamente idéntico ao cemento acelular de fibras extrinsecas. Este tecido era
firmemente aderido a dentina subjacente e fibras coldgenas se estendiam a partir do
cemento. J4 nas cavidades controle, houve formacgdo irregular de uma camada espessa de

tecido duro, celular, fracamente aderido a dentina e parecido com osso imaturo.

Com o objetivo de avaliar se a aplicagdo da matriz do esmalte sobre uma
superficie radicular desnudada pode promover regeneracdo de todos os tecidos
periodontais, Hammarstrom et al. (1997) realizaram um estudo em deiscéncias dsseas
vestibulares experimentais em macacos. Retalhos mucoperiosteais foram elevados do
canino até o primeiro molar em cada um dos lados da maxila, e defeitos padronizados
foram criados nos pré-molares e na raiz mesial do primeiro molar. Apds o condicionamento
das raizes com 4cido orto-fosférico a 37%, foi aplicada a solu¢do contendo as proteinas da
matriz do esmalte e os retalhos foram reposicionados e suturados. Os dentes do quadrante
contra-lateral foram usados como controle, sendo que apds o condicionamento dcido foi

aplicada apenas uma solucdo veiculo, sem o conteido protéico. A avaliacio em
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microscopia Optica e comparacdo morfométrica revelaram que houve regeneragdo
periodontal quase completa do cemento acelular firmemente aderido a dentina, do

ligamento periodontal e do osso alveolar.

Quanto a capacidade da dentina em adsorver estas proteinas, Gestrelius et al.
em 1997, por meio de andlise espectroscopica eletronica, verificaram, in vitro, que as
superficies mais externas das raizes, apds o condicionamento dcido, apresentavam um
carater mais proteico do que mineral. A partir dessa informacao foi testada a capacidade de
adsor¢do das proteinas da matriz do esmalte a superficies minerais e protéicas. Segundo os
autores, o derivado da matriz do esmalte forma multicamadas tanto sobre superficie mineral

como protéica.

Em uma segunda parte desse estudo (Gestrelius et al., 1997a), os autores
descreveram o efeito das proteinas da matriz do esmalte em uma solucdo veiculo de
alginato de propilenoglicol sobre células do ligamento periodontal ao longo do tempo in
vivo. Incisivos de macacos foram extraidos e 2/3 do cemento foi removido
longitudinalmente na superficie mesial. Apds o condicionamento dcido, foi aplicada a
matriz do esmalte em alginato de propilenoglicol nas superficies dos dentes testes, € no
controle nada foi aplicado. Os dentes eram, entdo, imediatamente reimplantados. Para
avaliacdo em microscopia eletronica de varredura, os dentes foram progressivamente
extraidos nos 3°, 7°, 14° dias. De acordo com os resultados obtidos, as superficies testes
ficaram inicialmente cobertas por uma rede de fibras protéicas e foram continuamente
colonizadas por células semelhantes a fibroblastos até atingirem uma média de cobertura
celular correspondente a 3/4 da superficie. J4 as superficies controle tornaram-se
continuamente cobertas por placa bacteriana e atingiram uma cobertura celular equivalente

a 1/8 da superficie.

Com o proposito de obter maiores esclarecimentos sobre mecanismos e fatores
necessdrios para que ocorra a regeneragdo periodontal, Gestrelius et al., 1997b
desenvolveram modelos de estudo in vitro para avaliar a capacidade da matriz do esmalte

em influenciar propriedades especificas de células do ligamento periodontal. Dentro dos
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limites dos sistemas de avaliagdo, constataram: aumento na proliferacdo de células do
ligamento periodontal, sem, contudo, haver proliferacio de células epiteliais, usando o
mesmo protocolo; aumento na produgdo total de proteinas pelas células do ligamento
periodontal e uma maior formagdo de nédulos minerais também pelas células do ligamento

periodontal. Entretanto, ndo teve efeito significante sobre a migracdo e adesao celular.

Considerando a dificuldade de estudos experimentais em modelo animal em
interpretar previsibilidade em humanos, Heijl, em 1997, realizou um estudo para avaliar
histologicamente o efeito das proteinas da matriz do esmalte na regeneracao periodontal de
um defeito de deiscéncia vestibular, criado experimentalmente em humano. A avaliagdo em
microscopia Optica polarizada e transmitida revelou um processo de cura caracterizado pela

formacao de cemento acelular associado com ligamento periodontal e osso alveolar.

Mellonig, em 1999, mostrou um outro caso de histologia humana apds terapia
regenerativa com proteinas da matriz do esmalte. Neste estudo, o derivado da matriz do
esmalte foi aplicado em um defeito periodontal intra-6sseo de trés paredes na mesial de um
canino inferior esquerdo, apresentando um componente intra-6sseo de 5,0mm.
Clinicamente, foi observada uma redu¢do de 5,0 mm na profundidade de sondagem, um
ganho de insercdo clinica de 4,0mm e um preenchimento 6sseo radiografico limitado, 6
meses apds o procedimento cirdrgico. A avaliacdo histolégica, no mesmo periodo de
avaliacdo, demonstrou uma fina camada de cemento acelular sobre o cemento original,
areas de osso maturo e lamelar com poucas dreas de formagdo dssea imatura e fibras do

ligamento periodontal paralelas a superficie radicular.

Heijl et al., em 1997, compararam o efeito, em longo prazo, do tratamento
cirirgico de defeitos intra-6sseos associado ao gel de proteinas da matriz do esmalte,
EMDOGAIN®, e um gel placebo. O estudo multicéntrico, caracterizado por um modelo
split-mouth, envolveu 33 pacientes que apresentavam 34 pares de sitios teste e controle. As
avaliacOes clinica e radiogrifica foram feitas aos 8, 16 e 36 meses. O ganho médio de
insercao clinica do grupo teste em relacdo ao controle aos 8 meses foi de 2,1mm e 1,5mm;

aos 16 meses foi de 2,3mm e 1,7mm e aos 36 meses foi de 2,.2mm e 1,7mm,
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respectivamente, e as diferencgas entre os grupos foram estatisticamente significantes a cada
periodo. Para o nivel dsseo radiogréfico, o grupo teste apresentou em média um ganho de
0,9mm, enquanto que o grupo controle apresentou em média uma perda de 0,Imm aos 8
meses. Aos 16 meses de avaliacdo, o grupo teste apresentou um ganho médio inser¢do de
2,2mm e o controle uma perda média de 0,2mm, e aos 36 meses 0 grupo teste continuou
apresentando um ganho 6sseo médio de 2,6mm comparado aos niveis dsseos inalterados no

grupo controle.

As alteracOes nos pardmetros clinicos e radiograficos de defeitos Osseos
angulares tratados com o derivado da matriz do esmalte (EMDOGAIN®) também foram
investigadas por Heden er al. (1999), em uma série de casos clinicos. O estudo
compreendeu 108 pacientes e um total de 145 defeitos intra-6sseos profundos tratados pela
aplicacdo das proteinas da matriz do esmalte adjunto a cirurgia periodontal, no entanto,
nenhum procedimento controle foi incluido neste estudo. Os resultados obtidos um ano
apods a terapia regenerativa revelaram um ganho médio de insercdo de 4,6mm e um ganho
Osseo radiografico de 2,9mm em média, ou o equivalente a uma média de 69% de
preenchimento 6sseo do defeito original. Os autores também consideraram que a média
obtida no ganho de inser¢do foi superior a de estudos publicados anteriormente,
principalmente devido a instituicdo do mesmo controle rigido de placa e da realizacdao de

tratamento periodontal com raspagem subgengival previamente a terapia regenerativa.

Ainda avaliando as modificagcdes nos parametros clinicos de sondagem apds
tratamento regenerativo de defeitos periodontais intra-6sseos com proteinas da matriz do
esmalte, Sculean et al. (1999c) publicaram um estudo documentando 32 casos clinicos. Os
defeitos angulares apresentavam 2 e 3 paredes Osseas € um componente intra-6sseo de pelo
menos 6mm no inicio do estudo. Decorridos 8 meses de pds-operatério, constatou-se uma
média de reducdo da profundidade de sondagem de 4,4mm, uma média de recessdo
gengival de 1,5mm e um ganho médio no nivel de insercdo de 3,0mm. A avaliagdo
radiografica foi apenas qualitativa, revelando uma formacdo de tecido 6sseo em 26 dos 32

defeitos.
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Atualmente, a proteina da matriz do esmalte (PME), disponivel comercialmente
como EMDOGAIN,® foi designado para aplicacio tépica em superficies radiculares
comprometidas periodontalmente durante cirurgia periodontal com retalho de espessura
total, apresentando-se como um gel viscoso, e que deve ser aplicado por meio de uma

seringa no defeito intra-6sseo, de acordo com as instru¢des do fabricante.

A viscosidade da formulagdo é dependente do pH e da temperatura. Esta
formulagdo € soldvel numa temperatura baixa e num pH &4cido ou alcalino, no entanto,
quando as condicdes fisiolgicas sdo estabelecidas (pH 7.4, 36° C), a viscosidade diminui
gradualmente e a solucdo se precipita formando uma matriz de proteinas insoluveis e

aderentes sobre a superficie radicular (Gestrelius et al., 1997a).

O aspecto de seguranca do tratamento com proteinas derivadas da matriz do
esmalte (EMDOGAIN®) foi avaliado tanto clinica quanto imunologicamente por
Zetterstrom et al. (1997), em 107 pacientes teste e 33 pacientes controle. Ndo foi
demonstrado nenhum efeito adverso que ndo fosse o normalmente esperado apds as
cirurgias periodontais com sua aplicacdo. As andlises das amostras de sangue ndo
indicaram alteracGes nos niveis de anticorpos especificos, estabelecidos antes do tratamento
repetido com o derivado da matriz do esmalte, nem mesmo em pacientes propensos a

reacOes alérgicas.

Zetterstrom et al. (1997) também consideraram que a exposicdo do organismo
as proteinas da matriz do esmalte que ocorre durante os primeiros estigios do
desenvolvimento dental em criangas parece induzir normalmente uma tolerancia a essas
proteinas que sdo reconhecidas pelo sistema imune como “proteinas préoprias”. Alteragdes
na estrutura e conformacgdo da proteina ou a ocorréncia de proteinas ndo relacionadas
poderiam ser possiveis fatores para uma resposta imune negativa ao produto, contudo, as
proteinas do esmalte ficam virtualmente inalteradas durante a evolucdo (Slavkin &
Diekwisch, 1996). Outro aspecto é que parece haver ainda uma homogeneidade entre a
proteina humana e a suina, encontrada no EMDOGAIN®, o que pode explicar a auséncia de

reagdes adversas.
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Embora as PME nio contenham fatores de crescimento, estas aumentam o0s
niveis de fator de crescimento de transformacdo (TGFp), tanto pelos fibroblastos oriundos
do ligamento periodontal como dos fibroblastos oriundos do tecido conjuntivo gengival,
além de estimular a atividade de fosfatase alcalina destes dois tipos de fibroblastos e a

insercao e migragdo destas células (Van Der Pauw et al., 2000).

2.4. Estudos comparativos entre PME e RTG

A regeneracdo tecidual guiada (RTG) €, possivelmente, um dos tratamentos
mais pesquisados nos dltimos anos e chega a ser classificado como “gold standard” quando
se fala em regeneracdo periodontal (Caffesse et al., 1994). As proteinas derivadas do
esmalte surgiram como uma possivel alternativa a utilizagdo das barreiras, que segue nao o
caminho de exclusdao de células, e sim o de estimulacdo das mesmas. Vdrios autores
realizaram trabalhos que comparam estas duas técnicas regenerativas a fim de demonstrar a
real equivaléncia ou superioridade na obtencdo de novo cemento, ligamento e 0ssoO

alveolar.

Aratjo & Lindhe (1998), avaliaram o efeito das PME nos tecidos periodontais
apos tratamento de bifurcagdes classe III. Foram utilizados cinco caes, os quais receberam
dois tipos de tratamento, associacdo de PME e membranas reabsorviveis (grupo teste), e
apenas membranas reabsorviveis. Nao foram observadas diferencas significativas entre os
dois grupos em relacdo ao preenchimento Gsseo da bifurcacdo. Entretanto, foram
observadas diferencas significativas entre os tipos de cemento obtido. No grupo teste havia
presenca de cemento acelular no terg¢o apical das raizes enquanto no grupo controle havia

presenca de cemento celular em toda extensdo da raiz.

Donos et al. (1998), em um estudo em macacos, também utilizaram em defeitos
de furca III a RTG e PME. Foram feitos trés grupos de tratamento, um em que se utilizava
a PME, outro com membranas e um terceiro que associava as duas técnicas. As andlises

histolégicas mostraram que nos grupos onde houve a associa¢ido das terapias e no grupo
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com somente RTG, ocorreu quase um recobrimento total das superficies previamente
exposta. No grupo onde foram utilizadas somente as PME ndo houve um completo

fechamento dos defeitos em nenhum dos casos.

Pontoriero et al. (1999) em um estudo clinico controlado e prospectivo, com 40
pacientes, avaliaram comparativamente vdrias técnicas regenerativas com o efeito do
tratamento cirurgico para acesso a raspagem radicular. Foram testados trés tipos diferentes
de membrana e a aplicacdo tdpica do gel de proteinas da matriz do esmalte em defeitos
Osseos angulares. As quatro modalidades apresentaram resultados igualmente efetivos em
relacdo a reducdo da profundidade de sondagem e ganho de insercdo clinica, sendo,
contudo, as técnicas regenerativas superiores ao procedimento controle (acesso a

raspagem), apos o periodo de um ano de avaliagdo.

Sculean et al. (1999a), em uma seqiiéncia de publicacdes, compararam o
tratamento de defeitos intra-6sseos profundos aplicando proteinas da matriz do esmalte e
regeneracdo tecidual guiada utilizando membranas reabsorviveis. O estudo clinico
controlado abrangeu 16 pacientes apresentando 2 defeitos intra-6sseos bilateralmente na
mesma maxila, os quais foram tratados aleatoriamente com as proteinas da matriz do
esmalte e com membranas reabsorviveis, caracterizando um estudo split-mouth. Os
resultados obtidos aos 8 meses de pds-operatério demonstraram para os sitios tratados com
as proteinas da matriz do esmalte uma reducdo média na profundidade de sondagem de
3,8mm, uma retragdo gengival média de 0,8mm e um ganho médio no nivel clinico de
insercdo de 3,Imm. Os sitios tratados com regeneragdo tecidual guiada apresentaram
médias na reducdo da profundidade de sondagem de 4,0mm, na retracdo gengival de 1,Imm
e no ganho de inser¢do clinica de 3,0mm. Os resultados indicaram que as duas modalidades
terapéuticas melhoraram os parametros clinicos investigados de forma significante e
equivalente. Estes mesmos pacientes foram avaliados 3 anos mais tarde, em um estudo
longitudinal ( Sculean et al.,2001) e ndo houve diferencgas estatisticas em relagdo aos

resultados obtidos anteriormente, concluindo-se que o nivel de insercdo clinica alcancado
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com o tratamento com PME e membrana pode ser mantido por um periodo de até quatro

anos.

A resposta clinica e histolégica em humanos, apds tratamentos regenerativos de
defeitos intra-Osseos, também foi investigada por Sculean et al. (1999b). O estudo
compreendeu quatorze defeitos intra-6sseos avancados em dentes com extracdo indicada,
que foram tratados preliminarmente com derivado da matriz do esmalte ou com membranas
reabsorviveis. Com seis meses de pds-operatorio, os resultados clinicos demonstraram para
0 grupo que recebeu tratamento com as proteinas do esmalte, um ganho médio no nivel de
insercdo de 3,2mm, e para o grupo tratado com regeneracdo tecidual guiada esse ganho
médio foi de 3,6mm. As avaliacdes histométricas revelaram para o grupo tratado com as
proteinas do esmalte, uma média de 2,6mm de nova insercdo de tecido conjuntivo
acompanhado de 0,9mm de novo osso alveolar. No grupo tratado com regeneracao tecidual
guiada, a média de nova insercdo de tecido conjuntivo foi de 2,4mm e a média de novo
osso alveolar foi de 2,Imm. A avaliacdo histolégica também mostrou que apds ambas as
formas de terapia regenerativa, o cemento neoformado tinha um carater predominantemente
celular. De acordo com os resultados, os autores concluiram que ambas as formas de
tratamento promovem formac¢do de nova insercdo de tecido conjuntivo, contudo, o
tratamento com o derivado da matriz do esmalte pode ndo resultar, de forma previsivel, na
formacdo de cemento acelular em defeitos intra-6sseos humanos. Além disso, o tratamento
com regeneracdo tecidual guiada parece promover regeneracdo 6ssea num grau maior do

que o tratamento com as proteinas do esmalte.

Resultados semelhantes foram obtidos por Windisch et al. (2002), que também
fizeram avaliagdes clinicas, radiograficas e histométricas em 14 dentes com defeitos
periodontais avangados e indicados para extragdo. Oito deles foram tratados com
membrana reabsorvivel e seis com matriz derivada do esmalte e reavaliados seis meses
apos o tratamento. Os autores puderam concluir que com exce¢do da formagado de osso, que
foi melhor histometricamente no grupo de RTG, nenhuma diferenca estatisticamente

significante ocorreu entre os grupos testados.
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Sculean et al. (2000), dando continuidade aos trabalhos que compararam os
tratamentos com PME e membranas reabsorviveis, utilizaram 3 macacos com a finalidade
de avaliar histologicamente a cicatrizacao de defeitos intra dsseos bilaterais confeccionados
cirurgicamente, e concluiram que os grupos testados e a associag¢do deles podem promover
a regeneracdo. No grupo controle, a cicatrizacao foi caracterizada por um epitélio juncional
longo e regeneracdo periodontal ficou limitada somente na por¢do mais apical do defeito.
Os defeitos tratados com RTG apresentaram regeneracao periodontal quando as membranas
ndo foram expostas, ja os defeitos tratados com PME apresentaram regeneracdo em vdrias
extensdes, € a combinacdo das terapias ndo demonstrou melhora nos resultados. As médias
observadas de novo osso foram: membranas 2,0 + 1,1 mm; proteinas derivadas do esmalte

1,4 + 0,9 mm; associag¢do 2,1 + 1,1 mm; controle 0,7 + 1,1 mm.

Sculean et al. (2001), em um estudo prospectivo utilizaram 56 pacientes com
no minimo um defeito periodontal de pelo menos 6 mm de profundidade de sondagem, e
foram aleatoriamente tratados com PME, membranas reabsorviveis, associacdo dos
tratamentos ou controle. Nestes pacientes foram avaliados o indice de placa, indice
gengival, sangramento a sondagem, profundidade de sondagem, recessdo gengival e nivel
de insercdo, antes do tratamento e reavaliados apds um ano. Os autores puderam concluir
que nao houve diferenca estatistica significante em nenhum dos parametros avaliados nos
trés grupos testados entre si, e estes mesmos grupos mostraram melhores resultados, com
diferencas estatisticamente significante, no nivel de insercdo clinica e profundidade de
sondagem quando os compara ao grupo controle. Dentro deste mesmo grupo, 42 pacientes
foram acompanhados durante 5 anos por Sculean et al. (2004) aonde eles concluiram que
os resultados em curto prazo dos tratamentos CO, RTG, PME e RTG+PME puderam ser

mantidos por um periodo de 5 anos.

Sallum et al. (2004), em um estudo em 7 ca@es, compararam o tratamento de
defeitos de deiscéncia aplicando proteinas derivadas da matriz do esmalte e regeneracio
tecidual guiada utilizando membranas reabsorviveis. Os autores concluiram que as

proteinas derivadas da matriz do esmalte foram estatisticamente melhores no pardmetro de
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formacdo de novo cemento quando comparadas ao controle, porém semelhantes a RTG.
Todos os outros pardmetros histométricos (novo osso, epitélio, adaptacdo conjuntiva,

retracdo) nao apresentaram diferencas estatisticas entre si.

2.5. Impacto do consumo de cigarros de tabaco na saude geral

O impacto do consumo de cigarros na satde geral tem sido amplamente discutido na
literatura médica. Sabe-se que o hédbito de fumar estd intimamente relacionado com um
maior risco de doengas cardiacas e vdrios tipos de cancer. Observa-se ainda uma forte
correlagdo com as doengas obstrutivas pulmonares cronicas, doengas vasculares periféricas,
enfisema pulmonar, osteoporose e diabetes (World Health Organization-WHO, 2002).

A Organizacio Mundial da Satdde estima que o consumo de cigarros foi
responsavel por cerca de 3 milhdes de mortes em 1990 e que esse nimero aumentou para
cerca de 4,023 milhdes de mortes em 1998. Estima-se ainda que o tabagismo serd
responsabilizado por 8,4 milhdes de mortes em 2020, alcancando a marca de 10 milhdes de
mortes por ano em 2030 (WHO, 2002).

Outra estimativa da Organizacdo Mundial da Sadde afirma que ha cerca de 1,1
bilhdo de fumantes no mundo. Embora o consumo de tabaco tenha diminuido nos paises
desenvolvidos, observa-se um grande aumento nos paises em desenvolvimento. A
populagdo chinesa tem sido muito estudada no que diz respeito ao hédbito de fumar, pelo
fato de ser uma populagdo jovem em que dois ter¢os dos adultos do sexo masculino sdo
fumantes. Foram realizados dois grandes estudos avaliando o reflexo do tabagismo nessa
populacdo. O primeiro deles investigou a causa de morte de 1 milhdo de pessoas em
meados da década de 80 e o segundo acompanhou fumantes adultos. Os resultados desses
estudos mostraram que 12% das mortes ocorridas na China eram atribuidas ao consumo de
cigarros, valor muito préximo aos encontrados em paises desenvolvidos (14,5%) (WHO,

2002).
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Um outro aspecto importante € a influéncia que a fumaca de cigarro tem sobre as
pessoas que convivem com fumantes (fumantes passivos). Nos EUA, o fumo passivo
provoca cerca de 3000 mortes por cancer de pulmao por ano, enquanto as outras formas de
poluicao em ambiente externo causam cerca de 100 mortes de cancer de pulmao por ano.

Observa-se, ainda, que a exposicdo a fumaca de cigarro pode agravar a asma e
outros problemas respiratorios, principalmente em criangas. As substincias presentes na
fumaca de cigarro influenciam também as patologias cardiacas, pois elas afetam o musculo
do coragdo, interferem no potencial dos vasos sanguineos de regular a pressao arterial,
aumentam a formacd@o de bloqueios nos vasos (o que leva a ataques cardiacos) e tornam o
sangue mais viscoso (WHO, 2002).

Inimeros estudos ja relataram os efeitos prejudiciais do consumo de cigarros de
tabaco e do fumo passivo sobre a satde geral, porém muitos governos relutam em tomar
medidas para o controle do tabagismo pelo fato da industria produtora de cigarros ser uma
importante fonte de empregos para a populacio e de recursos financeiros para o governo.
Entretanto, em 1999, o banco mundial realizou um estudo e constatou que medidas de
restricdo ao tabagismo, como o aumento dos impostos, ndo causaria, em longo prazo,
diminuicdo do ndmero de empregos e traria muitos beneficios a satde geral da populacdo,

além de economia com gastos médicos e hospitalares (WHO, 2002).

2.5.1. Caracteristicas da fumaca do cigarro

A fumaca de cigarro é uma mistura complexa de gases e particulas que possui
mais de 4000 substincias potencialmente téxicas, incluindo 43 substincias cancerigenas
(Haverstoch & Mandrachia, 1998). A fase gasosa é composta principalmente por monéxido
e dioxido de carbono, nitrogénio, oxigénio, cianeto de hidrogénio, acroleina, acetaldeido,
formaldeido (Silverstein, 1992). Ja a fase particulada tem como constituintes principais
nicotina, dgua, nitratos, nitrosaminas e hidrocarbonetos policiclicos aromdticos (Hanes et
al., 1991).

A composicdo da fumaca varia de acordo com o tipo de tabaco e também com a

preparacdo, como compactacdo do fumo, comprimento da coluna, caracteristicas do filtro
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de papel (Ramos & Ramos, 1998). Além disso, outro aspecto importante € a temperatura de
queima, que € mais alta nos fumantes que j4 apresentam dificuldades na respiracdo (Ramos
& Ramos, 1998).

Quando a fumaga ¢ inalada para dentro dos pulmdes, muitos dos seus
constituintes téxicos tém particulas cujo tamanho € suficiente para afetar diretamente os
cilios ou ultrapassar a barreira ciliar e penetrar na corrente sanguinea, alcancando outras
regides do organismo. Individualmente e em combinacdo, essas substidncias podem alterar
as condicdes necessdrias para a reparacdo tecidual (Silverstein, 1992). O primeiro relato
dos efeitos deletérios do consumo de cigarros sobre a cicatriza¢do foi publicado em 1977
por Mosely & Finseth, que observaram uma pior cicatrizacdo de feridas na mao de um
fumante com arteriosclerose. A partir dai, diversos trabalhos tém relacionado o tabagismo
com dificuldades na reparacdo tecidual (Jones & Triplett, 1992; Tonetti ef al., 1995; Rosen
et al., 1996; Scabbia et al., 2001).

A nicotina, o monéxido de carbono e o cianeto de hidrogénio sdo os elementos
da fumaga de cigarro mais comumente relacionados a um pior processo de reparo
(Silverstein, 1992; Haverstoch & Mandrachia, 1998). Outros componentes da fumacga de
cigarro, como a acroleina e o acetaldeido, tém mostrado in vitro um efeito prejudicial na
proliferacdo e adesdo de células importantes para o processo de cicatrizagdo — o0s
fibroblastos. (Cattaneo et al., 2000). Autores como Silverstein (1992), relataram ainda, que
outros constituintes da fumaca de cigarro também podem ter efeitos negativos sobre a
reparacao tecidual.

A nicotina € a razdo primdria pela qual as pessoas consomem produtos do
tabaco, possui alto poder viciante e seu uso cronico pode causar dependéncia psicoldgica e
fisica (Robbers et al., 1997). Ao ser utilizada, produz estimulagdo primdria transitoria
seguida de depressdo persistente de todos os ganglios nervosos simpdticos e
parassimpaticos. Entre seus efeitos estdo: taquicardia, estado de alerta, diminuicdo dos
reflexos profundos e tonus muscular esquelético (Gennaro, 1998), além de promover uma
sensac¢do de disposicao durante as primeiras horas do dia e de relaxamento, principalmente

em situacdes de estresse (Robbers er al., 1997). Presente nas folhas secas do tabaco
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(Nicotiana tabacum) na forma de malatos ou citratos (Robbers et al., 1997) é classificada
como um alcaldide, inodoro e incolor. Em contato com o ar adquire cor escura e odor
caracteristico do cigarro (Ramos & Ramos, 1998). Alguns de seus efeitos podem prejudicar
os processos de reparo, como a liberacdo de catecolaminas que diminuem a perfusio
tecidual e a alteracdo no metabolismo dos fibroblastos (Tripton & Dabbous, 1995), além da
diminuicdo da proliferacdo de hemdcias, macréfagos e fibroblastos (Sherwin & Gastwirth,
1990).

O monoéxido de carbono (CO) € um gés incolor, inodoro, insipido e ndo irritante
que resulta da combustao incompleta da matéria orginica (Klaassen, 1996). Eo poluente
mais encontrado na atmosfera inferior, e um grande niimero de mortes acontece anualmente
devido a sua inalagdo (Klaassen, 1996). Corresponde a 4 % da fumaca de cigarro
(Haverstoch & Mandrachia, 1998), sua toxicidade deve-se a alta afinidade pela
hemoglobina. Esse gds se liga a hemoglobina nos capilares pulmonares e forma um
composto altamente estdvel. Nesta forma, a hemoglobina ndo transporta oxigénio (O), pois
ambos 0s gases reagem com os mesmos grupamentos da molécula (Klaassen, 1996). Como
a afinidade pelo CO € cerca de 220 vezes maior que pelo O, o CO apresenta seus efeitos
mesmo em baixas concentragdes (Klaassen, 1996). Individuos normais tém niveis de CO
ligado a hemoglobina que variam de 0,5 a 1,0%, ja nos individuos fumantes esses niveis
podem variar de 1 a 20 %. A reducdo na capacidade de transporte de oxigénio pelo sangue
é proporcional a quantidade de hemoglobina ligada ao CO. Entretanto, a quantidade de O
disponivel para os tecidos € ainda menor pela influéncia inibitéria da carboxihemoglobina
na dissociac¢ao de qualquer molécula de oxihemoglobina ainda disponivel (Klaassen, 1996).
Esse conjunto de fendmenos pode diminuir a quantidade de O presente nos tecidos em
reparagdo, gerando reflexos negativos nessas dreas (Sherwin & Gastwirth, 1990).

Outro componente da fumaga de cigarro que pode influenciar negativamente a
reparacdo tecidual é o cianeto de hidrogénio, substincia altamente téxica utilizada em
produtos como inseticida e até como gds letal em execugdes. O cianeto tem uma afinidade
muito alta pelo ferro no estado férrico. Quando absorvido, reage prontamente com o ferro

trivalente da citocromo oxidase na mitocondria. A respiracdo celular € inibida resultando
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em acidose l4ctica e hipdxia citotoxica (Klaassen, 1996). Essas alteracdes enzimdticas na
respiracdo celular podem prejudicar o processo de reparacdo dos tecidos (Mosely &
Finseth, 1977).

Os aldeidos sdao formados pela combustao incompleta de hidrocarbonetos e pela
oxidacdo dessas moléculas pela luz solar (Klaassen, 1996). Existem diversos tipos de
aldeidos. Os mais freqiientes na atmosfera sdao o formaldeido e a acroleina, presentes
também na fumaca de cigarro. Outro aldeido muito comum na fumaca de cigarro é o
acetaldeido. O formaldeido pode causar irritagio da mucosa nasal, ocular e vias aéreas
superiores. A acroleina € muito mais toxica que o formaldeido e € uma das substancias que
confere a qualidade irritante da fumaca do cigarro. Tal substancia produz diminui¢do da
freqiiéncia respiratoria e aumento da resisténcia das vias aéreas superiores. Um estudo
recente (Cattaneo et al., 2000) observou que a acroleina e o acetaldeido alteram a
proliferacdo e adesdo dos fibroblastos gengivais in vitro e sugere que esses efeitos podem

ocorrer in vivo.

2.5.2. Nicotina: Estudos in vitro

Alguns trabalhos in vitro tém demonstrado que a fumacga de cigarro e seus
componentes apresentam efeitos negativos em culturas de células Osseas. Ramp et al.
(1991) estudaram o efeito da nicotina sobre culturas de células tipo osteoblasto. Os
resultados mostraram que a nicotina inibiu a atividade da fosfatase alcalina e a sintese de
coldgeno num padrdo dose-dependente. Nao foram observados efeitos da nicotina sobre as
proteinas ndo-coldgenas e observou-se uma estimulacdo da sintese de DNA.

Em 1999, Yuhara ef al. avaliaram a influéncia da nicotina sobre o metabolismo
0sseo de culturas de células. Para esse estudo foram utilizadas 3 linhagens de células:
clonais osteogénicas da calvdria de ratos (ROB-C26), clonais pré-osteobldsticas da calvaria
de camundongos (MC3T3-El) e células tipo osteoblasto retiradas de uma co-cultura de
células da medula 6ssea de ratos. Os resultados revelaram que a nicotina estimulou a
deposicdo de Ca e a atividade da fosfatase alcalina nas células ROB-C26. Por outro lado

ambas as atividades foram diminuidas nas células MC3T3-E1. Observou-se ainda que a
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nicotina afetou a diferenciacdo das células tipo osteoblasto. Desta forma os autores

concluiram que a nicotina pode ter um efeito critico sobre o metabolismo dsseo.

Muitos estudos também tém sido realizados com o objetivo de observar os
efeitos da fumaca de cigarro e seus componentes sobre os fibroblastos. Essas células t€ém
uma fungao critica no metabolismo do tecido conjuntivo, sendo importantes para os tecidos
normais e em reparacdo. De maneira geral, as culturas de fibroblastos apresentam-se como
uma monocamada de células fusiformes, superficie lisa, alinhamento paralelo e minima
sobreposicdo (Tripton & Dabbous, 1995; James et al., 1999). Ja as culturas submetidas a
acdo da nicotina mostram células com arranjo desorganizado, sobreposi¢des, anatomia
alterada, vacuolizacdo do citoplasma, reducdo do conteido protéico e destrui¢do das
membranas celulares (Raulin et al., 1988; Tripton & Dabbous, 1995; Tanur ef al., 2000).

Peacock et al. (1993) também avaliaram a influéncia da nicotina em culturas de
fibroblastos gengivais. Entretanto, seus resultados foram conflitantes com os citados
anteriormente. Observou-se nesse estudo que altas concentracdes de nicotina nao
produziram nenhum efeito nas culturas e que, em baixas concentracdes, a nicotina
estimulou a reprodugdo celular. Os autores sugeriram que a nicotina ndo seria a Unica
substancia envolvida nas respostas teciduais provocadas pelo tabaco e que outros agentes
presentes na fumaca poderiam ser responsdveis pelos efeitos negativos.

James et al. (1999) investigaram a acdo da nicotina € do seu metabolito
primdrio, a cotinina, sobre culturas de fibroblastos do ligamento periodontal humano (FLP).
Os resultados revelaram que a nicotina inibiu a adesdo e o crescimento dos FLP em todas
as concentragdes estudadas (>Img/ml e >0,5 mg/ml). J& a cotinina parece inibir o
crescimento e adesdo dos FLP na maior concentracido estudada (10 pg/ml), porém esse

resultado ndo apresentou diferenca estatisticamente significante.

2.5.3. Nicotina: Estudos in vivo

Em 1993, Broulik & Jarab estudaram a influéncia da nicotina sobre a concentragdao

Ossea mineral em ratos. Foram incluidos no estudo 32 ratos, divididos em 4 grupos iguais e
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submetidos ao seguinte tratamento: A- controle, B- nicotina via dgua de bebedouro, C-
castragcdo e D- castracdo e nicotina via dgua de bebedouro. Apds 56 dias, os animais foram
sacrificados e o fémur analisado. Os resultados revelaram que os animais dos grupos B e D
(grupos que receberam nicotina) apresentaram uma significante redu¢ao na densidade 6ssea

e no componente 6sseo mineral, quando comparados aos outros grupos.

Hollinger et al. (1999) avaliaram o efeito da nicotina sobre o reparo 6sseo em
ratos que receberam enxerto dsseo autégeno. Para isso, foram criados defeitos bilaterais (4
mm de didmetro) na regido parietal de 60 animais, nos quais o lado esquerdo servia como
leito doador e era deixado cicatrizar espontaneamente, e o lado direito recebia o enxerto.
Parte da amostra recebeu nicotina em 3 concentracdes distintas via dgua do bebedouro
(12,5 mg/ml, 25 mg/ml e 50 mg/ml) e foi comparada com animais que ndo receberam
nicotina. Os resultados revelaram que ndo houve diferencas no reparo dsseo dos defeitos
que receberam enxerto autdgeno, entretanto a nicotina influenciou negativamente o reparo
dos leitos doadores.

Em 1999, Fung et al. investigaram o efeito da nicotina sobre o 0sso e os
hormodnios calciotrépicos de ratas adultas velhas. Foram utilizados no experimento 30
animais divididos em 3 grupos: A- solucdo salina fisiolégica (n=9), B- nicotina numa
dosagem de 3mg/kg/dia através de bomba osmética (n=10) e C- nicotina numa dosagem de
4,5mg/kg/dia através de bomba osmética (n=11). Apds 3 meses de administracdo de
nicotina, os resultados mostraram que os animais dos grupos B e C apresentaram uma
diminuicdo no armazenamento de vitamina D. Além disso, os ratos do grupo C mostraram
uma menor drea vertebral, menor densidade mineral e uma taxa de aposicdo Ossea
endocortical mais baixa quando comparados aos do grupo A.

Nociti et al. (2000) analisaram o papel da nicotina na progressao da periodontite
induzida por ligaduras em ratos. Para isso, foram utilizados 20 ratos divididos em 4 grupos,
1 controle e 3 testes que receberam as seguintes concentragdes de nicotina por ml de
solucdo fisioldgica: 0,13 pl, 0,19 pl e 0,26 ul. Concluiu-se que a nicotina potencializou a

progressao da doenca periodontal num padrdo ndo dose-dependente.
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Num estudo subseqiiente realizado pelo mesmo grupo de pesquisadores (Nociti
et al.,2001) utilizou-se a mesma metodologia para avaliar a influéncia de outras dosagens
de nicotina na progressdo da doenga periodontal em ratos (0,37, 0,57 e 0,73 mg de
nicotina/kg). Os resultados desse estudo mostraram um efeito dose-dependente da nicotina
sobre a progressdao da doenga periodontal e, além disso, observou-se que a nicotina parece
ter uma acao deletéria direta sobre os tecidos periodontais.

Stefani et al. (2002) avaliaram a influéncia da nicotina sobre o reparo 6sseo ao
redor de implantes de titdnio. Foram utilizados nesse experimento 32 coelhos que
receberam 2 implantes em cada tibia (um de superficie usinada e um jateado com 6xido de
aluminio). Apds a colocacdo dos implantes, os animais foram divididos em 4 grupos que
receberam: a) solucdo fisioldgica, b) 0,18 mg de nicotina/kg/dia, ¢) 0,56 mg de
nicotina’/kg/dia e d) 0,93 mg de nicotina/kg/dia. Aos 42 dias pds-operatdrios, os animais
foram sacrificados e seccdes ndo descalcificadas foram analisadas histometricamente
através dos seguintes parametros: contato direto osso-implante e preenchimento 6sseo das
roscas. Embora tenha sido observado uma tendéncia numérica de que a nicotina influenciou
negativamente o contato sseo para os implantes de superficie usinada, essa diferenca ndo
foi estatisticamente significante (média + desvio padrdo: a) 34,98 + 7,52; b) 33,58 + 6,4; c)
30,13 + 4,97; d) 27,79 + 3,93). Concluiu-se, nesse estudo, que a nicotina parece nao
influenciar o reparo dsseo ao redor de implantes de titanio.

Em 2003, César Neto et al. investigaram a influéncia da administracdo de
nicotina, pela forma da inalacdo da fumaca e da aplicagdo sistémica, na cicatrizagdo 6ssea
ao redor de implantes. Quarenta e cinco animais foram utilizados e divididos em 3 grupos:
controle, inalacdo e aplicagdo subcutanea. Observou-se uma menor formacdo dssea ao
redor de implantes de titdnio em ratos que inalaram fumacga, ji os ratos que receberam
injecOes de nicotina apresentaram resultados intermedidrios entre o grupo controle e o
grupo que inalou fumaca sugerindo que o impacto do fumo no sucesso dos implantes,
talvez esteja relacionado a mais de uma molécula presente no cigarro, € a nicotina parece

contribuir parcialmente com os resultados negativos.
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2.5.4. Técnicas Regenerativas na presenca do fumo

Em 1995, Tonetti et al. movidos pelas constantes pesquisas que afirmavam haver
uma pior resposta cicatricial em pacientes fumantes, delinearam um trabalho clinico com
51 pacientes em 71 defeitos intra 6sseos em 51 pacientes, que foram tratados com
regeneracdo tecidual guiada. Vinte pacientes (32 defeitos) fumavam mais de 10 cigarros
por dia enquanto que o restante (31 pacientes com 39 defeitos) ndo fumavam. A higiene de
ambos os grupos foi boa, porém os pacientes fumantes tinham indices de placa
significativamente maiores do que os ndo fumantes. Nenhuma diferenca clinica
significativa em relacdo a porcentagem de tecido ganho no momento da remocdo da
membrana foi observada, porém apds um ano de acompanhamento os pacientes fumantes
ganharam menos insercdo clinica do que os ndo fumantes. Concluiu-se que o fumo estd
associado com uma resposta reduzida apds o tratamento com RTG, e pode ser o
responsdavel, pelo menos em parte, pelos resultados observados neste estudo.

Trombelli et al. (1997) avaliaram a resposta cicatricial de recessdes tratadas com a
técnica da regeneracdo tecidual guiada na presenga do fumo. Para isso, 22 pacientes
fumantes e 13 ndo fumantes foram tratados com membranas de PTFE-e. A taxa de
exposicao da membrana foi significativamente maior nos pacientes fumantes, assim como a
recessao residual. Os autores concluiram que os resultados do tratamento das recessoes
com a RTG € prejudicado pelo fumo.

Um estudo multicéntrico clinico e controlado foi realizado por Tonetti et al. (2002),
com o objetivo de comparar a preservacdo da papila em defeitos intra 6sseos profundos,
com e sem o uso das PMEs. O fumo ndo foi o objetivo central, porém ndo foi um fator de
exclusdo deste experimento (até 20 cigarros/dia). Doze centros de estudo em 7 paises
participaram e foram incluidos na pesquisa 172 pacientes, que apresentassem pelo menos
um defeito intra 6sseo > a 3mm. Foi instituido um rigoroso controle de placa p0s-
operatério. Os resultados deste estudo permitiram concluir que a cirurgia periodontal
regenerativa com o uso das PME ofereceu beneficios em relagdo ao ganho de insercdo

clinica, reducdo da profundidade de sondagem e previsibilidade dos resultados quanto a
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preservacdo da papila. Porém, os autores discutem que existem algumas varidveis que

influenciam na resposta dos pacientes e provavelmente o fumo € uma das mais importantes.

3. PROPOSICAO

A proposta do presente estudo foi avaliar, histometricamente, a resposta de
defeitos dsseos do tipo deiscéncia, criado cirurgicamente em cdes, tratados pela técnica de
Regeneracdo Tecidual Guiada e da utilizacio de Proteinas Derivadas da Matriz do Esmalte,

na presenca de nicotina.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Selecao dos Animais

Foram utilizados 8 cdes de raca indefinida (peso aproximado de 15 kg), em bom
estado de satdde geral e que apresentaram denti¢do completamente erupcionada, em boas
condi¢cdes e saide periodontal. Os animais foram submetidos a tratamento profilatico,
incluindo vacinacdo, dieta adequada e higiene corporal de acordo com a orientagdo do

Biotério Central da UNICAMP.
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4.2 Anestesia

Todos os procedimentos cirdrgicos foram realizados apds execucdo de anestesia,

seguindo-se 0s passos:

N

-previamente a anestesia geral foi utilizada solu¢do de cloridrato de
dihidrotiazina 1,5ml/10 kg (Rompun® - Bayer do Brasil S.A., Sdo Paulo, SP), aplicada por
via intra-muscular. Este medicamento provoca relaxamento muscular generalizado,

facilitando a anestesia geral posterior.

- anestesia geral com solugcdo Tiopental Sédico a 25% (Tiopental®, Cristdlia
produtos quimicos farmacéuticos Ltda, Itirapina, SP, Brasil), via intravenosa, na dosagem
de 0,5 ml/kg de peso corporal, sendo a via de administracdo mantida com soro fisiolégico

durante o ato cirtirgico, possibilitando doses de manutengdo e hidratacéo.

- anestesia local com lidocaina 2% (Merrel Lepetit Farmacéutica Ltda, Santo
Amaro, SP, Brasil), contendo epinefrina (1: 50.000), com o objetivo de reduzir a

hemorragia e assegurar um efeito anestésico adequado.

4.3. Criacao dos Defeitos

Ap6s incisdo intra-sulcular, um retalho vestibular, de espessura total, abrangendo a
regido dos pré-molares inferiores (do 1° molar ao 1° pré-molar) foi cuidadosamente elevado
(figura 1). Com auxilio de microcinzéis, foi realizada a remocdo de parte da tdbua Ossea
vestibular, criando-se uma deiscéncia de 6 x 4 mm, sobre as raizes mesiais dos 3° e 4° pré-
molares de ambos os lados da mandibula (figura 2). A superficie radicular foi instrumentada

até a remocao do cemento radicular. Uma tira matriz do tipo Tofflemire, recortada de forma a
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adaptar-se a anatomia do defeito criado, foi fixada a superficie corondria através do uso de fios
de amarrio ortodonticos 0,016mm (Morelli® Dental Morelli Ltda) e resina fotopolimerizdvel
(Z100® 3M do Brasil), ficando justaposta a drea do defeito (figura 3). O retalho foi adaptado
em sua posi¢do original e suturado com fio de sutura reabsorvivel de vicryl 4-0 (Ethicon® -
Johnson & Johnson, Sao Paulo) através de sutura interrompida interproximal. Apés a cirurgia
foi aplicado, por via intramuscular, solu¢do analgésica de Dipirona Sédica 500mg (D500®
Fort Dodge, Campinas-S.P. Brasil). Durante trés meses as tiras metdlicas permaneceram em

posi¢do, permitindo acimulo de placa e inflamacao gengival (figura 4).
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Figura 1- Exposicao da tabua Ossea
vestibular, apds retalho de espessura total

Figura 3 - Matriz fixada e adaptada ao defeito Figura 4 - Apos 3 meses de colocacéo das
placas, observando o acumulo de placa

4.4. Tratamento dos Defeitos

Apbés 3 meses da criagdo dos defeitos, as tiras de matriz foram removidas,
executando-se instrumentacdo radicular com o objetivo de desinflamag@o dos tecidos para
prepard-los para fase cirdrgica posterior. Decorridos 7 dias, durante os quais foi aplicada,
diariamente, solu¢do de digluconato de clorexidina a 0,12%, os retalhos foram novamente
rebatidos, as superficies radiculares instrumentadas, com curetas de Garacey 5/6, e os defeitos
Osseos expostos (figura 5). Sulcos de referéncia, com o objetivo de viabilizar os

procedimentos histométricos, foram executados na superficie radicular, um ao nivel da crista
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Ossea do defeito, demarcando o limite apical, e outro ao nivel da juncdo cemento-esmalte
demarcando o limite corondrio, com a utilizacdo de broca esférica (Carbide 1/2- KG-

Sorensen®, Sdo Paulo) em alta rotacdo, sob irrigacdo com soro fisioldgico.
Os defeitos foram tratados da seguinte forma:

e grupo 1- CONTROLE (CO): os sitios foram tratados pela técnica

convencional de instrumentagdo radicular, com raspagem e alisamento radicular (figura 6).

e grupo 2- MEMBRANA REABSORVIVEL RESOLUT XT® (RTG): ap6s a
instrumentacdo radicular, os sitios receberam as membranas reabsorviveis de &4cido
polildctico e poliglicélico.(Resolut XT Regenerative Material ,W.L.,Gore Associate Inc.,
Flagstaff,Az,USA) , adaptadas e suturadas sobre o defeito de forma a cobri-lo totalmente e

com sobreposicdo as margens Osseas (figura 6).

e grupo 3 — PROTEINAS DERIVADAS DA MATRIZ DO ESMALTE
(EMDOGAIN®) (PME): ap6s a instrumentacdo radicular, as raizes expostas foram
condicionadas durante 2 minutos com EDTA 24% (Prefgel® - Biora AB, Malmo —
Sweden) e lavadas com soro fisiolégico durante 1 minuto. Apds o condicionamento, 0s
sitios receberam a matriz derivada de esmalte (Emdogain® - Biora AB, Malmo -

Sweden) , colocadas sobre o defeito de forma a banhé-lo totalmente (figura 7).

Os defeitos foram aleatoriamente distribuidos para receberem os tratamentos,
porém, para que ndao houvesse o risco de contaminacio da proteina em grupos que ndo a
utilizavam, determinou-se que quando se sorteasse o grupo que utilizava o tratamento com

Proteina Derivada da Matriz do Esmalte, o dente ao lado nao receberia o outro tratamento.

Portanto, cada animal recebeu trés tipos de tratamento, em um tipo de desenho
experimental de boca dividida (“split mouth”). Os retalhos foram suturados, em todos os
grupos, numa posi¢cdo mais corondria (aproximadamente 1-2 mm), com fio monofilamento
Gore-tex (Regenerative Material, W.L.,Gore Associate Inc., Flagstaff, Az-USA) (figura 8).

As suturas dos retalhos foram removidas em duas semanas.
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Imediatamente apds os procedimentos cirurgicos e quatro dias depois, 0s caes
receberam uma dose de antibidtico de uso veterindrio de Penicilina/Estreptomicina
(Pentabidtico Veterindrio- laboratérios WYETH Ltda, Sdao Paulo). A alimentacdo dos
animais foi feita com dieta pastosa e um regime de aplicagcdo tépica de digluconato de

clorexidina a 0,12% foi instituido, diariamente, até o sacrificio dos animais.

No dia seguinte ao tratamento os animais comecaram a receber as aplicagdes
didrias de nicotina sistémica de maneira subepitelial (Sigma Chemicals, St. Louis, MO,
EUA), na concentragdo de 2mg/kg, duas vezes ao dia, com intervalo de 12 horas entre as

aplicacdes. Este regime foi mantido durante o periodo de cicatrizagdo, que foi de 4 meses.
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Figura 5- Exposicdo da tabua ossea vestibular,
apos retalho de espessura total rebatido

Figura 6 - Tratamento com RTG e CO,
respectivamente

e

Figura 7 -Tratamento com PME

Figura 8 - Sutura coronaria do retalho

4.5 Dosagem de Nicotina e Cotinina

No primeiro e ultimo dia em que os animais receberam nicotina, amostras de
sangue foram coletadas para avaliagdo da concentrag@o de nicotina e cotinina no plasma. A

primeira amostra foi coletada 15 minutos apds a aplicacdo da nicotina e as outras amostras
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foram coletadas a cada hora, até completar um periodo de 8 horas. Utilizou-se o sistema
Vacuteiner 6ml, com o anticoagulante EDTA. As concentracdes de nicotina e cotinina
foram avaliadas através de método de cromatografia liquida de alta pressio (HPLC)
compostas por duas bombas (LC-10 Advp, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan),
programadas por um sistema controlador (SCL-10 Advp, Shimadzu Corporation, Tokyo,
Japan), um detector de UV-Vis (SPD- 10 Advp, Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan)
ajustado a 260nm e uma coluna Luna (Column Luna, Phenomenex, USA-150mm X 4,6mm
I.D. X5um). A fase movel consistia de 20mM de fosfato de potassio dibasico, 20mM de
fosfato de potdssio monobdsico contendo 0.1% de trietilamina. O pH da solucdo foi
ajustado para 6.3 de acido fosférico e acetonitrila (10%) foi adicionada a solugdo final.
Todos os reagentes utilizados para realizacdo da medida foram graduados de acordo com
HPLC. A extracdo das amostras seguiu a metodologia previamente descrita por Nakajima
et al., 2000, porém elas foram secas sob nitrogénio em temperatura ambiente. O volume da

injecdo das amostras era de 20uL e o limite de quantificacio foi de 10ng/ml.

4.6 Sacrificio dos Animais

Decorridos 4 meses do procedimento cirtdrgico de tratamento e de aplicagdo de
nicotina, os animais foram anestesiados e sacrificados com uma dose letal de solugdo de
pentobarbital sédico a 3% e 20ml de cloreto de potdssio (KCL). As arcadas foram

dissecadas e subdivididas em blocos, representando as dreas experimentais.

4.7. Processamento do Material

Os blocos foram colocados imediatamente em solucdo tamponada de formol a
10% para fixagcdo, permanecendo nesta solucdo por uma semana. Apds lavagem em dgua
corrente, os blocos foram entdo descalcificados em solucdo de Morse (4cido férmico a
50% e citrato de s6dio a 20%, em partes iguais). As pecas foram envolvidas em compressa
de gaze e colocadas suspensas de maneira a ficarem submersas na solu¢do, porém sem
entrar em contato com o fundo do recipiente. Apds 1 més no descalcificador, as pecas

foram reduzidas, selecionando-se a raiz mesial. A solu¢do de descalcificagdo foi trocada a
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cada dois dias, sendo o tempo total de descalcificacio previsto de 3-4 meses. O progresso
da descalcificacdo foi avaliado com perfuracio das dreas emque nao havia interesse direto.
Os espécimes descalcificados foram lavados em dgua corrente, colocados em solugdo de
sulfato de sédio a 5% por 48 horas, novamente lavados, procedendo-se o processamento
laboratorial de rotina com desidratacao, diafanizacdo e inclusd@o em parafina. Os blocos
foram seccionados, com espessura de 7 um e orientagdo vestibulo-lingual, corados com

H.E. e Tricromico de Masson.

4.8. Histometria

Foram utilizadas 5 laminas representativas do ter¢o mediano da raiz para as
medidas histométricas e posteriormente calculada a média final de cada pardmetro. As imagens
foram digitalizadas e a histometria foi realizada utilizado os seguintes equipamentos: um
microscopio Optico Diastar (Cambridge Instruments, Buffalo, NY, USA), com objetiva para
aumento de 2,5/0,10, acoplado a uma camera de video DXC-107 A/107 AP (Sony eletronics
inc., Japan). Adaptado ao microscopio, um microcomputador 486 DX-66 mhz e um software
analisador de imagens (Mocha, Jandel Scientific, San Rafael, L.A., USA). A avaliacio
histométrica foi realizada tomando-se como referéncia o sulco apical (S1) e o sulco corondrio

(S2) e consistiu das seguintes distancias (Esquema I):
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Esquema I: Referéncias das distancias

histométricas avaliadas

1- limite apical do sulco apical ao limite corondrio do sulco corondrio = Extensao do defeito

2-distancia da margem gengival ao limite apical do epitélio juncional = Extensao do epitélio

3-limite apical do epitélio juncional ao limite corondrio do novo cemento = Extensao da
adaptacio conjuntiva

4-limite apical do sulco apical ao limite corondrio do novo cemento = Extensao do novo
cemento

5- margem gengival ao limite corondrio do sulco corondrio = Posi¢ao Gengival

6-limite apical do sulco apical 2 crista 6ssea = Extensiio de Novo Tecido Osseo



A extensdo do Epitélio Sobre A Raiz foi calculada subtraindo-se da extensdo do

epitélio total a extensdo da posicdo gengival.

4.9. Analise Estatistica

Os resultados histométricos foram submetidos a andlise estatistica e foi
verificado ndo haver normalidade entre os dados. Desta forma, teste ndo paramétrico de

Friedman foi realizado entre os grupos.
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5. RESULTADOS

5.1. Observacoes Clinicas

Clinicamente, o processo de cura demonstrou-se favordvel em todos os grupos.
O recobrimento completo foi obtido em 18 dos 24 defeitos utilizados. Dois sitios
pertencentes de cada grupo (CO, RTG e PME) apresentaram retragdo gengival residual

entre 0,5mm e 1,4mm.

5.2. Observacdes Histoldgicas

Em todos os grupos, o padrdao de cura observado foi o desenvolvimento de um
epitélio juncional na parte corondria do defeito, atingindo dreas mais apicais no grupo
controle (figura 9). Uma camada continua de novo cemento foi formada nos espécimes de
todos os grupos estendendo-se coronariamente em diferentes graus, entretanto, no grupo
PME (figura 10), a extensdo corondria do novo cemento foi mais evidente do que no grupo
Controle. O grupo RTG se apresentou em uma posicdo intermedidria em relagdo a
quantidade de cemento, entre o controle e o grupo que utilizou matriz derivada do esmalte,
sendo que em alguns espécimes foram encontrados restos da membrana ainda ndo
reabsorvida (figura 11). Regeneragdo ocorreu em todos os grupos, principalmente na parte
apical do defeito, porém no grupo PME a regeneracdo se estendeu um pouco mais
coronariamente. O cemento formado apds a aplicacdo da PME, foi predominantemente

cemento celular (figura 12).
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Figura 9 - Grupo CO: aumento de 2,5X,
sulco apical (A), sulco coronario (B).
Coloracao de Tricrémico de Masson.

Figura 11- Grupo RTG: aumento de 2,5X,
sulco apical (A), sulco coronério (B).
Restos da membrana ainda néo
reabsorvidos (M). Coloragao de
Tricrédmico de Masson.
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Figura 10 — Grupo PME: aumento de 2,5X,
sulco apical (A), sulco coronario (B).
Coloragao de Tricrémico de Masson.

; Rt IR
Figura 12- Grupo PME: area de
ligamento  periodontal e de
formagédo de cemento celular (C).
Coloragdo de Tricrébmico de
Masson.



5.3. Observacoes Histométricas

Os resultados histométricos de posicdo gengival, epitélio total, epitélio na raiz,
adaptacdo conjuntiva, novo cemento, novo 0sso, posi¢do gengival, recessdo e tamanho do
defeito sdo mostrados na tabela 1. Considerando as médias em milimetros, houve diferenca
estatisticamente significante na extensao de novo cemento. O grupo PME (5,32+0,73mm)
demonstrou obter maior formag¢do de cemento do que o grupo CO (3,6+1,1mm) (p<0.05),
porém, ndo apresentaram diferencas estatisticas significantes quando comparados ao grupo
RTG (4,05+1,8mm). Quanto a formacgdo de epitélio, o grupo PME (0,63+0,35mm) teve
uma menor formacdo epitelial, seguido no grupo RTG (1,23+0,99mm) e do grupo CO
(1,7140,61mm) porém, sem diferengas estatisticas significantes. O grupo PME teve uma
formacdo de adaptacdo conjuntiva de 0,36+0,27mm, enquanto que os grupos RTG e CO
tiveram uma adaptacdo de 0,15+0,21mm, também sem diferencas estatisticas significantes.
A formacdo de novo osso foi maior no grupo PME (2,52+1,34mm) e os grupos CO e RTG
obtiveram neoformacgdes Osseas semelhantes (1,5540,93mm e 1,56+0,96mm
respectivamente) e sem diferencas estatisticas significantes. Quanto ao pardmetro de
recessdo gengival, o grupo CO apresentou recessdo de 0,36+0,48mm , o grupo RTG de
0,25+0,34mm e o grupo PME de 0,02+0,07mm, igualmente sem diferencas estatisticas

significantes.
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Tabela 1: Média, desvio padrao (DP) e mediana (em mm) para os parametros

avaliados no grupo controle (CO), regeneracao tecidual guiada (RTG) e proteina

derivada da matriz do esmalte (PME).

(0]0) RTG PME P*

(n=8) (n=8) (n=8)
Média + DP Média + DP Média + DP
mediana mediana mediana

Epitélio 1,710,61 1,23+£0,99 0,6310,35 0,07
1,65 0,85 0,55

Adaptacgéo 0,1510,22 0,1510,21 0,3610,27 0,41
Conjuntiva 0,05 0,05 0,35

Novo Cemento 3,60x1,14 B 4,05 +1,80 AB 5,321+ 0,73A 0,01~

3!65 4520 5,30

Novo Osso 1,55+0,93 1,56+0,96 2,521+ 1,34 0,09
1,55 1,25 2,45

Recessao -0,36+ 0,48 -0.25+ 0,34 -0.02+ 0,07 0,31

Gengival -0.3 0 0

Defeito 5,851+ 1,05 5,66+ 1.13 6,36% 0,71 0,07

5,75 5,35 6,25

*Meédias com letra diferentes sdo diferentes estatisticamente. (P<0.05) —

Teste de Friedman.
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5.4. Observacgdes Plasmaticas

O periodo de monitoramento dos niveis séricos de cotinina e nicotina demonstraram
um padrao similar no primeiro e dltimo dia de administra¢do da nicotina (gréificos 1 e 2). O
nivel sérico mais alto de nicotina foi observado 15 minutos apds a administragdo e uma
reducdo tempo-dependente ocorreu. Foi observada uma significante reducdo do nivel sérico
da nicotina apds a primeira hora, havendo uma tendéncia a estabilizagdo apos a terceira
hora. Com relagc@o aos niveis séricos da cotinina, o valor mais alto foi observado apds a
primeira hora, sendo que uma tendéncia de estabilizagdo foi notada apds a quarta hora.
Interessante notar que, no primeiro dia de administragdo da nicotina, os niveis séricos de

nicotina/cotinina foram ligeiramente maiores que no ultimo dia de administragao.
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GRAFICO 1- Concentragio plasmética de nicotina dos 15 aos 480 minutos apGs a primeira

aplicacdo subcutinea de nicotina no primeiro (A) e no ultimo dia (B).
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GRAFICO 2- Concentracio plasmética de cotinina dos 15 aos 480 minutos apGs a primeira

aplicacdo subcutinea de nicotina no primeiro (A) e no ultimo dia (B).
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6. DISCUSSAO

O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar histometricamente, a
resposta de defeitos 6sseos do tipo deiscéncia, criado cirurgicamente em cies, tratados pela técnica
de Regeneragdo Tecidual Guiada (Resolut XT ®)e da utilizagdo de Proteinas Derivadas da Matriz
do Esmalte (Emdogain®), na presenca de nicotina. O grupo que utilizou a proteina derivada
da matriz do esmalte mostrou resultados quantitativos estatisticamente superiores ao grupo
controle, em relacdo a formagdo de cemento. Todos os outros pardmetros avaliados nao

tiveram diferencas estatisticas significativas.

Diante da dificuldade em se avaliar histologicamente em humanos o tipo de
reparac@o conseguida apds técnicas regenerativas, devido aos aspectos éticos relacionados
a obtencdo de bidopsias em bloco, modelos animais sdo geralmente utilizados.
Histologicamente, estudos em primatas ndo humanos mostraram que em modelo de defeito
agudo cirurgicamente criado, pode ser esperada regeneracdo espontanea de
aproximadamente 50 a 70%, o que leva a uma dificuldade em interpretar os resultados
(Caton et al., 1994). No presente estudo, optou-se pela criagdo cirirgica dos defeitos de
deiscéncia em pré-molares inferiores (p3 e p4), seguido por cronificagdo destes defeitos por
um periodo de 3 meses de acimulo de placa bacteriana. Este periodo que antecede o
tratamento dos defeitos permite que o possivel potencial de regeneracdo espontanea do
defeito ndo seja incluido na avaliacdo histométrica, ja que o ponto de referéncia apical para
as medi¢cdes foi colocado sobre as raizes no momento da realizacdo dos tratamentos a
serem avaliados (Kon et al., 1991). A metodologia utilizada neste experimento por meio da
criagdo cirurgica de defeitos, permitiu a obtencdo de defeitos de deiscéncia bilaterais
semelhantes entre si (tabela 1), e manuten¢do de uma altura ¢ssea interproximal, o que seria

dificil de se obter com defeitos induzidos por ligadura.

Quanto ao efeito que o uso de cigarros exerce sobre as técnicas regenerativas
periodontais, o nimero de estudos € limitado. Poucos trabalhos, como de Tonetti et al.
(1995) e Trombelli et al. (1997), avaliaram clinicamente a influéncia do consumo de

cigarros sobre os resultados obtidos pela técnica de Regeneracdo Tecidual Guiada, e ambos
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relataram que clinicamente o paciente fumante apresenta uma pior resposta apds o
tratamento com RTG em relacdo aos parametros avaliados. Nenhum trabalho clinico
avaliou a reposta das proteinas derivadas da matriz no fumante. Portanto este é o primeiro
trabalho histoldgico que estuda o efeito que a nicotina ( um dos principais componentes do

cigarro) exerce sobre as técnicas de regeneragdo na presenga da nicotina.

Existe pouca informagdo a respeito da concentracdo plasmdtica de nicotina e
cotinina apés a administracdo subcutdnea de nicotina. Desta forma, este estudo foi
realizado com o objetivo de se alcancar concentracdes plasmdticas semelhantes a de um
fumante. As amostras de sangue foram coletadas aos 15 minutos e a cada hora, durante um
periodo de 8 horas, no primeiro e no ultimo dia em que os cdes receberam a aplicacdo
subcutanea de nicotina. Estes dias foram escolhidos para avaliar se as aplica¢des de 2mg/kg
alcancariam a média das concentragdes de um individuo fumante e se haveria algum efeito
cumulativo durante todo o periodo de utilizacdo da droga (4 meses). Embora altas taxas de
concentra¢do tenham sido alcancadas (nas primeiras 4 horas), nossos dados se mostram
similares aqueles relatados em fumantes (Gonzdles et al., 1996) que consomem cerca de 20
a 30 cigarros/dia. Além disso, mesmo a droga tendo sido usada por um longo periodo, as
concentracdes de cotinina/nicotina se mostraram similares no primeiro e ultimo dia, ndo

havendo nenhum efeito cumulativo.

Embora o delineamento deste estudo tenha alcancado as concentracdes
plasmdticas de um paciente fumante, € importante ressaltar que existem diferencas
morfoldgicas e fisioldgicas entre humanos e cdes sendo o metabolismo do cdo mais rapido
do que o dos seres humanos. Além disso, o fumante mantém esta alta concentracdo durante
todo seu tempo em vigilia, fumando um cigarro a cada 15 minutos ou a cada meia hora,
somente abaixando esta concentracdo durante o sono. Ja o presente estudo, manteve ao
longo do dia 2 picos de alta concentracdo plasmadtica que diminuiam gradativamente até a
proxima aplicagdo. Outras formas de aplicagdo, como o uso de mini bombas osmdticas
subcutaneas utilizadas por Riebel et al. (1995) e Fung et al. (1999) ou ainda a

administrac@o da nicotina na dgua de consumo, utilizado por Hollinger et al. (1999), talvez
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pudessem ter sido empregadas, porém esta tltima metodologia dificulta a quantificacdo das
doses consumidas pelos animais, € as minibombas sdo ativadas durante todo o dia,

mantendo a alta concentra¢io plasmadtica constante.

Clinicamente, nos sitios que receberam tratamentos regenerativos se observou
aspecto pos-operatorio favordvel, ou seja, auséncia de inflamagdo gengival. As medidas
tomadas com objetivo de evitar a contaminagdo (antibidtico/ clorexidina) associadas a
biocompatibilidade do material que compde a barreira (Caffesse et al., 1994, Pereira et al.,
2000) e as proteinas derivadas da matriz do esmalte (Hammastron et al., 1997b,
Zetterrstom et al., 1997), foram efetivas na manutencdo de saide gengival, com aspectos

semelhantes ao grupo controle.

O padrao de cicatrizagdo observado no presente estudo em defeitos tratados
com raspagem e alisamento radicular seguido de reposicionamento de retalho (CO)
caracterizou-se pela formacdo de um epitélio longo se estendendo em direcdo apical
(1,71mm). Nos defeitos tratados com técnicas regenerativas houve uma tendéncia para a
formacdo de um epitélio menos extenso quando comparado ao grupo controle (RTG
1,23mm e PME 0,63mm), porém sem diferencas estatisticas significantes, como observado
anteriormente em outros estudos histolégicos (Caton & Nyman et al., 1980; Caton et al.,
1980; Pereira et al., 2000; Sculean et al., 1999), que mostraram o mesmo padrdo de

cicatrizagdo mesmo na auséncia de nicotina.

A regeneracdo tecidual guiada com a colocacdo de membranas inibe
fisicamente a migracdo de células epiteliais para a drea do defeito (Caton et al., 1980),
permitindo que células originadas do ligamento e do osso ocupem esta drea e contribuindo
para que haja a formacdo de um epitélio menos extenso. Ja as proteinas derivadas do
esmalte, em estudos com cultura de células, demonstraram ter efeito na adesdo celular,
mitose, biossintese e diferenciacdo dos fibroblastos (Gestrelius et al., 1997). Mecanismos
especificos da a¢do das proteinas em contato com as células, nos primeiros momentos de
cicatrizagdo, parecem ter um tipo especifico de acdo que melhora a adesao de fibroblastos

do ligamento periodontal, porém ndo tem efeito sobre os fibroblastos gengivais e células
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epiteliais (Van Der Pauw et al., 2000), indicando um comportamento seletivo, considerado
vantajoso nos estagios iniciais de cicatrizacdo para a formagdo de uma maior nova insergao
(ligamento, cemento e 0sso) e um epitélio juncional de menor extensdo. Embora estudos in
vitro mostrem que a presenca da nicotina produz efeitos negativos em fibroblastos (Sayders
et al., 2002; Tanur et al., 2000; James et al., 1999) e iniba adesdo e crescimento de
fibroblastos do ligamento periodontal de humanos (Giannopoulou ef al., 1999, James et al.,
1999) os resultados histométricos encontrados no presente estudo foram semelhantes aos
encontrados na literatura por Sallum et al. (2004), Sculean et al. (1999) e Sculean et al.

(2000), em que as técnicas regenerativas foram testadas na auséncia da nicotina.

Quanto ao cemento, os resultados deste estudo mostraram uma maior formacao
de novo cemento (p<0.05) no grupo tratado com proteina derivada da matriz do esmalte
(PME), quando comparados aos defeitos tratados com retalho para raspagem e alisamento
radicular (CO 3,60+1,14mm), demonstrando um potencial neoformador de cemento quando
se utiliza a proteina. Por outro lado, quando se faz a comparagdo entre a quantidade de
neoformacdo de cemento no grupo que utilizou a RTG (4,05+1,80mm) e o grupo da PME
(5,3240,73mm), ndao houve diferenca estatistica entre os grupos, que foram igualmente
eficazes, assim como mostrado nos trabalhos de Sculean et al. (2000), Windisch et al.

(2002) e Sallum et al. (2004).

No presente estudo, o cemento formado apds a aplicagdo das PME foi
predominantemente do tipo celular. Embora o principio da Proteina Derivada da Matriz do
Esmalte tenha sido desenvolvido com a premissa da formacdo de cemento acelular com
fibras extrinsecas, como demonstrado em estudos animais € humanos (Hammarstrom 1997,
Hammarstrom et al., 1997, Heijl 1997), o cemento formado em defeitos periodontais intra-
O0sseos em humanos ¢é principalmente celular (Sculean et al, 1999) ou misto
celular/acelular (Sculean et al., 2000). Porém no presente trabalho, quando a fina drea de
cemento depositada ao longo do defeito apresentou células, em menor ou em maior

quantidade, foi classificado como cemento celular.
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Mosely & Finseth (1977) demonstraram que a fumaca do cigarro pode causar a
diminuicdo da microcirculacdo, enquanto Johnson et al. (1989), também mostraram
alteracdes morfoldgicas na microcirculacio oral de ratos apds administragdo de nicotina, o
que indiretamente poderia influenciar o aparecimento das recessdes gengivais. As pequenas
recessOes gengivais do presente estudo ndo tiveram diferencgas estatisticas significantes
quando foram feitas as comparacdes entre os grupos, concordando com dados de Cortellini
et al. (1991), Casati et al. (2001) e Sallum et al. (2004). A magnitude dos dados mostra
uma tendéncia da retragdo ser maior no grupo CO (-0,36+0,48mm), seguido da RTG (-
0,2540,34mm) e posteriormente da PME (-0,02+0,07mm); desta forma, se houve uma
pequena influéncia da nicotina sobre a microcirculacdo sanguinea, ela influenciou em

menor quantidade o grupo das PMEs.

Quanto a formacgdo de novo tecido dsseo, sdo encontrados na literatura estudos
que relataram ndo haver uma influéncia negativa da nicotina sobre fungdes celulares
envolvidas no reparo Osseo. Peackok et al. (1993) observaram estimulo da proliferacio e
adesao dos fibroblastos apds administragdo de baixas concentracdes de nicotina. Yuhara et
al. (1999) relataram aumento da deposicdo de ions célcio e da produgdo da fosfatase
alcalina em células osteogénicas e decréscimo da atividade de osteoclastos pela nicotina.
Bernzweing et al. (1998) associaram a aplica¢do de nicotina com reducdo da produgdo de
mediadores inflamatérios relacionados com a ativacdo de osteoclastos. Esta influéncia
negativa também ndo foi notada no presente estudo, embora na presenca da nicotina, esteja
de acordo com os encontrados na literatura por Caffesse et al. (1988), Sallum et al. (1998),
quando compararam as membranas aos grupos controle, ndo encontrando diferencas

estatisticamente significantes em neoformagio dssea, mesmo na auséncia da nicotina.

Quanto as proteinas da matriz do esmalte, poucos estudos avaliaram
histometricamente a neoformacgdo Ossea em defeitos de deiscéncia. Sallum et al. (2004),
neste mesmo tipo de defeito, também ndo encontraram diferengas estatisticas significativas
entre os grupos CO, RTG e PME. Por outro lado, Sculean et al. (2000 a), em humanos, e

Sculean et al. (1999) em animais, avaliaram este pardmetro em defeitos intra ésseos, e
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embora ndo tenham encontrado diferencas estatisticamente significantes, nestes trabalhos
havia a tendéncia de forma¢do de mais 0sso nos grupos que utilizavam da técnica a RTG,
enquanto no presente trabalho, numericamente, o grupo das PME foi o que apresentou
maior formagdo 6ssea. Provavelmente isso deve-se ao fato dos defeitos utilizados por
Sculean et al. (2000 a e 1999) serem defeitos infra 6sseos profundos, mais favordveis a

regeneracao tecidual guiada.

7z

O tipo de defeito ¢ um dos fatores que influencia muito o parametro de
neoformacdo Ossea, e o defeito de deiscéncia utilizado no presente trabalho € relativamente
favordvel as duas técnicas de regeneracdo, por possuir paredes laterais € ndo ser muito
profundo. Donos et al. (1998), em um estudo histolégico, compararam a utilizacdo da
matriz derivada do esmalte e membranas, isoladas ou associadas, mostrando que a
associagdo dos tratamentos parece ter resultados quantitativos de preenchimento dsseo tio
bons quanto os da RTG sozinha, bem como ambas serem superiores ao tratamento com
PME isoladamente e ao controle. A discrepancia destes resultados em relacdo ao presente
estudo, no qual o grupo da RTG ndo mostrou aumentar a quantidade de formacdo Ossea,
deve-se ,provavelmente, ao defeito supra alveolar de furca III utilizado. Em defeitos de
furca III, células capazes de produzir regeneragdo s6 podem se originar do fundo do
defeito, enquanto que em deiscéncia além da parte apical também podem se originar das
paredes laterais do defeito, através das células do ligamento periodontal (Gotllow et al.,
1986, Becker et al., 1988, Karring et al,, 1993, Pontoriero et al., 1995b). Aradjo et al.
(1998) também utilizaram defeito de furca III, porém, somente compararam a membrana
(nos dois lados do defeito) com a associa¢do das proteinas as membranas, e também nao

encontraram diferengas entre os grupos.

Diversos tipos celulares estdo envolvidos no processo de reparagdo periodontal.
Inicialmente, um grande numero de hemadcias envoltas numa rede de fibrina estdo
presentes. Em um periodo subseqiiente este codgulo € povoado por fibroblastos e inicia-se a
formacgdo de vasos sanguineos, caracterizando um tecido de granulacdo. Durante o reparo,

este codgulo é predominantemente povoado por fibroblastos gengivais e o epitélio oral
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migra em direcdo apical, formando um epitélio juncional longo sobre a raiz. Ja os
procedimentos regenerativos visam a exclusdo epitelial e das células do conjuntivo
gengival, favorecendo a migracdo de cementoblastos e osteoblastos para a regido. Embora
exista uma série de evidéncias laboratoriais demonstrando um efeito negativo da nicotina
sobre fibroblastos e osteoblastos, no presente estudo, a nicotina ndo foi capaz de impedir a
reparacdo e a regeneracdo periodontal. Em vista disso devemos salientar que existem mais
de 2000 substincias potencialmente téxicas na fumaca de cigarros e os resultados
observados nestes estudos podem estar relacionados a outras moléculas além da nicotina.
Outros componentes da fumaca de cigarros, como a acroleina e o acetaldeido, mostraram-

se citotoxicos para fibroblastos gengivais (Caettano et al., 2000).

Estudos em animais tentando diferenciar a influéncia da fumaca do cigarro como
um todo, e sé da nicotina foram realizados, César-Neto et al. (2003) colocaram implantes
de titdnio em tibias de ratos e observaram uma menor formagdo Ossea ao redor dos
implantes nos amimais que inalaram fumaca; ji4 os que receberam injecdes de nicotina
apresentaram resultados intermedidrios entre o grupo controle e o grupo que inalou fumacga.
Ainda buscando respostas para mesma duvida Benatti er al.(submitted) avaliaram a
influéncia da fumaca do cigarro e da nicotina na regeneracdo periodontal espontinea em
ratos e observaram que apenas a fumaca do cigarro, nao a nicotina, diminuiu a densidade
Ossea e o preenchimento do defeito. Stefani er al. (2002), em um estudo com implantes
colocados em tibias de coelho, observaram que a formacao éssea ao redor de implantes nao

foi afetada pela administracdo sistémica de nicotina.

Os resultados do presente estudo devem ser avaliados com cautela pois ainda outros
estudos sdo necessdrios para que se possa esclarecer o quanto a presenga da nicotina
influencia nas técnicas regenerativas, e se estas técnicas sdo contra indicadas para

pacientes fumantes.
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7. CONCLUSAO

Dentro dos limites do nosso trabalho podemos concluir que:

A regeneragdo ocorreu em vdrias extensdes em todos os tipos de tratamento, mesmo na

presenca na nicotina.

Na presenca da Nicotina, a Proteina Derivada da Matriz do Esmalte, foi a técnica
Regenerativa mais e eficiente em promover neoformag¢do cementéria quando comparada ao

controle.
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