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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar histometricamente o reparo 0ssec obtide apos a
utilizag@o do plasma rico em plaquetas (PRP) e/ou de membranas nao reabsorviveis no tratamento
de defeitos Gsseos peri-implantares, do tipo deiscéncia, criados cirurgicamente em caes. Foram
utilizados 10 cées adultos, machos, sem raca definida, nos quais 0s pre-molares inferiores (P2, P3,
P4) e o primeiro molar foram extraidos. Apos 3 meses das extracbes, os leitos para os implantes
foram criados e posteriormente 2 deiscéncias 6sseas vestibulares bilaterais, sendo entéo inseridos 4
implantes dentais de fitanio. As deiscéncias foram designadas aleatoriamente as seguintes
modalidades terapéuticas: 1) controle; 2) ROG; 3)PRP; 4) PRP + ROG. Ap6s 3 meses do
fratamento, os animais foram sacrificados e os blocos contendo os implantes e tecidos duros
adjacentes processados para secgdes nao descalcificadas. Na analise histométrica, os parametros
avaliados foram o contato osso-implante, a drea de preenchimento dsseo dentro das roscas, a érea
e a densidade de tecido 6sseo formado na regido fora das roscas. Analise de Variancia foi utilizada
para a analise estatistica dos dados (p<0,05). Os resultados demonstraram diferencas estatisticas
significativas para todos os parametros analisados em favor dos grupos tratados com membrana
(p<0,05), no entanto, ndo foram observadas diferencas quando o PRP foi utiizado (p>0,05). Dentro
dos limites do presente estudo, péde-se concluir que o PRP nao exerce efeitos adicionais no reparo

6sseo e que a ROG promove uma maior formagdo 0ssea ao redor dos implantes dentais.
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate, histometrically, the bone healing after utilizing the
platelet-rich plasma (PRP) and/or non-resorbable membranes on the treatment of peri-implant bone
defects, deiscense type, surgically created in dogs. Ten mongrel male adult dogs were used; in which
the three low premolars (P2, P3, P4) and the first molar were exiracted. Three months after dental
extraction, dental implants sites were created and lately two bilateral buccal bone dehiscence, in
which four titanium dental implants were inserted. Dehiscences were randomly assigned for the
following treatment. 1) control; 2) GBR; 3) PRP; 4) PRP + GBR. After 3 months, animals were
sacrificed; dental implants and adjacent hard tissues were processed for undecalcified sections. At
histometrical analysis, the parameters evaiuated were bone-implant contact, bone filling area into
threads, bone tissue area and bone density formed out the threads. Variance Analysis was utilized
for statistical analysis of the data (p<0,05). The results demonstrated statically significant differences
for all parameters toward membrane treated groups (p<0,05), although, differences were not
observed when PRP was utilized (p>0,05). Within the limits of the present study, it was concluded
that PRP do not exert additional effects on bone healing and that guided bone regeneration provides

increased bone formation around dental implants.
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1. INTRODUGAO

A substituicdo dos dentes perdidos por implantes dentais esta sendo amplamente
realizada em pacientes totalmente ou parcialmente desdentados e tem demonstrado altas taxas de
sucesso clinico em longo prazo (Adell et al, 1981; Lindquist ef al, 1997; Merickse-Stern ef al,
2001). A rotina diaria da utifizagdo dos implantes dentais tem permitido o desenvolvimento de novos
sistemas e técnicas em casos com reduzida perda dssea vertical, presenca de defeitos dsseos, na
regido posterior dos 0ssos mandibulares e maxilares. Sendo assim, algumas caracteristicas devem
ser levadas em consideragdo para a obtengdo do sucesso com este tipo de tratamento reabilitador
como o tipo de implante, a modalidade de sua colocagdo {um ou dois estagios), o formato e a
caracteristica superficial, técnica cirlirgica, utifizagdo de técnicas regenerativas e fatores de
crescimento (Schenk & Buser, 1994, Marx ef al., 1998).

A qualidade e a quantidade de tecido 6sseo presente na regido receptora também séo
aspectos considerados de grande importancia para o sucesso dos implantes dentais (Lekholm &
Zarb, 1985; Khang et al., 2001; Ersanli et al, 2004}, sendo a presenca de defeitos dsseos tipo
deiscéncia e fenestragdo achados comuns (Melionig & Nevins, 1995; Bogaerde, 2004). Diante disso,
a resolucdo destes defeitos por meio de técnicas regenerativas como a regeneracéo Ossea guiada
(ROG}) tem promovido respostas favordveis para aumentar o volume 6sseo nestas regides
(Zablotsky et al., 1991; Hammerle & Karring, 1998; Hammerle et al,, 2002). Uma barreira fisica é
utifizada com o objetivo de prevenir o crescimento de células ndo osteogénicas do tecido conjuntivo
e epitelial, permitindo, assim, que as células angiogénicas e osteogénicas derivadas do espacgo
medular proliferem e colonizem a regido, o que possibilitaria a regeneragao do defeito 0sseo (Dahlin
et af.,1989; Becker ef al. 1990).

O estimulo ou regulagdo do processo de cicatrizagao tecidual também tem ocupado um
papel de destaque dentro da regeneracdo 6ssea (McCauley & Sommerman, 1998). Utilizacdo de
estratégias capazes de iniciar ou induzir a formagé&o dssea pela utilizac&o de fatores de crescimento
tem contribuido para a sua utilizag8o na implantodontia (Giannobile, 1996; Weibrich et al., 2004). O
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) tem sido esiudado recentemente com o objetivo de melhorar a

reparacdo tecidual (Whitman et al., 1997; Marx et al,, 2000). As plaguetas concentradas liberam os



fatores de crescimento, entre eles o PDGF (Fator de Crescimento Derivado de Plaquetas),
localizado dentro dos granulos a-plaquetarios, os quais apresentam varios efeifos positivos na
reparacdo tecidual, tendo aplicagéo na periodontia (Lekovic ef af., 2003), cirurgia (Marx et al., 1998;
Choi et al,, 2004; Schlegel ef al,, 2004) e implantodontia (Kim ef al., 2002a, b; Zechner et al., 2003;
Fuerst et al., 2003; Jensen et al., 2004; Weibrich ef al., 2004).

Em razao da auséncia de estudos que utilizam o PRP na regeneragao 0ssea guiada e
com o intuito de acelerar e estimular a reparagao 0ssea de defeitos 6sseos peri-implantares do fipo

deiscéncia, é que se propde o presente estudo.



2. - REVISAO DA LITERATURA

2.1 - IMPLANTES DENTAIS OSSEOINTEGRADOS

A utilizagdo de implantes dentais de fitanio com a finalidade de substituir dentes
perdidos, buscando uma melhor qualidade de vida, torou-se uma modalidade terapéutica aceita
pela comunidade cientifica tanto para o tratamenio de desdentados fotais como parciais. Em razéo
do sucesso clinico em longo praio demonstrado em diversos estudos (Adell ef al,, 1981; Zarb &
Schmitt, 1990, Lindquist et al, 1997; Merickse-Stern et al, 2001}, a implantodontia tem se
desenvolvido e buscado ampliar cada vez mais a indicag&o e previsibifidade dos implantes dentais.

A taxa de sucesso média observada varia de 80% a 98,9%, apés 10 a 15 anos de
acompanhamento (Adell ef al, 1981; Lindquist et al,1997), tanto na maxila quanto na mandibula,
respectivamente. Estas altas taxas de sucesso sdo decorrentes do tipo de interface obtida entre o
implante e o tecido 0sseo — osseointegragio. Este fendbmeno representa uma conex&o direta entre o
osso vital e o implante, sem a interposigdo de camadas de tecido mole, em microscopia optica
{Branemark ef al., 1969). Entretanto, o contato direto entre implante e 0sso n&o ocorre em 100% da
extensao do implante dental (Branemark et al, 1985). Em microscopia eletrénica, estudos
demonstraram que um material amorfo estava interposto entre a superficie dos implantes dentais e
o0 o0sso, variando de 100 a 500nm de espessura, o qual era composto de proteoglicanos e fibrilas
colagenas {Linde et al,, 1983; Albrektsson et al,, 1985). Schroeder ef al. (1981) denominaram este
tipo de ancoragem como uma anquilose funcional, a qual é alcangada a partir da incorporagao do
implante por osso medular, seguido pela adaptagao do osso a carga pela deposicao de tecido 6sseo
lamelar e finalmente a remodelagéo 6ssea sob carga.

Este contato também pode ser influenciado por diversos fatores como textura da
superficie do implante, tipo de material e formato do implante dental, qualidade 6ssea, técnica

cirtirgica e o tempo de cicatrizagdo (Cochran, 1999).
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2.2 - TRATAMENTO DOS DEFEITOS OSSEOS PERIMPLANTARES

Quando da utilizacdo dos implantes dentais, a qualidade e a quantidade de tecido
0sseo presente na regido receptora sdo consideradas de grande importancia para o sucesso desta
técnica (Lekholm & Zarb, 1985). Volume dsseo insatisfatério resulta em complicagfes indesejaveis
como exposicdo da superficie do implante e até mesmo inviabilizam a utilizagdo de implantes
dentais (Jovanovic, 1994). Mesmo na presenca de uma espessura 0ssea safisfatoria, a necessidade
de se trabalhar em uma situacdo 6tima com relagao ao posicionamento do implante, na busca da
estética e da funcéo ideal, pode levar a formagéo de deiscéncias ou fenestragdes (Jovanovic et al,
1992).

Desta forma, 0 sucesso ou o insucesso da técnica esta intimamente relacionado com a
resolugdo dos defeitos Osseos (Zablotsky et al, 1991), tanto previamente ou no momento da
colocagao do implante. A presenca destes defeitos esta associada com exposicao da superficie do
implante e redugao do contato osso-implante, podendo ocorrer o comprometimento do implante
dental ou infecgBes peri-implantares (Newman et af, 1988). Tradicionalmente, estes defeitos sdo
tratados pela técnica da regeneragdo Ossea guiada (ROG). As terapias Osseas regenerativas
{enxertos 6sseo0s efou regeneragao 6ssea guiada) podem representar ndo apenas o tratamento de
escolha dos defeitos dsseos resultantes da colocagdo dos implantes dentais, mas também ser
utilizada com sucesso no tratamento das seqiielas decorrentes da doenga infecciosa periimplantar
posteriormente ao tratamento antiinfeccioso (Hammerle & Karring, 1998).

O principal obstaculo para se obter formagao de novo 0sso e uma cicatrizagao éssea
de qualidade é a rapidez com que o tecido conjuntivo se forma e se prolifera. Esta proliferagao
répida do tecido conjuntivo pode prejudicar cu ate mesmo impedir a osteogénese na regido de um
defeito 6sseo (Dahlin ef al,, 1988; Linde ef af., 1993). Na tentativa de solucionar este problema, uma
variedade de produtos e técnicas foi proposta baseada em quatro métodos que buscam auxiliar a
nova formac8o Gssea e 0 aumento do volume Gsseo: ostecinducdo, por meio da utilizagdo de
fatores de crescimento; osteocondugdo, quando enxertos 6sseos séo utilizados como arcabougo
para o crescimento 6sseo; distrag8o osteogénica, por meio de fraturas cirurgicamente induzidas na
qual dois fragmentos 6sseos sao separados; e osteopromogdo, por meio da criagdo e manutengdo

do espago necessario para neoformagéo Ossea, com a utifizacdo de membranas (Linde ef al., 1993;



Hammerle & Karring, 1998).

2.3 - PRINCIPIO DA REGENERAGAO OSSEA GUIADA

O principio bioldgico da regeneragao tecidual guiada foi inicialmente- proposto visando
a regeneragdo periodontal (formagéo de novo cemento, novo 0sso e novo ligamento periodontal).
Este principio baseia-se na capacidade dos diferentes tecidos periodontais em promover a
regeneracéo, e foi estabelecido ao longo de uma série de estudos que visaram avaliar a
participagdo destes tecidos no processo de cura (Nyman et af., 1980; Karring et af., 1980}, Sua base
racional surgiu dos postulados de Melcher (1976), o qual estabeleceu que as células capazes de
neoformar as estruturas de sustentacfo dental eram as células do ligamento periodontal.

Ja a utilizacdo de técnicas regenerativas como a regeneragao Gssea Quiada fem
promovido respostas favoraveis para aumentar o volume 6sseo em sitios que receberao implantes
(Hadmmerle & Karring, 1998). O principio da regeneragdo Ossea guiada aplicada ao redor de
implantes dentais foi proposto inicialmente por Dahlin ef al. (1989) e, posteriormente, demonsirado
por Zablotsky ef al. (1991). Visando a regeneragdo do tecido 6sseo, uma barreira fisica é utilizada
prevenindo o crescimento de células ndo osteogénicas, derivadas do tecido conjuntivo da mucosa
alveolar e do epitélio, permitindo o crescimento de células angiogénicas e osteogénicas derivadas
do espago dsseo medular, as quais repovoam a regido possibilitando a regeneragéo do defeito
6sseo (Dahlin ef al,,1989; Becker ef al. 1990).

Situacbes em gque o mesmo principio da regeneracdo tecidual guiada poderia ser
utilizado incluem a regeneracdo de tecido 6sseo em defeitos de deiscéncia e fenestragtes, defeitos
localizados de rebordo alveolar e defeitos associados aos implantes imediatos (Dahlin ef al., 1989,
Zablotsky et al, 1991; Mellonig & Nevins, 1995; Buser ef al,, 1999). Mellonig & Nevins (1995)
revisaram criticamente a técnica de regeneragdo éssea guiada e afirmaram que os defeitos 6sseos
tipo deiscéncia e fenestragdo sdo 0s mais comuns associados a0s implantes dentais, podendo ser
divididos em defeitos com caracteristécas. que favorecem a manutencao de espaco (spacemaking) e
os que ndo favorecem (non-spacemaking). Os defeitos que favorecem a manutencao de espago
néo requerem necessariamente a utilizagdo de enxertos dsseos, somente a membrana, ac contrério

daqueles defeitos que n&o favorecem a manutengdo do espago. Neste Ultimo caso, lorna-se



necessaria a utilizagdo de materiais de preenchimenio (como enxertos dsseos autdgenos,
heterégenos e substitutos 0sseos) o que permite a criagdo e manutenco de espaco e evita que a
membrana colapse sobre o implante.

Em defeitos 6sseos exiensos, nos quais a estabilizag@o primaria do implante fica
impossibilitada, a utilizagéo da técnica da regeneragéo 6ssea guiada, previamente a colocagao dos
implantes dentais, também & considerada a técnica de escolha (Hammerle & Karring, 1998;
Bogaerde, 2004). A barreira fisica (membrana), utilizada na técnica da regeneracdo éssea guiada,
devera proteger de fraumas mecanicos e micro-movimentages o coagulo formado no espago entre
esta barreira e o implante-tecido ¢sseo (Mellonig & Nevins, 1995). O osso regenerado obtido com a
utilizacdo desta técnica, responde da mesma maneira que o 0sso ndo regenerado a colocagéo de
implantes (Simion et al, 2001), mesmo apds a instalacdo de proteses, ou seja, na presenga de

carga mastigatoria (Buser ef al., 1995).

2.4.1 - Membranas Nao Reabsorviveis Associadas aos Implantes Dentais

Inicialmente, barreiras ndo reabsorviveis foram utiizadas, constituidas principalmente
de politetrafluoretileno expandido (PTFE-e), com a inteng&o de testar seu potencial em possibilitar a
regeneracao Ossea ao redor de implantes de titnio. Becker ef al. {1990) avaliaram a formagéo
dssea em locais de deiscéncia associada a implantes dentais iratados com regeneracdo 6ssea
guiada em c&es. Implantes dentais foram colocados e em seguida defeitos tipo deiscéncia foram
criados na face vestibular de cada implante. Um implante de cada lado foi recoberto pela barreira de
PTFE-e. Os resultados demonstraram, apds doze semanas, que o principio de regeneragao tecidual
guiada poderia ser aplicado aos implantes dentais, sendo que a formagao Ossea era variada, mas
clinicamente significativa. Ja Zablotsky et al, 1991, demonstraram em cées que a utilizagdo de
membranas nao reabsorviveis de PTFE-e em defeitos ésseos peri-implantares tipo deiscéncia (3 x
5mm), apds 8 semanas, apresentavam maior preenchimento dsseo € maior reparo no grupo com
membrana associada a implantes revestidos por hidroxiapatita (95,17%) do que nos implantes de
titnio com superficie jateada (82,8%). No grupo controle, sem membrana, o preenchimento médio
encontrado foi de 55% e 39%, respectivamente.

Jovanovic ef al. {1995) compararam, em caes, a formagao 6ssea obtida ao redor de



implantes de titanio com a utilizagdo de membranas ndo reabsorviveis de PTFE-e com e sem
reforgo de titdnio com um grupo sem membrana. As dimensdes médias dos defeitos tratados foram:
deiscéncias 6sseas vestibulares (5,1mmj) e defeitos supracorticais (2,69mm). Apos seis meses do
tratamento, foi observado na analise histoldgica de cortes ndo descalcificados que os defeitos
supracorticais tiveram um ganho 6sseo vertical médio de 1,82mm (membrana com reforgo de
tithnio), 1,90mm (membrana sem reforgo de titanio) e 0,53mm {grupo controle). Nas deiscéncias
vestibulares o ganho dsseo encontrado foi de 3,33mm (membrana com reforgo de titanio), 2,46mm
(membrana sem reforgo de fitanio) e 2,76mm (grupo controle). Estes resultados demonstraram que
as membranas de PTFE-e com reforgo de titanio foram capazes de criar e manter o espago
necessario para a regeneracéo 0ssea neste tipo de defeito, possibilitando um ganho 6sseo maior
que ao obtido nos grupos com membrana sem reforgo de titanio e no grupo sem membrana.

Buser ef al. (1995) criaram defeitos de deiscéncia peri-implantares de 7 x 7mm em
cées e colocaram membranas de PTFE-e com reforgo de titanio sobre os defeitos. Aos 6 meses da
ROG, implantes dentais foram instalados e apés 3 meses da colocagdo foi observada uma
anquilose funcional. Neste momento, metade dos implantes foram submetidos a carga funcional até
completar mais 6 meses. Pode ser demonstrado que o tecido 6sseo regenerado em defeitos
protegidos por membranas respondem & colocagdo do implante como um tecido ndo regenerado e
que este 0sso € capaz de resistir e sustentar carga funcional. Os aﬂio;es concluiram que a
colocagdo de implantes em 0sso regenerado estimulou a maturagdo e remodelacdo 0Ossea,
engquanto que implantes dentais submetidos a carga nao influenciaram esta remodelagao.

A associacdo entre membranas ndo reabsorviveis e enxertos foi avaliada por Stentz ef
al. (1997), em c@es, em que defeitos circulares de 5Smm de profundidade e 9,2mm de diametro
foram tratados com implantes dentais de titanio comercialmente puros de 3,75 x 10mm e implantes
cobertos por hidroxiapatita de 3,3 x 10mm, os quais receberam enxerto de 0sso canino
desmineralizado, seco e congelado e membranas de PTFE-e. Os resultados mostraram uma
quantidade significativamente maior de preenchimento do defeito 6sseo e contato osso-implante
quando utilizou membranas de PTFE-e e enxerto 0sseo quando comparadc a membrana
isoladamente em implantes de superficie lisa e tratada com hidroxiapatita; entretanto, o contato

osso-implante foi superior para os implantes com superficie coberta por hidroxiapatita. Hammerle et
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al. (1998) avaliaram a associagdo de osso bovino e ROG em defeitos de deiscéneia de 2,5 x 3mm
criados cirurgicamente em macacos. Apds 6 meses, os autores observaram uma superioridade em
termos de ganho dsseo em aliura e contato osso-implante para 0s grupos que utilizaram a
associagdo entre os materiais (100% e 55%, respectivamente) ou a membrana isoladamente (91% e
64%, respectivamente), quando comparado ac grupo que recebeu apenas o enxerto 6sseo (52 e
35%, respectivamente) e o grupo controle (42 e 20%, respectivamente).

Conner et al. (2003) também avaliaram em cées o contato osso-implante em implantes
dentais com diferentes superficies (hidroxiapatita; Nobel Biocare; Plasma spray de fitanio: 1T},
Condicionada por acido: 3i Implant) submetidos a regeneracdo Ossea guiada de defeitos peri-
implantares de 7,3mm de largura x 5mm de profundidade com membranas de PTFE-e e osso
canino desmineralizado, seco e congelado. Ap6s 4 meses, quando a regeneracao foi realizada no
momento da colocagdo do implante, os resultados demonstraram que o contato osso-implante foi
estatisticamente superior para os implantes com superficie de hidroxiapatita (48,25%) quando
comparado aos implantes com plasma spray de titanio {25,08%) e condicionada por acido (16,24%),
porém sem diferencas entre estes Gltimos.

Em 2003, Lima et al avaliaram a influéncia das caracleristicas da superficie de titanio
na regeneragao 6ssea guiada ao redor de implantes dentais (IT1) instalados em cées, bem como
descreveram o padrdo de cicatrizagdo peri-implantar apés colocagdo simultanea dos implantes e
membranas de PTFEe. Os defeitos circulares tinham dimenstes de 7 x 7 x 7mm e implantes de 4,1
x 8mm com superficie de plasma spray de fitdnio e usinada, avaliados em 4 e 6 meses. Os
resultados demonstraram que guando as membranas permaneceram em posicdo, houve um
preenchimento do defeito de 79% (usinada) e 96% (TPS). A taxa de osseointegragio na area de
0ss0 regenerado entre os periodos de avaliagio variou de 12 a 32% para os implantes de superficie
tratada e de 0 a 3,6% para os implantes usinados. Para o tecido pré-existente essa taxa foi de 16 a
35% e 0 a 11%, respectivamente. Os autores concluiram que a taxa de osseointegracéo neste osso
pre-existente foi maior do que a do osso regenerado e que a superficie tratada influenciou
positivamente essa taxa quando comparado aos valores de ambas as medidas para o implante de
superficie usinada. Adicionalmente, os autores observaram que a remogac precoce das membranas

pode afetar negativamente o preenchimento dsseo do defeito.



2.4.2 - Estudos Clinicos e Histolégicos em Humanos

Estudos em humanos também tém buscado esclarecer questbes surgidas quando da
aplicacdo da regeneracdo dssea guiada ao redor de implantes em animais e, desta forma, forecer
embasamento para a aplicagdo clinica desta técnica, cujo objetivo & aumentar o volume de tecido
bsseo em varias areas da cavidade bucal.

Tem sido sugerido que a utilizagdo de membranas de PTFE-e & um método viavel para
se obter preenchimento 6sse0, observado clinicamente, em defeitos associados a implantes dentais.
Entretanto, ao analisar clinica e histologicamente o preenchimento ¢sseo obtido com a técnica de
regeneracao 6ssea guiada com membranas de PTFE-e, comparando—-0 ao preenchimento dsseo
obtido num grupo controle sem membrana, Palmer ef af. (1994) notaram que a impresséo clinica de
preenchimento 6sseo nao condiz com a presenca histologica de novo 0sso. Neste estudo foram
tratados seis pacientes portadores de duas deiscéncias Osseas com tamanho padronizade (2,5 a
4mmy), uma fratada com membranas de PTFE-e e outra deiscéncia confrole sem membrana. Apds
cinco meses, foram feitas analises clinicas durante a reentrada, e entdo os implantes foram
removidos juntamente com o tecido dsseo. Clinicamente, o preenchimento dsseo médio obtido no
grupo teste foi 80,83% e no grupo controle foi de 20,83%. Histologicamente, a &rea 6ssea que
ocupava as roscas do implante no grupo teste foi 20,6% e no grupo controle 14,7%, enquanto a
deiscéncia residual média foi 2,1mm no grupo teste e 3,3mm no grupo controle, porém, sem
diferencas significantes estatisticamente.

Jovanovic et al (1992} trataram 19 deiscéncias peri-implantares (2 a 9mm) com
membranas de PTFE-e e notaram, no momento da reentrada em 6 meses, uma porcentagem média
de preenchimento 6sseo de 89,6%, variando de 28 a 100%. Resultados semelhantes também foram
encontrados por Dahlin et al. (1995), os quais avaliaram a eficacia da técnica de regeneragdo 0ssea
guiada com membranas num estudo clinico multicéntrico. Foram tratadas 40 deiscéncias e 15
fenestracdes observadas no momento da colocagao dos impiantes. Membranas de PTFE-e sem
reforgo de titanio foram utiizadas sem associa-las a enxertos 0sseos ou qualquer dispositivo para
criagdo de espago. Apos dois anos de acompanhamento foi observada uma redugdo média na

aitura da deiscéncia de 82%.




Em 1998, Palmer ef al, criaram defeitos de deiscéncia de 4 a 5 mm e observaram em
humanos um contato osso-implante de 6% para o o0sso regenerado com membrana néo
reabsorvivel de PTFE-e e de 20-25% para 0 0ss0 pré-existente, ap0s 5 meses de avaliagdo. E que
apos submeter os implantes & carga, essa porcentagem aumentou para 22% e 28-52%,
respectivamente. Os autores demonstraram que ndo houve diferengas na area 6ssea dentro das
roscas sob carga funcional, tanto no osso regenerado quando 0850 prée-existente. Da mesma forma,
n&o houve diferencas para o contato osso-implante do 0sso regenerado abaixo de membranas sob
carga, apenas para a regido do osso pré-existente. Contudo, apenas o restabelecimento do
contorno alveolar pode ser avaliado sob condigdes clinicas e mesmo assim permaneceu incerfo se
um aumento do contato ocofreu e se a regeneracao Ossea promoveu aumentada cobertura da
superficie do implante durante a inspeg&o clinica quando da remogao da membrana.

Mesmo diante de todos os beneficios trazidos pela utilizagdo de membranas para
conseguir a formagao de tecido 0sseo, algumas complicagbes podem estar presentes quando da
utilizacdo desta técnica como deiscéncias de tecido mole com exposicao prematura da membrana e
possivel contaminagado, deslocamento da membrana durante o periodo de cicatrizago e 0 seu
colabamento, os quais apresentam um efeito negativo na resposta ao ftratamento (Mellonig &
Nevins, 1995; Buser et al., 1999).

Simion et al. (1994) compararam os aspectos clinicos e microbioidgicos do processo de
cicatrizag8o de defeitos 0sseos associados a colocagdo de implantes dentais mediatos e imediatos,
tratados com membranas de PTFE-e. As médias de regeneragdo observadas nos defeitos sem
exposicao e com exposicéo foram de 96,6% e 41,6%, respectivamente. No grupo com exposicao, foi
observado um grande ntimero de bactérias na camada interna das membranas, demonstrando que
na presenga de exposicao, as bactérias podem afravessar a sua estrutura. Nowzari & Slots (1995)
também observaram que a presenca de periodontopatdgenos tem relacdo com a exposi¢ao das
membranas ao tratar nove deiscéncias e oito defeitos 6sseos com membranas de PTFE-e
associadas a colocagao de implantes dentais imediatos. Metade das membranas nao foi exposta ao
meio bucal e estava livre de microrganismos cultivaveis, enquanto que na maioria das membranas
expostas foi encontrada grande quantidade de microrganismos (Porphyromonas gingivalis,

Actinomyces  actinomycetencomitans, Prevolella intermedia e Tanerella forsythensis) e
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apresentaram uma proporgao maior de insucesso.

Segundo Haas et al. {2000), avaliando o efeito do tratamento da peri-implaniite em
humanos, observaram que quanto maior o tempo de exposicdo da membrana, menor & o ganho
Osseo esperado. Entretanto, mesmo sendo um achado freqliente, os defeitos tratados pela técnica
da regeneracac 6ssea guiada tém mostrado um resultado satisfatorio. Em um estudo de meta-
andlise, Machtei {2001) relatou que a média de altura de osso regenerado foi 6 vezes maior em
sitios ndo expostos (3,01mm) do que em quando houve exposigdo (0,56mm). Em alguns casos a
remocdo destas membranas expostas pode ser considerada, principalmente antes do

desenvolvimento de processos agudos.

2.4,3 - Membranas Reabsorviveis e Ndo Reabsorviveis Associadas aos Implantes Dentais

A grande desvantagem dos materiais nédo reabsorviveis & a necessidade do segundo
ato cirdrgico para sua remogao. Do ponfo de vista da morbidade do paciente, do risco de dano
tecidual e da relago custo/beneficio/tempo, a substituicdo da utiizagBo de materiais néo
reabsorviveis por reabsorviveis seria desejavel. Atuaimente, as membranas de colagenoc e de
copolimeros de acido lactico e &cido glicolico t8m sido muito utilizadas e estudadas (Hammerle &
Karring, 1998).

Algumas caracteristicas das membranas reabsorviveis devem ser consideradas, como
a biocompatibilidade, longevidade da fung8o como barreira {tempo de reabsorgéo) e capacidade de
manter 0 espago para a regeneragdo, os quais s3o aspectos fundamentais para a regeneracédo
ossea. No entanto, diante do curto tempo de reabsorgdo e da incapacidade de manutencdo de
espaco da maioria das membranas reabsorviveis foi proposta a associagao destas com enxertos ou
substitutos 6sseos (Mellonig & Nevins, 1995; Buser ef al., 1999).

Ao comparar a membrana de PTFE-e com uma membrana reabsorvivel de colageno,
ambas associadas a um material de preenchimento dsseo (Bio-Oss®) em humanos, comparados a
um grupo controle, Zitzmann et al. (1997) observaram um preenchimento 6sseo médio de 82% com
a membrana reabsorvivel @ com a membrana de PTFE-e de 78%, porém, sem diferencas
estatisticamente significantes na reentrada aos 2 anos. Na avaliagéo longitudinal de 5 anos, Zitzman

et al. (2001), apos a instalagdo das préteses, os pacientes foram avaliados a cada 6 meses em
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relagdo a parametros clinicos e radiograficos (sobrevivéncia dos implantes, nivel 6sseo, nivel de
placa, faixa de tecido queratinizado). A taxa de sucesso dos implantes dentais variou entre 93 e
97% para implantes com e sem ROG, respectivamente; entretanto, uma maior reabsorgio dssea ao
redor dos implantes foi observada nos implantes fratados com membranas nao reabsorviveis e
reabsorviveis (2,21mm e 1,83mm, respectivamente) em relago ao controle (1,7mm). Entretanto, os
autores sugerem que a ROG € de fato indicada quando o defeito inicial for maior que 2mm no
sentido vertical.

No entanto, oufros estudos tém demonstrado que a ulilizagdo de membranas
reabsorviveis ndo promoveu maior formagdo Ossea e preenchimento dos defeitos quando
comparadas aos grupos sem membranas (Gotfredsen et al, 1994; Schliephake & Kracht, 1997).
Hirzeler et al. (1997) observaram superioridade da membrana n&o reabsorvivel de PTFE-e ao
comparala a uma membrana reabsorvivel de &cido polifatico no fratamento de defeitos
circunferenciais em macacos que possibilitaram a exposigdo de 4-5mm da porcdo coronal do
implante. A média de contato osso-implante observada com a membrana reabsorvivel foi 32% e
com a membrana de PTFE-e foi de 58%.

Lorenzoni ef al (1998) observaram diferencas estatisticas significantes quando
utilizaram membranas n&o reabsorviveis de PTFE-e sem e com reforgo de titanio com membranas
reabsorviveis, associados a materiais de preenchimento (osso autdgeno e matriz 6ssea bovina -
Bio-Oss) no tratamento de defeitos peri-implantares em humanos e puderam observar que a taxa
média de regeneracao 6ssea foi de 84%, 81% e 60%, respectivamente. Na avaliagao longitudinal
retrospectiva de 5 anos, Lorenzoni et af. (2002) observaram que os implantes dentais apresentavam
condicbes de estabilidade peri-implantar e de osseointegrago por meio do Periotest®. Nao foram
ohservadas perdas ou falhas de implantes, no entanto, uma perda 6ssea marginal radiografica que
variou de 0 a 3,5mm aos & anos de acompanhamento, porém, sem diferen¢as em relagao a regido,
0350 maxilar e enxerto 0sseo.

Mellonig et al (1998) também ndo observaram resultados positivos apts utilizarem
uma membrana reabsorvivel de copolimero lactico e glicélico no tratamento de deiscéncias em cées
quando comparada & membrana de PTFE-e e a um grupo controle sem membrana, ambas

associadas a um enxerto 0sseo desmineralizado, seco e congelado. Apés 3 meses, a média de
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contato dssec encontrado no grupo tratado com membrana reabsorvivel fol 24,6%, no grupo da
membrana ndo reabsorvivel foi de 76,2% e no grupo confrole de 42,0% e a &rea de novo 0sso
foram, 1,1mm?; 4,8mm? e 0,8mmZ, respectivamente. Esta superioridade da membrana de PTFE-e,
em relagao ao contato osso-implante, também foi observada por Kohal et al. (1999) ao avaliarem em
cdes o efeito da regeneragéo 0ssea guiada em defeitos de deiscéncias vestibulares de 5 x dmm,
criados cirurgicamente ao redor de implantes ndo submersos (3,3 x 10mm, {T1) comparando a
barreiras reabsorviveis de &cido polilactico e poliglicélico por um periodo de 6 meses. Os autores
observaram que as dimensbes dos defeitos remanescentes foram de 2,5mm em altura para o grupo
com membrana de PTFE-g, 5,7 para o controle e 6,0 para o grupo com membrana reabsorvivel, em
que demonstrou diferengas desta para os demais grupos. O contato osso-implante foi
respectivamente: 51,5%, 46,3% e 37,5%, com diferengas significantes entre os dois grupos de
membranas, porém, sem diferengas entre a reabsorvivel e o controle.
| De acordo com alguns autores, a regeneragdo 6ssea pode ser influenciada pela
superficie dos implantes (Schliephake et al. 2000; Lima ef af, 2003; Abrahamsson et al,, 2001,
2004). Schliephake et al (2000} propuseram avaliar em cdes a regeneracdo dssea quando da
utilizacdo de implantes dentais de 4 x 10mm (Nobel Biocare) com membranas reabsorviveis e nédo
reabsorviveis de PTFE-e em defeitos perimplantares de 5 x 5 x 5mm por um periodo de 3 e 6
meses sob utilizacdo de um marcador 6sseo de tetraciclina. O aumento na altura Gssea foi
significativamente maior para ambos grupos com barreiras (2,23 e 1,99mm, respectivamente, para
nao reabsorvivel e reabsorvivel) quando comparado ao controle sem membrana {(1,4mm) apds 3
meses, principalmente na area da crista 0ssea alveolar do que adjacente a superficie do implante.
ApGs 6 meses, a altura 6ssea aumentou significativamente no topo do contorno alveolar abaixo da
membrana de PTFE-e, enquanto que na membrana reabsorvivel de acido polilactico areas de
reabsorgao superficial foram observadas. Os autores concluiram que a regeneragao 6ssea guiada
abaixo da membrana pode restabelecer o contorno 6sseo alveolar, mas ndo & necessariamente
associado com o aumento no contato osso-implante.
Ao ulilizar membranas reabsorviveis para o ftratamento de defeitos Osseos
circunferenciais com aproximadamente 5,3mm de largura x 5mm de profundidade, Botticelli ef al.

(2003a) avaliaram o grau e qualidade do novo osso formado e a osseointegracéo em defeitos
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dsseos marginais cincunjacentes a implantes de titanio de superficie jateada e condicionada por
acido (3.3 x 10mm) colocados na mandibula de caes nos periodos de 1 e 2 meses. O contato 0sso-
implante foi primeiro estabelecido na porgéo apical do defeito e em seguida, este novo osso foi em
diregéo coronal continua. Os resultados sugerem que a cicatrizagdo de um amplo defeito marginal
ao redor de implantes é caracterizada por crescimento ésseo aposicional das paredes laterais e
apicais do defeito. Na porgao coronal a essa area, observou-se um tecido mole aderido ao implante
e que apods 2 meses, a zona de osseointegragao aumentou em altura 6ssea de 1,7mm para 3,1mm
e 0 tecido mole se tomou menor. O mesmo grupo de autores (2003b), em um experimento similar,
observou que apés 4 meses de cicatrizagdo, a remodelagdo estava mais avangada, quando
comparada com a do estudo de 1 e 2 meses anterior, em razdo da maior quantidade de osso
lamelar que se formou nesse intervalo.

Tambem avaliando em caes, Veis et al. (2004) analisaram o contato osso-implante
entre superficies tratadas por condicionamento acido e lisas no mesmo implante (Osseotite® 3i
Implant) associadas ao osso autdgeno pela técnica da regeneragdo dssea guiada de defeitos
Osseos circunferenciais (5 x 5 x 5mm) ao redor de implantes de 2 x 10mm com membranas
reabsorviveis, simultaneamente a colocagdo dos implantes. Apés 5 meses de cicatrizacéo, os
resultados mostraram que a superficie tratada, em relacdo a lisa, apresentou contato osso-implante
significativamente maior tanto para o osso regenerado (46,44 e 28,59%), como para a area do 0sso
basal (32,32 e 17.26%). Esses achados demonstraram que a utilizaggo do enxerto de osso
autdgeno resultou em maior contato 6sseo para a area de osso regenerado do que para 0 0SS0
basal, para ambas as superficies, bem como uma maior densidade, e pode ser explicado pela acéo
do osso enxertado compartilhar como uma deposicdo dssea secundaria, aumentando a densidade

0ssea final.

2.5 - FATORES DE CRESCIMENTO E A REGENERAGAQ OSSEA

Nos ultimos anos, muito se tem pesquisado sobre o mecanismo de regeneracéo e
reparacao tecidual. Uma das estratégias tem sido a identificagéo de fatores que interferem nesse
processo e na modulacdo da resposta tecidual seja por meio da adicdo de células, materiais e
fatores de crescimento (Giannobile, 1996; Weibrich et al., 2004).
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Dentre estas técnicas para aumentar a taxa de formagéo 0ssea, 0s enxertos 05se0s
autégenos tém sido considerados o methor material, pois fornecem os elementos—chave para a
regeneragado Gssea: osteocondugdo, osteoindugao e células osteogénicas (Burchardt, 1983). Porém,
muitos pacientes ndo apresentam areas 6sseas doadoras intrabucais suficientes, o que requer a
remogdo de osso de regides extra-orais, envolvendo procedimentos cirlirgicos de maior
complexidade, maior custo e morbidade para os pacientes. Diante disso, iniciou-se a busca por
novas técnicas para a solugéo desses problemas e permitir o ganho 6sseo. A realizagao de estudos
e o desenvolvimento de materiais capazes de iniciar ou induzir a formacdo éssea (osteoinducao)
tem ocupado um papel de destague dentro da regeneragao 6ssea. Urist ef af. (1965) demonstraram
o principio da indugéo 6ssea com a formagdo e mineralizagdo apos a colocacdo de matriz 6ssea
desmineralizada em sitios ectopicos (regi@o subcutdnea e inframuscular de roedores). Com a
descalcificagao da matriz, o componente mineral foi eliminado, expondo os componentes protéicos,
que produziu a formagéo Ossea por meio de células indiferenciadas do leito receptor e néo pela
proliferagéo de celulas do tecido implantado.

Em 1971, Urist & Strates identificaram um componente protéico de crescimento nao
colagenoso da matriz 6ssea, que possivelmente possuia um potencial osteogénico, e o denominou
de proteina 0ssea morfogengtica (BMP). Foi demonstrado por esses mesmos autores que as BMPs
induzem a diferenciagdo de células-tronco e células mesenquimais indiferenciadas em celulas
osteogéncias, formadoras de 0ss0. Recentemente, estudos tém observado em caes que a aplicacédo
das BMPs recombinantes humanas 2 (BMPrh-2} ao redor de implantes aumentaram o contato osso-
implante e a quantidade de tecido 6sseo (Wikesjo ef al., 2003; Jovanovic et al., 2003).

Qutros fatores de crescimento também estdo presenies na matriz Ossea e so
secretados pelas células dsseas, desempenhando um papel fundamental no desenvolvimento e
crescimento do tecido 6sseo, alem de participarem na dinamica do remodelamento (McCauley &
Sommerman, 1998). Dentre esses fatores incluem ainda o Fator de Crescimento Derivado de
Plaguetas (PDGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina (IGF | e 11), Fator de Crescimento
Transformador (TGF « e 3}, Fator de Crescimento dos Fibroblastos (FGF acido e basico), Fator de
Crescimento Epidermal (EGF) entre outros (Weibrich ef af., 2002b; Lacoste ef al,, 2003). Tais fatores

séo proteinas sinalizadoras sintetizadas com o objetivo de modular a cicatrizacdo normal de uma
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forma ordenada (Anitua, 1999), estimulando e regulando o processo de cicatrizagéo tecidual. Sao
incluidos como um tipo de citocina, produzidos por uma grande variedade de células e que podem
estimular a quimiotaxia, proliferacao e fungéo secretora tanto de maneira autbcrina {estimulando a
célula responsavel pela sua sintese) quanto paracrina {estimulando células proximas as células
responséaveis pela sua sintese) (McCauley & Sommerman, 1998). Por essa capacidade de promover
a cicatrizag@o, a sua utilizagdo pode ter alguma implicacéo clinica (Koveker, 2000).

Dentre os fatores de crescimento, o PDGF € o principal por ser liberado pelas
plaquetas e por ser um dos primeiros fatores presentes na lesao. Apresenta varios efeitos positivos
na reparacao tecidual como mitogénese celular, angiogénese, estimulagio da sintese de colageno,
além de induzir a quimiotaxia de células na les@o como os fibroblastos, neuirdfilos e macrdfagos,
bem como atuar na estimulag&o de outros fatores de crescimento (Marx, 1999).

A regeneragao tecidual envolve uma série de eventos biologicos que consistem desde
a coagulagéo sanguinea até a reparacao da lesdo. Todos os fendmenos seguem um processo
dinamico com a chegada das plaguetas no local do vaso sanguineo lesado, as quais se aderem ao
colageno exposto e & membrana basal do vaso, formando um tampao plaquetério e liberando
fatores de crescimento presentes nos granulos a-plaquetarios (Aukhil, 2000). Outros fatores de
crescimento também sao liberados no momento da reparago, ndo 6 pelas plaguetas, mas tambem
por macrofagos, osteoblastos, fibroblastos e células mesenquimais indiferenciadas, os quais atuam
simultaneamente no local da leséo (Marx, 1999}

A utilizac8o de fatores de crescimento tanto na regeneragio periodontal (Lynch et af.,
1991a; Howell et al, 1997) como ao redor de implantes (Lynch ef al., 1991b; Becker et al, 1992)
tem sido investigada. Um dos estudos que verificou o efeito da combinacdo de fatores de
crescimento ao redor de implantes imediatos foi o de Stefani ef al. (2000). O estudo avaliou o
processo de cicatrizagdo ao redor de implantes de titanio comercialmente puros de 3,75 x 8,5mm,
colocados em alvéolos apds extracao de cées, associados ou n3o a aplicagdo da combinagéo de
fator derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento semelhante & insulina ({GF-1) por um
periodo de 3, 8 e 12 semanas. Os resultados demonstraram que um contato osso-implante
significativamente maior foi observado no grupo teste (22,4%) em relago ao controle {17,2%) em 3

semanas, bem como uma maior intensidade de marcagic Ossea em relacio as 12 semanas. No



entanto, ndo foram observadas diferengas quanto a area 6ssea dentro das roscas do implante para
nenhum dos grupos (48,4% para o grupo teste e 45% para o controle, em 12 semanas).

Desta forma, a utilizagéo dos fatores de crescimento se torna uma nova abordagem na
terapia clinica e cria um paradigma que afeta todos os segmentos das profissdes ligadas & area da
satde (Lynch et al, 1991a, b; Becker ef al, 1992; Marx et al,, 1998; Anitua, 1999). No entanto, em
razdo da dificuldade em se obter os fatores de crescimento comercialmente, devido ac custo da
produgdo, aquisicdo e ainda a presencga de poucos estudos clinicos que comprovem a sua real
efetividade & que a utilizagdo de uma fonte autdgena desses fatores, encontrados no PRP, tem

recebido consideravel atencao, apesar de iniciais, em estudos mais recentes.

2.6 - PLASMA RICO EM PLAQUETAS

Desde o inicio da década de 90, a ciéncia tem reconhecido vérios componentes no
sangue que fazem parte do processo de cicatrizago e que adicionados aos tecidos lesados e locais
cirlirgicos podem acelerar o processo de cura. Esses componentes especificos incluem além do
PDGF, TGF-B, IGF e EGF, os quais se encontram nos granulos a das plaguetas, a fibronectina e
vitronectina (glicoproteina plasmatica, mediadora das reagbes inflamatdrias e reparativas que
ocorrem nos locais das lesbes teciduais), que sdo moleculas de adesdo celular encontradas no
plasma e na fibrina (Whitman et af,,1997). Com o intuito de aumentar a concentracdo desses fatores
de crescimento nos sitios traumatizados, vérios pesquisadores tém estudado a possibilidade de
aplicar o plasma rico em plaquetas (PRP), uma fonte rica em elementos celulares requeridos pelo
organismo em determinado local, de modo que os fatores de proliferagéo e diferenciacéo celular
possam garantir a gerac&o de quantidade suficiente de células novas e promover a osseocintegragédo
do implante (Whitman et al,, 1997; Marx et al.,, 1998; Anitua, 1999).

O plasma rico em plaquetas tem sido investigado em virtude do seu papel em modular
e melfhorar a cicatrizag&o tecidual e todo processamento do PRP tem envolvido a concentragéo das
plaquetas e os fatores de crescimento a ele relacionado (Lynch ef af., 1991a, b; Marx, 1999; Anitua,
1999). A aplicagdo do PRP em cirurgia bucal foi inicialmente proposta por Whitman ef al. (1997) e
Marx et al. (1998), e a sua utilizag8o esta baseada na premissa de que uma grande quantidade de

plaquetas é liberada e seus fatores de crescimento seriam adicionados na reparagao ossea (Marx ef
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al,, 1998; Marx, 2001a, b), o que desta forma amplificaria e aceleraria os efeitos destes fatores
responsaveis por quase todos os processos de reparagao (Marx, 1999).

As plaguetas ou tromboécitos sao unidades do sangue com origem na medula Ossea,
em que 2/3 se encontram na circulag@o sanguinea e 1/3 no bago. Apresentam uma meia vida no
sangue de 9,5 dias e uma renovagéo de 35.000 plaquetas/ul por dia. Na presenga de uma leséo, as
plaquetas séo as primeiras células a chegarem por meio da corrente sanguinea, formando um
tampao plaguetario. Estas células atraem a fibrina e a utiliza para formar um denso emaranhado que
aprisiona 0s globulos vermelhos (hemacias) e rapidamente forma o coagulo. O coagulo tem uma
importancia fundamental no processo de reparo por funcionar como uma matriz provisoria para
migragdo celular e ser um reservatorio de fatores de crescimenio e citocinas, liberados por
plaquetas ativadas no local da leséo (Aukhil, 2000).
para a cicatrizacdo como a migragdo de neutrdfilos, mondcitos e macrofagos, adicionando um
componente antimicrobiano ao local. Os neutrdfilos #m o papel de eliminar bactérias, debris e
particulas estranhas, engquanto que as citocinas ativam fibroblastos e queratindcitos adjacentes.
Esses fatores de crescimento também promovem angiogénese, fibroplasia e sintese de colageno,
levando a uma rapida reepitelizag@o e aumentada forga ténsil da ferida (Aukhil, 2000). A migracédo
de neutrdfilos cessa em alguns dias e 0s macrofagos assumem e dao continuidade ao processo de
cicatrizagdo (Andreassen & Andreassen, 2001).

O PRP é um produto derivado do sangue autégeno obtido em processo laboratorial,
por centrifugacado do sangue total, e que contém uma alta concentracdo de plaquetas, de
fibrinogénio (Whitman ef al, 1997) e rico em fatores de crescimento, 0s quais exercem efeito na
homeostasia e no inicio do processo de cicatrizagao {Marx, 1999; Andreassen & Andreassen, 2001),
tanto de tecidos moles como 6sseo (Marx et al., 1998; Fuerst ef af., 2003), bem como um selante de
feridas (Soffer et al, 2003). Os fatores de crescimento, como o PDGF e TGFf, demonstraram
auxiliar na maturagao de enxertos 6sseos (Whitman et al, 1997, Marx ef al,, 1998), regulando a
atividade dos osteoblastos e osteoclastos durante o processo de remodelagdo Ossea, além de
iniciar e controlar a reparagao apds um trauma (Gianobile, 1996). A sua presenga no PRP tem

mostrado comprovada eficiéncia no tratamento de lesbes de furca {Park et al,, 1995}, de defeitos
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Osseos ao redor de implantes de titanio associado a enxertos dsseos (Kim et al., 2002a,b; Jensen et
al, 2004) ou a membranas em defeitos periodontais, promovendo um rapido crescimento e
diferenciagdo das células do ligamento periodontal e do osso alveolar resultando em melhoras
clinicas das areas tratadas (Lekovic et al., 2002, 2003).

Em razéo dos fatores de crescimento do PRP néo penetrarem nas celulas ou no seu
nicleo e de se ligarem a receptores de superficie de diversos tipos celutares como células
mesenquimais, osteoblastos, fibroblastos e células endotefiais (Marx ef afl, 1998), nfo s&o
considerados mutagénicos e atuam apenas por estimulagdo normal acelerando a cicatrizagéo
(Marx, 2001b).

A presenca da quantidade de fatores de crescimento & um ponto questionado na
fliteratura, com o objetivo de saber qual a quantidade encontrada nos concentrados e se realmente
tem influéncia no reparo. Weibrich et al (2004) analisaram a contagem de plaquetas e a
concentracao de fatores de crescimento no PRP de 213 pacientes, obtido por uma centrifugagéo de
10.000rpm por 10 minutos, procurando relacionar o sexo e a idade. Os resultados demonstraram
que a contagem de plaguetas no PRP (1,407,640 + 320,100/ul} foi 5 vezes maior do que do sangue
total (266,040 + 60,530/ul). As concentragdes do PDGF (117 & 63ng/ul), TGFB- 1 (169 £ 84ng/ul) e
IGF | (84 + 23ng/ul) estavam elevadas, porém nédo houve correlagdo com a contagem de plaquetas
do sangue total nem do PRP, bem como em relag&o ao género e idade.

Lucarelli et al. (2003) avaliaram in vitro o efeito do PRP liberado pelo gel de plaquetas
sobre a proliferacdo e diferenciacdo de células indiferenciadas. Como resultado, foi demonstrado
que o PRP induziu a proliferacdo das celulas indiferenciadas de uma forma dependente da
concentragdo (10% de PRP) e que apts a remocdo do PRP houve uma restauragdo das
caracteristicas a taxa de proliferacdo normal. Outros estudos in vitro também buscaram avaliar os
efeitos do PRP sobre diversos tipos celulares e assim tentar compreender a sua influéneia na
cicatrizacdo tecidual. Com o objetivo de avaliar o efeito do PRP sobre a produgéo de matriz
extracelular em cultura de células do ligamento periodontal e osteoblastos, Kawase et al. (2003)
observaram uma modificago na forma das células e que o PRP regula o colageno tipo |. Tais
resultados sugerem que o coagulo de fibrina encontrado em uma espécie de gel insollvel regula

positivamente a sintese de colageno na matriz extracelular e que os fatores de crescimento
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presentes podem promover a cicatrizagao periodontal. Arpornmaeklong ef al (2004} demonstraram
in vifro que o PRP inibiu de forma dose-dependente a diferenciagco osteogénica de pré-
ostecblastos e que o PRP néo é um substituto da BMP-2 recombinante na indugao osteogénica.

Diversos estudos tém sido descritos na literatura procurando demonstrar os beneficios
do PRP e suas aplicagbes dentro da Implantodontia, Cirurgia Buco-Maxilo-Facial e Periodontia {(Kim
et al, 2002a; Garg et af, 2000; Shanaman ef al, 2001; Lekovic ef al,, 2003). Whitman et al, (1997)
relataram resultados clinicos favoraveis ap6s a adigdo de PRP em procedimentos cirirgicos na
regigo maxilofacial, reconstrugdo de mandibula, reparos de alvéolos e fistulas, levantamento de seio
maxilar, extragdo dental, aumento de rebordo bem como quando da colocaggo de implantes. Marx
et al. (1998) e Aghaloo et al (2002) encontraram que o PRP associado a enxertos 6sseos
apresentou um efeito positivo na regeneracgdo 0ssea por promover uma aceleragao da formagéo e
aumento da densidade dssea, possivelmente influenciada pela concentragéo de plaquetas no PRP.

Anitua (1999) avaliou a utilizagdo do PRP, obtido por centrifugagdo a 160G por 6
minutos, sobre a regeneragao Ossea de alvéolos associada ou ndo a enxertos 0sseos em 20
pacientes, sem a utllizacdo de membranas por um pericdo de 2 e 4 meses. Os resultados
histolégicos mostraram que os defeitos no grupo do PRP apresentaram regeneragao quase
completa com osso compacto maduro, bem organizado e de morfologia normal, enquanto que o
grupo controle apresentou um tecido conjuntivo preenchendo parte do defeito sem a presenca de
0sso maduro, demonstrando que a utilizagdo do PRP melhora e acelera a regeneragdo dssea bem
como a cicatrizagdo do tecido mole.

Entretanto, o estudo de Shanaman ef al (2001) n&o demonstrou efeito adicional do
PRP em relacdo & quantidade e qualidade do novo osso formado quando associado com enxerto
autdgeno para melhorar a regeneragdo 0ssea em defeitos do rebordo alveolar em pacientes,
previamente & colocacao de implantes. Da mesma forma, Choi ef al. (2004) demonstraram que a
adicdo de PRP n&o parece aumentar a formagdo oOssea de enxerfos Osseos autbgenos na
regeneracao 0ssea obtida ap0ds extragOes dentérias em cées. O PRP foi obtido de acordo com a
tecnica preconizada por Whitman ef al. (1997}, apos duas centrifugactes, a primeira com 5600rpm e
a segunda com 2400rpm e a quantidade de PRP variou de 910,000 to 1,804,000 plaguetas/ul. Seis

semanas depois, os resultados mostraram pequenos niveis de formagéo 0ssea no grupo do PRP
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(36,8%) e ainda um atraso na remodelacdo dos enxertos com PRP quando comparado ao outro
grupo (56,7%). Os autores observaram um atraso na remodelagao dos enxertos, o que poderia estar
relacionado com a concentragio de plaquetas no PRP.

Roldan et al (2004) também n&o observaram beneficios da adico do PRP em
melhorar a formag&o dssea tanto ao osso autdégeno como o 0sso bovino anorganico. O PRP foi
obtido pela centrifugacéo de 3ml de sangue por 7 minutos a 1700rpm e uma segunda centrifugagdo
por 10 minutos a 3000rpm (Marx et al, 1998). Os autores observaram na andlise qualitativa do
aumento da mandibula de ratos com enxerto 0sseo exira-oral quando da utilizag8o de fluorocromo
que o PRP e a BMP-7 aceleraram o crescimento dsseo ao final de 50 dias. No entanto, a analise
histomorfométrica néo revelou diferencas significantes na area de novo osso mineralizado tanfo sob
a influéncia do PRP ou da BMP-7 juntamente com o osso autdgeno bem como na adigdo do PRP ao
0530 bovino anorganico, apenas na adigdo da BMP com este Gltimo.

Schiegel et al (2004) também buscaram avaliar o efeito do PRP sobre a formagéo
dssea. Os autores avaliaram a regeneragdo de defeitos dsseos apds a colocagao de materiais de
preenchimento em porcos (0sso autégeno e colageno bovino) associados ou ndo ac PRP, obtidos
por dois métodos de centrifugagéo (Kit Curasan e PCCS -~ 3i) e avaliados em 2, 4 e 12 semanas. Os
resultados demonstraram que o 0sso autdgenc em combinagéc com o PRP teve uma significante
aceleragéo na regeneracdo ossea inicial (2 semanas), mas esse efeifo ndo foi observado nos
grupos do colageno bovino. Ao final de 3 meses, néo foram observadas diferengas no processo de
cicatrizacéo entre 0s grupos e que a adicao do PRP ndo promoveu resultados superiores.

Garg ef al (2000) e Marx {2001b) relataram que as plaquetas e os fatores de
crescimento provavelmente atuam mais durante os estagios iniciais da reparagao do tecido 0sseo (3
a 5 dias) € que a meia vida da plaqueta no local da ferida bem como a influéncia dos fatores ocorre
em um periodo inferior a 10 dias. Uma vez que as plaquetas exercem seu papel, os macrofagos
presentes na regido, atraldos pelas plaguetas, também produzem os mesmos fatores de
crescimento e assumem a regulac@o da cicatrizacao (Marx et al,, 2004). Esses mesmos autores
tambem relataram que a secrecdo destes fatores se inicia quando da formagdo do coaguio, dentro
de 10 minutos da sua formag&o. Outros autores afirmaram que 95% dos fatores pré-sintetisados séo

secretados em 1 hora (Kevy & Jacobson, 2001).
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Marden et al. (1993) também relataram que em certas concentrag8es, o PRP pode até
inibir a regenerac&o. Dugrilion et al. (2002) observaram que o efeito osteogénico das plaquetas
depende da quantidade de fatores de crescimento liberados. Haynesworth et al (2002) mostraram
que uma resposta suficiente a concentracdo de plaguetas comega quando se alcanga um aumento
de 4 a 5 vezes do numero inicial de plaguetas. Ja Marx et al., 1998, observaram uma concentragéo
de 338% de plaquetas ap0s a centrifugacao. No entanto, pouco se sabe ainda qual a concentragdo
ideal de plaquetas e de seus fafores de crescimento para promover e acelerar a regeneracao dssea
{Kassolis ef al., 2000). Sendo assim, pesquisas adicionais sdo necessarias para determinar se
existe uma concentragdo mais adequada e, desta forma, permitir que os fatores de crescimento

promovam um aumento na formagao ¢ssea.

2.6.1 - Protocolos de Obtengao do Plasma Rico em Plaquetas

A obtengdo do sangue se da pela pungdo venosa e coleta sanguinea, separagéo
celular e preparo do plasma. A coleta do sangue em bolsas requer um volume sanguineo maior
(450ml) e sdo processadas em centrifugas especiais de laboratorios e hospitais. Quando da
utilizagdo em ambulatorio ou consultdrio odontoiégico, a coleta deve ser feita por uma equipe
especializada e capacitada para a pung&o de veias, e uma quantidade menor é obtida por meio de
tubos de colefas de 5ml. No entanto, a quantidade a ser coletada varia de acordo com o
procedimento e o leito receptor.

Os tubos de ensaio utilizados devem ser de plastico ou siliconizados para ndo produzir
danos as plaquetas durante o processo de centrifugacdo. Dentro destes tubos deve existir um
agente anticoagulante que impede a coagulagdo do sangue, permitindo assim a separagao dos
constituintes do sangue. Os anticoagulantes mais empregados séo o citrato de sodio, o citrato-
fosfato-dextrose e menos comumente o EDTA, o qual tem mostrado diminuir os efeitos dos fatores
de crescimento (Jensen et al. 2004).

A centrifugagao tem por objetivo separar os componentes em trés fases em fungao da
densidade. A fase menos densa compreende o plasma dito pobre em plaguetas (PPP) e se localiza
mais superficialmente, & rico em fibrinogénio e fatores da coagulacéo e serve como uma matriz

osteocondutora juntamente com o PRP. O PRP ou também denominado “buffy coat” situa-se na
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por¢ao média e contém as plaquetas conceniradas e as células brancas, enquanto que as células
vermelhas sanguineas ou hemacias compreendem a porgdo mais densa e se localizam na parte
inferior (Marx, 1999). Este autor ainda relatou que a camada mais superficial da porgao vermetha
também contém grandes quantidades de plaquetas recém sintetizadas e que deveria ser incluida no
PRP.

Existem na literatura diversos métodos para obtencéo do PRP, o que confere uma
grande variabilidade de resultados nos estudos (Whitman et al,, 1997, Marx ef al, 1998; Marx,
1999). A utilizac@o de bolsas de sangue, tubos de coleta, tempo de utilizagdo e armazenamento,
bem como o aparelho, regulagdo da velocidade, do tempo, nimero de centrifugagdes e a ativagdo e
formagéo do gel sdo alguns exemplos dessa variagdo. Em razédo disso, ainda nfo existe um
protocolo tnico ou ideal para sua obtengdo. Centrifugas especificas com a finalidade de se obter o
plasma rico em plaquetas, sejam automaticas ou que exigem o monitoramento por uma pessoa
capacitada também estdo descritas na literatura (Whitman et al, 1997, Marx et al, 1998, 1999,
Anitua, 1999; Lekovic ef al., 2002; Weibrich & Kleis, 2002).

Uma etapa muito importante durante a obtencéo do PRP é a adigdo de um agente
coagulante que neutraliza a ag@o do anticoagulante do tubo ou bolsa para se obter o gel de
plaguetas. Os principais agentes descritos na literatura s30 a trombina bovina associada ou ndo ao
cloreto de calcio, a botropase (enzima proveniente de ofidios) ou o aguecimento do cloreto de célcio
10% a 37°C (Ledo, 2002). Esta fase final da coagulagdo consiste em um gel insolivel de
consisténcia gelatinosa inicial, resistente e elastica (Aukhil, 2000). Em raz&o da trombina n&o estar
disponivel comercialmente no Brasil, o cloreto de calcio 10% tem mostrado ser um método
adequado para formagao do gel de PRP.

A utilizagdo do PRP em procedimentos clinicos requer alguns cuidados tanto em
relagdo a técnica de obtengdo, protocolos de centrifugacdo e ativagdo, mas também quanto a
indicacdo do caso e as condigbes do paciente. Tais procedimentos devem ser realizados de acordo
com as Normas Técnicas em Hemoterapia (Portaria No 1376, de 19 de novembro de 1993 do
Ministério da Satde). Exames de sangue e coagulograma sdo necessarios previamente para se
avaliar as condicOes de se obter uma gquantidade viavel de plaquetas e assim obter os resultados

esperados.



2.6.2 - Aplicagdo do PRP e Associagao com Implantes Dentais

Na tentativa de acelerar a formagao Ossea ao redor de implantes e aumentar o contato
osso-implante, a utilizacio de proteinas morfogenéticas do osso (BMP) (Cochran et al, 1999),
fatores de crescimento (Lynch ef al, 1991a, b; Stefani ef al,, 2000) e atualmente o plasma rico em
plaquetas tém sido aplicados no tratamento de defeitos dsseos peri-implantares (Kim et al, 2002a,
b; Zechner et al., 2003; Fuerst ef al., 2004; Weibrich et al.,, 2004; Jensen et al., 2004; Yamada ef af.,
2004).

Estudos que avaliaram o efeito de enxerto de sulfato de calcio associado ou ndo ao
plasma rico em plaguetas (Kim et al, 2002a) ou enxerto 0ssec humano seco, congelado e
desmineralizado (DFDBA)} (Kim ef al, 2002b) na formacdo dssea ao redor de implantes
demonstraram um significante aumento na porcentagem do contato osso-implante, preenchimento
de defeitos 6sseos bem como uma maior maturagdo dssea, principalmente quando o PRP foi
utilizado. No primeiro estudo (2002a), os autores procuraram avaliar o efeito de dentina particulada
Paris™ (rica em sulfato de célcio) com ou sem a associagdo do PRP na reparagdo ossea e
formagdo Ossea de defeitos Osseos circulares (4 x 6mm) ao redor de implantes de fitanio
comercialmente puros de 4 x 10mm, colocados na mandibula de caes, por um periodo de 6 e 12
semanas. O PRP foi obtido por dupla centrifugagdo, a primeira por 10 minutos a 1000rpm e a
segunda tambéem por 10 minutos a 1500rpm. Os resultados histologicos demonstraram que todos os
defeitos dsseos ao redor dos implantes tratados com a dentina particulada com ou sem PRP foram
preenchidos com novo 0350, e o grupo controle apresentou formacéo 6ssea apenas na porgéo
inferior dos implantes, entretanto, um maior contato osso-implante e maturidade éssea foram
observados guando o PRP foi utilizado. Os valores do contato osso-implante foram: 6 semanas
(72%, 43% e 24%) e 12 semanas (57%, 60% e 30%) para o grupo do substituto associado ao PRP,
substituto isoladamente e o controle, respectivamente. Enquanto os valores da area dssea dentro
das roscas foram: 6 semanas (75%, 47% e 16%) e 12 semanas (78%, 58% e 25%),
respectivamente.

Num segundo estudo, com metodologia semelhante ao estudo anterior, realizado

também em ces, procurou avaliar a eficacia do osso desmineralizado, seco e congelado sozinho
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ou combinado com PRP em implantes de titanio comercialmente puros de 4 x 10mm colocados em
defeitos 0sseos circulares de 4 x 6 x 6mm (sentido mesiodistal e bucolingual), por um periodo de 6 e
12 semanas. Os autores observaram que da mesma forma, os defeitos dsseos foram preenchidos
com o0sso com diferencas significativamente maiores para o grupo que associou o material de
preenchimento ao PRP, com maior contato osso-implante e formag8o déssea deniro das roscas
quando comparados ao grupo controle.

Quando utifizaram a aplicagdo imediata do PRP prévia a colocagdo de implantes,
Zechner et al. (2003) avaliaram se o PRP apresentava influéncia na cicatrizagdo 6ssea de implantes
dentais (superficie usinada, anodizada e coberta com hidroxiapatita) colocados em miniporcos e
analisados histometricamente em 3, 6 e 12 semanas. A obtencdo do PRP foi conseguida por uma
primeira centrifugagéo do sangue de bolsas de 450ml por 6 minutos a 2890G e a segunda por 12
minutos a 153G e a quantidade resultante variou entre 800.000 e 1.000.000plaquetas/ul. Os autores
observaram um contato osso-implante significativamente maior apos aplicacéo topica do PRP
previamente a colocagdo do implante nas primeiras 3 e 6 semanas, mas em 12 semanas, os valores
foram semelhantes, ndo apresentando diferencas. Os valores para o contato osso-implante para o
grupo controle foram: 15,41%, 24,20%, 51,34%, respectivamente para 3, 6 e 12 semanas e para o
grupo teste foram: 28,31%, 44,21%, 41,76%. Para o osso formado dentro das roscas do grupo
controle fol: 6,35%, 15,49% e 38,43%, para os mesmos periodos respectivamente e os valores do
grupo PRP foram: 14,03%, 28,30% e 31,07%. A area de osso até 1mm fora das roscas para o grupo
controle foram: 12,84%, 23,08% e 35,05%, enquanto que para o grupo tratado foi: 19,26%, 25,35%
e 34,70%. Também nado foi observada diferenca entre os tipos de superficies em fungdo da
aplicagéo do PRP.

Schlegel ef al. (2003} também procuraram analisar a osseointegragéo de implantes de
3,5 x 4mm por meio do condicionamento prévio do leito 0sseo e da superficie do implante com
colageno bovino osteoindutivo (Colloss) e PRP em porcos, durante um periodo de 2, 4 e 8
semanas. O PRP foi obtido pelo método automatico Curasan e uma concentragéo de cinco vezes o
valor inicial foi alcangada. Nos estagios iniciais, significante efeito em relag@o ao contato osso-
implante em comparacdo ao controle (2 semanas: Controle 31%, Colloss 60% e PRP 47%; 4

semanas: controle 39%, Colloss 48% e PRP 42%) e a densidade dssea ao redor do implante (2
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semanas: controle 31%, Colloss 48% e PRP 39%; 4 semanas: controle 47%%, Colloss 53% e PRP
50%) foram observados. No entanto, em 8 semanas, nao foram observadas diferencas, em que 0s
valores eram praticamente 0s mesmos. Os autores concluiram que um efeito topico do
condicionamento pode ser alcancado por diferentes métodos.

Fuerst et al. (2003} procuraram avaliar os efeitos do PRP sobre o contato osso-
implante na cortical 6ssea da mandibula de miniporcos por um periodo de 4 e 8 semanas. O PRP foi
obtido por dupla centrifugagdo (2890G por 6 minutos e 153G por 12 minutos) e posteriormente o
concentrado de plaquetas foi centrifugado novamente por 10 minutos a 1400G, resultando em
2.000.000ptaquetas/ul. Em 4 semanas, o contato foi significativamente maior para ambos 0s grupos
{tratado: 55,30% e controle 38,91%), no entanto, sem diferencas entre os periodos e entre o0s
grupos (4 semanas: PRP - 44,20%, controle -29,62%; 8 semanas: PRP - 70,36%, controle -
48,20%).

Embora estes estudos tenham demonstrado efeitos positivos do PRP em relagao ao
contato osso-implante em diversos modelos animais, outros estudos também tém mostrado
resultados contraditorios (Jensen et al,, 2004; Weibrich ef al, 2004).

Jensen et al. (2004} avaliaram a influéncia do PRP e enxerto 6sseo sobre a fixagéo de
implantes cilindricos de 6 x 10mm e a formagdo 6ssea em c@es. Cada implante com coberiura de
hidroxiapatita foi circundado por um espaco de 2,5mm e divididos em 4 grupos: espago vazio, PRP,
enxerto 0sseo canino fresco congelado e enxerto 0sseo canino fresco congelado + PRP. A
contagem de plaguetas no PRP alcancou 670% por meio de uma centrifugacao de 20 minutos com
4000rpm (1.884.000 plaquetas/pl). Os resultados obtidos apds 3 semanas de cicatrizagio
mostraram que o enxerto 0sseo aumentou a fixagao do implante ao 0sso, a formag&o Ossea no
espago e o crescimento 6sseo sobre a superficie do implante, no entanto, sem diferengas para os
grupos que receberam o PRP, fanto sozinho quanto misturado ao enxerto 6sseo. Tais resultados
podem ser atribuidos a forma de obtencdo do PRP e do anticoagulante utilizado, pois o EDTA
utilizado pode diminuir os efeitos dos fatores de crescimento, ou ainda diminuir a quantidade de
plaquetas conseguida com o processo de centrifugagéo.

Ja Weibrich et al. (2004) procuram demonstrar o efeito da contagem de plaguetas no

PRP produzido pelo Sistema PCCS (3i implants) sobre a regeneracao 0ssea ao redor de implantes
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(3,75x7mm) em fémures de coelhos por um periodo de 1 més. Foi observada diferenca na
regeneragao o0ssea pela marcagao com o fluorocromo apenas quando uma quantidade intermediaria
de concentrado de plaguetas foi utilizada (503,000 - 1,729,000plaquetas/u! PRP). No entanto, ndo
foram observadas diferengas enfre o contato osso-implante entre os grupos com diferentes
concentragbes de plaguetas (baixa: 164,000 — 373,000 plaguetas/ul PRP) e alta: 1,845,000 -
3,200,000plaguetas/ul PRP). Tais autores também observaram que a concentragdo de plaquetas
necessaria péra se obter um efeilo positivo do PRP na regeneragdo 0ssea parece incluir uma
extensdo muito limitada. Segundo esses mesmos autores, efeitos bioldgicos vantajosos parecem
ocorrer quando a concentracdo alcanga aproximadamente 1.000.000 plaguetas/ul. Em
concentragbes menores o efeito parece ser inferior, entretanto, quando muito superior a este pode
ter um efeito inibitério. lsso pode ser uma explicagdo parcial para os diferentes resultados de
estudos anteriores. Os autores concluiram que o efeito deste tipe de concentrado de plaquetas ndo

trouxe beneficios em acelerar o processo de osseointegragdo em implantes.
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3. PROPOSICAQ
O objetivo do presente estudo foi avaliar histometricamente o efeito do plasma rico em
plaguetas na regeneragao éssea guiada com membranas ndo reabsorviveis de PTFE-e com reforco

de titanio de PTFE-e no tratamento de defeitos 6sseos peri-implantares em caes.
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4, - MATERIAL E METODOS

4,1 - Amostra

Foram selecionados 10 cdes adultos, machos, sem raca definida, com
aproximadamente 2 anos de idade, pesando em média 25kg, com denticdo completa e bom estado
de salde periodontal previamente a realizagdo do estudo. Os animais foram submetidos a
tratamento profilatico, incluindo vacinagao, dieta e higiene.

Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos no biotério da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba/Unicamp, sob as mesmas condigtes ambientais, em baias
individuais, tratados com ragao e agua “ad libitunt’.

Todos os procedimentos foram executados de acordo com as normas éticas
estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentac&o Animal (COBEA) e foram aprovados pelo
Comité de FEtica em Experimentagio Animal (CEEA) do Instituto de Biologia da Unicamp -

Bioterismo da Unicamp (CEMIB) sob protocolo 555-1 {Anexo).

4.2.- Anestesia

Todas as cirurgias foram realizadas sob anestesia geral por meio de injecdo
infravenosa de uma solugao de 2,5% de tiopental sodico (Tiopental®- Cristalia Produtos Quimicos e
Farmacéuticos Ltda, tapira, SP, Brasil), no volume de 1mi/kg, posteriormente a uma sedagio com
cloridrato de dihidrotiazina (Rompun®- Bayer do Brasil SA, Sao Paulo, Brasil), intramuscular, na
dose de 1,5 mi/10 kg de peso corpdreo. A area cirargica foi localmente anestesiada com Lidocaina
2% (DFL Indistria e Comércio LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), contendo epinefrina (1:100.000),
com ¢ objetivo de reduzir a hemorragia e assegurar um efeito anestésico local adequado. A via
intravenosa foi mantida com soro fisioldgico durante o ato cirlrgico, possibilitando a hidratagdo do
animal e a administrag@o de doses de manutencdo do anestésico pela medica veterinaria que

participava durante os procedimentos cirtirgicos.
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4.3.- Procedimento Cirlirgico de Extragdo dos Dentes

Trés meses antes da instalagdo dos implantes e criagio das deiscéncias 0sseas
vestibulares (Figura 1) foram realizadas extragbes bilaterais do segundo, terceiro e quarto pré-
molares e primeiro molar inferiores. Para isso, foram realizadas incisdes intra-sulculares nas faces
vestibular e lingual, estendendo-se da mesial do primeé?o pre molar (P1) até mesial do segundo

molar (M2) inferiores de ambos os lados.

Figura 1 — Aspecto clinico inicial dos pré-molares {P2, P3, P4) e do primeirc molar inferiores, previamente ao

descolamento do refalho.

Um retalho de espessura total foi elevado e os pré-molares (P2, P3 e P4} e molares
inferiores (M1), de ambaos os lados, foram seccionados através da bifurcag8o de suas raizes com
auxilio de brocas para odontosec¢do em alta rotacdo (Carbide FG n°® 703 - SS White Artigos
Dentarios Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e irrigacdo continua com soro fisiologico estéril a 0,9%.
As raizes mesial e distal foram removidas separadamente (Figura 2), os alvéolos curetados (Figura

3} e os tecidos reposicionados e suturados como fio reabsorvivel catgut simples 4.0 (Figura 4).
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Figura 2 < Aépécto .{.:ii'ﬂi.CO cirirgico dos dentes P2, P3, P4 e Mi ap6s elevacio do refalhc de espessura total e
seccionamento das coreas na aftura da bifurcagso.

Figura 3 — Aspecio clinico cirlirgico de rebordo alveolar apds extrago dental e curetagem dos alvealos.
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Figura 4 - Aspecto clinico apds a exiragio dos dentes e suiura dos retathos.

Durante o procedimento cirlirgico, foi administrado Pentabitico para animais de
pequeno porte {Pentabidtico Veterinario Pegueno Porte, Laboratério Wyeth — WhiteHall Ltda, S&o
Paulo, SP, Brasil), uma associagdo de penicilina e estreptomicina (0,1mi/kg). Uma segunda dose
com 4 dias de pds-operatdrio, de forma subcutdnea, também foi aplicada com o objetivo de
minimizar qualguer risco de infecglo da area cirlrgica. Um antiinflamatério ndo-esteroidal (Flunixin
Meglumine - Banamine® 10mg/mi, Ind. Quim. E Farm Schering-Plough S/A Veterinaria, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), na dosagem de 1mi/10kg, também foi administrado por 3 dias consecutivos, de
forma subcuténea, com o objetivo de eliminar a dor e o edema pos-operatdrio. Durante um periodo
de 15 dias, os animais receberam alimentagéo pastosa (BomGuy, Dumilho SA Ind. e Com., Espirito

Santo, Brasil), para prevenir qualquer frauma sobre a area operada e sobre as suturas.
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4.4 - Procedimentos Cirdrgicos de Criagdo das Deiscéncias e Colocagdo dos Implantes

Quinze dias antes dos procedimentos de colocagio dos implantes e tratamento dos
defeitos, radiografias padronizadas foram tomadas por meio de um aparelho de Raio-X (Gnatus,
Ribeirdo Preto, SP, Brasil) com peliculas radiograficas convencionais (Kodak, S&o José dos
Campos, SP, Brasil) utilizando a mesma kilovoltagem ‘(70kv) e miliamperagem (10mA) com o
objetiv’o'd'e avaliar a distancia do rebordo para o canal mandibular e determinar o tamanho dos
implantes a serem utilizados. Remogado de calculo e placa dental supragengival tambem foram
realizados com auxilio de ultra-som (Jet Sonic, Gnatus, Ribeirdo Preto, S&o Paulo, SP) e posterior
profilaxia dental com pedra pomes e taca de borracha. Trés meses apds a extragdo dental, foi
realizada uma incisao sobre o rebordo alveolar se estendendo da distal do P1 até a mesial do M2.
Um retalho de espessura total foi elevado com a finalidade de expor o tecido 0sseo subjacente.
Foram preparados 2 leitos 6sseos por hemi-arco utilizando a seqliéncia de brocas até a broca 3.15,
sem passar 0 macho de rosca. Posteriormente ao preparo dos leitos e utilizagéo do counter sink,
foram produzidos 2 defeitos 0sseos bilaterais, tipo deiscéncia, na face vestibular dos leitos dos
implantes, com o auxilio de uma broca 703 e cinzel de Oschinbein (Neumar Instrumentos
Odontolégicos LTDA, Brasil) e dimensdes de 4,0mm de largura por 5,0 mm no sentido apico-oclusal,
medidos com uma sonda milimetrada Carolina do Norte (Neumar Instrumentos Odontoldgicos LTDA,
Brasil), {Figura 5).

Figura 5 — Aspecto clinico apds a confeccio dos defeitos de deiscéncia.
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Uma vez criadas as deiscéncias dsseas vestibulares, quatro implantes dentais de
titanio comercialmente puro - comprimento 8,5 mm / 4 mm de didmetro com superficie tratada por
corrosdo eletroquimica com acido fosforico (Branemark System MKIIl TiUnite® RP, Nobel Biocare™,
Goteborg, Sweden) foram colocados, dois por hemi-arco dos animais (Figura 6). Os implantes foram

colocados manualmente e o travamento obtido com auxilio de uma catraca sem torquimetro.

Figura 6 - Aspecto clinico apds a colocagdo dos implantes dentais.

4.5 - Tratamento das Deiscéncias Osseas

Posteriormente a colocagdo dos implantes, um sorteio foi realizado para se determinar
qual lado seria tratado com PRP. Em um novo sorieio, foi definido quais defeitos seriam tratados

pela técnica da ROG. Desta forma, foram utilizados quatro grupos experimentais:
1- Controle

2-ROG
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3- PRP
4-ROG + PRP

4.6 - Obtencdo e Uso do Plasma Rico em Plaquetas

Para obtengdo do PRP, aproximadamente 30mi de sangue de cada animal foram
coletados por meio de tubos & vacuo tipo Vacutainer® (BD Brasil, Sao Paulo, SP) 4,5ml contendo
0,5ml de anticoagulante citrato de sédio 3,2% tamponado. No momento da pungdo venosa dos
animais, 0 sangue total coletado bem como a porgao do plasma rico em plaguetas, obtidos apos a
centrifugacéo e anteriormente & formagdo do gel de plaquetas pela adigéo de cloreto de célcio a
10%, 2 tubos foram enviados para um Laboratorio de Analises Clinicas Veterinario (IMAGO,
Piracicaba/SP) para a contagem de plaquetas nestas duas porcdes. Os tubos restantes foram
centrifugados com uma forga centrifuga relativa (FCR) de 200G (Gravidade) e 1200 RPM {(Rotagtes
por minufo), ja padronizada pelo fabricante, durante 10 minutos por meio de uma centrifuga, modelo
odontolégico SIN 1200 (CELM -~ Companhia Equipadora de Laboratérios Modemos, Barueri - SP).
Decorrido este tempo, separou-se a parte superior do tubo, contendo o plasma, da parte inferior,
contendo as plaquetas, leucocitos e celulas vermelhas sanguineas com a ajuda de uma micropipeta
de 1000ul. Os tubos foram levados novamente a centrifuga, os quais se submeteram a um segundo
processo de centrifugagdo durante 15 minutos e FCR de 200G (Figuras 7a e b). Apds este periodo,
com o auxilio de uma micropipeta, separou-se a porgao que compreende ao plasma rico em
plaguetas, localizado logo acima da porcéo vermetha do sangue (Figura 8). Aproximadamente 400l
de PRP foram coletados de cada tubo e colocado em uma placa de petri estéril, formando porgdes
separadas sobre a placa. Foi adicionada soluggo de Cloreto de Calcio 10% (Index Famarcéutica —
Séo Paulo/SP) na proporgdo de 1:8 da quantidade total de PRP coletado e homogeneizado com
auxilio de uma ponteira de pipeta, com o objetivo de neutralizar a agdo do anti-coagulante citrato de
sodio dar inicio o processo de coagulagéo. A partir dai, a placa contendo o PRP foi levada a banho-
maria (37°C) até ocorrer a geleificagdo do material. Apos a sua geleificagéo, o mesmo foi aplicado
com auxilio de uma pinga de titdnio (Nobel Biocare™, Goéteborg, Sweden) nos defeilos de

deiscéncia de acordo com cada tratamento designado.
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Figura 8 - Porgio correspondente ao piasma rico em
plaquetas, localizado imediatamente acima da porgéo

vermelha do sangue.

Nos implantes selecionados para receber a membrana de PTFE-e com reforco de
titdnio {Gore-Tex® TR4Y, Flagstaff, Arizona, USA), esta foi recortada e ajustada sobre o local do
defeito 6sseo, ultrapassando dois a trés milimetros das margens do defeito (Figura 9) e fixados com
parafusos metélicos estéreis manuais (Proline, Sao Paulo, SP, Brasil), apds a aplicacdo do PRP
(Figura 10). Os retalhos foram reposicionados e suturados com suturas interrompidas e continuas
nao reabsorviveis de PTFE-e de maneira a recobrir totaimente os implantes e os materiais utilizados

(Figura 11). As mesmas foram removidas aos 15 dias de pos-operatorio.
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Figura 9 - Aspecto clinico apds a colocagiio dos implantes e tratamento do defeito do lado sem PRP com a
membrana ndo reabsorvivel de PTFE-e e o implante que nao foi tratado.

Figura 10 - Aspecto clinico apds a colocagao do gei de plaquetas sobre os defeitos previamente 2 fixagdo da membrana

e sutura dos tecidos.
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Figura 11 - Aspecto clinico apds o reposicionamento dos tecidos e suturas interrompida e continua com fio ndo

reabsorvivel de PTFE-8.

Apds os procedimentos cirlrgicos de colocagdo dos implantes, foi administrado
Pentabiotico, por via subcuténea, imediatamente ap6s a colocagdo dos implantes e uma segunda
dose aos 4 dias de pos-operatdrio com o objetivo de prevenir infeccdo da area cirurgica ou por
exposicdo precoce da membrana. Os cées receberam alimentacdo pastosa em lata até o final do
periodo experimental, bem como controle quimico de placa por meio de aplicacdo topica didria de
clorexidina a 0,12% (Farmacia Proderma, Piracicaba, S&o Paulo), durante 30 dias. Mensalmente, 0s
cies também foram submetidos 4 remogao de calculo supragengival com ultra-som e profilaxia

dental por meio de tagas de borracha e pedra pomes.
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4.7 - Processamento histologico:

Apbs 3 meses do tratamento dos defeitos 6sseos, 0s animais foram mortos por meio do
aprofundamento da anestesia e injeg&o letal de cloreto de potassio a 19,1% (Farmécia Proderma,
Piracicaba, SP, Brasil). As mandibulas foram removidas e colocadas em formol 4% tamponado, pH
neutro, por 48 horas. Nas primeiras 24 horas, os tecidos duros adjacentes foram seccionados em
blocos contendo apenas um implante em cada especime, 0s quais foram codificados para que o
examinador ndo soubesse a que grupo pertencia cada implante.

Apos o processo de fixagdo e posterior lavagem com agua destilada, os espécimes
foram desidradatados em uma série de solugéo de alcool etilico (60-100%}) sob constante agitagao.
A infiltragdo plastica foi realizada com misturas de glicolmetracrilato (Technovit 7200 VLC - Kulzer,
Werheim, Alemanha) e &lcool etilico, seguindo variagbes gradativas, finalizando com duas
infiltragdes de glicolmetacrilato puro, sob agitagao constante. Apds a infiltragéo plastica, os
espécimes foram incluidos e polimerizados por 10 horas. Os blocos de resina foram removidos do
molde e montados em &mina acrilica com o auxilio de resina (Technovit 4000, Kulzer, Wehrreim,
Alemanha).

Por meio da utilizagao de um sistema de corte (Exakt — Cutting System, Apparatebau
Gmbh, Hamburgo, Alemanha), segundo técnica descrita por Donath & Breuner (1982), foi realizado
um corte preliminar e obtida uma sec¢ao de 300-500m de espessura. Esta seccao foi submetida a
um sistema de microdesgaste (Exakt — Micro Griding System® , Apparatebau Gmbh, Hamburg,
Alemanha), resultando em uma secgédo de aproximadamente 50pm de espessura, na porgaoc mais
central do defeito, representando uma lamina por implante dental. As secgfes obtidas foram entéo
fixadas em laminas, coradas com coloracdo de Azul de Toluidina a 1% , laminulas posicionadas e
coladas com resina e polimerizadas.

Com auxilio de um programa de anélise de imagens (Image-Pro®; Media Cybernetics,
Silver Spring, MD, EUA), as imagens da regido da deiscéncia foram capturadas por uma camera
digital (MC80 DX®, Zeiss, Jena, Alemanha) acoplada em um microscopio éptico (Axioskop 2 Plus®,

Zeiss, Jena, Alemanha) e armazenadas no computador para posterior analise histometrica.

40



4.8 - Analise Histometrica

Foram obtidas imagens da regiao central da deiscéncia por implante, agrupadas em
duas imagens, correspondendo a regido acima da linha reversao 0ssea com aumento original de
12,5X, para avaliagéo dos parametros de contato osso-implante e area de preenchimento Gsseo
dentro das roscas. Para avaliag@o dos parametros area de novo osso e densidade Ossea fora das
roscas, as imagens foram capturadas com um aumento de 6,25X, o que tambhém incluia a regido
acima da linha de revers@o Ossea. Apds a avaliacdo, obteve-se uma média das roscas dos
implantes por animal e tratamento para cada grupo, para os sequintes parametros histométricos:

- Contato Direto Osso-implante (CO) (%): calculado dividindo-se a média da extenséo de tecido
0sseo neoformado em contato direto com a superficie do implante pela média da extenséo total da
rosca multiplicado por 100 para obter a porcentagem (Sennerby ef af., 1992) (Figura 12).

- Area de preenchimento 6sseo dentro das roscas (AD) (%): area relativa de tecido 6sseo
neoformado dentro das roscas, obtida dividindo-se a média da area de tecido dsseo neoformado
dentro das roscas pela média da area total da rosca multiplicado por 100 para obter a porcentagem
{Sennerby et al., 1992) (Figura 13).

- Area de Tecido Osseo fora das Roscas em mm2 (AF): medida obtida circundando todo o tecido
osseo neoformado compreendido acima da linha de reverséo 0ssea na parte inferior, a superficie do
implante até a primeira rosca do implante {Figura 14).

- Densidade Ossea fora das roscas (DO) (%) obtida dividindo-se a média do tecido dsseo
neoformado mineralizado fora das roscas pela média da area total fora da rosca e multiplicado por
100 para obter a porcentagem, em uma regido adjacente & regido das roscas selecionadas
anteriormente, expostas pelo defeito e a linha de reversdo correspondente a0 0sso pré-existente
(Figura 15).
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CONTATO DIRETO
OSSO/IMPLANTE (CO)

IMPLANTE

Figura 12: Desenho esquematico representando o contato osso-implante analisade dentro das roscas dos implantes

{CO). Em azul, o tecido coincidente com osso em contato com ¢ implante e em vermelho a extensao total da resca,

Figura 13 - Fotomicrografia representando a area analisada dentro das roscas dos implantes por meio do Programa

Image-Pro®, Notar reticulo quadriculado pesicionado e os pontos verdes correspondentes ao tecido Gsseo.
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Figura 14 - Fotomicrografia representando o tecido dsseo neoformado medido fora das roscas dos implantes.

Figura 15 - Fotomicrografia representando a densidade dssea analisada fora das roscas dos implantes.
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4.9 - Analise Estatistica:

Foram obtidas as medias para cada parametro e o desvio padrio para cada parametro,
em que cada cao foi considerado um bioco recebendo os quatro fratamentos, o qual fem um
defineamento experimental em bloco ao acaso. Inicialmente, para testar a normalidade dos dados,
foi aplicada uma Anélise Exploratéria dos dados para cada parametro, utifizando o Proc Lab do
Programa SAS versgo 8.2, 2001 (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Na andlise estatistica, a
hipotese de que a utilizago do PRP e da membrana e a interagéo entre eles n&o influenciam o
reparo 6sseo ao redor dos implantes foi testada usando uma Andlise de Varidncia, em Esquema
Fatorial 2 x 2 (a= 5%).
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5. RESULTADOS

5.1- Observagdes Clinicas

Durante os 3 meses de pds-operatoério, 0s caes permaneceram em boa saude, sem
nenhuma complicagao de ordem geral. N&o houve perda de implante ou exposigdo das membranas.
Nenhum sinal clinico de inflamago ou reagdo adversa dos tecidos {deiscéncia ou formagéo de
abscessos ou supuragao) foi observado.

A media do niimero de plaguetas do sangue total dos animais no momento da cirurgia
foi de 148520 + 33760 plaquetas/ul de sangue e do PRP foi de 460350 + 138960 plaquetas/pl.
Esta concentracdo final de plaquetas resulfou em uma proporgdo aumentada de 320,6% (x

121,80%). A tabela com os resultados das concentragdes obtidas esta expressa na Tabela 1.

Tabela 1: Quantidade de Plaquetas Inicial do Sangue Total e Final (PRP) em p/ e Concentragdo

total de plaquetas (em %)

Cao Inicial plaquetas/pl | Final plaguetas/ul | Concentracdo %
1 168000 440550 262
2 169000 745375 441
3 192000 520650 270
4 124000 289250 233
5 132000 598525 453
6 142400 378250 265
7 184000 380475 206
8 93450 534000 570
9 173550 458350 264
10 106800 258100 242

Média 148520 460350 320,6
DP 33763 138960 121,8
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5.2- Resuitados Histométricos

O processamento histoldgico permitiu distinguir o tecido dsseo pré-existente do tecido
neoformado, uma vez que o novo tecido foi corado com uma fonalidade azul mais escura (Figuras

15a e b, 16a e b). Os dados histométricos de acordo com cada parémetro utilizado estao relatados
separadamente a seguir:

st

Figura 15 - Fotomicrografias dos grupos sem membrana. Em “a”, fotomicrografia do grupo sem PRP.Em b,
fotomicrografia do grupo com PRP. Gbservar tecido dsseo formado dentre e fora das roscas, na regido do defeito 6sseo.

Novo fecido Gsseo corado com tonalidade azu! mais escura. Aumento Original 3,125X.
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Figura 16 — Fotomicrografias do Grupo ROG. Em "2, fotomicrografia do grupo sem PRP e em “b”, fotomicrografia do
grupo com PRP. Observar tecido dsseo formado neoformado dentro e fora das roscas, na regido do defeito dsseo.
Aumento Original 3,125X.

5.2.1- Contato Direto Osso-Implante (CQ):

Durante a avaliagao histométrica pdde-se observar uma diferenga entre a porcentagem
de contato osso-implante entre os implantes na presencga ou ndo da membrana. Nos implantes em
que foram utilizadas as membranas houve uma porcentagem significativamente maior de contato
osso-implante {com PRP: 39,70+23,52 vs. 17,63+17,73 e sem PRP: 40,86+22,73 vs. 16,52+15,96)
{(p=0,0014), independente da presenga do PRP, o qual ndo apresentou influéncia sobre esse
pardmetro (p=0,996), sendo igual ao controle {com ROG: 39,70+23,52 vs. 40,86 = 22,73 e sem
ROG: 17,63+17,73 vs. 16,52+15,96), (Tabela 2).
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Tabela 2 -- Média e desvio padrdo da porcentagem de contato osso-implante (CQO) quando da

aplicagdo do PRP associado ou ndo a ROG

ROG Controle
PRP Média + DP Media + DP
Com 39,70 £ 23,52 Aa 17,63+ 17,73 Ab
Sem 40,86 £ 2273 Aa 16,52 + 15,96 Ab

Médias seguidas por letras mailisculas iguais em coluna néo diferem entre si quanto ac parémetro PRP {p=0,096).
Médias seguidas por letras minlsculas diferentes em linha diferem enfre si pelo teste ANOVA em Esquema Fatorial
guanto ao pardmetro ROG {p=0,0014). Interagio entre os Fatores PRP e ROG, p=0,863.

5.2.2- Area de Preenchimento Osseo dentro das Roscas (AD):

Os resuttados mostraram uma superioridade na porcentagem do preenchimento da
area dentro das roscas dos implantes, cujos defeitos foram fratados pela técnica da ROG (com
PRP: 36,24+21,04 vs. 18,51+1590 e sem PRP: 37,49+21,30 vs 19,27+£18,13) (p=0,0089),
independente da presenga do PRP (com ROG: 36,24+21,04 vs. 37,49+21,30 e sem ROG:
18,51+15,90 vs. 19,27+18,13), (p=0,973) (Tabela 3).

Tabela 3 — Média e desvio padrao da porcentagem de preenchimento dsseo dentro das roscas (AD)

quando da aplicacao do PRP associado ou néo a ROG

ROG Controle
PRP Média + DP Média + DP
Com 36,24 £ 21,04 Aa 18,51 £ 15,90 Ab
Sem 37,49 £ 21,30 Aa 19,27 £ 18,13Ab

Médias seguidas por letras mailisculas iguais em coluna n#o diferem entre si dentro do fator PRP (p=0,973).
Medias seguidas por letras minlsculas diferentes em linha diferem entre si pelo teste ANCVA em Esquema Fatorial
dentro do fator ROG {p=0,0089). Interagfo entre os Fatores PRP e ROG, p=0,938.
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5.2.3- Area de Novo Osso fora das Roscas (AF):

Também foi observada uma superioridade da area de tecido dsseo neoformado fora
das roscas (mm2) nos defeitos tratados pela ROG (com PRP: 4,45+2,65 vs. 1,08+1,16 e sem PRP:
3,10+£2,27 vs. 0,6110,94) (p<0,0001), independente também da presenga do PRP (com ROG:
4,45+2,65 vs. 3,10£2,27 e sem ROG: 1,08+1,16 vs. 0,61+0,94}, (p=0,1208) (Tabela 4).

Tabela 4 — Média e desvio padrao da area de novo 0sso fora das roscas em mmz2 (AF) quando da

aplicagao do PRP associado ou ndo a ROG

ROG Controle
PRP Média + DP Média + DP
Com 4,45+ 265 Aa 1,08+ 1,16 Ab
Sem 310+ 227 Aa 0,61 +0,94 Ab

Médias seguidas por lelras mailsculas iguais em coluna ndo diferem entre si dentro do fator PRP {p=0,1208).
Médias seqguidas por lefras mindsculas diferentes em linha diferem entre si pelo teste ANOVA em Esquema Fatorial
dentro do fator ROG {p<0,0001}. Interagdo entre os Fatores PRP e ROG, p=0,437,

5.2.4- Densidade Ossea fora das Roscas (DO):

Neste parametro também houve uma diferenga estatistica significante na porcentagem
da densidade 6ssea fora das roscas nos defeitos tratados com a ROG (com PRP: 60,16+15,41 vs.
23,89+14,10 e sem PRP: 38,31+£21,02 vs. 17,98+23,78) {p<0,0006), independente também da
presenga do PRP (com ROG: 50,16+15,41 vs. 38,31+21,02 e sem ROG: 23,89+14,10 vs.
17,98+23,78), (p=0,0614) (Tabela 5).

Tabela 5 — Média e desvio padrdo da porcentagem da densidade dssea fora das roscas (DO)

quando da aplicagdo do PRP associado ou ndo a ROG

ROG Controle
PRP Média 3 DP Média + DP
Com 59,59 + 14,00 Ab 79,48 £ 940 Aa
Sem 56,92 + 21,02 Ab 89,37 + 9,28 Aa

Médias seguidas por letras mailsculas iguais em coluna nao diferem entre si dentro do fator PRP (p=0,0614).
Medias seguidas por letras mindsculas diferentes em lnha diferem entre si pelo teste ANOVA em Esquema Faforial
dentro do fator (p<0,0008). interagdo enire os Fatores PRP e ROG, p=0,989.
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6. - DISCUSSAO

Os defeitos 6sseos associados aos implantes denfais sdo um achado fregiente
{(Mellonig & Nevins, 1995) e podem comprometer a estabilidade destes (Newman et al, 1988).
Sendo assim, a proposta do presente estudo foi avaliar, histometricamente, o tratamento de defeitos
ésseos- peri-implantares do tipo deiscéncia, criados cirurgicamente em cées, por meio da utilizagéo
do plasma rico em plaquetas (PRP) e da tecnica de regeneragio Ossea guiada (ROG) com
membranas no reabsorviveis de PTFE-e com reforco de titanio.

Os principios biologicos da utilizagdo do plasma rico em plaquetas (PRP) estéo
baseados na premissa de que uma grande quantidade de plaguetas encontradas neste concentrado
libera quantidades significantes de fatores de crescimento (Marx ef al, 1998; Marx, 2001). A sua
aplicagdo em cirurgia oral foi inicialmente proposta por Whitman et al. (1997) e Marx et al. {1998)
com ¢ objetivo de modular e melhorar a cicatrizagao tecidual (Marx, 1999; Anitua, 1999). Estudos
clinicos (Marx ef al., 1998, Anitua, 1999), radiograficos {Schlegel et al. 2003), histolégicos (Kim et
al., 2002a,b, Choi ef al., 2004; Schlege! et al. 2004, Roldan et al,, 2004) e celulares (Lucarelli et al,,
2003; Kawase et al,, 2003; Arpornmaeklong et al., 2004) demonstraram que o PRP tem ag&o na
reparagdo dos tecidos. Embora diversos estudos tém suportado que a utilizagdo do PRP aumenta
significativamente a regeneracao 0ssea ao redor de implantes (Kim et al., 2002a, b; Zechner et al,,
2003), existem resultados que n&o demonstram essa superioridade (Shanaman ef al 2001,
Weibrich et al., 2004; Jensen et al., 2004).

O PRP tem sido sugerido como uma nova modalidade terapéutica regenerativa e em
razao da auséncia de estudos que avaliem a associacdo do PRP e ROG no tratamento de defeitos
6sseos peri-implantares com o objetivo de amplificar e acelerar os efeitos destes fatores
responsaveis por quase tedos 0s processos de reparacio € que se propde o presente estudo.
Entretanto, a utilizacdo do PRP associado & membrana ou de forma isolada ndo resultou em
diferencas estatisticas em relacdo a porcentagem de contato osso-implante nem em maior
quantidade de formagao ¢ssea tanto dentro das roscas quanto fora delas. Enfretanto, foi observada
uma superioridade do grupo tratado com a técnica da ROG, em todos os parametros avaliados,

quando comparado com o grupo conirole,
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Alguns aspectos podem ser apontados em relagho a auséncia de resultados
estatisticamente diferentes quando da utilizaggo do PRP. Embora, no presente estudo, tenha se
alcancado uma concentragdo de plaguetas em torno de 320% (média de 460,000 plaquetas/pl) em
relagdo a quantidade do sangue total dos animais, esses valores ndo foram suficientes para
demonstrar uma superioridade da aplicacdo do PRP nos defeitos peri-implantares. Embora Marx ef
al. (1998) tenham observado uma concentragdo de 338% de plaquetas apés a cenfrifugagéo com
resultados favoraveis, a quantidade enconfrada neste estudo demonstrou ser inferior a encontrada
em outros frabalhos (Kim et al,, 2002a, b; Zechner et al., 2003; Fuerst et al, 2003; Jensen et al.,
2004; Weibrich et al., 2004) e pode ser uma possivel explicacgo para a auséncia de diferencas em
relaggo ao contato osso-implante bem como uma na capacidade de indugdo de formagdo 6ssea
promovida pelo PRP. Segundo Lacoste ef al. (2003), o processo de reparo é complexo & envolve
diversos mediadores que atuam em tempos especificos e em concentracdes adequadas. De acordo
com Koveker (2000), a osteogénese ndo ocorre antes de duas semanas e que alguns fatores de
crescimento adicionados com o objetivo de acelerar o processo, sdo degradados antes desse
periodo, o que poderia justificar também a auséncia de resultados favoraveis quando da adicao do
PRP.

Ainda n&o é conhecida a concentragdo ideal de plaguetas e de seus fatores de
crescimento para promover e acelerar a regeneragdo 0ssea (Kassolis ef al,, 2000}, Haynesworth et
al. (2002} mostraram que uma resposta suficiente a concentragao de plaquetas comega quando se
alcanga um aumento de 4 a 5 vezes do nimero inicial de plaquetas. Marden ef al. (1993) relataram
que em certas concentragbes, o PRP pode ate inibir a regeneragdo. Alguns autores tém sugerido
que a quantidade de 1,000,000 de plaquetas/ul € uma concentracdo adequada para alcangar
efeitos biologicos vantajosos na reparagao tecidual (Marx ef al., 2001b; Weibrich ef al.,, 2004), como
observado nos estudos de Marx et al (1998), Kim et al. (2002a) e Zechner et al. (2003}. No entanto,
Weibrich et al. (2004) n&o encontraram diferencas em relagdo ao contato osso-implante em
diferentes concentragbes de PRP (163,000 - 373,000, 503,000 - 1,729,000 e 1,845,000 - 3,200,000)
e sugeriram que concentracdes muito altas de plaguetas podem até apresentar um efeito inibitorio.

Garg et al. (2000} relataram que fodas as plaquetas disponiveis degranulam dentro de

3 a b dias e que sua atividade inicial termina dentro de 10 dias. Desta forma, o PRP pode ter
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apresentado uma resposta favoravel no inicio da cicatrizagéo. Entretanto, o presente estudo néo
pdde demonstrar tal fato em raz&o do tempo néo ter sido uma variavel no estudo. Em 3 meses néo
houve diferengas entre os paré@metros avaliados quando o PRP foi utilizado. Schiegel ef al. (2004)
observaram que nos estagios iniciais da formagdo de novo 0sso 0 PRP exerceu efeito na maluragao
de enxerlos 0sseos e sugeriram que o PRP n2o é essencialmente osteoindutor, mas pode ter
também um efeito positivo na regeneragdo 0ssea de uma forma osteopromotora.

Os niveis dos fatores de crescimento na preparagdo do PRP e a sua quantidade
necessaria para alcangar os efeitos bioldgicos pretendidos (Weibrich ef al, 2002) sdo um ponto
questionado na literatura. Segundo Dugrillon et al {2002), o efeito osteogénico das plaquetas
depende da quantidade de fatores de crescimento liberados. Weibrich et al. (2002) relataram que a
quantidade de plaquetas e de fatores de crescimento presentes no PRP, com o objetivo de se
promover 03 efeitos bioldgicos esperados, ainda permanece desconhecida. Lacoste ef al (2003)
observaram uma concentragdo de fatores de crescimento de 3 a 8 vezes no PRP em relagéo ao
sangue total quando submetidos & ativagéo com cloreto de calcio e frombina bovina. Stefani ef al
(2000) observaram que a aplicagdo de doses de 5Sug/ml da associagdo de PDGF e IGF
recombinantes humanas foram capazes de demonstrar maior formagado 6ssea ao redor de implantes
dentais em caes.

No entanto, de acordo com Lucarelli et al. {2003), o conhecimento ou pelo menos uma
previsdo aceitavel desses niveis de fatores de crescimento & necesséaria para assegurar uma
confiavel ulilizacéo clinica do PRP, ja que a capacidade regenerativa do PRP depende desses
niveis de fatores de crescimento. Isto poderia significar que diferentes individuos necessitam de
diferentes concentragdes de plaquetas para alcangar um efeito biologico comparavel. Todavia, ndo
existe um procedimento simples disponivel para se obfer niveis de fafores de crescimento
estimados pré-operatorios numa amostra de PRP. Segundo esses mesmos autores, nem a
contagem de plaquetas do sangue fotal nem do PRP séo previsiveis em relagdo aos niveis
resuitantes de fatores de crescimento no PRP.

A auséncia de identificacdo dos fatores presentes no PRP representa uma limitagdo do
presente estudo. Contudo, devido ao grande nimero de fatores de crescimento contidos no PRP,

tais como IGF, PDGF, TGF-B e EGF, existe ainda a necessidade de identificacdo da exata
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combinagéo entre eles em estudos adicionais. O retorno & taxa normal de proliferagéo é importante
por questbes de seguranca, o que é clinicamente desejado é um aumento transitbrio da atividade
mitotica. Embora alguns estudos tenham demonstrado resultados promissores, até o presente
momento ndo existem evidéncias suficientes por meio de estudos clinicos controlados em longo
prazo que fornegam informacdes substanciais a respeito da utilizag&o de fatores de crescimento na
regeneragao 0ssea.

Danos durante o processo de centrifugagdo e preparo do PRP podem ter levado &
perda de plaquetas. A ulilizagdo de centrifugas mais especializadas ou destinadas somente ao
processo de producio do PRP parece demonstrar ser um método mais seguro de preservar as
plaquetas, evitando sua perda ou sua adesfo as paredes dos tubos (Marx ef al, 2001a). A
variabilidade na produgéo celular ou armazenagem de citocinas bem como no processamento do
PRP ainda precisam ser esclarecidos (Lucarelli ef al, 2003}, Mais estudos também sao necessarios
para avaliar se existem mais raz0es para a perda de plaquetas e analisar o mecanismo de danos as
mesmas, seja durante o processo de separagdo e contagem ou na ativagdo e agregagdo das
plaquetas (Lucarelli et al., 2003; Lacoste et af., 2003},

Uma outra razdo para que ndo tenha havido essas diferencas pode ser a ndo
associagdo com algum material de preenchimento, em que uma rapida dissolugdo do gel pode
ocorrer e perda dos efeitos positivos promovidos pela liberacdo dos fatores de crescimento do
concentrado de plaquetas. Estudos como os de Kim ef al. (2002a e b) e Schlegel ef al {2003)
demonstraram uma superioridade nos resultados em favor da associagdo do PRP a enxertos
dsseos. De acordo com Weibrich ef al. (2004), os enxertos dsseos funcionam como um arcabougo
por onde as células osteogénicas migram e colonizam a &rea ou ainda como fonte de celulas
osteogénicas, guando o 0sso autdgeno é utilizado. Segundo Freymiller (2004), o efeito benéfico do
PRP pode ser em razao da fibrina funcionar como um adesivo biologico na agregacéo das particulas
osseas. No entanto, o presente estudo demonstrou uma maior formag&o 0ssea para o grupo fratado
com a ROG mesmo sem a presenca de enxertos 6sseos, demonstrando um efeito positivo da

membrana na osteopromogao.

Mellonig & Nevins (1995} relataram que os defeitos 6sseos de deiscéncia e fenestragio

sa&0 0s mais comuns associados aos implantes dentais, podendo ser divididos em defeitos com



caracteristicas que favorecem a manutencdo de espaco e os que nao favorecem. A presenca
destes defeitos pode estar associada com exposicao da superficie do implante e redugdo do contato
osso-implante, podendo ocorrer o comprometimento do implante ou infecgbes peri-implantares
(Newman ef al, 1988). Tradicionalmente, estes defeitos s&o tratados pela técnica de regeneragéo
6ssea guiada (ROG), associada ou ndo a enxertos 6sseos, com o objetivo de promover respostas
favoraveis para aumentar o volume 0sseo em sitios que recebero implantes (Hammerle & Karring,
1998; Hammerle et al,, 2002), por isolar as células provenientes do tecido conjuntivo gengival da
regidao do defeito 0sseq, e assim, promover a sua reparagao (Becker et al., 1990; Zablotsky ef al.,
1991).

O tipo de defeito utilizado no presente estudo representa um defeito Ossec de
deiscéncia de 3 paredes (defeitos abertos) em contato com ¢ pescogo do implante, sendo menos
favoravel, segundo Bogaerde (2004}, do que os defeitos que preservam as paredes circunjacentes
{defeitos fechados). Esse autor classificou os defeifos 6sseos peri-implantares levando em
consideracdo a anatomia do defeito na progressao do processo regenerativo. Dentre estes tipos de
defeitos abertos com 3 paredes, existem aqueles que diferem em relag&o ao contorno dsseo pelos
implantes estarem localizados dentro do tecido 6sseo ou protruidos do contorno alveolar. Weng et
al,. (2003) também sugeriram que a inclinagdo nao paralela da cortical dssea da mandibula com o
longo eixo do implante também podem implicar em diminuicdo do espaco abaixo da membrana,
prejudicando a manutengdo adequada do espago para a estabilidade do coagulo sanguineo,
comprometendo assim, os resultados. No presente estudo, ndo foi necessaria a utilizacdo de
materiais de preenchimento em razéo da anatomia dos defeitos permitir a manutencgao do espacgo
sob a membrana.

A perda da cortical 6ssea vestibular representa a diminuig&o do suprimento sanguineo
e celulas osteoprogenitoras das paredes 6sseas adjacentes (Conner et af, 2003). Estudos que
utilizaram defeitos 0sseos circunferenciais como o de Lima et af. (2003) relataram que quando o
defeito Osseo € circular, existe mais fonte de células provenientes das 5 paredes Osseas
circunjacentes (vestibular, lingual, mesial, distal e inferior). O defeito de deiscéncia deste estudo
apresenta trés paredes (duas laterais e uma inferior), o que diminuiria a fonte de células

osteogénicas, explicando a menor taxa de contato em relagéo ao estudo de Lima et al. (2003).
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Mesmo assim, uma maior formag&o 6ssea abaixo da membrana foi observada.

Apesar do defeito de deiscéncia utilizado ser um defeito agudo, sendo favoravel ao
reparo, em alguns dos especimes ndo houve formacdo de 0sso que recobrisse toda a deiscéncia.
Aos 3 meses, provavelmente o tecido 6sseo nao se encontrasse totalmente maduro, e que em um
tempo maior, um preenchimento das roscas poderia ser alcancado, como demonstrado em outros
estudos na literatura avaliando esses parémetros aos 4 meses (Conner et al, 2003; Lima ef al,
2003), 5 meses (Veis et al., 2004) e 6 meses (Buser et al, 1995, Lima et al., 2003). Ersanli et al.
(2004) demonstraram em humanos que o procedimento de ROG promoveu uma completa
osteogénese apenas em 7 meses e que a vascularizagdo e atividade osteoclastica encontrava-se
aumentada ainda na maxila em relagdo a mandibula, demonstrando que a localizag&o anatdmica do
defeifo e a qualidade Ossea s@o uma caracteristica importante para se obter sucesso na terapia
regenerativa.

Os resultados deste trabalho demonstraram, mesmo na auséncia de enxerto 6sseo,
superioridade estatistica em favor da membrana, comprovando que a mesma foi capaz de manter
espago para 0 coagulo e promover regeneragdo 0ssea. Em algumas situagbes, o tamanho do
defeito 6sseo a ser regenerado ou aumentado pode ser grande ou largo demais e esté além da
capacidade da membrana isoladamente conseguir tratar (Schenk et al, 1994). Desta forma, a
utilizagdo de materiais de preenchimento pode ser necessaria associada as membranas. Alguns
autores nao tém demonstrado superioridade dessa associago (Becker et al, 1992), enguanto
outros observaram que a associagcao demonstrou formagao 6ssea aumentada quando comparado &
membrana isoladamente em implantes de superficie lisa e tratada com hidroxiapatita (Stentz ef al,
1997). Vels ef al. (2004) também demonstraram uma superioridade do osso autdgeno pela técnica
da regeneragéo 0ssea guiada em defeitos 6sseos circunferenciais, em que observaram um maior
contato osso-implante para a superficie tratada quando enxerto foi usado. Os autores atribuem
esses resultados & agdo do osso enxertado compartithar como uma deposigéo 6ssea secundaria,
aumentando a densidade 6ssea final.

Todas as membranas permaneceram recobertas por tecido mole durante os trés meses do
estudo, sem a presenga de exposicdo e contaminacao. Além disso, demonstraram ser capazes de

criar e manter 0 espago necessario para a regeneragao 0ssea, neste tipo de defeito utilizado. Estes
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fatores, provavelmente, influenciaram positivamente a reparacéo dssea dos grupos tratados com as
membranas, como pdde ser observado pela maior area de formacéo 6ssea fora das roscas. A
porcentagem de tecido mineralizado, representada pela densidade dssea fora das roscas,
apresentou diferengas estatisticas significantes em relagc@o aos grupos tratados pela ROG. Essa
menor densidade nos grupos da ROG também foi observada no estudo de Saldanha et al,, 2004,
em que defeitos 0sseos mandibulares tratados pela ROG com finalidade de aumento de rebordo,
associado ou ndo a administrag&o de nicotina. Esse fato pode ser explicado pelo fato da membrana
isolar o periosteo do defeito dsseo e retardar a mineralizagao desse tecido osseo (Ohnishi ef al,
2000).

No presente estudo, observou-se que a utilizagdo da membrana promoveu um maior
contato osso-implante e area de tecido formado dentro das roscas, independente da utilizagdo PRP
para 0$ mesmos pardmetros respectivamente. Segundo alguns autores, o contato direto 0sso-
implante e o volume de preenchimento ¢sseo das roscas séo de grande importancia para o sucesso
clinico em longo prazo dos implantes dentais (Buser et al. 1991; Gotfredsen et al. 1995; Lazzara et
al. 1999}. Os resultados do presente estudo podem ser confirmados por Mellonig ef af. (1998), os
quais observaram uma porcentagem de contato osso-implante para o grupo tratado com membrana
nao reabsorvivel de PTFE-e. Resultados semelhantes também aos encontrados por Hammerle et al.
{1998) e Kohal et al (1999). No entanto, Schliephake et al. {(2000) relataram que a regeneragéo
Ossea guiada abaixo da membrana pode restabelecer o contorno 6sseo alveolar, mas nao é
necessariamente associado com o aumento no contato osso-implante. Esses mesmos autores
também observaram que a caracteristica de formagéo 6ssea observada no estudo se deu mais na
area da crista 0ssea alveolar, proxima a membrana, do que adjacente a superficie do implante tanto
aos 3 quanto aos 6 meses.

Os pardmetros se mostraram inferiores para aqueles implantes que néo receberam a
membrana, independente da utilizacdo do PRP. Tal resultado pode ser explicado em razdo da
competicdo celular na regido do defeito no periodo de cicatrizago. A barreira fisica previne o
crescimento de células ndo osteogénicas, derivadas do tecido conjuntivo da mucosa alveolar,
permitindo o crescimento de células angiogénicas e osteogénicas derivadas do espago medular, as

guais repovoam a regido possibilitando a regeneragéo do defeito 0sseo (Dahlin ef af, 1989; Becker
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et al. 1990).

Em razdo da dificuldade e até impossibilidade em se avaliar clinicamente os
parametros utilizados no presente estudo bem como se avaliar histologicamente em humanos o tipo
de reparo obtido com os tratamentos, é que avaliagfes histologicas utilizando modelos animais séo
necessarias, pois permitem eliminar determinadas varidveis além de padronizar uma metodologia
adequada para as diversas técnicas. Os cées sao freqlentemente utilizados como modelo para o
estudo histologico com implantes dentais, principaimente, devido ao tamanho e simplicidade da
anatomia radicular. A grande variabilidade interanimal e a rapida formacdo dssea associada a
regeneragdo espontanea deste modelo (Weinberg & Bral, 1999) representam algumas
desvantagens da sua utilizagdo. A metodologia utilizada no presente experimento (criag8o cirdrgica
dos defeitos em caes) permitiu a obtengdo de defeitos bilaterais semelhantes, caracterizando um
estudo de boca dividida (spfit-mouth).

Embora estudos anteriores tenham demonstrado efeitos positivos favoraveis a utilizacéo
do PRP tanto em cirurgia oral (Whitman ef al, 1997; Marx ef al, 1998; Anitua, 1999) como
associado a implantes dentais {(Kim ef al,, 2002a,b); atualmente, outros estudos, tanto in vivo como
in vitro ndo tém demonstrado efeitos adicionais. Desta forma, diante das diferengas entre esses
resultados € que mais estudos ainda s&o necessérios para comprovar a real eficacia das plaquetas
concentradas para que a utilizagao do PRR tenha alguma aplicag&o clinica em pacientes candidatos

a receberem implantes dentais ou outros procedimentos clinicos.
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7. CONCLUSAO

Diante da metodologia empregada e dos resultados obtidos, pode-se concluir que a utilizago do
PRP associado a ROG n&o promove beneficios adicionais no reparo 6sseo. No entanto, a ROG
promove um maior contato osso-implante e formagéo 6ssea tanto dentro como fora das roscas dos

implantes dentais.
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