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O USO DE BIOMATERIAIS ASSOCIADOS A UM COMPLEXO
REGENERADOR OSTEOARTICULAR NA FORMA(;AO OSSEA
EM FENESTRA(;C)ES DE IMPLANTES DENTARIOS
André Tonetto'

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar diferentes tipos de
tratamentos locais associados com uso de um complexo regenerador
osteoarticular (CRO) na formagdo de tecido 6sseco em fenestragdes de
implantes dentarios em cées. A hipotese a ser testada ¢ que o uso de
hidroxiapatita associado ao CRO aumenta a osseoconducdo em
deiscéncias osseas. Doze caes foram submetidos a instalagdo de quatro
implantes no fémur direito e defeitos 6sseos simulando fenestragdes
vestibulares (4 mm de altura x 4 mm de largura) foram criados e tratados
como segue: somente com coagulo (Coagulo); membrana reabsorvivel
(Mem); hidroxiapatita (HA) e hidroxiapatita recoberta com membrana
(HA+Mem). Metade dos caes receberam diariamente um comprimido de
CRO. Apos 90 dias os implantes foram removidos e os tecidos formados
submetidos a analise histomorfométricas. Os resultados obtidos foram
submetidos a Anova e teste de Tukey com nivel de significancia de 5%.
A administragdo do CRO nao promoveu melhoras significativas para
nenhum dos parametros avaliados. O grupo HA+Mem obteve maior
altura de tecido 6sseo formado (4,13 mm) comparado ao Coagulo (3,49
mm) e Mem (3,36 mm), mas estatisticamente semelhantemente ao grupo
HA (4,13 mm). Nao houve diferenca estatistica para a quantidade de
osso formada dentro dos diferentes passos de rosca do implante para
nenhum dos tratamentos estudados. Os grupos HA e HA+Mem
apresentaram maiores valores de osso em contato com implante (275,3
pum e 269,4um, respectivamente) do que o Coadgulo (175 pm) . A
hipotese foi rejeitada uma vez que o uso do CRO nao foi capaz de
apresentar melhoras em nenhum dos parametros avaliados. Por outro
lado, a HA associada ou ndo a Mem possui capacidade de aumentar a
altura de osso formado bem como o comprimento de osso em contato
com implante.

! Aluno do Programa de Pos-Graduagio stricto sensu - Mestrado da Universidade de Passo
Fundo - RS



Palavras-chave: implante dentario, deiscéncias, hidroxiapatita,
membrana,
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ABSTRACT?

The objective of this study was to evaluate different local
treatment strategies in association to an ostearticular regenerative
complex (ORC) for bone regeneration in dehiscence defects. The
hypothesis to be tested is that using hydroxyapatite with the ORC will
increase osteoconduction in dehiscence defects. Twelve dogs received 4
dental implants in the right femur and bone defects (4 mm height x 4 mm
width) were created and treated as follow: only covered by the clot
(Clot); reabsorbable membrane (Mem); hidroxyapatite (HA) and
hydroxyapatite covered with membrane (HA+Mem). Six dogs received
one pill of the ORC daily. After 90 days, implants were retrieved and the
tissues formed analyzed. Results were statistically analyzed using
ANOVA and Tukey's test with 5% significance level. ORC was not able
to promote a significant increase in any of the parameters evaluated.
HA-+Mem presented the higher height of bone formation (4.13 mm)
when compared to Clot (3.49 mm) and Mem (3.36 mm), but statistically
similar to HA (4.13 mm). There was no difference regarding the quantity
of bone formed among the four local treatments. HA and HA+Mem
presented higher bone-implant-contact values (275 um and 269 pum,
respectively) than Clot (175 um). The hypothesis was rejected since the
use of ORC was not able to enhance none of the parameters evaluated.
On the other hande, HA, whether associated or not to Mem, was able to
increase bone height formation and bone-implant-contact.

Keywords: dental implant, dehiscence, hydroxyapatite,
membrane, osteoarticular regenerative complex

* The association of an osteoarticular regenerative complex and
biomaterials to achieve bone regeneration in dehiscence defects.



1 INTRODUCAO

Os implantes dentarios osseointegraveis estdo entre as melhores
opcdes para reabilitar individuos com auséncia de elementos dentarios.
Contudo, um numero consideravel destes pacientes necessita de
reconstru¢des Osseas para viabilizar o sucesso estético-funcional dos
implantes (CHIAPASCO e ZANIBONI, 2009).

A estabilidade dos implantes ¢ relacionada a fatores mecanicos
(geometria do implante) e bioldgicos (quantidade e qualidade de o0sso).
Além disso, a estabilidade pode ser considerada: primaria, ou seja,
aquela encontrada imediatamente apds a instalagdo do implante, ou
secundaria, obtida pela osseointegracio (BRANEMARK et al., 1969).

A fenestracdo dssea se caracteriza por uma perda de insergdo
ossea que leva a localizagdo apical da margem gengival em relagdo a
plataforma do implante. Os problemas clinicos decorrentes dessa
condicao incluem a estética desagradavel, perda homeostasia periodontal
e dificuldade de manuteng@o de higiene bucal devido a dor, o que resulta
na possivel perda do implante. Procedimentos cirurgicos adicionais
como enxerto de tecido conjuntivo fibroso ou enxertos 0sseos sdo
alternativas de tratamento para esse defeito. Entretanto essas alternativas
nem sempre garantem a quantidade de reposicdo Ossea necessaria e
exigem a execug¢do de novas intervengdes cirurgicas (SEGUNDO, 2000).
Assim, outras opcdes de tratamento sdo constantemente desenvolvidas
para recobrimento destes defeitos Osseos, como o uso membranas

reabsorviveis a hidroxiapatita (YEH e HSU, 2003).
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Membranas biocompativeis s3o muito empregadas na
Odontologia com intuito do estimular a regeragdo dOssea em defeitos
Ossecos presentes na cavidade bucal. Com sua “trama” coldgena, um
agente hemostatico natural, possuem a habilidade de promover
agregacao plaquetaria, facilitando o inicio do processo de reparo e a
maturagdo da ferida 6ssea (SCHAWARZ et al., 2008). As membranas a
serem utilizadas podem ser reabsorviveis (coldgeno bovino ou colageno
do miocardio) ou ndo reabsorviveis, como a membrana de
politetrafluoretileno (SCHWARZ et al., 2008).

A hidroxiapatita ¢ um material biocompativel, nao
carcinogénico ¢ com potencial de conduzir a formagdo 6ssea, que pode
ser usado quando o aumento de volume 6sseo ¢ visado para a colocag@o
de implantes ou no tratamento de fenestracdes oOsseas vestibulares
(SHIGEISHI et al., 2012).

O complexo regenerador osteoarticular (CRO) é composto de
varias substancias/elementos que influenciam no restabelecimento das
perdas quali-quantitativas das cartilagens articulares, atuando na
formag¢ao de matriz organica do osso. Assim, considerando os problemas
clinicos decorrentes das fenestracdes Osseas e a grande a variedade de
biomateriais e tratamentos disponiveis, ¢ importante avaliar se o uso

sistémico de um CRO possui efeito positivo no desses defeitos.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Relagdo entre o sucesso dos implantes, qualidade e

quantidade de remanescente 6sseo

Quando um dente estd ausente, varias opgdes de tratamento
podem ser oferecidas aos pacientes no intuito de restaurar a fungo ¢ a
estética perdidas com a auséncia do elemento dentario. Dependendo da
razdo da perda dentéria, a qualidade e quantidade de osso remanescente
podem ficar comprometidas. A extra¢ao dentdria estd diretamente ligada
a deformidades da crista oOssea alveolar, o que pode determinar
problemas estéticos e funcionais, especialmente na reabilitagdio com
proteses convencionais ou implanto-suportadas (BRANDAO et al.,
2002).

O osso alveolar perdido ou danificado, em resposta a doenga ou
trauma, pode causar problemas terapéuticos no tratamento reabilitador.
No entanto, outras etiologias podem também estar associadas, como
avancada perda 6ssea em funcdo da doenga periodontal, fratura radicular
extensiva, lesdo cariosa, lesdes periapicais, formagdo de abscessos,
injuria traumatica e perda de estabilidade do coagulo sanguineo
(BRANDADO et al., 2002).

A doenca periodontal traz danos muitas vezes irreversiveis aos
tecidos periodontais e, principalmente, ao o0sso. A reabsorcdo Ossea
alveolar leva a perda de suporte que compromete a inser¢ao do implante
e isso pode acarretar em problemas pré, trans ou pds-operatorios

(BRANDAO et al., 2002).
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O tratamento com implantes dentarios se tornou popular desde
o inicio de 1980 e o sucesso depende da qualidade e quantidade de
osseointegragdo obtida (CHAI, 2009). Conceitualmente, osseointegracio
¢ o termo que descreve a quantidade de novo osso formado que circunda
e tem contato direto como implante (BRANEMARK et al, 1969). A
osseointegracdo em implantes dentdrios ocorre quando os osteoblastos
migram para a micro-fenda entre o osso e a superficie do implante,
conectando-se diretamente a essa superficie (ERSANLI ef al., 2004).

O titanio ¢ o metal ideal para implantes dentarios pois permite a
formacdo de uma camada de 6xido em sua superficie que impede a
liberagdo de moléculas potencialmente toxicas. O tratamento da
superficie de implantes de titdnio pode ser realizado para acelerar sua
osseointegragdo, aumentando a for¢ca de adesdo osso-implante e
conduzindo a formagdo de uma estrutura 6ssea (ALLEGRINI et al,
2006; SCHWARZ et al., 2007b).

A evolugao da Implantodontia na tltima década trouxe consigo
a necessidade da utiliza¢ao de técnicas de aumento dos rebordos 6sscos
maxilares receptores dos implantes dentarios, através de enxertos 6sseos
e procedimentos para suas expansdes (PARK, 2000).

A disponibilidade dssea ¢ um fator importantissimo na
determinagdo da fungéo e estética dos implantes, especialmente em areas
anteriores onde o resultado estético das proteses determina o sucesso do
tratamento. Problemas anatomicos provocados pela auséncia de tecido
6sseo de suporte podem fornecer condigdes nao ideais para a
reconstru¢do da arcada dentdria e colocagdo dos implantes
osseointegrados em angulos favordveis (CHIAPASCO e ZANIBONI,
2009).



Em Implantodontia, a espessura e o volume da tdbua Ossea
vestibular sdo elementos fundamentais para a estética dos tecidos moles
gengivais, uma vez que deles depende diretamente a manutengdo do
perfil gengival. A reabsor¢do do osso alveolar inicia apds as extragdes
dentarias, e ¢ acelerada por problemas como infec¢do, trauma ou
proteses mal adaptadas. Isso resulta na diminui¢do da espessura e
volume o6sseo alveolar, dificultando a instalacdo dos implantes e o
sucesso a longo prazo (SEGUNDO, 2000; YEH e HSU, 2003; DI PILLO
e RAPORT, 2009; MACHADO et al., 2010; ERSANLI ef al., 2004).

A presenga de fenestragdo na porgdo vestibular do o0sso
alveolar; que suporta os tecidos moles ¢ a altura da crista Ossea
interproximal, influencia no nivel de papila gengival e na exposicdo das
roscas do implante (Figura 1A), comprometendo a estética e a
funcionalidade do tratamento podendo acarretar na perda do mesmo
(Figura 1 B) (STANLEY e AMARAL, 2009; CHIAPASCO e
ZANIBONI, 2009; SCHWARZ et al., 2008).

Figura 1 — Representagdo esquemdtica (A) e aspecto clinico de
fenestragdo éssea vestibular (B)’

* Figura 1A adaptada de http://www.212smiling.com/img/implant1.jpg
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A criagdo de fenestragdo, também chamada de deiscéncia Ossea,
no ato cirargico sem a reparagdo conveniente constitui em um dos
fatores contribuintes mais graves para o fracasso dos implantes
(AKAGAWA et al., 2009). As deficiéncias Osseas verticais sdo mais
dificeis de serem reparadas em comparacdo com as horizontais
(ERSANLI et al., 2004).

Uma das solugdes viaveis e previsiveis para problemas de
reabsorg¢des ou falta de tecido dsseo ¢ a utilizagao de osso autégeno. Para
aumentar o volume de rebordo alveolar existe consenso quanto a
utilizagdo de osso autdgeno intra-oral em pequenos defeitos ou osso
extra-oral, de crista iliaca, quando necessario um maior volume
entretanto isto exige a execucdo de uma cirurgia maior adicional
(TROMBELLI et al., 2010). Ja os enxertos xendgenos, em que o tecido ¢
oriundo de outra espécie, carregam o risco de transmissdo de doencas,
prions ou de gerar reposta imune do organismo receptor, podendo
resultar na completa reabsor¢do dos fragmentos utilizados
(YOSHIKAWA et al., 2008).

Assim, surgem outras opgdes para o tratamento desses defeitos
Osseos, como o uso da biomateriais hidroxiapatita e membranas
biologicas, que serdo relatados com mais detalhes posteriormente.
Ainda, ¢ importante ressaltar que para compreender como essas
alternativas  funcionam deve-se, primeiramente, ter um pleno
entendimento da composicao, estrutura e fisiologia do tecido dsseo.

2.2 Tecido 6sseo
2.2.1  Composicao
O osso ¢ formado por cerca de 65% de compostos minerais

(principalmente hidroxiapatita), 25% de matriz organica e 10% de dgua.



O colageno representa cerca de 90% (peso seco) de fase organica, os
10% restantes consistem de proteoglicanos de pequeno peso molecular e
proteina ndo-colagenas (FERRARIS e MUNOZ, 2006).

Apesar do o0sso ser basicamente constituido por minerais como
o célcio e o foésforo, possui também por outros elementos como o
magnésio, o fluor e o zinco. O célcio e o fosforo estabelecem uma
ligagdo de modo a compor cristais de forma hexagonal (hidroxiapatita)
que, ao serem depositados na substancia organica do osso, lhe atribuem
uma rigidez caracteristica (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

O tecido dsseo possui células que funcionam coordenadamente
mantendo-o e remodelando-o. E possivel distinguir trés tipos de células
especializadas: osteoblastos, ostedcitos ¢ os osteoclastos. Os osteoblastos
sdo células volumosas, com um nicleo de grandes dimensdes,
apresentando na sua constitui¢do finos prolongamentos. A sua missido
consiste em produzir a substincia ostedide, ou seja, a matriz ou a
substancia na qual os minerais sdo depositados. Os ostedcitos sao células
menores que correspondem a osteoblastos maduros e envelhecidos, que
tiveram suas atividades diminuidas ou cessadas. Embora estas células se
encontrem "presas" no interior da substancia ostedide por elas proprias
produzidas, podem ser ativadas se houver necessidade, reassumindo o
papel de osteoblastos. Os osteoclastos sdo células volumosas
constituidas por intimeros nucleos, cujo citoplasma ¢ muito rico em
organelas celulares. A missdo dos osteoclastos ¢ destruir e reabsorver o
0sso que perdeu vigor no decorrer do tempo, tendo participag@o ativa no
continuo processo de 6ssea (FERRARIS e MUNOZ, 2006; ANDRADES
etal., 2010; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).
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A substancia ostedide produzida pelos odontoblastos ¢ formada
por colageno e por material amorfo, o qual € basicamente composto por
mucopolissacaridos. Estes elementos constituem uma espécie de
pequenas laminas que ao assumirem uma determinada posi¢do permitem
a formacdo das unidades funcionais do osso, denominadas sistemas de
Havers (JUNQUEIRA ¢ CARNEIRO, 2004). Essa matriz ¢ mineralizada
sob a influéncia de proteinas formando cristais em forma de placa. A
maioria dessas placas de cristais de hidroxiapatita estdo localizadas em
uma estreita relagdo com as fibras de colageno (FERRARIS e MUNOZ,
2006).

2.2.2  Estrutura

O osso tem uma estrutura muito complexa, devido a atividade
caracteristica das células que o formam e a evidente necessidade de
todos os setores disporem de uma suficiente irriga¢do sangiiinea que lhes
permita assimilar de forma eficaz elementos nutritivos. De fato, a
substancia ostedide elaborada pelos osteoblastos ¢ disposta de modo a
formar uma série de pequenas laminas concéntricas a volta de um canal
central, que é atravessado por um vaso sangiiineo. O conjunto formado
por estas camadas concéntricas de osso denomina-se sistema de Havers
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Por sua vez, os sistemas de
Havers, que percorrem longitudinalmente os ossos, comunicam entre si
por intermédio de canais que lhes sdo perpendiculares e também
possuem um vaso sanguineo no seu interior - os canais de Volkmann
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). Assim, forma-se uma rede
canalicular que garante a perfusdo adequada e o aporte de nutrientes
necessarios ao correto metabolismo 6sseo. Ainda, 0ssos sdo constituidos

por dois setores com caracteristicas diferentes: uma parte mais compacta



denominada osso cortical ¢ uma parte esponjosa, 0 0sso trabecular
(KIMELMAN et al., 2007).

O osso cortical ¢ formado por laminas dsseas paralelas e
extremamente proximas entre si, constituindo uma substdncia dura e
compacta que confere resisténcia ao osso. Em termos gerais, este 0sso ¢
responsavel pela formacdo de uma camada exterior de espessura
varidvel, por sua vez revestida por uma membrana resistente denominada
peridsteo. O osso trabecular ¢ muito menos espesso, ja que ¢ formado
por laminas Osseas irregularmente dispostas nos varios sentidos,
deixando espagos livres entre si, ocupados pela medula Odssea
encarregado de elaborar as células sanguineas. Observado ao
microscopio, este 0sso tem um aspecto poroso, semelhante ao de uma
esponja (KIMELMAN et al., 2007).

O osso alveolar, também denominado de processo alveolar, faz
parte dos ossos gnaticos e correspondem as por¢des que contém 0s
alvéolos dentarios, cavidades cOnicas nas quais se alojam as raizes dos
dentes (FERRARIS e MUNOZ, 2006).

O osso alveolar ¢ formado por tabuas alveolares, sendo uma
vestibular e outra lingual ou palatina. Na maxila, a tdbua vestibular ¢
mais delgada do que a palatina na regido de incisivos e caninos e na
mandibula, a tabua vestibular ¢ mais delgada do que a lingual na regido
de pré-molares e incisivos e mais espessa na regido de molares (TEN
CATE, 2001). Nas extremidades dos ossos alveolares ha uma faixa de
tecido 6sseo compacto (cortical), podendo ser observada em radiografias
como uma faixa mais radiopaca. Ja no centro pode haver tecido dsseo
trabecular ou esponjoso. O 0sso esponjoso ¢ formado por trabéculas e

espacos medulares, entre os quais ha presenca de medula 6ssea (TEN
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CATE, 2001). Pode-se dizer que os processos alveolares sdo estruturas
odonto-dependentes que se desenvolvem juntamente com os dentes, na
presenca destes se sustentam ¢ quando ha auséncia de dentes o processo
alveolar atrofia dando origem as reabsor¢des osseas (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 2004).

2.3 Tratamento das fenestracGes 0sseas

A presenca de defeitos 6sseos, independente de sua natureza,
limita as op¢des de posicionamento dos implantes, fazendo com que,
freqiientemente, o cirurgido-dentista se depare com situa¢des nas quais
as fenestragdes parciais ou totais da parede vestibular resultem em
exposi¢des de roscas do implante (TRITTEN et al, 1995). A ndo
cobertura total das roscas do implante por tecido 6sseo pode acarretar na
reabsor¢do da crista 6ssea alveolar e conseqiiente migracao apical da
margem gengival, causando problemas estéticos, dolorosos ¢ infecciosos
ao paciente (YEH e HSU, 2003).

A fenestragdo pode ocorrer durante ou apds instalagdo do
implante ou surgir com o uso de expansores 0sseos. € mais comum na
tabua ossea vestibular, porém pode ocorrer na lingual também. Em casos
de fenestracdo extensa, impossibilitando travamento, ¢ mais indicado
primeiramente o procedimento de enxerto e uma segunda cirurgia para
instalagdo do implante (BARBOSA et al., 2009). Entretanto, quando a
estabilidade primaria ¢ obtida, entre as opg¢des de tratamento utilizadas
para o reparo desses defeitos 0sseos estdo a hidroxiapatita € membrana
reabsorvivel.

2.4  Osteoinducdo e osteoconducao
A osteoinducdo é o ato ou processo de estimular a osteogénese.

A osteoindugdo € ativa e representa a habilidade do enxerto em estimular



a producdo Ossea, atraindo células mesenquimais, que mais tarde se
tornardo osteoblastos (ALEXANDER et al., 1987).

Ja a osteocondugdo ocorre quando uma matriz fisica serve de
arcabougo para formagdo de um novo o0sso. A osteocondugdo é passiva,
sendo representada pela habilidade do enxerto em permitir a invasao
vascular e celular proveniente da area receptora. Isto ird depender
basicamente do numero e tamanho dos canais através do enxerto,
trazendo entdo os componentes necessarios a formagao 6ssea (WEIGEL,
1996).

A osteoconducdo ¢é o processo tridimensional de
intracrescimento de capilares em processo de brotamento, do tecido
perivascular, das células osteoprogenitoras do leito recipiente em dire¢do
a estrutura de um implante ou enxerto (OPPENHEIMER et al., 2008).
Exemplos de materiais osteocondutores sdo a hidroxiapatita, o 6xido de

aluminio e o 6xido de titinio (MARZOLA, 2005).

2.5 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita ¢ o principal componente dos ossos e dentes, e
tem sido amplamente utilizada como um importante substituto 6sseo.
Esta substancia se distingue das demais ceramicas a base de fosfato de
calcio por ser similar a por¢do inorgdnica do tecido Osseo, ser
biocompativel, ter boa resisténcia mecénica, ser bioativa, atoxica,
radiopaca e permitir o acompanhamento periddico através de exames de
imagem (MACHADO et al., 2010; DENNY e BUTTERWORTH, 2006).

As hidroxiapatitas sdo usadas extensivamente na regeneragao de
defeitos dsseos, por serem muito semelhante a fase cristalina do osso.

Desde a década de 1980, blocos e granulos da cerdmica a base de
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hidroxiapatita de calcio porosa sdo usados em cirurgias ortopédicas,
dentais e craniofaciais. Entretanto, existem poucos relatos que indicam
que os poros dessas ceramicas sdo totalmente preenchidos por tecido
6sseo neoformado, provavelmente devido as poucas conexdes entre os
poros desta estrutura. Portanto, o desenvolvimento de cerdmicas a base
de hidroxiapatita de calcio porosa com conexdes interporos de didmetro
adequado ¢ importante para que a hidroxiapatita seja considerada o
substituto ideal de osso (YOSHIKAWA et al., 2008).

Ha uma grande semelhanga entre a hidroxiapatita natural e a
sintetizada em laboratorio no que diz respeito a sua composi¢do quimica
e comportamento in vivo. A hidroxiapatita apresenta reabsorcdo e
remodelagdo Ossea muito lenta, fazendo com que se mantenha no
organismo durante anos. Apresenta uma estrutura favoravel a invasdo
vascular, mas a lentiddo de reabsor¢do e integragdo assim como a
dificuldade em manter os granulos no local do defeito dsseo, levou a
necessidade de criar compdsitos e pastas com caracteristicas de
biofuncionalidade superiores as dos seus constituintes individualmente
(ARTZI et al., 2003a).

A osteogénese induzida por osteoblastos ¢ caracterizada por
uma sequéncia de eventos que envolvem adesdo celular e proliferacao
celular, seguidas da expressdo do fendtipo do osteoblasto. No entanto, a
adesdo e proliferagdo celular na hidroxiapatita pode ser modificada
devido as caracteristicas topograficas da sua superficie. Essas
caracteristicas sdo  determinadas pelas  microporosidades da
hidroxiapatita.

A topografia da superficie exerce grande influéncia sobre a

atividade de fosfatase alcalina, adesdo celular, morfologia e proliferagao



de células oOsseas. Utilizando discos de hidroxiapatita com diferentes
porcentagens de microporosidades, sobre os quais foram cultivadas
células osteoblasticas derivadas do osteosarcoma de ratos foi observado
que a proliferacdo celular ¢ a atividade de fosfatase alcalina foram
maiores em superficies regulares do que em superficies irregulares. De
modo que superficies mais regulares favorecem a diferenciagdo de
osteoblastos e, conseqiientemente, tornam o material mais
biocompativel. Quanto a morfologia celular, as células cultivadas sobre
superficies mais regulares se apresentaram com ondulagdes ¢ maior
nimero de filamentos; ja as células cultivadas sobre superficies
irregulares ndo apresentaram curvaturas nem filamentos (ROSA et al.,
2002).

Diversas formas de hidroxiapatita estdo disponiveis para
aplicagdes clinicas. A hidroxiapatita sintética ¢ a mais freqlientemente
utilizada, mas ndo reproduz, totalmente, a composi¢ao quimica do osso.
A hidroxiapatita bovina ¢ uma alternativa interessante para o0s
procedimento de regeneragdo dssea devido ao menor custo de producao
e a sua composic¢ao semelhante ao osso (DELIGIANNI et al., 2001).

Virias formas sintéticas dessa substancia estdo disponiveis com
grande utilidade na regeneracdo de defeitos Osseos. Ela atua como um
arcabouco (suporte passivo) oferecendo condi¢des para que ocorra
neoformagdo vascular, proliferacdo celular, crescimento fibrovascular e
formacao de ostedide culminando no crescimento do osso mineralizado
(DENNY e BUTTERWORTH, 2006). O processo de neoformacgao
acontece quando os osteoclastos iniciam a reabsor¢do de uma particula
de hidroxiapatita. As particulas menores de hidroxiapatita mais proximas

do o0sso sdo atraentes para os osteoblastos que por sua vez aderem-se
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rapidamente e iniciam a deposi¢do dssea enquanto os osteoclastos tém
acesso a outras particulas mais profundas dando prosseguimento ao
processo (CLARKE et al., 2004).

As hidroxiapatitas apresentam caracteristicas  diferentes
dependendo do processo de fabricacdo. O tamanho dos cristais depende
da temperatura de sinterizagdo: altas temperaturas dao origem a
compostos cristalinos e grandes: ja os obtidos em temperaturas baixas
apresentam baixa cristalinidade e tamanho pequeno. Os métodos de
precipitacdo por via umida s3o preferidos, devido ao produto obtido
apresentar caracteristicas similares as do tecido dsseo e dentario (RIGO
et al.,2007).

O diametro dos poros ¢ um fator importante a ser observado em
relagdo ao potencial osteocondutor da hidroxiapatita. Os poros da
cerdmica a base de hidroxiapatita de calcio sdo desenvolvidos para que
sejam gradualmente preenchidos por tecido 6sseo neoformado. Um
estudo feito por Shigeishi et al. (2012) mostrou que 0s poros maiores sao
mais interessantes pois poros pequenos (de tamanho 45-80 pum) nao
foram totalmente preenchidos com tecido Osseo apds 4 meses da
implantacdo. Os autores ainda observam que poros maiores do que 80
um sdo preferidos para migracdo de osteoblastos e consequente
formacao dssea.

Além do tamanho dos poros, outro fator muito importante a ser
observado ¢ a maneira pela qual estes poros estdo conectados, ou seja, a
quantidade de formagdo o6ssea no interior deles depende da rede de
conexao dos poros. A interconexao dos poros induz migracao, adesdo e
proliferagdo de osteoblastos no interior destes. A cerdmica a base de

hidroxiapatita de calcio possui estrutura tridimensional, na qual os poros



sdo de tamanho uniforme, e sdo interconectados por “janelas”. Essa
interconexdo tem potencial para compensar o crescimento limitado de
tecido 6sseo dentro dos poros (YOSHIKAWA et al., 2008).

As ceramicas de hidroxiapatita com poros interconectados
possuem poros suficientemente largos para abrigar o crescimento dsseo
em seu interior. Esse tipo de hidroxiapatita ¢ usada para promover
osteocondugdo in vivo, em cirurgias ortopédicas e na engenharia de
tecido 6sseo com uso de células-tronco (YOSHIKAWA et al., 2008).

Uma forma da hidroxiapatita que merece atengdo ¢ a
apresentada em granulos, ja que esta forma facilita a adaptagdo e
contorno dos defeitos 0sseos e ¢ quimicamente estavel. Granulos porosos
sdo bem tolerados pelo tecido o6sseco, além de facilitar a infiltragdo de
osteoblastos e proliferacdo de vasos sanguineos essenciais ao processo
regenerativo (PINHEIRO et al., 2008).

2.6 Membranas biol6gicas

As membranas bioldgicas sdo usadas como uma barreira fisica
(mantendo as células 6sseas confinadas) o que permite uma regeneracao
tecidual guiada (RTG), impedindo assim que as células nao osteogénicas
infiltrem no local de reparo, o que influencia na qualidade da
cicatrizacdo (YEH e HSU, 2003; BUSER, 2006). A permeabilidade da
membrana permite troca de nutrientes e favorece a RTG. Desse modo,
fatores de crescimento (responsaveis pela neoformacgdo dssea) ficam
concentrados no local de reparo, melhorando a qualidade ossea pela
eliminacdo de interferéncia das células do conjuntivo epitelial e gengival
(OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005).

Membranas biocompativeis sdo muito empregadas na

Odontologia com intuito do estimular a regeragdo 6ssea em defeitos
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Osseos presentes na cavidade bucal. A maioria das membranas de
colageno disponiveis comercialmente ¢ proveniente do colageno tipo I,
mas existem membranas compostas de colageno tipo III . A origem do
colageno pode ser proveniente de diferentes espécies (bovina, suina e
ratos) e sitios anatomicos (pericardio, dura-mater, fascia do temporal,
derme, tenddo entre outros). As membranas de trama colagena sdo
consideradas agentes hemostaticos naturais que possuem a habilidade de
promover agregagdo plaquetaria, facilitando o inicio do processo de
reparo ¢ a maturagdo da ferida. Apresentam também baixa
imunogenicidade, capacidade para aumentar a espessura dos tecidos,
facil manipulacdo, além de ndo levarem a formagdo de queldide nos
procedimentos regenerativos (SCHWARZ et al., 2008).

As membranas podem ser absorviveis ou ndo, e fatores como
sua constitui¢do, morfologia, textura da superficie, tamanho das
porosidades e duragdo da integridade funcional podem influenciar no
éxito da sua utilizag@o para a regeneragdo Ossea. As absorviveis podem
ser de colageno, cortical bovina liofilizada ou celulose oxidada, e sdo
amplamente usadas na Odontologia devido ao baixo custo e qualidade
clinica comprovada. As membranas ndo-absorviveis sdo feitas de
politetrafluoretileno expandido sdo ainda bastante usadas em virtude das
suas excelentes propriedades mecénicas, biocompatibilidade e facilidade
de manejo (ARTZI et al., 2003b) entretanto exigem uma fase cirargica
adicional para sua remogao (MOSES ef al., 2005).

Na Odontologia, a principal utilizacdo da técnica de RTG
compreende as lesdes periodontais, entre elas, as de comprometimento
de furca, as infradsseas e os procedimentos cirirgicos combinados a

cirurgia parendoddntica. A técnica de RTG, ¢ indicada, principalmente,



para fechamento de defeito 6sseo alveolar, alargamento ou aumento de
rebordo alveolar, deiscéncia Osseas alveolares, associadas a implantes
bucais, instalagdo de implantes imediatos apds extragdo entre outros. Os
procedimentos com membranas absorviveis tém a vantagem de eliminar
uma segunda etapa cirurgica necessaria para sua remog¢ao evitanto assim
traumas nos novos tecidos formados (MOSES et al., 2005). Por outro
lado, uma grande desvantagem das membranas ¢ a biodegradacao rapida,
0 que pode gerar interferéncia de tecidos vizinhos no defeito 6sseo
(ROTHAMEL et al., 2005; SELA et al., 2003).

Assim, para evitar a formagdo dedeiscéncias, o isolamento da
ferida com membranas pode ser aplicado para impedir a invaginagdo do
epitélio para dentro do alvéolo e favorecer a proliferagdo de células
necessarias para a cicatrizagdo. Desse modo, a membrana faz um
confinamento do coagulo dentro do alvéolo, ocorrendo assim uma
angiogénese ¢ conseqiientemente, através de células osteoprogenitoras,
havera uma formagao 6ssea (SCHWARZ et al., 2007a; FRIEDMANN et
al., 2002; SCHWARZ et al., 2008). Esse coagulo formado, sera a fonte
de células osteogénicas que dardo origem a vasos sangliineos. E a partir
dai a angiogénese desempenha um papel importante na regeneragao
ossea, incluindo a osseointegracdo (SCHWARZ et al., 2008).

A agdo estabilizadora da membrana permite que a agdo
mecanica que atua no retalho seja aplicada na propria membrana
livrando o coagulo dos movimentos que durante os estagios iniciais de
cicatrizacdo da ferida sdo suficientes para desviar a diferenciacdo de
células mesenquimais em fibroblastos ao invés de osteoblastos

(SCHWARZ et al., 2006).
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2.7 O uso de membranas reabsorviveis e hidroxiapatita para
regeneracao éssea

Existem diversos estudos a respeito dos diferentes tratamentos
para o reparo de defeitos dsseo, envolvendo modelos animais e seres
humanos. Estes mostram resultados positivos para as variadas opc¢des de
tratamento das fenestragdo porém sem consenso sobre a op¢do mais
eficiente.

Cho et al. (1998) avaliaram a formagdo oOssea alveolar em
deiscéncia de implantes dentarios em mandibula de cdes. Foram
utilizados 32 implantes, sendo metade com tratamento de superficie do
tipo jateamento de plasma e a outra metade revestidos com
hidroxiapatita. Os implantes foram instalados apds as extra¢des de pré-
molares. Previamente a inser¢do dos implantes foram criadas
fenestragdes de 3 mm de largura e 5 mm de altura na porgao vestibular
do osso. Os implantes foram recobertos somente com coagulo, coagulo e
membrana, somente membrana membrana ou tecido gengival. Apés 12
semanas, nao foi observada influéncia do tratamento de superficie nos
tecidos obtidos. A associacdo da RTG com membrana (enxerto
aloplastico) resultou em fechamento quase completo do defeito,
entretanto a taxa de formacao 6ssea foi maior para o grupo de RTG sem
enxerto 6sseo. Como conlusdo, o estudo destaca que a RTG somente foi
capaz de promover fechamento do defeito 6sseo e a adicdo de enxerto
aloplastico ndo melhorou o processo de cicactrizagdo no modelo
estudado.

Brunel et al. (2001) submeteram 14 pacientes a procedimentos
de RTG com membrana de coldgeno e enxerto de hidroxiapatita em

rebordos alveolares. Apos 8 meses, os reborados alveolares foram



reabertos para colocag@o de implantes e obtengdo de tecido para bidpsia.
Foi observada uma grande quantidade de granulos residuais de
hidroxiapatita e ostedcitos, além de ativa reabsor¢do dssea que denota
um processo dindmico de remodelagdo ossea.

Artzi et al. (2003a) avaliaram a taxa de osteocondu¢do de um
material 6sseo bovino inorganico em defeitos dsseos criados em caes,
protegidos ou ndo por uma membrana de coldgeno bioabsorvivel em
diferentes periodos de acompanhamento. Foram criados bilateralmente
quatro defeitos intra-6sseos ovais (5 de largura x 4 mm de altura) na
mandibula dos c@es. Em dois sitios foram utilizados osso bovino
inorganico ¢ em outros dois sitios permaneceu apenas o coagulo
sangiiineo. Uma membrana colagena recobriu um defeito com e sem
o0sso bovino. Em ambos grupos, o padrio crescente de osteocondugio ao
longo dos diferentes periodos avaliados (até 24 meses) foi semelhante,
bem como o padrio de diminui¢do da concavidade remanescente da
configuracao do defeito. Em 3 meses, nos sitos onde nio havia protecao,
a area de formagdo Ossea foi de 23,1% e no sitio com protecao, foi de
26,4%. Nao houve diferenca entre os defeitos protegidos ou nao pelas
membranas exceto para a presenca de centros altamente ossificados ao
redor dos defeitos protegidos. No sitios com enxerto, a protecdo da
membrana mostrou area de neoformacdo Ossea proxima as paredes
Osseas remanscentes e particularmente sob a membrana, estabelecendo
uma ponte Ossea sobre o defeito nos diferentes periodos avaliados. O
grupo com o coagulo sem prote¢do mostrou formacdo dssea somente na
base e proximo as paredes Osseas deixando a area neoformada com
aspecto concavo. Apds 2 anos, os sitios em que foram usados enxertos

estavam completamente regenerados, entretanto, particulas ndo
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reabsorvidas completamente circundadas pelos osso neoformado ainda
eram encontradas.

Oliveira et al. (2004) trabalharam na técnica da RTG baseada
na separagao dos tecidos através de membranas ou barreiras. O objetivo
do estudo foi avaliar a resposta tecidual a membrana obtida da cortical
de ratos. A andlise dos cortes histolégicos mostrou que a reabsor¢ao da
membrana se iniciou 15 dias pds-implantacdo e ao final de 60 dias
apenas resquicios foram detectados em alguns animais. Foi observado
também que a presenga do calcio no biomaterial ativou o recrutamento
de células gigantes multinucleadas, o que levou a explicar a maior
rapidez da degeneragdo da membrana.

Schwarz et al. (2008) avaliaram o padrdo imunohistoquimico da
RTG, utilizando diferentes tipos de membranas como barreira e
explorando o uso de hidroxiapatita em defeitos de deiscéncia em 12 caes
da raga beagle. Os tipos de membranas estudadas foram a base de
colageno, colageno do miocardio, colageno reforgado com titdnio e
politetrafluoretileno expandido. O coagulo foi utilizado como grupo
controle. Ap6s 1, 2, 4, 6, 9 e 12 semanas de cicatrizacdo, laminas foram
processadas para imuno-histoquimica e andlise histomorfométrica
mostrando em geral, a angiogénese e formagdo de novo osso. Houve
maior formagdo 6ssea nas membranas de politetrafluoretileno expandido.
Foi observado que em 4 a 8 semanas houve uma grande formagdo de
vasos sangiiineos e apds 24 semanas ndo houve mais sinais de
marcadores ligados angiogénese. A extensdao do implante em contato
com o osso neoformado (BIC — Bone-Implant Contact) apds 12 semanas
foi estimada em 62% para o coagulo, 56% com uso da hidroxiapatita e

59% com uso membrana.



Machado et al. (2010) avaliaram a biocompatibilidade ¢ a
osteocondug@o em 3 defeitos cirirgicos (2 mm de didmetro) na tibia de
ovelhas, preenchidos com microesferas de nano-hidroxiapatita, coagulo
(controle) e microesferas de nano-hidroxiapatita com estroncio. Apos 30
dias do preenchimento dos defeitos com os materiais, os blocos 6sseos
foram removidos e os animais mantidos vivos. O grupo controle
(coagulo) teve neoformagdo dssea da periferia para o centro do defeito
0sseo, ja os grupos contendo as hidroxiapatitas também apresentaram o
mesmo padrdo de neoformagdo O6ssea mas a porgdo central do defeito
estava composta por tecido conjuntivo frouxo com presenga de
biomaterial. Foi observado que o estroncio promove uma neoformagao
O0ssea em intimo contato com o biomaterial, porém com menos
intensidade de formagdo 6ssea. Além disso, a hidroxiapatita contendo
estroncio promove a adesdo de células osteoprogenitoras ¢ proliferacao
celular.

2.8 Compexo Regenerador Osteoarticular - CRO

O CRO ¢ composto de varias substincias/elemento que
influenciam no restabelecimento das perdas quali-quantitativas das
cartilagens articulares, possivelmente atuando também na formacgao de
matriz organica do o0sso, consistindo assim em regenerador
osteoarticular.

Essa classe de medicamentos faz parte do grupo recentemente
denominado como drogas osteoartriticas modificadoras da doenga, visto
que seus efeitos tém por objetivo prevenir, retardar ou reverter as
alteragdes patologicas da cartilagem (SARZI et al., 2005). Geralmente,
seu uso esta indicado quando se suspeita de lesdes na cartilagem e nem

tanto nos casos de sinovite. O tratamento profilatico é aventado
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(CONSTANCE et al, 2004). Dentre os principais componentes dos
complexos  regeneradores  disponiveis  pode-se  destacar  os
glicosaminoglicanos, sulfato de condroitina, vitaminas e elementos
quimicos como zinco, magnésio ¢ mangangés.

A cartilagem ¢ composta por glicosaminoglicanos, colageno,
acido hialurénico, proteoglicanos, bem como outros lubrificantes
(SUMMERS et al., 1994). E um tecido que apds o desenvolvimento, se
expande em tamanho por deposi¢ao de colageno e glicosaminoglicanos
exigindo uma fonte de sulfatos organicos para essa sintese. Os
glicosaminoglicanos sdo metabolizados pelo corpo liberando o sulfato
livre, que ¢ excretado através da urina. Uma deficiéncia de manganés
pode reduzir a quantidade e qualidade da cartilagem (YAMKA et al.,
20006).

Um componente natural da cartilagem que reveste as
articulagdes ¢ o sulfato de condroitina o qual ¢ um composto que
bloqueia as enzimas que podem destruir o tecido cartilaginoso. Acredita-
se também o sulfato de condroitina serve para promover retencdo de
agua e elasticidade na cartilagem articular (NEWNHAM, 1994).

Os glicosaminoglicanos e o sulfato de condroitina A (principio
ativo do complexo regenerativo) exercem agdes também na cartilagem
osteoartrotica, favorecendo a atividade reparativa frente a perdas
ocorridas por lesdes degenerativas e estimulando o metabolismo da
cartilagem (VIEIRA et al., 2010).

Os condroprotetores (glicosaminoglicanos e o sulfato de
condroitina A) sdo substancias compostas por agentes semelhantes aos
componentes da matriz cartilaginosa e tem sido muito empregados nos

tratamentos de doengas articulares degenerativas na medicina



veterinaria. Eles possuem agdo antiinflamatoria e sdo capazes de reduzir
a perda de proteoglicanos e colageno, pela inibigdo de enzimas
degradativas da cartilagem, além de terem uma ag@o estimulatoria sobre
a sintese destes compostos, promovendo aumento na proliferacdo de
condrocitos e sintese de matriz (CLARK, 1991; VAUGHAN-SCOTT e
TAYLOR, 1997).

O sulfato de condroitina possui acdo antiinflamatoria
semelhante & da glicosamina, inibindo diversas proteases e citocinas
prejudiciais a cartilagem que sdo secretadas por leucocitos e condrocitos.
Ele ainda ¢ capaz de inibir a depressdo de proteoglicanos da cartilagem
articular induzida por agentes que mimetizam a degeneragdo natural
(VAUGHAN-SCOTT e TAYLOR, 1997).

As vias oral e intramuscular sdo as formas de aplicagdo mais
utilizadas. A utilizagdo desses compostos por via oral ocorre na forma de
suplementos alimentares diarios. Os mais comumente encontrados sao a
glicosamina ¢ o sulfato de condroitina. O mecanismo exato de
funcionamento, porém, ainda deve ser esclarecido. Da mesma forma
para o sulfato de condroitina, que demonstrou efeitos semelhantes a
glicosamina. Parece haver um sinergismo entre os dois compostos, o que
justifica o seu uso associado. A dose utilizada varia conforme a
preparagdo comercial (CONSTANCE et al., 2010).

Outras vitaminas e minerais como fosforo, zinco, magnésio,
manganés, vitamina K, vitamina B6 e vitamina B12 também sdo muito
importantes para o desenvolvimento das cartilagens e crescimento dos
0sso0s. A vitamina B6, tal como a maioria das vitaminas do grupo B, ¢
essencial para o funcionamento de numerosas enzimas. A sua

importancia estad relacionada com o controle dos niveis de colesterol,
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pressdo sangiiinea e no funcionamento cardiaco e muscular (ELLIS et
al., 1991).

O zinco (Zn) ¢ material citotoxico que quando usado em
grandes concentragdes inibe o crescimento dos cristais de apatita,
retardando o crescimento 6sseo. Em baixas concentracdes, os ions Zn
estimulam o efeito de formacdo dssea, aumentando a quantidade de
proteina, o conteudo de calcio e a atividade de fosfatase alcalina das
células oOsseas. Também tem efeito na reabsor¢do de osteoclastos
(YAMAGUCHI, 2010). O zinco ¢ um mineral essencial para reparar
feridas, crescimento em criangas, sintetizar proteinas, ajudar as células a
se reproduzir, aumentar imunidade ¢ proteger contra os radicais livres.
Exerce também  atividades anti-inflamatéria e  antioxidante
(NEWNHAM, 1994).

O magnésio ¢ outro mineral importante na manuten¢do da
massa 6ssea. O magnésio participa na atividade enzimatica e envolve o
fornecimento de energia as células. Age sobre o sistema nervoso central
e o sistema nervoso simpatico e também sobre o aparelho muscular;
além disso, ele beneficia o equilibrio do célcio e intervém na contragdo
normal dos musculos: logo, ¢ indicado para as pessoas que sofrem de
perturbagdes neuropsiquicas e aos deficientes cardiacos. O magnésio,
além do mais, intervém diretamente na luta contra certos germes
infecciosos (GARLAND, 1992).

O manganés ¢ um elemento de propriedades dessensibilizantes
e um dos mais uteis para corrigir as disfungdes. A eficdcia de sua agdo
atua nos estados alérgicos, em casos de artrose, na fadiga habitual, nas
manifestacdes de ansiedade ¢ na disfuncio da tiredide. E também

indicado em caso de atrites dolorosas, e em certos disturbios digestivos



que atingem sobretudo o estdmago ¢ o duodeno. Para reforgar sua agéo
terapéutica ele ¢, segundo o caso, associado quer ao cobre, quer ao
cobalto (WALTER et al., 1991).

O cobre possui uma intervengdo catalitica sobre o organismo ¢
indispensavel para a fixacdo do ferro nos gldébulos vermelhos do sangue,
de onde sua utilidade em caso de anemias e astenias: porém, suas
maiores propriedades sdo a luta contra as inflamagdes e as infeccdes.
Associado ao mangangs, reforca a agdo deste nos estados alérgicos e nos
reumatismos inflamatdrios, regularizando e estimulando a acdo das
capsulas supra-renais: sua prescricdo permite ao organismo formar
anticorpos ¢ antitoxinas microbianas (BAIERLE et al., 2010).

Muitos dos componentes dos CRO possuem relagdo com os
mecanismos ¢ metabolismo 6sseo. A formagdo osséa per se também ¢
intimamente ligada com processos envolvendo cartilagens uma vez que a
formacdo de ossos longos se da por via endocondral. Desta forma, ¢é
possivel aventar que o CRO possa favorecer de alguma forma a
neoformacao 6ssea em areas defeituosas.

Face a diversidade de resultados obtidos com diferentes
tratamentos locais e a auséncia de estudos avaliando o uso de CRO para
regenerar defeitos 6sseos em implantes dentarios, este estudo tem como
objetivo avaliar diferentes tipos de tratamento para a formacdo de tecido
osseo em fenestragdes Osseas vestibulares de implantes dentarios. Sera
testada a hipotese de que a hidroxiapatita associada ao CRO aumenta a
conducdo da formagdo de osso em casos de fenestragdes Osseas

vestibulares, comparado aos demais tratamentos.
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3 OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo investigar o uso de membrana
colagena reabsorvivel e hidroxiapatita associadas a um CRO na
regeneracdo Ossea de deiscéncias em implantes dentarios. A hipotese a
ser testada ¢ que a associagdo de hidroxiapatita ¢ CRO promove um
aumento significativo da altura e quantidade de osso formado bem como
o comprimento de contato entre implante e osso comparados aos outros

tratamentos investigados.



4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade de Passo Fundo em marg¢o de 2012 (Parecer
CEUA-UPF N° 002/2012) (Anexo 1).

4.1  Caracterizacdo dos materiais para regeneracao

Os biomateriais utilizados (membrana e hidroxiapatita) e os
implantes foram previamente caracterizados utilizando microscopia
eletronica de varredura (MEV, JEOL-JMS-T33 A Scanning Microscope,
JEOL Inc., Peabody, USA).

4.2  Selecéo e adequacéao dos animais

Doze cédes foram selecionados ¢ submetidos a procedimentos
cirargicos para instalagdo de implantes osseointegraveis no fémur
direito. Foram selecionadas fémeas de raca indefinida com idade entre 3
a 5 anos e massa corporal variando de 10 a 25 kg. Os critérios de
exclusdo foram: cdes gestantes, problemas fisicos e exames laboratoriais
de sangue fora dos padrdes normais aceitaveis para realizagdo de
cirurgias.

Os cdes, foram identificados com uma tatuagem com
numeracao na orelha e mantidos no Biotério da Universidade de Passo
Fundo durante o periodo do estudo (90 dias). Os animais receberam
medicacdo antiparasitaria, antifingica e antibiotica e foram submetidos a
um periodo de adaptagdo de 15 dias no Biotério sob supervisdo de um

médico veterinario credenciado pelo da Universidade de Passo Fundo.
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Todos os procedimentos cirirgicos foram realizados no Hospital
Veterinario da Universidade de Passo Fundo.

Antes do inicio dos procedimentos cirtrgicos os animais foram
submetidos a jejum alimentar de 12 horas e hidrico de 4 horas e exames
laboratoriais sangiiineos. A medicag¢do sedativa pré-anestésica aplicada
foi acepromazina 0,05 mg/kg ¢ morfina 0,4 mg/kg, ambos de forma
intra-muscular, 15 minutos antes da indug¢do anestésica. A inducdo foi
realizada com propofol 4 mg/kg diluido em soro através de acesso
venoso. A manutengdo sedativa foi realizada por via traqueal com o uso
de isoflurano em vaporizador universal com 100% de oxigénio. O
controle da dor transoperatoria foi realizado utilizando lidocaina 2% (4
mg/kg) associado a morfina 0,1 mg/kg.

No transoperatorio foi usado o antibidtico cefalotina 25 mg/kg e
antiinflamatorio meloxican 0,2% (0,2 mg/kg). O controle pds-operatorio
foi realizado por 3 dias com uso de meloxican 0,2% (0,1 mg/kg),
tramadol 3 mg/kg e cefalotina 25 mg/kg.

4.3 Insercdo dos implantes e confeccdo dos defeitos Gsseos
(fenestracdes)

Os caes foram submetidos a instalacdo de quatro de implantes
de titdnio comercialmente puro no fémur direito. Os implantes sdo de
titanio grau IV, hexagono externo (Figura 2), sem tratamento de
superficie (usinada), com dimensdes de 3,3 mm de didmetro ¢ 10 mm de

altura (DSP Biomedical®, Campo Largo, Paran4, Brasil).



Figura 2 — Implante 3,3 diametro x 10 mm de altura de superficie
usinada

Os procedimentos cirtirgicos foram realizados de acordo com os
principios de biosseguranga. Os materiais e instrumentais utilizados para
na realizacdo das cirurgias foram esterilizados em autoclave. Foi
realizada a tricotomia nas regides de acesso cirurgico. Essas regides e
todos os equipamentos receberam anti-sepsia com iodopovidona (PVPI)
10%.

O acesso cirargico foi realizado com lamina de bisturi n® 15 na
regido externa do fémur direito dos animais (Figura 3). Apds o
rebatimento dos tecidos realizado por médico veterindrio (Figura 4),
foram realizadas perfuracdes com fresa em forma de langa com ponta
triangular e de perfil 2,0 mm para marcagdo inicial do local de instalagao
dos implantes (Figura 5), respeitando uma distdncia de 5 mm entre as

perfuracdes.
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Figura 4 — Rebatimento dos tecidos




Figura 5 — Fresa em forma de lnga para marcagdo inicial da
perfuragdo

Para realizar as perfura¢des, utilizou-se um motor elétrico
(Modelo Driller Smart®, Sdo Paulo-SP, Brasil) com mostrador digital de
torque ¢ velocidade controlados, além de um contra-angulo redutor
(Koncept 20:1, Kavo, Sdo Paulo, Brasil).

Em funcdo da morfologia do fémur dos cdes, foi necessario
fazer algumas modificagdes na técnica de insercdo dos implantes
visando garantir uma estabilidade primaria destes a partir da porgao
ossea cortical. Isto porque, a cortical externa do fémur destes animais
tem cerca de 2 mm de espessura, seguida de uma por¢do medular com
trabeculado  dsseo  praticamente  inexistente, de consisténcia
extremamente macia.

Assim todos os sitios 6sseos foram preparados obedecendo a
seguinte seqiiéncia, conforme indicagdes do fabricante do sistema de

implante (DSP Biomedical®, Campo Largo, Parana, Brasil):
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1. fresa em forma de langa com ponta triangular e de perfil 2,0 mm
para marcagdo inicial da perfuragao;
2. fresa helicoidal de 2,0 mm de didmetro para penetragdo intra-

Ossea, apenas para romper a cortical dssea superior;

3. fresa helicoidal de 2,5 mm de didmetro para alargamento da
perfuracao.

Toda seqiiéncia de fresagem foi realizada na velocidade de
1200 rpm (rota¢des por minuto) e torque de 35N/cm, usando um contra-
angulo redutor de 20:1 através do osso cortical, com uma constante ¢
intensa irrigagdo externa de soro fisiologico a 0,9 % para evitar o
superaquecimento 0sseo.

Apds, foram confeccionados os defeitos Osseos (fenestragdo)
com broca trefina de 4 mm de didmetro (Figura 6) e irrigacdo abundante
com soro fisiologico.

Esses defeitos produzidos possuiam 4 mm de largura e 4 mm de
altura medidos com uma sonda milimetrada. Para auxiliar na remogdo da
cortical 6ssea apds o corte feito pela trefina, foi utilizado um descolador
de molt nimero 4.

Os implantes foram inseridos com o contra-angulo em
velocidade reduzida de 30 rpm através de conectores compativeis com o
didmetro, sem contato manual direto com o animal (Figura 7). Estes
foram inseridos até o limite da cortical ossea superior. Todos os
implantes receberam um parafuso de cobertura (Figura 8) e seus
respectivos tratamento de acordo com seu grupo experimental.

Clinicamente todos implantes obtiveram boa estabilidade primaria.



Figura 6 — Broca trefina de 4 mm de diametro

Figura 7 — Instalagdo dos implantes apos criacdo das fenestragoes
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Figura 8 — Implantes recebendo a tampa de cobertura

A Figura 9 mostra os implantes insatalados e as fenestragoes

criadas.

Figura 9 — Implantes instalados com fenestracoes antes do tratamento

52



4.4 Tratamento das fenestracdes

Todos os cées receberam quatro implantes ¢ foram submetidos
aos quatro tratamentos locais de acordo com o esquema da Figura 10.

Coagulo: o defeito 6sseo e o implante foram recobertos com o
coagulo e o tecido mole reposicionado (controle);

Mem: o defeito 6sseo e o implante foram recobertos pela
membrana reabsorvivel de colageno bovina (GenDerm®, Baumer S.A.,
Mogi Mirim, SP);

HA: o defeito d6sseo e¢ o implante foram recobertos com
hidroxiapatita (OsteoGen®, Intra-Lock, Impladent LTD, EUA);

HA-+Mem: o defeito 6sseo ¢ o implante foram recobertos com

hidroxiapatita e membrana reabsorvivel de colageno bovina.

Grupo Tratamento

Codgulo & Codagulo qﬂ
L
B
n
HA+Mem N
e

Figura 10 — Representa¢do dos quatro grupos experimentais

Todas membranas foram cortadas e adaptadas sobre o defeito,
de modo a cobrir 2 a 3 mm de osso circundante aos implantes. Nem
suturas, nem pinos foram usados para fixagdo ou estabilizagdo da

membrana. Todas as cirurgias foram realizadas pelo mesmo operador.
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A hidroxiapatita foi retirada da embalagem comercial e
acondicionada em um pote de vidro estéril onde foi acrescido 4 a 5 gotas
de soro fisioldgico para se obter uma consisténcia arenosa trabalhavel.
Seqiiencialmente, a pasta de hidroxiapatita foi levada com um
descolador de Molt para cobrir as roscas do implante expostas.

Apds o tratamento de cada grupo, as feridas cirtirgicas foram
recobertas com o tecido rebatido. Suturas foram realizadas dos tecidos
mais profundos até o tecido mais superficial objetivando recobrir
totalmente o implante com fechamento do retalho cirtirgico. A sutura foi
realizada com o fio de nylon (Vicril 3-0, Ethicon, Brasil).

Apos a “alta” do Hospital Veterinario (aproximadamente 4 dias
apos as cirurgias), os animais foram deslocados ao Biotério da UPF,
onde receberam analgésicos, anti-inflamatérios e antibidticos e
acompanhamento didrio pelo médico veterinario e funcionarios do
Biotério da Universidade de Passo Fundo e semanal pelos responsaveis
pela pesquisa.

Seis caes foram sorteados e receberam diariamente (no periodo
da manhd) um comprimido de um CRO manipulado (dose tnica) de
acordo com a

Tabela 1, por um periodo de 90 dias.

Tabela 1 — Composicdo de 1 g do CRO

Glucosamina 220,87 mg Gluconato de Zn 16,910 mg
Metionina 52,20 mg Gluconato de Mg 10,460 mg
Cistinia 8,35 mg Gluconato de Mn 10,460 mg
Betaina 4,180 mg Glicinato de Cu 1,460 mg
Histidina 4,180 mg Selenito de Na 0,005 mg
Vitamina By 8,350 mg Excipiente, q.s.p. 1,000 mg




Vitamina E 6,261 mg

45  Remocao cirargica dos blocos dsseos e implantes

Apds 90 dias os cdes foram submetidos aos procedimentos
cirargicos (tricotomia, sedacdo e intubag@o) para a remog¢ao dos blocos
osseos envolvendo os implantes e a regido do defeito.

Antes da remocdo do implante, a profundidade do defeito
(distancia da plataforma do implante até o tecido neoformado)foi medida
com sonda milimetrada (Figura 11).

A remocgdo do bloco 6sseo e implante foi realizada com broca
trefina de 6 mm de didmetro (Figura 12), para obter uma margem de

aproximadamente 2 mm a frente do defeito (Figura 13).

Figura 11 — Mensuragdo do reparo com sonda milimetrada
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Figura 12 — Broca trefina cortando o osso que contém o implante e a
fenestragdo

Figura 13 — Bloco contendo implante e fenestracdo sendo removido com
auxilio de decolador Molt

Depois de realizada a remogao dos blocos (Figura 14), o tecido

mole foi reposicionado (Figura 15), e os orificios foram preenchidos
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com hidroxiapatita (Figura 16). Placas de titdnio foram fixadas para
reforcar a estrutura ssea remansecente quando necessario.

Nenhum cdo foi a Obito para a remogdo das amostras e os
cuidados pods-operatorios foram os mesmos descritos anteriormente,
acompanhamento diario por funcionarios do biotério, e semanal pelos
responsaveis da pesquisa, pelo periodo de duas semanas.

Os blocos removidos foram acondicionados em recipientes
estéreis com formalina 10% para fixagdo das pegas por 24 horas a
temperatura ambiente. Apds, a formalina 10% foi substituida por alcool
70% e entdo os blocos precessados para obteng@o dos cortes para analise

histologica.

Figura 14 — Bloco removido

57



58

Figura 15 — Defeito 6sseo apds remog¢do dos blocos

Figura 16 — Defeito preenchido com hidroxiapatita

4.6  Preparo das laminas para histomorfometria
As pecas foram desidratadas, utilizando uma série crescente de

alcoois até 100%. Apds, as amostras ficaram 72 horas em um dessecador



a base de silica para remover toda a umidade otimizando os
procedimentos de inclusdo.

Depois os blocos oOsseos foram assentados no fundo de
recipientes para serem incluidos em resina acrilica (Kit EMbed 812,
Electron Microscopy Sciences, Fort Washington, PA, USA), manipulada
conforme recomendacao do fabricante para consisténcia soff.

Os blocos, incluidos em resina, foram seqiiencialmente cortados
com um disco diamantado no equipamento Exakt® (Klzer, Norderstedt,
Alemanha) no laboratorio de tecidos mineralizados do Departameno de
Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao
Paulo, perfazendo todo o didmetro do implante, numa espessura média
de 30 um por corte.

Para o obtencao da espessura final, foi necessario que os cortes
fossem cuidadosa e seqiiencialmente lixados e polidos numa politriz
metalografica (Struers®, DP 10, Willich, Alemanha) com papel
metalografico (granulagdes 1000, 1500, 2000, 2500 e 4000 mesh) sob
refrigeragdo abundante com agua até se obter uma espessura final de 10
a 19 pm.

A limpeza das fatias exigiu lavagem em agua corrente e imersao
em agua destilada para limpeza ultra-sonica durante 5 minutos, seguido
de secagem com papel absorvente. O armazenamento foi feito em caixas
de madeira, com subdivisdes para cada pega, com controle de umidade
através de dessecantes. Apos, os blocos foram submetidos aos processos
de coloragdes de eosina e hematoxilina (H&E) e azul de Stevenel e
vermelho de alizarina de acordo com os protocolos utilizados pelo
Departamento de Anatomia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da

Universidade de Sdo Paulo.
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4.7  Analises histomorfométricas

A caracterizacdo dos tecidos obtidos foi realizada com uso de
microscopia optica (Leica DMI4000 B, Leica Microsystems, Alemanha).
A area de osso neoformado ¢ o comprimento do osso em contato direto
com o implante (bone-to-implant contact — BIC) em cada um dos quatro
primeiros passos de rosca do implante foi determinado com uso de
software analisador de imagens (ImageJ, NIH, Estados Unidos da
América) de acordo com o esquema apresentado na Figura 17. As
analises das laminas foram realizadas por trés examinadores previamente
calibrados e cegos. Os resultados obtidos foram submetidos a analise
estatistica de Anova e teste de Tukey para comparagdo de médias, com

nivel de significancia de 5%.
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Figura 17 — Anadlises histomorfomeéricas

Trago amarelo =
comprimento do osso em
contato com implante (BIC)
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5 RESULTADOS

5.1  Microscopia Eletronica de Varredura
A Figura 18 apresenta microestrutura da hidroxiapatita.
Observa-se que esta possui um arranjo granular de tamanhos diversos.

Esses graos, quando analisados em maior aumento, possuem uma

topografia composta de inlimeros graos menores agregados (Figura 19 e

20).




& 3 :
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Ao analisar as imagens de MEV da membrana observa-se que a
mesma possui o colageno organizado em forma de trama (Figura 21 e
22) a qual lhe confere uma caracteristica de permeabilidade. A ligacao

interna na trama ¢ realizada por fibrilas colagenas (Figura 23).
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Acc.V/‘SpofMagn Det WD }—Lvt 1 il

200kV'20 40000x SE 9.9 A

Figura 23 — Imagem de MEV da membrana (4000X)

As imagens da superficie do implante obtidas por MEV
mostram uma superficie predominanetemente lisa, caracteristica de
implantes sem tratamento de superficie (Figura 24). Analisando essa
superficie com um aumento maior observa-se rugosidades referentes ao

processo de usinagem do implante (Figura 25).

eV SpatMagn Det WD F————— 50um
OV 40 1000x SE 7.0

Figura 24 — Imagem de MEYV do implante (1000X)
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AccV SpotMagn Det WD ————— 10um
200kV 4.0 5000x SE 7.0

Figura 25 — Imagem de MEV do implante (5000X)

5.2  Altura do tecido 6sseo neoformado

A Tabela 2 mostra a altura do tecido 6sseo neoformado. Esse
valor foi obtido pela diferenca entre as profundidades de sondagem
obtidas logo apds a instalagdo dos implantes e apds o periodo de
tratamento (90 dias). A analise estatisica nao apontou diferenga
significante para o fator uso de CRO e para a interagdo entre os fatores
(p>0,05). Ja quando o fator tratamento local foi analisado, foi observada

diferenca significante entre os grupos (p=0,004).

Tabela 2 — Valores de média + desvio-padrdo da altura de osso
neoformado (mm) para os tratamentos locais®

Coagulo Mem HA HA+Mem

Com CRO 2,3 +0,5°® 2,1+0,3% 3,0+ 0,6 3,1+0,6™

SemCRO  2,5+0,0™  23+08%  3,0+05" 3,2+0,6™

* Médias seguidas de letras maitisculas semelhantes na coluna ndo tém diferenga estatistica
Meédias seguidas de letras minusculas semelhantes na linha ndo tém diferenca estatistica
(p>0,05).



O grupo HA e HA+Mem apresentaram maior altura de osso
neoformado do que o grupo MEM. Nao foi encontrada diferenga

estatistica entre os grupos Coagulo e MEM.

5.3  Analises histologica e histomorfométricas

As analises histologicas e histomorfométricas apresentaram
resultados semelhantes independente do uso de medicamento sistémico
(Figura 26, 27, 28 e 29). O uso do CRO ndo foi capaz de promover
aumentos significativos na qualidade ou quantidade dos tecidos
formados.

E possivel perceber que em todos os grupos ocorreu uma
formacdo Ossea bastante trabeculada mas que cobre toda a regido do
implante provida de passos de rosca. Os pontos de cor preta ora
presentes sugerem artefatos oriundos da inclusdo dos material bioldgico

em resina para obten¢@o das laminas (Figura 26 e 27).
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Sem complexo regenerador
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Com complexo regenerador

Figura 27— Andlise h‘istolo'gic-a' dos tecidos formados co
Codgulo; B: Mem; C: HA e; D: HA+Mem)
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Sem complexo regenerador
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Figura 28— Andlise histologica com dos tecidos formados sem
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Com complexo regenerador
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Figura 29— Andlise his
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O padréo histoldgico dos tecidos formados na coloracdo de azul
de Stevenel (tecido conjuntivo em azul) e vermelho de alizarina (tecido
calcificado em vermelho birrinfrigente) ¢ mostrado na Figura 30 para os
cdes que ndo receberam o complexo regenerador ¢ na Figura 31 para
aqueles que receberam diariamente. As setas indicam uma zona na qual
ha a transi¢do de uma zona 6ssea mais compacta e organizada para outra
mais trabeculada. Deve-se ressaltar que ambas as zonas estdo contidas
dentro da deiscéncia dssea criada. Essa transicdo foi observada na
maioria das laminas obtidas entretanto ndo foi possivel estabelecer um
padrdo de relagdo entre os tamanhos das zonas Osseas mais € menos
organizada entre os grupos. Desta forma, ndo se pode afirmar que algum
dos tratamentos favoreceu a organiza¢do e matura¢do O6ssea em maior
quantidade e/ou velocidade. A Figura 32 mostra em maior aumento as

zonas apontadas pelas setas nas figuras anteriores.
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Figura 30— Analise histologica dos tecidos formados sem CRO
Codgulo; B: Mem,; C:HA e; D: HA+Mem)
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Com complexo regenerador
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Figura 31— Andlise histologica dos tecidos formados com CRO (A:
Coagulo; B: Mem; C:HA e; D: HA+Mem)



Figura 32— A) zona compacta com canais de Havers organizados (setas
azuis); B) zona de transi¢do (entre linhas verdes) e ampla
area sem nenhum canal de Havers (tracejado amarelo);
C) zona imatura sem canais de Havers
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A Figura 33 mostra a formagdo de osso dentro dos primeiros 4
passos de rosca de cada implantes, sendo Rosca 1 o localizado mais
proximo da plataforma e Rosca 4 o localizado mais proximo do osso
remanescente apos a criagdo do defeito. Com base na série dessas figuras
foram determinados a 4area do passo de rosca ocupada por 0sso
neoformado e o comprimento da superficie do implante em contato com
0 osso neoformado (bone-to-implant contact — BIC).

A Figura 34 mostra a 4rea (um?) do passo de rosca ocupada por
osso neoformado. Nao ha diferenca estatistica para a quantidade de osso
formada entre os passos de rosca analisados para nenhum dos
tratamentos estudados. Cabe ressaltar que area de cada passo de rosca ¢

de 684 pm®.



Rosca 4

Rosca 1 Rosca 2 Rosca 3

HA + Mem

Figura 33 — Andlise histologica dos tecidos formados nos passo de rosca
com a coloragoo azul de Stevenel e vermelho de alizarina
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Figura 34 — Area 6ssea neoformada em cada passo de rosca do
implante.
A Tabela 3 mostra a média de osso em contato com o implante
— BIC, isto ¢, a de osteointegragdo obtida para cada grupo considerando
o comprimento de um passo de rosca (660 um). Foi encontrada diferenga
estatistica entre as roscas (p<0,001). Os grupos HA e HA+Mem
apresentaram as maiores médias, estatisticamente semelhante ao grupo

Mem. O grupo Coagulo apresentou a menor média de osteointegracao.

Tabela 3 — Média do comprimento (um) de BIC por passo de rosca’

Grupo Coagulo Mem HA HA+Mem
Média 175,0 206,7 2753 .
(DP)  (102,4)° (102,1)® (118,4y  2694(93.6)

° Médias seguidas de letras semelhantes ndo tém diferenca estatistica (p>0,05)



A Figura 35 mostra o comprimento (um) de BIC para cada
grupo experimental considerando separadamente cada passo de rosca.
Foi realizado o teste de Anova de um fator para verificar a influéncia do
fator passo de rosca para cada tipo de tratamento isoladamente ¢ ndo foi
encontrada diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Também foi
realizado o teste de Anova de um fator para verificar a influéncia do
fator tratamento para cada tipo de rosca isoladamente e nao foi
encontrada diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Cabe ressaltar

que o comprimento maximo de BIC possivel ¢ de 660 um.

)

400

300 [ - |7 M

Rosca 1 Rosca 2 Rosca 3 Rosca 4

#Coagulo @Mem =HA ®HA+Mem
Figura 35 — Comprimento da rosca do implante em contato com o 0sso

A Tabela 4 mostra a porcentagem de osso osseointegrado em
relacdo a quantidade de osso neoformado para cada passo de rosca

calculado separadamente.
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Tabela 4— Porcentagem do comprimento do passo de rosca em contato
com o0sso em fun¢do da quantidade de osso neoformado

Rosca 1 Rosca 2 Rosca 3 Rosca 4
Coagulo 29,5 47,4 53,4 52,2
Mem 48,3 44,7 53,7 74,6
HA 55,4 50,3 66,1 84,6
HA+Mem 472 69,2 53,9 67,4




6 DISCUSSAO

Com a crescente urbanizagdo e mudancgas nos estilos de vida, a
sociedade expressa preocupacgdes especificas com o uso de cdes em
pesquisa, uma vez que em muitos casos estes possuem um status especial
para os seres humano. De fato, os cdes tém sido cada vez mais
considerados membros da familia. Aproximadamente 20.000 cdes sdo
sujeitos de pesquisa na Europa todos os anos, e suas caracteristicas
genéticas, fisiologicas, bioquimicas ¢ comportamentais suportam o seu
uso como modelo experimental (HASIWA et al., 2011).

No presente estudo, foram tomados todos os cuidados para
garantir o bem-estar dos animais antes, durante e apo6s os procedimentos
relacionado a pesquisa. O mundialmente reconhecido trindmio 3R —
Replacement, Reduction and Refinement (redugdo, refinamento e
substitui¢do) em pesquisas com animais foi amplamente discutido pelos
pesquisadores e adotado antes do inicio da pesquisa. Assim, o baixo
poder de algumas analises estatisticas relalizadas no presente estudo
pode ser justificado pelo reduzido niimero de animais avaliados. Deve-se
gizar que nessa pesquisa optou-se por manter vivos os cdes apoOs as
remogdes dos espécimes para analise, ao contrario de outros estudos
onde houve o sacrificio dos caes (BOTTICELLI et al., 2004;
SCHWARZ et al., 2008; CHO et al., 1998 e STENTZ et al., 1997). A
decisdo gerou uma série de cuidados adicionais como instalagao de
placas de titanio para reforcar a estrutura Ossea apds a retirada dos

implantes e aumento dos custos financeiros da pesquisa com a adigdo de
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hidroxiapatita nas feridas como tentativa de acelerar o processo de
osteogénese.

Clinicamente a resposta dos cles frente a instalacdo dos
implantes nos fémures foi favoravel em todos os grupos. Ndo foram
observados abscessos, supuragdo, processos inflamatdérios ou reagdes
alérgicas. Nao houve exposi¢ao das membranas; resultado semelhante ao
de Casati et al. (2002). Em contraste, Lee et al. (2012) relatam a
ocorréncia de exposicdo de 20% das membranas instaladas sobre os
implantes devido a traumas mastigatorios. Coletivamente, a escolha do
fémur parece ser uma boa maneira de estudar fenestragdes em implantes
dentarios, uma vez que estes ficam abrigados do meio externo por uma
espessa camada muscular além da pele.

De um modo geral, ao interpretar os presentes resultados, deve-
se levar em conta que os dados obtidos a partir desta pesquisa foram
realizados em caes, e desta maneira as extrapolagdes clinicas devem ser
feitas com cautela uma vez que a taxa de remodelag@o 6ssea em cies ¢
aproximadamente quatro vezes mais rapida do que a de seres humanos
(SCHWARZ, et al., 2008 e PEARCE et al., 2007).

Optou-se por usar implantes dentdrios em caes com desenho,
tamanho e didmetro compativeis com os encontrados no mercado e que
comumente sdo usados na clinica odontologica ou empregados em
pesquisas. A geometria do implante (desenho, tamanho e didmetro) foi
selecionada visando-se obter estabilidade primaria no momento da
instalagdo no fémur (PEARCE et al., 2007), sendo um dos pré-requisito
para se obter osseointegragdo (SHIGEISHI et al., 2012). Os implantes
utilizados tinham 3,3 mm de didmetro para que houvesse espago para os

tratamentos locais dos defeitos criados. Implantes com didmetro maior



(4,1 ou 5,0 mm) poderiam geral problemas devido a pequena largura do
fémur dos c@es. O comprimento de 10 mm foi escolhido afim de
respeitar a pequena espessura 6ssea do fémur e evitar fraturas devido aos
estresses aos quais esses 0ssos estdo sujeitos. Na instalagdo dos
implantes, foi observada dificuldade em obter estabilidade primaria em
trés implantes devido a caracteristica estrutural do fémur dos caes que
possui bastante osso medular com pouca espessura cortical (STENTZ et
al., 1997). Esses implantes foram retirados logo apds a tentativa
frustrada de instalag@o, os defeitos foram reparados e os cdes excluidos
do estudo.

Considerando todos o grupos ¢ estimagdes realizadas (altura de
defeito, area de osso neoformado, BIC) ndo houve diferenga estatistica
entre os grupos com ¢ sem medicamento. O CRO utilizado tinha como
principal principio ativo o sulfato de condroitina A, um
glicosaminoglicano (GAG) importante no controle das perdas
qualitativas e quantitativas da degeneragdo articular. O tecido O6sseo
contém menos de 1% de GAG (MANIA et al., 2009), os quais consistem
em 90% de 4-sulfato de condroitina (C4S) e pequenas quantidades de
acido hialurénico, 6-sulfato de condroitina (C6S) e dermatan sulfato
(PRINCE et al., 1983).

Células precursoras de diferenciacéo osteblastica, como células-
tronco mesenquimais (mesenchymal stem cells — MSC), sdo recrutadas
da medula 6ssea para o local de formagdo oOssea onde elas se
diferenciam, sintetizam e mineralizam matriz extracelular. Quando
diferenciadas em celulas osteoblasticas-simile in vitro, MSC passam por
trés fase: proliferacdo; sintese e maturagdo da matriz extracelular e

mineralizagdo (PITTENGER, 2008). A transicdo da fase proliferativa
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para a diferenciativa ¢ caracterizada pela elevada sintese de matriz dssea
organica incluindo GAG e proteoglicanos (BECKER et al., 2002).

A importancia de GAG para diferenciagdo osteoblastica foi
avaliada em diversos estudos in vitro e muitos dos resultados obtidos sdo
contrastantes. Osteoblastos e varias linhas de células de osteosarcomas
responderam as GAG com uma diminuicdo da polifera¢do de uma
maneira dose-dependente (DOMBROWSKI et al., 2009 e NIKITOVIC
et al., 2005). A condroitina E suprasulfatada natural apresentou efeitos
positivos na deposi¢do de colageno, atividade de fosfatase alcalina
tecidual inespecifica e actmulo de minerais em osteoblastos
(MIYAZAKIS et al., 2008) enquanto a elevagdo do PG contendo sulfato
de condroitina interferem na mineralizagdo (CHEN et al., 1985),
indicando um papel critico da sulfatacdo do sulfato de condroitina na
mineralizagdo 6ssea (SALBACH et al., 2012).

Essas diferentes respostas de deposi¢do de matriz extracelular e
mineralizagdo frente a diferentes doses ¢ componentes, sugere que o
medicamento utilizado nesta pesquisa nao proporcionou melhores
resultados comparado ao grupo sem medicamento por necessitar de
ajustes na composicao.

Deve-se lembrar que a composicdo foi estabelecida conforme
produtos comerciais existente no mercado para tratamento de defeitos
osseoarticulares em caes, por isso estudos preliminares para verificar a
eficacia das concentragdes ndo foram efetuados. Ainda, ¢ possivel
especular que o medicamento possa ter tido um efeito benéfico na
velocidade de reparacdo Ossea, mas o fato dos implantes terem
permanecidos por 90 dias em posi¢ao pode ter mascarado esse efeito,

sendo tempo suficiente para o organismo, mesmo sem o estimulo



externo, ter condigdes de reparar o defeito a0 mesmo nivel do grupo que
recebeu a medicagdo.

O fato de ndo existir dados de um periodo de avaliagdo inferior
a 90 dias ndo nos permite afirmar com maior veeméncia a presenca de
um efeito benéfico do medicamento sistémico, uma vez que 0s grupos
com medicamento e controle ndo apresentaram diferencas nas avaliagdes
qualitativas e quantitativas. Em tempo, deve-se lembrar que as MSC
residem na medula 6ssea de ossos longos, como o fémur, em contato
com células endoteliais, adipécitos e osteoblastos (AUGELLO et al.,
2010). Novamente, o longo tempo de espera empregado nessa pesquisa
pode ter criado condigdes para que as MSC, abundantes proximas a
regido dos defeitos, tenham tido condigdes de migrar, diferenciar e
reparar os defeitos em niveis equiparaveis ao grupo que recebeu o
medicamento. Dessa forma, pode ser aventada a idéia de que a influéncia
do tempo no processo natural de osteocicatrizagdo pode ter sobrepujado
a influéncia do medicamento. Entretanto, estudos adicionais devem ser
realizados para confirmar isso. Fato ¢ que mesmo sem medicamento, o
tempo de 90 dias foi suficiente para promover formacao 6ssea em niveis
adequados em todos os grupos avaliados (Tabela 2).

Ainda, se for considerado que clinicamente os implantes
dentarios sao instalados em osso com pouca medula Ossea, e
conseqiientemente os efeitos da disponibilidade local do medicamento
possivelmente sdo ainda menores, causa descrédito aventar que um
medicamento que ndo promoveu diferencas substanciais em um local
rico em MSC possa trazer algum beneficio apds 90 dias em um sitio com
menor disponibilidade dessas células. Entretanto isso é apenas uma

hipdtese que carece de maiores investigagdes.
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Stentz et al. (1997a) relatam que qualquer defeito criado na
mandibula de cdes, com mais de 3 mm de largura, sdo suficientemente
grandes para evitar a regeneragdo espontdnea somente com estimulos
vindo do coagulo a curto prazo (menos de 3 semanas). Cho et al. (1998)
e Schwarz et al. (2008) mostraram que um defeito na mandibula quase
se regenera em 12 semanas de tratamento apds a aplicacdo de
biomaterial como a hidroxiapatita ou utilizagdo de implantes com
tratamento superficial como spray de plasma.

Nas Figura 26, 27, 30 ¢ 31 ¢ possivel perceber a presenca de
uma area Ossea compacta localizada apicalmente a plataforma e outra
trabeculada mais proxima a plataforma do implante. Uma tipica
representacdo das trés areas envolvidas na neoformagdo odssea (0sso
compacto, transi¢ao e trabeculado) ¢ mostrado na Figura 32. Essas trés
areas foram igualmente identificada em outros estudos (ALLEGRINI et
al., 2006 e SCHWARZ et al., 2010). Via de regra, a angiogénese ¢ a
formagao de novo osso surgem em espacos abertos da medula 6ssea ou
também denominado de osso trabeculado (SCHWARZ et al., 2008).
Esse osso por si tem uma baixa resisténcia mecanica o que aumenta os
riscos de fratura e perda dos implantes. Mas quando esse osso recebe
estimulos mecanicos graduativos ele se torna maduro e com um sistema
de canais de Havers bastante desenvolvido(ALLEGRINI et al., 2005)
como observado na Figura 32. Os canais de Havers sdo propicios ao
deposito de sal mineral que conferem maior resisténcia ao tecido dsseo
(KIMELMAN et al., 2007).

Nao foi possivel estabelecer um padrao de proporgao entre 0sso

compacto/trabecular para os grupos estudados, entretanto, quanto maior



for o tempo de espera, mais organizado, compacto e resistente se torna o
osso neoformado (ALLEGRINI et al., 2005).

Os dados da Figura 34 mostraram que em 12 semanas a
quantidade e qualidade da regenerag@o Ossea foi a mesma para todos os
grupos estudados. Schwarz et al. (2007a) observaram que apos 8
semanas do inicio da RTG em defeitos na mandibula de caes, ja era
possivel ver o preenchimento continuo do tecido 6sseo em todos os
grupos estudados’.

A organizagdo da area do defeito é de importancia crucial para a
proliferacdo dos vasos sanguineos que viabilizam o processo de
regeneracdo Ossea. Schwarz et al. (2008) mostraram vasta agiogénese na
area das fenestracdes entre 4 e 8 semanas. Entretanto ap6s 24 semanas
esse fendmeno ndo foi mais observado.

A membrana reabsorvivel vem sendo amplamente utilizada para
o tratamento deste tipo de defeito, uma vez que evita a segunda
intervengao cirurgica que ¢ necessaria quando se utiliza as membranas
de tetrafluoretileno. A instalagdo da membrana reabsorvivel foi realizada
afim de conter o codgulo no defeito e impedir a penetragdo de tecido de
granulagdo no local. A presenca do coagulo estimula o recrutamento de
leucocitos mononucleares que irdo estimular a deposi¢do de matriz
extracelular; a liberagdo e ativagdo de mediadores fibrogénicos e a
deposi¢ao de tecido fibrovascular, culminando no fenémeno de

angiogénese.

6 controle (coagulo); membrana Bio Gide®; Membrana bi-camadas (protdtipo); membrana
Biomend Extend® (bi-camadas); hidroxiapatita (Ossix®); membrana reforgada por titanio
e membrana de politetrafluoretileno
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No presente estudo o grupo Mem ndo apresentou melhores
resultados comparado ao grupo Coagulo considerando a altura da
regeneragdo (Tabela 2). Isso pode ter ocorrido pela membrana ter sido
comprimida a superficie do implante, ndo havendo assim espaco para o
encapsulamento do coagulo abaixo dela (LEE et al., 2012).

Além disso, a membrana reabsorvivel utilizada no presente
estudo é reabsorvida apés um periodo de 4 a 6 semanas’. Lee et al.
(2012) relatam vestigios da membrana de colageno em até 8§ semanas.
Com a reabsorg¢ao, o efeito de barreira pode ter diminuido a ponto de ndo
contribuir para uma regeneragdo 6ssea maior do que a encontrada para o
grupo Coagulo (YEH e HSU, 2003). Deve-se também salientar que a
auséncia de agentes de fixa¢do para estabilizar a membrana ¢ manter o
coagulo encapsulado e imovel, pode ter influenciado negativamente na
regeneracdo Ossea. Neste contexto, em ambos os casos (reabsor¢ao ou
falta de fixacdo) pode ter ocorrido uma invaginagdo de células de tecido
conjuntivo para o interior da ferida criada (SCHWARZ et al., 2008), de
modo a ndo se criar diferenga entre os grupos Mem e Coagulo.

Considerando as Figura 26 e 27, ¢ possivel notar que a
hidroxiapatita foi completamente substituida por nova formacao dssea.
Essa reabsor¢do ¢ feita por macrofagos e célular gigantes
multinucleadas. Brunel ez al. (2001) relatam que na regido onde ocorre a
formacdo oOssea por osteoindugdo com esse biomaterial ¢ comum
encontrar granulos residuais de hidroxiapatita, ativa reabsor¢do Ossea e

osteocitos, demonstrando ativo processo de remodelacao Ossea.

" Informagdes do fabricante



A desintegragdo das particulas da hidroxiapatita pode resultar
numa concentragdo temporaria elevada de ions de calcio na zona do
defeito, e isso pode conduzir a maturagdo dos osteoblastos a curto prazo
durante o processo de regeneragdo (LEE et al, 2012). Isso poderia
explicar a maior altura de neoformag@o, bem como a maior area ¢ BIC
em ambos grupos com hidroxiapatita (HA ¢ HA+Mem) comparados aos
grupos Coagulo e Mem.

Ao analisar os valores obtidos para BIC, ¢ possivel perceber
que os grupo HA ¢ HA+Mem promoveram o maior comprimento de
contato entre o implante e o tecido neoformado. Este ¢ um resultado
importante uma vez que mostra que o uso da hidroxiapatita ndo somente
¢ capaz de induzir maior formacdo Ossea em altura (Tabela 2), mas
também de estimular a interagdo do osso neoformado com a superficie
do implante. Se considerarmos as porcentagens expressas na Tabela ,
podemos observar que para a rosca 4 (a mais distante do o0sso
remanescente) a porcentagem do comprimento do passo de rosca em
contato com osso em funcdo da quantidade de osso neoformado, foi
aproximadamente 50% maior nos grupos com hidroxiapatita (HA e
HA+Mem) do que os encontrados no grupo Coagulo. Isso mostra que a
hidroxiapatita ndo somente estimula a maior formacao de osso em altura,
mas também cria condigdes para que este 0sso se osseointegre mais

precocemente.
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7 CONCLUSAO

A hipdtese do estudo foi rejeitada uma vez que o uso do CRO
ndo foi capaz de apresentar melhoras em nenhum dos parametros
avaliados. A hidroxiapatita associada ou ndo a membrana possui
capacidade de aumentar a altura de osso formado bem como o

comprimento de o0sso em contato com implante.
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ABSTRACT

Objectives: The objective of this study was to evaluate the use
of a chrondro-osseous regenerative compound (CORC) with different
local treatments for bone regeneration in dehiscence defects. The
hypothesis is CORC can enhance bone regeneration with or without
local treatment.

Materials and Methods: Twelve dogs received four implants
each in the right femur. Bony defects (4 mm height x 4 mm width) were
created and treated as follow: reabsorbable membrane (Mem);
hidroxyapatite (HA); hydroxyapatite covered with membrane
(HA+Mem) or left untreated (Con). Six dogs received one pill of the
CORC daily. After 90 days, the height of bone formation, new bone area
(NBA) and bone to implant contact (BIC) within the threads were
measured. Results were statistically analyzed using ANOVA and
Tukey's test with 5% significance level.

Results: CORC did not increase any of the parameters
evaluated. HA+Mem presented with higher height of bone formation as
compared to Con and Mem, but statistically similar to HA alone. There
were no difference for NBA among the local treatments however HA
and HA+Mem presented higher BIC values than Con.

Conclusions: The hypothesis was rejected since the use of
CORC has not increased any of the parameters evaluated. HA, with or
without the use of Mem, had increased the bone height formation and
BIC.

Clinical Relevance: Dehiscence-like defects can compromise

soft tissue support and result in loss of periodontal health and implants.
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Hydroxyapatite can induce bone regeneration in the defects created.
CORC in the formulation used in this study did not promote further bone

regeneration in dehiscence-like defects.

INTRODUCTION

Insufficient buccal alveolar bone volume may result in
fenestration or dehiscence-like defects around implants that compromise
the soft tissue support, resulting in poor esthetics, loss of periodontal
health and pain. Furthermore, the early exposure of implant threads
combined with bacterial contamination, increasing the risk of failure.

Machining of titanium can create rough surface that may
compromise the access for cleaning [1]. When threads are exposed, their
rough surface allow bacterial colonization leading to peri-implantitis, an
infection of the surrounding bone with an overall frequency reported to
be as high as 8%. This condition can lead to bone loss, less anchorage of
the implant, decreased stability of the reconstruction and possibly the
need to remove the implant surgically [2,3].

To heal these defects, guided bone regeneration (GBR) is
frequently used. GBR involves the use of a physical barrier, such as
membranes, to keep and protect the blood clot, avoiding soft tissue
invasion into the wound area [4]. Membranes can be non-resorbable (e.g.
expanded polytetrafluorethylene — ePTFE) or resorbable (e.g. type I and
IIT collagen). Collagen membranes are semi-permeable and present
chemotactic properties that facilitate nutrient diffusion and provide early

wound stabilization [5]. However, its biodegradation may result in



membrane collapse leading to the invasion of connective tissue into the
defect before complete bone regeneration is achieved [6].

Another approach includes filling of defects with biomaterials
that provide a tri-dimensional environment, which allows and supports
cell migration and differentiation. These phenomena, allied to
concomitant angiogenesis, lead to new bone formation during repair.
Hydroxyapatite is the biomaterial of choice due to its high tissue
compatibility and osteoconductivity [7,8]. Bone formation can be
observed directly onto the hydroxyapatite surface without fibrous tissue
interposition. Radiological evaluation during clinical investigations of
implanted hydroxyapatite and b-TCP in humans revealed satisfactory
osteoconductive qualities for both materials [8,9]. Commercially
available version of hydroxyapatite are able to induce bone repair in
clinical settings [10,7].

Bone remodeling and repair is affected by diverse
biological factors such as methionine. It reduces bone loss during
osteoporosis via downregulation of TLR4/MyD88/NF-kB pathway, that
is essential for osteoclast development [11]. Likewise, chondroitin
sulfate (CS) is a major component of proteoglycans of the extracellular
matrix (ECM) of many connective tissues, including cartilage, bone,
skin, ligaments and tendons. CS is a sulfated glycosaminoglycan (GAG)
and it is the major GAG of human bone tissue (67 to 97% of total
amount) [12]. GAGs participate in the regulation of several cellular
events, including cell proliferation, adhesion and migration and affect
cell growth of normal cells of the osteoblastic lineage in a concentration-
dependent manner [13]. While mesenchymal stem cells are

differentiating into osteoblast-like cells, the shift from the proliferative
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into the differentiation stage is characterized by high synthesis of organic
bone matrix including GAGs and proteoglycans [14,15]. Furthermore,
the natural over-sulfated chondroitin E has positive effects on collagen
deposition, tissue nonspecific alkaline phosphatase activity and mineral
accumulation of osteoblasts [16].

The objective of this study was to evaluate the effect of
a methionine- and CS-based chrondro-osseous regenerative compound
(CORC) associated with different local treatments (hydroxyapatite and
collagen membrane) in the regeneration of implant dehiscence defects,
using an animal model. The tested hypothesis was that the use of the
CORC improves the quantity of bone formed into the dehiscence-like

defects.

MATERIAL AND METHODS

The study was previously approved by the Animal Ethics
Committee (CEUA-UPF No 002/2012) and followed the ARRIVE
guidelines. Twelve female dogs (age 20—24 months, weight 14.9+£1.9 kg)
were sedated (0.17 mg/kg acepromazine,Vetranquil 1%, Ceva,
Germany) and anesthetized by intravenous injection of 21.5 mg/kg
thiopental-sodium (Trapanal 2.5%, Altana GmbH, Germany). Four
implant beds, 1.3 cm apart, were prepared in the right leg femur
according to the implant manufacturer's protocol (DSP Biomedical,
Brazil). After drilling, a dehiscence-like defect (4 mm height x 4 mm
width) was created by removing the external portion of the cortical bone
using a trephine bur (TRE040M, Hu-Friedy, USA) and implants (intern

hexagon, 3.3 mm diameter and 10 mm height) were placed in the



sockets. Primary stability was achieved in all implants and the height of
the dehiscence checked using periodontal probes.

Each dehiscence defect was randomly treated with:

Hydroxyapatite  (HA): synthetic  resorbable  calcium
hydroxyapatite (Osteogen, Intra-Lock, Brazil) was mixed with saline
solution and applied on the defects

Membrane (Mem): defects were covered with a resorbable
lyophilized bovine bone collagen membrane (Gen Derm, Genius
Baumer, Brazil)

Hydroxyapatite + Membrane (HA+Mem): defects were filled
with HA and, subsequently, covered with Mem

Control (Con): defects were left untreated (blood clot only).

After, the soft tissues were repositioned and sutured.
Postoperatively, the dogs received analgesics (intramuscularly 4 mg/kg
of Tramadol; Griinenthal GmbH, Aachen, Germany) for one week and
antibiotics (25 mg/kg of cefalexin subcutaneously) for three
days. Additionally, a pill of a CORC designed for dogs (Table 1) was
administered daily for 90 days to six animals randomly selected.

After 90 days, the surgical site was reopened and the
defect size (vertical distance from the implant platform to the bone
tissue) was measure with a periodontal probe. Then, the implants were
retrieved using a trephine bur (TRES8OM, Hu-Friedy, USA). Titanium
plates and screws were placed to minimize the chances of femur fracture
due to the presence of hollow spaces. No fractures or animal death were
observed after 90 days from this procedure. Specimens were fixed in
10% neutral buffered formalin for 24 hours, dehydrated and infiltrated
with acrylic resin (Technovit 7200s, VLC-Heraus Kulzer GmbH,
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Germany). Samples were cut to 150 pm thickness sections (EXAKT
400CS, Exakt, Germany), polished to 35-50 um (800-2400 grit, EXAKT
micro-grinding system) and 0.3 pm alumina polishing paste. The second
slide obtained was stained with eosin and hematoxylin and the third with
Stevenel’s blue. Fist and fourth slides were discarded.

Images were acquired and the following parameters were
evaluated for each local treatment: a) New Bone Area (NBA): area of
the newly formed bone within the thread; b) Bone to Implant Contact
(BIC): length of implant surface in contact with newly formed bone
within the threads; c¢) Effective bone contact (EBC): the percentage of
the thread in contact with bone as a function of the newly formed bone.
Data was obtained by analyzing separately each one of the four first
implant threads (being 1 the closest and 3 the furthest to the implant
platform) using an image processing software (Image J, NIH, USA).
Data was statistically analyzed using two-way ANOVA and Tukey's

Post Hoc Test at a pre-set significance level of 5%.

RESULTS

There was no statistical significance for the CORC factor and
for the interaction between factors (CORC and local treatment, p>0.05)
for the vertical height, NBA and BIC. Fig. 1 present the histological
characteristics of tissue formed for all experimental groups.

There was a significant difference for the local treatment for all
parameters. Considering the clinical height of bone formation, groups
HA+Mem and HA presented higher value measured prior to the implant
removal in comparison to Mem group (p=0.0004). No significant

difference was observed among Con and Men groups (Table 2).



The bone formed inside each implant thread is shown in Fig. 2.
There were no statistical differences for NBA (Fig. 3) neither when the
threads were analyzed within each group nor across the groups studied
(p>0.05).

When BIC value was calculated considering all threads, groups
HA and HA+Mem presented higher BIC values when compared to Con
(Table 3). However, when threads were analyzed separately, there was
no statistical difference for BIC values within the same group or for a
given thread within different groups (Fig. 4).

Table 4 presents the percentage of thread surface in contact
with bone as a function of NBA. In average, HA+Mem and HA
presented 30 and 40% more NBA in contact with the implant as

compared to Con.

DISCUSSION

CORC had no effect on the bone formation, rejecting the study
hypothesis. The absence of a positive effect when the CORC was used
may be explained by the critical role of CS sulfation on bone
mineralization. The elevation of native CS-containing proteoglycans
interferes with mineralization. Precoating hydroxyapatite crystals with
proteoglycan aggregates decreased the amount of hydroxyapatite
precipitated as a function of time in vitro. Furthermore, proteoglycans
may block the active nucleating sites and slow down the hydroxyapatite
growth process [17]. In human subchondral bone osteoblasts, CS
upregulates osteoprotegerin (OPG) expression while decreasing RANKL
expression. OPG can reduce the production of osteoclasts by inhibiting

the differentiation of osteoclast precursors (such as monocytes and

111



112

macrophages) [18]. CS may bind calcium ions acting as a starting point
for mineralization [19] however, animals suffering from
mucopolysaccharidosis, where CS accumulates, show severe destructive
joint and bone disorders [20].

In addition, a study showed that the excess dietary methionine
does not affect bone healing in mice. Animals who have been fed with
methionine-enriched diet showed no significant differences in size and
composition of the callus when compared to those receiving normal diet
[21]. Due to the lack of positive effects on the amount of bone formed, it
seems that the use of this CORC formulation containing chondroitin
sulfate A is not advised to improve bone regeneration of dehiscence
defects.

Another factor that could contribute for the absence CORC
effect on bone regeneration was the evaluation period of 90 days. As
mesenchymal stem cells (MSCs) are highly abundant in cavities of long
bones such as the femur [22] it is possible that during the timeframe
MSCs could migrate, differentiate and repair the defects in levels
comparable to the group that received CORC. Further studies with an
earlier evaluation point should be performed to confirm this proposition.

The sub-mucosal debridement alone, performed by utilizing
either carbon fiber curettes or ultrasonic device, may be not sufficient to
decontaminate the surfaces of implants with peri-implant pockets equal
or higher than 5 mm depth and exposed implant threads [23]. In the
present study, the height of bone regeneration observed when using
either HA with or without Mem was able to cover all the exposed

threads.



One of the critical factors for successful GBR is space
maintenance [24]. Although after 12 weeks no wound dehiscence and
membrane exposure were observed, which could result in extensive loss
of soft tissues and the failure of regeneration, the use of a collagen
membrane alone has not improved neither the bone regeneration height
nor BIC/thread as compared to the control (Table 2 and 3).

There is lack of consensus in the literature regarding the
benefits of using membrane alone to promote further bone healing in
dehisces [25-28]. There are three major reasons for that: a) membrane
collapse leading to compression of clot against the implant surface [26];
b) decompensation between the bone formation and collagen membrane
resorption rates allowing connective tissue invasion to the defects [4]
and; c¢) membrane displacement or exposure during the healing phase
[25]. The latter is related to sites with poorer bone regeneration [28,26].
Here, no membrane exposures were observed during the evaluation
period. One possible reason for that is that resorbable membranes are
less susceptible to complications as compared to non-resorbable ones
[29].

The membrane was used combined with hydroxyapatite in
order to prevent the fibrous tissue in-growth into the porous structure of
the hydroxyapatite used. Previously, the use of a barrier membrane on f3-
tricalcium phosphate and type I collagen cones has been shown to reduce
the horizontal and vertical bone loss of the alveolar ridges in humans
[30]. However, both the histological characteristics and
histomorphometric parameters evaluated showed no improvements in
the quantity nor the quality of the tissues formed for HA+Mem

comparing to HA alone. One possible reason may be related to the
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ability of the hydroxyapatite to act as a bulk material after wetting, being
capable to preserve its three-dimensional shape and avoid soft tissue
invasion by itself. Although HA and HA+Mem presented higher vertical
regeneration, the amount of bone area formed within every thread was
fairly the same for all the groups and threads studied (Fig. 2 and 3).
From the perspective of thread covering, the strategies employing either
membranes and/or hydroxyapatite were able to cover effectively all the
threads once exposed. Of note, in some cases for HA and HA+Mem the
vertical regeneration exceeded the height of the defect site growing over
the top of the implant (Fig. 1).

Effective bone-to-implant contact, is the key for implant
treatment success [31]. Coating implants with fine particles of
hydroxyapatite and collagen type I in solution was able to improve both
the peri-implant bone formation and BIC as compared to hydroxyapatite
alone in rabbits after an evaluation period of 6 weeks [32]. Although the
NBA within the threads was similar for all the groups tested, HA and
HA-+Mem presented significantly higher BIC mean values as compared
to Con (Table 3). Even though the BIC obtained for HA+Mem in thread
1 was 67% higher than Con, the high standard deviation of HA was
responsible for hindering the statistical significance.

Overall, HA and HA+Mem enhanced 23 and 28% the
proportion of BIC as a function of the area of new bone formed as
compared to Con. Considering the thread 1 alone, the improvements
obtained for HA+Mem and HA were 68 and 87% higher as compared to
Con, respectively. These strategies provide one environment that not
only stimulate bone growth but lead to a situation where the bone formed

is effectively in contact with the implant surface.



CONCLUSION

The daily systemic administration of CORC was not able to
improve any of the parameters evaluated. Treating the defects with
hydroxyapatite, alone or combined with membrane, resulted in higher

vertical height and BIC.
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Table 1 Chrondro-osseous regenerative compound composition

(mg per pill)
Chondroitin 2 Zn ghuoonate I

sulfate A 20.87 6.91
Methionine 220 : Mg gluconate 0.46 I
Cystine 35 ¢ Mn gluconate 046 1
Betaine 18 4 Cu glycinate » 1
Histidine 18 4 Na selenite 005 ¢
Vitamin B6 s ¢ . Excipient 00 1
Vitamin E 26 ¢

Table 2 Vertical height of the newly formed bone (mm). Similar capital
letters in the column and small letters in the row are statistically similar

(p>0.05)
Co M H HA+
ntrol em A Mem
Wit 23 2. 3. 3.1+
h CORC +0.5%%® 1£03%  0+0.6™ 0.6
Wit 2.5 2. 3. 32+
hout CORC +0.0"® 3+08%  0+0.5M 0.6
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Table 3 Mean of BIC (um) per thread for the groups tested (Data for
with and without CORC were combined, different letters indicate
statistically significant difference)

Cont HA+
rol Mem HA Mem
175.0 206. 275. 269.4
+£102.4° 7+£102.1%® 3+118.4° +93.6°

Table 4 Percentage of BIC as a function of NBA (%/mm)

Group Thread 1 Thread2  Thread 3 Thread 4 Mea
Control 29.5 47.4 53.4 52.2 56
Mem 48.3 44.7 53.7 74.6 53
HA 55.4 50.3 66.1 84.6 41
HA+Mem 47.2 69.2 53.9 67.4 9.4




HA+Mem

Without CORC

With CORC

Fig 1 Representative histological views of wound healing for all the
groups tested (Hematoxylin and eosin)
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Pitch1 Pitch 2 Pitch 3 Pitch 4

Con

Mem

HA

HA + Mem

Fig 2 Representative histological views of NBA and BIC for different
local treatments. Data for CORC and without CORC were combined as
no significant difference was observed for the use of CORC. (Stevenel’s
blue staining, red: newly formed bone; blue: connective tissue)
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Fig 3 NBA for different local treatments the use of CORC. No statistical
was observed when the threads were analyzed within each group nor
across the groups studied (p>0.05)
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Fig 4 Bone to implant contact for all the local treatments. Data

for with and without CORC were combined. No statistical difference for
BIC values within the same group or for the same thread within different

groups



