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RESUMO

Defeitos Osseos criticos em rebordos alveolares apresentam-se como
um desafio importante, principalmente em casos de reabilitagdes orais que
necessitem de implantes osseointegraveis e de volume de tecidos moles que
favorecam a estética. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a efetividade
da matriz dérmica acelular (MDA) utilizada como membrana, associada ou nao
a um enxerto 6sseo alégeno na regeneragao 0ssea guiada (ROG). Foram
realizadas extracdes dos 4 pré-molares inferiores de 7 minipigs, bilateralmente.
Apos 8 semanas, foram confeccionados defeitos &sseos bilaterais e foi
realizada a ROG. Cada lado foi aleatoriamente designado para o Grupo
Controle (GC — MDA como membrana associada ao coagulo) ou para o Grupo
Teste (GT — MDA como membrana associada a enxerto ésseo alégeno).
Imediatamente apés a ROG, foram realizadas tomadas radiograficas
padronizadas, as quais foram repetidas com 8 e 16 semanas pds operatorias.
Previamente a ROG foram realizadas mensuragdes clinicas da Largura do
Tecido Queratinizado e Espessura do Tecido Queratinizado (LQT e EQT
respectivamente). Estas medidas foram repetidas em 16 semanas.
Clinicamente, ambos os grupos demonstraram aumento significante de largura
e espessura de tecido queratinizado, no entanto, ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos. Radiograficamente, ambos os
grupos apresentaram imagens sugestivas de neoformacédo 6ssea em 8 e 16
semanas, porém, nao houve diferenga estatisticamente significante entre os
grupos. A MDA utilizada como membrana na ROG, favoreceu a neoformagéo
Ossea avaliada radiograficamente, além de ter promovido um ganho

significativo em largura e em espessura do tecido queratinizado.



INTRODUGAO

Reabilitacbes  protéticas associadas ou nao a implantes
osseointegraveis, apresentam como pré requisito a presenga de dimensdes
adequadas de altura e espessura do rebordo alveolar. A reabsor¢cao Ossea
alveolar p6s exodontia, por exemplo, ocorre devido a migragao do epitélio e a
penetragcdo do tecido conjuntivo gengival do retalho na area do alvéolo. Essa
remodelagdo é gradual e leva a uma perda de aproximadamente 40% em
altura e 60% em espessura do tecido 6sseo (Amler 1969; Atwood & Coy 1971).
Essa perda é irreversivel e aumenta a dificuldade de reabilitagdes em areas
estéticas. A deposicao do tecido dsseo ocorre de forma centripeta e a maior
velocidade de renovacao celular do epitélio resulta em um defeito convexo no
rebordo (Borges et al. 2009; Wainwright 1995).

Uma das técnicas mais previsiveis para prevenir essas alteracbes € a
Regeneragdo Ossea Guiada (ROG). O principio biolégico da ROG é o da
seletividade celular através do uso de uma barreira biolégica para inibir a
migrac&o do epitélio e a penetracédo de tecido conjuntivo gengival do retalho, e
assim, permitir a proliferacao de células osteogénicas e a regeneragao do 0sso
alveolar (Dahlin 1988). Uma variedade de materiais biocompativeis, tanto
absorviveis quanto nao absorviveis, tem sido utilizadas como membrana na
ROG.

A literatura indica que clinica e histologicamente os resultados
alcangados pelas membranas reabsorviveis e nao reabsorviveis s&o
similares (Novaes & Souza 2001; Novaes et al. 2002a, Novaes et al 2002b;

Griffin et al. 2004). No entanto, as membranas reabsorviveis ndo requerem uma



segunda cirurgia para sua remogao, o que além de ser menos oneroso € mais
confortavel para o paciente, pode promover preservagao do 0osso alveolar.

Muitos estudos mostram que membranas expostas podem ser
severamente colonizadas por bactérias e que ha uma relacao desfavoravel
entre formacdo oOssea e contaminagdo das membranas por placa
bacteriana (Nowzari & Slots 1994; Machtei 2001; Rossa et al. 2006).
A membrana ideal deveria ser confeccionada com material menos suscetivel a
exposicdo, ou nao ser significantemente colonizada por bactérias
periodontopatogénicas quando exposta a cavidade bucal. Além disso, uma
membrana que pudesse levar a um aumento da espessura e da altura de
tecido queratinizado poderia ser vantajosa.

Dentro deste contexto, alguns autores tém proposto o uso da matriz
dérmica acelular (MDA) como membrana. A MDA é um material obtido da pele
humana e tem sido usada para diversos fins: como substituto do tecido
conjuntivo do palato, em enxertos para aumento da espessura de tecido
queratinizado ao redor de dentes e implantes (Felipe et al. 2007) para
tratamento de deformidades alveolares (Batista et al. 2001) para cirurgias de
recobrimento radicular (Novaes & Souza 2001; Aichelmann-Reidy et al. 2001)
e remocao de pigmentacdo melanica (Novaes et al. 2002b; Pontes et al. 2004).
Recentemente, a MDA foi avaliada como membrana na regeneragao tecidual
guiada (RTG). No estudo, a MDA demonstrou resultados histomorfométricos
semelhantes a membrana reabsorvivel, além disso, a MDA leva a um aumento
em espessura e em largura de tecido queratinizado (Andrade et al. 2008), como
tem sido demonstrado em varios estudos (Seibert & Nyman 1990; Lindhe et al.

1995; Woodyard et al. 2004; de Queiroz Cortes et al. 2006). Alguns estudos



clinicos tem sugerido a utilizagdo da MDA em rebordos edéntulos, associadas a
implantes imediatos, sugerindo que esses materiais podem ser usados como
membrana (Novaes et al. 2002a; Fowler et al. 2000).

Uma desvantagem das membranas, inclusive a MDA, quando utilizada
como tal, € que em defeitos criticos ha uma tendéncia delas invaginarem para o
interior do defeito. Sendo assim, alguns autores indicam a utilizagado de enxerto
O0sseo autdégeno e biomateriais de preenchimento para prevenir o colapso das
mesmas (Hockers et al. 1999).

Existe uma grande variedade de materiais a serem utilizados como
enxertos: autdégenos, aldégenos, xendégenos e substitutos Osseos
sintéticos (Fowler et al. 2000; Simon et al. 2000; Kirkland et al. 2000; Fotek et
al. 2009; Pinho et al. 2006).

Quanto a previsibilidade, os enxertos autégenos sao considerados os
mais indicados (McAllister & Haghighat 2007). Em contrapartida, a quantidade
de 0sso necessaria das areas doadoras intra-orais e a morbidade associada ao
procedimento cirurgico s&o fatores que limitam a indicagdo e a aceitagdo por
parte do paciente.

Os enxertos alégenos apresentam um baixo risco de transmissdo de
doencgas e rejeicdo, por ndo conterem células viaveis. Além de constituirem
fonte ilimitada de material, minimizam a morbidade do paciente uma vez que
nao € necessaria a remogao de tecido 6sseo de uma area doadora. Um novo
material (Mineross®) constituido por uma mistura de particulas de osso alégeno
cortical e medular tem sido utilizado como substituto 6sseo na técnica da ROG
(Gapski et al. 2008)

Este estudo teve por objetivo avaliar a efetividade da matriz dérmica



acelular utilizada como membrana, associada ou ndo a um enxerto 0sseo
alégeno na regeneracgao 0ssea guiada. Foram avaliadas clinicamente: largura e
espessura do tecido queratinizado. E, radiograficamente, o preenchimento e a

densidade 6ssea.



MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana (CEUA-PUCPR) sob o n. 455 e

apos sua aprovagao foram realizados os seguintes passos:

1. Selegao e preparo dos animais

Foram selecionados 7 minipigs ( Minipig BR-1) de aproximadamente 18
meses de idade pesando entre 20 e 30 Kg. Os animais eram provenientes da
empresa Minipig Comércio e Desenvolvimento (Campina do Monte Alegre-SP-
Brasil) e foram transportados para a Fazenda Experimental Gralha Azul da
PUCPR, onde permaneceram até o final do experimento.

Os animais receberam tratamento antiparasitario, vitaminas, uma série
completa de vacinas e tratamento profilatico dental com uso de aparelho de
ultrason (Cavitron 3000, Dentsply Mfg. Co. York, PA, USA).

Nos dias das cirurgias, os animais foram transportados para o Campus | da
PUCPR, até o Laboratorio de Técnica Operatoria, onde os procedimentos
foram realizados. Todo tratamento foi realizado com os animais anestesiados
e monitorados por pessoal especializado.

O presente estudo seguiu o seguinte cronograma:

Ex. Clinico | . Ex. Clinico Il
Cruria 1 Cirurgia 2 Raio X Raio X
Raio X inicial 8-semanas 16 -semanas

—
8-semanas 8-semanas 8-semanas

0 6 meses



2. Cirurgia 1 — Exodontia bilateral dos quatro pré-molares inferiores.

Os animais permaneceram em jejum desde a noite anterior a cirurgia.
Eles foram pré-anestesiados com anestésico especifico para suinos Azaperone
(Destress — Dés-Vet, Sdo Paulo — SP — Brasil), ministrando-se 1mg/kg de peso.
Apds 20 minutos, aplicou-se a dose inicial de anestésico geral Quetamina
(Dopalen — Vetbrands, Jacarei- SP- Brasil), com dosagem de 5 mg/kg de peso,
ambos via intramuscular. Durante todo o periodo em que o0s animais
permaneceram anestesiados, os batimentos cardiacos, a frequéncia
respiratoria, a temperatura e os reflexos palpebrais, interdigitais e intestinais
foram monitorados por pessoal técnico especializado.

Apos a anestesia, foram realizados retalhos totais bilateralmente na
regido dos quatro pré-molares inferiores (P1, P2, P3, P4). Os dentes foram
seccionados na diregao vestibulo-lingual na area de furca, as raizes foram
cuidadosa e individualmente extraidas com a utilizacdo de um periétomo para
evitar a fratura das paredes dsseas. Os retalhos foram entdo reposicionados e
suturados com fio reabsorvivel Vicryl 5-0 (Ethicon - Johnson & Johnson - New
Brunswick, NJ — EUA). Os animais receberam dieta pastosa (ragdo umedecida)
por 14 dias para prevenir a ruptura das suturas.

Semanalmente, foi realizada aplicagao tépica de clorexidina a 0,12%,
bem como a observacgdo clinica do processo de cicatrizagdo das areas

operadas.



3. Exame Clinico | e Cirurgia 2 (Confecc¢ao do defeito e ROG)

Oito semanas apds a cirurgia 1 foi repetida a técnica de sedacéo e
anestesia e foram realizadas as medidas clinicas (Exame Clinico |) para avaliar
a largura e a espessura do tecido queratinizado (LTQ e ETQ) respectivamente.
Um guia (stent), sob medida, confeccionado na extensdo entre os dentes,
canino e molar foi utilizado para determinar e padronizar o sitio exato das
medidas clinicas. Trés marcas referenciais foram feitas no guia (stent) para
determinar exatamente a area do defeito 6sseo: uma vestibular, uma oclusal e
uma lingual (Fig. 1A).

Todas as mensuragoes clinicas foram realizadas pelo mesmo operador.
A largura do tecido queratinizado foi mensurada com a utilizacdo de um
compasso de ponta seca (Fig. 1B) e transferida para um paquimetro digital
(Mitutoyo, Raffo - Suzano - SP — Brasil), 0 que determinou a largura do tecido
queratinizado nas superficies: vestibular (LTQ-V) e lingual (LTQ-L), ou seja, a
distancia entre a marca de referéncia da superficie oclusal e a jungdo muco
gengival (JMG) vestibular ou lingual (Fig. 1C).

A espessura do tecido queratinizado foi mensurada nas superficies:
oclusal (ETQ-O), vestibular (ETQ-V) e lingual (ETQ-L), nas marcagbes
correspondentes do guia. Essas mensuragdes foram realizadas com a
utilizagcdo de uma sonda periodontal com um cursor de silicone (fig. D). A sonda
foi posicionada perpendicularmente a superficie do tecido queratinizado e
introduzida no tecido mole com leve pressao até que uma superficie dura fosse
detectada (Fig. 1E). O cursor de silicone foi entdo posicionado em contato com

a superficie externa de tecido mole. Apds a retirada cuidadosa da sonda
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periodontal, a profundidade de penetracdo foi medida por meio de um
paquimetro digital (Fig. 1F). As mensuragbes da ETQ -V, ETQ- 0O e ETQ-L
foram realizadas trés vezes e o valor médio foi calculado para cada sitio.

Na sequéncia, uma incisao horizontal foi feita na crista do rebordo, com
lamina 15 c, da face distal do canino até a face mesial do primeiro molar (Fig.
2A). Um retalho total foi elevado e um defeito oOsseo retangular foi
cirurgicamente confeccionado bilateralmente na regido dos rebordos edéntulos,
utilizando-se brocas cirurgicas de baixa-rotagcdo 703 e 702 (KG Sorensen-
Medical Burs Cotia, SP — Brasil) e Cinzéis de Ochsenbein N.1 e N. 2 (Hu-friedy -
Chicago, IL — EUA) (Fig. 2B). Foi utilizada irrigagdo abundante de solug¢éo salina
estéril durante a confeccéo dos defeitos. A dimensio dos defeitos era de 10mm
no sentido vestibulo-lingual, 12mm no sentido mesio-distal e 8 mm no sentido
apico-coronal, sendo que a parede lingual foi mantida (Fig. 2C). As dimensdes
conferidas aos defeitos os fazem constituir defeitos criticos (Schenk et al.
1994).

Em um lado da mandibula, aleatoriamente eleito por sorteio, o defeito foi
preenchido com um enxerto de material alégeno, MINEROSS® (Biohorizons
Inc. Birmimgham — AL — EUA) (fig. 3A; 3B) (grupo teste - GT). O biomaterial foi
entdo recoberto com a MDA (Alloderm; Biohorizons Inc. Birmimgham — AL —
EUA) a qual se estendeu além das margens do defeito por 2 a 3mm. A MDA foi
mantida em posigcao por meio de 4 parafusos de fixacdo, sendo 2 nas bordas
mesial e distal na face vestibular a 3 mm da base do defeito, os quais serviram
como referéncia para as analises radiograficas, e 2 na face lingual (Fig. 3C). O
retalho foi entdo reposicionado e suturado com fio de sutura reabsorvivel vicryl

5-0, com o intuito de recobrir completamente a MDA (Fig. 3D).
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Contralateralmente, o defeito cirurgicamente confeccionado foi apenas
recoberto com a MDA (grupo controle - GC), a qual foi mantida em posi¢cao da
mesma maneira descrita anteriormente. O retalho foi entdo reposicionado e
suturado com fio de sutura reabsorvivel vicryl 5-0, com o intuito de recobrir
completamente a MDA (Fig. 4A; B; C; D)

Tomadas radiograficas dos defeitos 6sseos bilaterais foram realizadas.
Todas as radiografias foram obtidas por um unico examinador, utilizando um
aparelho de Raio X convencional (Spectro 70X, Dabi Atlante Ribeirdo Preto-SP,
Brasil). O tempo de exposicdo foi ajustado para 0,7s. Para padronizar a
posicao da tomada radiografica, foi confeccionado um bite-block individual de
silicone associado a um posicionador radiografico para cada lado de cada

animal.

Tratamento po6s operatorio:

Foi utilizado Tramadol (50 mg/ml) a 3 mg/kg como terapia analgésica, e
Ketoprofeno 20 mg a 1pil/20kg, como anti-inflamatério. Os animais também
receberam Stomorgyl (Stomorgyl 10, Merial saude animal Ltda, Paulinia, SP —
Brasil) a 1pil/10kg por 10 dias como terapia antibidtica.

Os animais foram mantidos sob dieta pastosa por 15 dias, quando foram
removidas as sutura. Foi realizada diariamente aplicagao topica de clorexidina
a 0,12%, para controle do biofilme. Os dentes remanescentes receberam
instrumentacgao ultrasénica, mensalmente.

Durante todo o periodo experimental, os animais receberam agua sem

restricdo e foram alimentados com ragédo prépria para suinos (S4, Bravisco,

12



Bastos —SP-Brasil), numa quantidade diaria equivalente a 2% do peso de cada

animal, dividida em duas porg¢des diarias.

Exame Clinico Il

Dezesseis semanas apos a cirurgia 2 (ROG) as medidas clinicas foram
novamente realizadas seguindo os mesmos critérios de padronizagao utilizados

no exame clinico |.

Analise Radiografica

As radiografias iniciais (RI) no grupo teste (GT) e no grupo controle (GC)
foram realizadas imediatamente apds cirurgia 2 (ROG).

Apos 8 semanas utilizando o bite-block individual de silicone (FIG. 5)
foram realizadas novas radiografias padronizadas (R-8). Dezesseis semanas
apos a cirurgia 2 foram novamente realizadas radiografias padronizadas (R-
16).

Para avaliar as mudancas Osseas, foi realizada subtracdo radiografica
das imagens utilizando o software Emago (Emagos/Advanced 3.43, Oral
Diagnostic Systems, Louwesweg, Amsterdam, Holanda). As subtragdes
radiograficas foram calculadas em pares da seguinte forma: Rl e R-8; Rl e
R-16; R-8 e R-16. Foi obtida assim uma nova imagem representando a
diferenga entre as radiografias originais (I-16 sub, |- 8sub e 8-16sub) (Fig. 6).

Dessas trés novas imagens foi mensurada a area radiografica de novo

osso (ANO-R) em mm?2. A area radiografica do defeito 6sseo (ADO — R) foi
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mensurada em mm? na radiografia inicial. O preenchimento 6sseo radiografico
(PO-R) foi calculado em 8 semanas (PO-R 8) e 16 semanas (PO-R 16) (fig. 7),
assim como a razdo entre ADO-R e APO-R, e representada em valores
percentuais.

A densidade é6ssea foi também avaliada (DO-R) em escala de cinza.
Para realizar essa analise foram desenhadas duas linhas, uma horizontal e
uma vertical, para determinar o ponto central do defeito (C). Deste ponto
central, quatro novas regides padronizadas de interesse foram definidas: uma
coronal ao ponto central (Co), uma apical ao ponto central (A), uma no ponto
central (Cc) e uma na base da mandibula fora da area do defeito que serviu
como controle (Cr). (Fig.8). Nessas regides foi posicionado um quadrado (grid)
de 16 pixels* e a DO-R foi entdo calculada nesses quadrados de area
conhecida (Hwang et al. 2008) (Fig. 8) , compreendendo DO-R — Co, DO-R — A,
DO-R — Cc e DO-R — Cr. A DO-R total foi calculada através da variagao
percentual da média aritimética entre DO-R — Co, DO-R — A, DO-R - Cc. A
medida DO-R — Cr foi utilizada como controle e n&o era esperado que esta
demonstrasse mudancas de densidade o6ssea durante o estudo. As medidas
foram realizadas através do software Image J (National Institutes of Health

(NIH) — Bethesda — MD — EUA).
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Analise Estatistica

Para analise das percentagens médias das variaveis avaliadas, testou-
se inicialmente a normalidade dos dados para o grupo teste e para o grupo
controle, utilizando-se o Teste de Kolmogorov-Smirnov. Para a andlise da
homogeneidade de variancia entre os grupos utilizou-se o Teste de Levene. O
nivel de significancia adotado foi de 5 %. Quando ambos os grupos
apresentaram normalidade e homogeneidade foi realizado o teste T de student,
assumindo variaveis homogéneas. Quando o0s grupos nao apresentaram
homogeneidade, porém distribuicdo normal, foi realizado teste T de student,
admitindo variancia heterogénea. Quando pelo menos um dos grupos nao
apresentou distribuicdo normal, utilizou-se o teste U de Mann-Withney. O

software utilizado para as analises estatisticas foi o SPSS 18.0.
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RESULTADOS

Todos os procedimentos foram bem tolerados pelos animais e nenhum

caso de infecgao foi observado.

Resultados clinicos

Nas avaliagbes clinicas ndo foram observadas diferengas
estatisticamente significantes para LTQ-V, LTQ-L, ETQ-V, ETQ-O, ETQ-L no
exame clinico | (Tabela 1), demonstrando similaridade pré-operatoria entre GT
e GC. Assim como no exame clinico |, o exame clinico |l ndo apresentou
diferencas estatisticamente significantes na comparagéo entre os grupos.

Nas medi¢des da variavel LTQ-V a média no exame clinico | no GT foi
de 3,66 + 0,69 enquanto que no GC foi de 3,87 + 0,76 (p= 0,604). No exame
clinico Il o GT apresentou média de 6,67 £ 0,98 e no GC 5,91 + 0,83 (p=
0,141). Para a variavel LTQ-L, no exame clinico | média no GT foi de 3,32 +
0,69 enquanto que no GC foi de 3,63 + 0,76 (p= 0,435). No exame clinico Il o
GT apresentou média de 6,69 + 0,76 e no GC 5,92 + 0,68 (p= 0,068). Para a
variavel ETQ-V no exame clinico | a média do GT foi de 1,96 £ 0,35 e de 1,88
0,51 (p=0,74) no GC, no exame clinico Il a média do GT foi de 3,07 + 0,21 e de
2,95 + 0,42 (p= 0,522) no GC. Na variavel ETQ-O a média do GT encontrada
no exame clinico | foi de 2,15 + 0,21, enquanto que o GC apresentou média de
2,12 + 0,34 (p= 0,825), no exame clinico Il a média do GT foi de 2,85 £ 0,46 e a
do GC foi de 3,01 = 0,45 (p=0,534). Na variavel ETQ-L a média do GT

encontrada no exame clinico | foi de 1,73 + 0,18, enquanto que o GC
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apresentou média de 1,51 + 0,21 (p= 0,048), no exame clinico Il a média do GT
foi de 2,28 + 0,33 e a do GC foi de 2,28 + 0,42 (p=0,977) (Tabela 1).

Nas analises intra-grupo, ambos (GT e GC) demonstraram aumento
consideravel da LTQ e da ETQ (Tabela 2). Diferencas estatisticamente
significantes encontradas no GT foram: LTQ-V que variou de 3,66 + 0,69 a 6,67
+ 0,98 (p=0,000096), LTQ-L que variou de 3,32 + 0,69 a 6,69 + 0,76
(p=0,000007), ETQ-V que variou de 1,96 + 0,35 a 3,07 + 0,21 (p= 0,000175),
ETQ-O que variou de 2,15 + 0,21 a 2,85 + 0,46 (p=0,010773), ETQ-L que
variou de 1,73 + 0,18 a 2,28 + 0,33 (p= 0,001804).

No GC foram encontradas diferengas estatisticamente significantes para
LTQ-V que variou de 3,87 £ 0,76 a 5,91 £ 0,83 (p=0,000076), LTQ-L que variou
de 3,63 £ 0,76 a 5,92 + 0,68 (p=0,000001), ETQ-V que variou de 1,88 + 0,51 a
2,95 £ 0,42 (p= 0,00257), ETQ-O que variou de 2,12 + 0,34 a 3,01 + 0,45

(p=0,00055), ETQ-L que variou de 1,58 + 0,21 a 2,28 + 0,42 (p=0,00417).

Resultados Radiograficos

Na avaliacao do preenchimento dsseo radiografico (PO-R) a média do
GT foi de 71.69 + 5.11 mm? em 8 semanas e 73,64 + 5.97 mm? em 16
semanas. No GC a média dos valores do PO-R foi de 72,67+ 3,97 mm? em 8
semanas e 74,11+ 4,33 mm? em 16 semanas (Tabela 3). Na comparagao entre
grupos as variaveis nao apresentaram diferenga estatisticamente significante,
para 8 semanas (p= 0,6963) e 16 semanas (p = 0,8703) (Tabela 4).

Para a variavel densidade 6ssea radiografica (DO-R) as médias dos

valores DOR-Cr ndo apresentaram diferenga estatisticamente significante no
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GT (p=0,773) e no GC (p=0,562), quando comparados: R-l, R-8 e R-16,
demonstrando boa padronizagao das imagens.

No GT a média da variagao percentual da densidade 6ssea radiografica
entre R-l e R-8 (8 semanas) foi de 91.17 + 66.48 , entre R-l e R-16 (16
semanas) foi de 107.97 £ 63.35 e entre R-8 e R-16 foi de 10,86 £ 6.92. No GC
a variacao entre R-l e R-8 foi de 78.74 + 51.93, entre R-l e R-16 foi de 125.38
+ 84.37 e entre R-8 e R-16 foi de 21,96 + 10.53. (Tabela 5)

Os grupos nao apresentaram diferencas estatisticamente significantes
quando comparados. R-l — R-8 (p= 0,392), R-I — R-16 (p= 0,754) e R-8 — R-16

(p=0,474). (Tabela 5).
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DISCUSSAO

No presente estudo foram utilizados biomateriais com o intuito de
promover a ROG em defeitos previamente confeccionados. A utilizacdo da
MDA associada ou ndo a um enxerto 0sseo alégeno particulado que combina
particulas de osso cortical e medular, resultou clinicamente em aumento de
espessura e largura do tecido queratinizado, em ambos 0s grupos.

A técnica de ROG vem sendo utilizada com sucesso no tratamento de
diversos tipos de deformidades 6sseas (Dhalin et al. 1988; Crespi et al. 2009;
Gapski et al. 2005). Inumeras sado as vantagens estéticas e funcionais da
preservacao do rebordo alveolar. Contudo, alguns problemas podem estar
associados com esta técnica quando se utilizam membranas de barreiras,
sejam absorviveis ou nao absorviveis, tais como a exposi¢ao prematura da
membrana a cavidade bucal e sua subseqiente contaminagcdo (Nowzari &
Slots 1994; Machtei 2001; Rossa et al. 2006). Além disso, s6 o uso de
membranas pode nao promover o aumento de largura e espessura de tecido
queratinizado, que seria altamente desejavel nas técnicas que visam o
tratamento de defeitos de rebordo (Batista et al. 2001).

Assim, com o objetivo de minimizar tais desvantagens relacionadas ao
uso das membranas, a MDA foi proposta como uma alternativa de uso nas
técnicas de ROG. Um dos primeiros relatos clinicos da utilizagdo da MDA como
membrana na ROG foi apresentado por Novaes Jr e Souza (2001). A MDA foi
utilizada como membrana para a prevencao do colapso alveolar pés-exodontia
€ a espessura 0ssea obtida apdés 6 meses permitiu a instalagdo adequada de
um implante osseointegravel. Alguns estudos clinicos também utilizaram a

MDA como membrana na ROG em rebordos edéntulos e em associacdo com
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implantes imediatos (Novaes et al. 2002a; Fowler et al. 2000). Os resultados do
presente estudo, assim como estudo prévio de Fotek et al. (2009)
comprovaram que a MDA pode ser utilizada como membrana para prevenir o
colapso alveolar em procedimentos de ROG.

Em estudo utilizando metodologia e analises clinicas semelhantes a
este, Borges et al. (2009) testaram a habilidade da MDA em atuar como
barreira em procedimento de ROG em defeitos Osseos cirurgicamente
confeccionados em cades. Encontraram um ganho estatisticamente significativo
em espessura do tecido queratinizado na face lingual, enquanto que no
presente trabalho houve aumento desta espessura em todas as faces
mensuradas (ETQ-V, p=0,0001; E.T.Q-O, p=0,0107 e E.T.Q-L, p=0,0018).
Estes dados estdo de acordo com estudos prévios, os quais demonstraram a
capacidade da MDA em promover um aumento do tecido queratinizado (Fowler
et al. 2000; Aichelmann-Reidy et al. 2001; Novaes et al. 2001). Com relagao a
largura do tecido queratinizado, os resultados sado confrontantes. Enquanto no
presente estudo também foi observado aumento significativo da largura do
tecido queratinizado (L.T.Q-V, p=0,0000 e L.T.Q-L, p=0,0000), os achados de
Borges et al. (2009) demonstraram uma reducdo da largura do tecido
queratinizado, tanto na face vestibular, quanto lingual. Os autores relatam que
este fato possa ter ocorrido pelo deslocamento coronario do retalho e,
consequentemente, da jungdo mucogengival, entdo posicionada em diregao
coronaria, em relagdo a sua posigcao original. Embora a jungdo mucogengival
tenda a retornar a sua posic¢ao original em periodos posteriores (Ainamo et al.
1992), é provavel que o periodo de 4 meses tenha sido insuficiente para a MDA

promover este ganho de tecido em largura (de Souza et al. 2008). Além disso,
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sabe-se que o aumento deste tecido depende da migracéo de células com a
capacidade de estimular a diferenciagdo da mucosa, o que pode variar entre
diferentes espécies ou mesmo entre membros da mesma espécie (Paolantonio
et al. 2002). Isso poderia explicar a divergéncia de resultados em funcédo das
espécies envolvidas neste e no trabalho de Borges et al. (2009)
respectivamente, minipigs e céaes.

Luczyszyn et al. (2005) utilizaram a MDA associada ou ndo com enxerto
de hidroxiapatita absorvivel em preenchimento de alvéolos para preservacao
do rebordo alveolar. Foram 15 pares de dentes indicados para extracdo, nos
quais de um lado foi utilizado apenas MDA e do outro, a MDA associada ao
enxerto de hidroxiapatita. Apdés 6 meses, observou-se aumento de mucosa
queratinizada com o uso da MDA, o que corrobora os achados clinicos do
presente estudo, sem diferengas significativas para os grupos associados aos
enxertos, em ambos os trabalhos.

Dahlin et al. (1988) demonstraram que quando células epiteliais e
conjuntivas s&o isoladas dos defeitos 6sseos, ocorre nova formagdo Ossea.
Contudo, € preciso que o espaco disponivel para a regeneragado 0ssea seja
mantido sob as membranas. Em muitos casos, com o objetivo de manter esse
espaco e servir como arcabougo para a migragao celular favoravel, sugere-se a
associagcao entre enxertos 6sseos e membranas, objetivando a ROG. No
presente estudo, a MDA foi firmemente fixada com parafusos de titanio, o que
pode ter impedido o colapso da MDA, mantendo o arcabougo e justificando
assim a semelhanga dos resultados clinicos encontrados nos dois grupos, com

ou sem enxerto associado.
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Radiograficamente, os resultados do presente estudo foram comparados
com os achados de Borges et al. (2009) quanto aos parametros utilizados para
avaliar as radiografias nas areas dos defeitos 0&sseos cirurgicamente
confeccionados e tratados com MDA, a qual foi usada como barreira na ROG.
As porcentagens de preenchimento 6sseo radiografico, obtidas através da
subtragcdo radiografica, serviram como indicador de uma possivel nova
formagao Ossea. Estas porcentagens, ora encontradas, (71,69% em 8 semanas
e 73,64% em 16 semanas) sao similares as encontradas por Borges et al.
(2009) (78,41% em 8 semanas e 83,38% em 16 semanas), todas comparadas
a radiografia inicial da area do defeito. Jovanovic et al. (2007) reportaram
completo preenchimento radiografico, porém nao avaliaram pela técnica de
subtracado radiografica, mas apenas por meio de imagens convencionais.

Enxertos 6sseos autdégenos sdo considerados o material ideal para
procedimentos de enxertia Ossea por apresentarem propriedades
osteogénicas, osteoindutivas e osteocondutivas. Além disso, ndo apresentam
risco de transmissdo de doengas nem causam rejeigao. Por outro lado, este
tipo de enxerto causa maior desconforto ao paciente além de morbidade
provocada pela area doadora, uma vez que ha a necessidade de um
procedimento cirurgico adicional para coleta do osso. Com o intuito de
minimizar estas desvantagens, alguns autores sugerem a utilizacdo de
substitutos 6sseos como alternativas aos enxertos autdgenos (Crespi et al.
2009; De Coster et al. 2009; Matos et al. 2007; Roriz et al. 2006).

Em procedimentos visando a ROG, o enxerto 6sseo aldogeno mais
utilizado € o enxerto alogeno desidratado por congelamento desmineralizado

(DFDBA).
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No presente trabalho, foi utilizado um novo enxerto alégeno particulado,
o Mineross, que associa particulas de osso cortical a particulas de osso
medular. A porgao cortical do material tem a fungdo de manter a integridade
estrutural, enquanto a porcdo medular oferece arquitetura porosa o que
promove revascularizacdo e melhora seu potencial osteocondutor,. Até o
momento existem poucos trabalhos na literatura utilizando este material.

Em um relato de caso, Gapski et al. (2008) demonstraram resultados
positivos com a utilizacdo de enxerto 6sseo alégeno (Mineross), em cirurgias
de levantamento de seio maxilar. A analise radiografica realizada apds 6 meses
da enxertia demonstrou grande similaridade entre as imagens obtidas da area
do enxerto e do osso nativo do paciente.

No presente estudo, ao final do periodo de 16 semanas, os resultados
radiograficos obtidos através da técnica de subtragao radiografica e da técnica
convencional, ndo apresentaram diferengas estatisticamente significantes entre
0S grupos, e sim, apresentaram similaridade tanto no preenchimento 6sseo
como na densidade dssea.

Com base na metodologia empregada e na analise dos resultados,
pode-se concluir que a matriz dérmica acelular promoveu a regeneragao 6ssea
guiada e proporcionou ganho em espessura e largura do tecido queratinizado,

associada ou nao ao enxerto 6sseo alégeno.
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ANEXOS
FIG. 01

Fig. 1. A — Guia (stent) de acetato de canino a molar, com perfuragdes: vestibular, oclusal e lingual,
na area do rebordo edéntulo correspondente a regido do defeito désseo a ser confeccionado.
B — Compasso de ponta seca. C - mensuragao da distancia entre a demarcagao oclusal e a linha muco-
gendival vestibular e lingual, D — Sonda periodontal com cursor de silicone. E — Mensuragdo da
espessura do tecido queratinizado. F — transferéncia das medidas de espessura to tecido queratinizado

para o paquimetro digital.

FIG. 02

Fig. 2: A - Incisdo com lamina 15¢ de molar a canino, B - confecgao do defeito 6sseo, C - Avaliagao da

profundidade do defeito, durante a confec¢do, com o uso de sonda milimetrada.
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FIG. 3

Fig. 3: A-B — insergao do enxerto aldgeno MINEROSS ® no defeito. C — recobrimento da area com a MDA

e fixagcdo com parafusos de titdnio. D — Sutura com vicryl 5-0 recobrindo totalmente a MDA.
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FIG. 4

Fig. 4 — A-B — Defeito 6sseo preenchido com o coagulo, C — posicionamento e fixagdo da MDA recobrindo

o defeito. D- Sutura com vicryl 5-0 recobrindo totalmente a MDA.
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FIG. 5

Posicionador radiografico associado a um bite-block individual de silicone,

para padronizacao das radiografias.
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FIG. 6

.

Fig. 6 — A- Raio x inicial (RI). B - 8-semanas (R-8). C — 16 semanas (R-16); D — I-16 imagem; E — -8

imagem; F — 8-16 imagem.



FIG.7
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Fig, 7; A — R — |. B Mensuragdo da area do defeito utilizando o software image J. C — I|-16sub.

D - mensuragdo da area de preenchimento na imagem de subtracéo radiografica I-16.
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FIG. 8

Fig. 8 - A — raio x Inicial (RI); B — mensuragéo da densidades 6ssea utilizando o software image J; C

Desenho esquematico representando as areas a serem avaliadas.
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Tabela 1. Comparacgéo entre o grupo teste (GT) e o grupo controle (GC) das

médias (mm) para os sitios analisados nos exames clinicos | e II.

Exame Clinico |

Exame Clinico Il

Sitio P P
GT GC GT GC
LT.Q.-V 3,66+0,69 3,87+0,76 0,604 6,67 £0,98 5,91+0,83 0,141
LT.Q.-L 3,32+0,69 3,63+0,76 0,435 6,69 +0,76 5,92 £0,68 0,068
ET.Q-V 1,96+0,35 1,88+0,51 0,74 3,07+0,21 2,95+0,42 0,522
E.T.Q-0 2,15+0,21 2,12+0,34 0,825 2,85+0,46 3,01+£0,45 0,534
E.T.Q-L 1,73+0,18 1,58+0,21 0,048 2,28+0,33 2,28 +0,42 0,977

L.T.Q.-V, Largura do tecido queratinizado na face vestibular; L.T.Q.-L, Largura do tecido queratinizado na face lingual;

E.T.Q-V, Espessura do tecido queratinizado na face vestibular; E.T.Q-O, Espessura do tecido queratinizado na

regido oclusal; E.T.Q-L, Espessura do tecido queratinizado na face lingual.

Teste T de Student

Tabela 2. Comparacgao entre os exames clinicos | e Il dos valores em mm para
o grupo teste e o grupo controle (comparagéao intra-grupo)

Grupo Teste

Grupo Controle

Sitio P P
Ex. Clinico I I | I
L.T.Q.-V 3,66 £0,69 6,67 +£0,98 0,000096* 3,87+£0,76 5,91+0,83 0,000076*
L.T.Q-L 3,32+0,69 6,69+0,76 0,000007* 363+0,76 592+0,68 0,000001*
E.T.Q-V 1,96 £ 0,35 3,07 £0,21 0,000177* 1,88+0,51 2,95+0,42 0,00257*
E.T.Q-O 215+0,21 2,85+0,46 0,010773* 212 +0,34 3,01 £0,45 0,00055*
E.T.Q-L 1,73+0,18 2,28 +0,33 0,001803* 1,58 £0,21 2,28+0,42 0,00417*

* - Diferencga estatisticamente relevante (p<0.05)

L.T.Q.-V, Largura do tecido queratinizado na face vestibular; L.T.Q.-L, Largura do tecido queratinizado na face lingual;

E.T.Q-V, Espessura do tecido queratinizado na face vestibular; E.T.Q-O, Espessura do tecido queratinizado na
regido oclusal; E.T.Q-L, Espessura do tecido queratinizado na face lingual.

Teste T de Student
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Tabela 3. Mensuragdes radiograficas do preenchimento 6sseo radiografico
para cada animal em 8 e 16 semanas.

il ADO-R ANO-R-8 ANO-R-16 PO-R - 8 PO-R - 16
GT
1 107.96 82.34 81.13 76,26 75.14
2 105.87 69.43 70.01 65,58 66.12
3 112.3 81.02 82.73 72.14 73.66
4 101.09 67.09 70.56 66.36 69,79
5 105.87 83.65 89.66 79,01 84.68
6 109.04 80.72 82.84 74.02 75.97
7 112.89 77.25 79.13 68.42 70.09
71.69+511 73,64 +597
GC
1 106.76 74.97 75.09 70.22 70.33
2 100.4 77.04 77.93 76.73 77.89
3 103.1 70.26 72.41 68.14 70.23
4 104.23 79.12 82.98 75.90 79.61
5 109.43 76.14 76.85 69.57 70.22
6 103.4 72.70 74.45 70.3 72
7 102.00 79.33 80.30 77.77 78.72

72,66 = 3.97 7411 +£4.33

GT, Grupo teste; GC, Grupo Controle; ADO-R, Area do defeito 6sseo Radiografico;
ANO-R, Area de osso novo radiografico 8 e 16 semanas; PO-R Preenchimento 6sseo
radiografico em 8 e 16 semanas. (%)

Teste T de Student
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Tabela 4. Comparacgao entre os grupos das médias do PO-Rem 8 e 16
semanas.

Média POR-8 POR-16
GT 71.69 £5.11 76.94 +£5.97
GC 72.66 + 3.97 74.11£4.33
P 0.6963 0.8703

GT, Grupo teste. GC, Grupo Controle. PO-R, Preenchimento Osseo
Radiografico em 8 semanas. PO-R — 16, Preenchimento Osseo
Radiografico em 16 semanas.

Teste T de Student

Tabela 5. Variagéo percentual da variagao da densidade 6ssea radiografica
entre os grupos GT e GC.

Periodo -8 1-16 8-16
GT 91.17 +66.48 107.97 + 63.35 10,86 + 6.92
GC 78.74 + 51.93 125.38 + 84.37 21,96 + 10.53

p 0.392 0.754 0.474

GT, Grupo teste; GC, Grupo Controle; |- 8, Percentagem de Variacdo da Densidade
Ossea Radiografica entre 0/8 semanas; | - 16 Percentagem de Variagdo da Densidade
Ossea radiografica entre 0/16 semanas; 8 -16, Percentagem da variacdo da densidade

Ossea radiografica entre 8/16semanas
Teste U de Mann-Whitney
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ABSTRACT

Objective: The purpose of this study was to evaluate the effectiveness of the
Acellular Dermal Matrix (ADM) as a membrane in guided bone regeneration
(GBR) associated or not to an allograft.

Material and methods: In Seven minipigs, the mandibular pre-molars were
extracted. After 8 weeks, a bone defect was surgically created bilaterally and
GBR was performed, each side was randomly assigned to the control group
(CG — ADM as a membrane) or to the test group (TG — ADM associated to an
allograft). Immediately after the GBR, standardized radiographs X-ray were
taken, and were repeated at 8 and 16 weeks post-operatively. Clinical
measurements of the width and thickness of the keratinized tissue (WKT an
TKT, respectively) were performed before the GBR procedure and repeated 16
weeks after the GBR before the euthanasia. The minipigs were sacrificed 16
weeks after GBR and histomorphometric analysis was performed.
Measurements of the Area of New Bone and Linear Bone Height were
performed.

Results: The post-operative healing was uneventful in both groups. Both
groups demonstrated a significant increase in width and thickness of the
keratinized tissue, but there were no statistically significant difference between
groups. Radiographic evaluation, showed images suggesting new bone
formation in both groups, at 8 and 16 weeks following GBR. There were no
statistically difference between Groups in the histomorphometric evaluations.
Conclusion: ADM when used as a membrane, allowed new bone formation

and promoted a significant gain in width and thickness of the keratinized tissue.
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INTRODUCTION

Prosthetic rehabilitation, associated or not to dental implants, have as a
prerequisite the presence of an appropriate size in width and thickness of the
alveolar ridge. The alveolar bone resorption after tooth extraction, for example,
occurs due to migration of the epithelium, and penetration of the gingival tissue
flap in the area of the alveoli. The remodeling is progressive and leads to a loss
of approximately 40% in width and 60% in thickness of bone tissue (Amler
1969, Atwood & Coy 1971). This loss is irreversible and increases the difficulty
of prosthetic rehabilitations. The deposition of bone tissue occurs in a
centripetal way, and faster cell renewal of the epithelium, results in a convex
defect in the alveolar ridge (Borges et al. 2009; Wainwright 1995).
One of the most predictable ways to prevent these changes, is the Guided Bone
Regeneration (GBR). The biological principle of GBR is the cell selectivity
through the use of a biological barrier to inhibit epithelial migration and
penetration of the gingival tissue flap, and thereby, allow the proliferation of
osteogenic cells and alveolar bone regeneration (Dahlin 1988). A variety of
biocompatible materials, both absorbable and non absorbable membranes, has
been used in the GBR technique. The literature indicates that clinically and
histologically, the results achieved by non-absorbable and absorbable
membranes are similar (Novaes & Souza 2001, Novaes et al. 2002a, 2002b,
Griffin et al. 2004). However, absorbable membranes do not require a second
surgery for its removal, which besides being less costly and more comfortable
for the patient, may promote alveolar bone preservation. Many studies showed

that exposed membranes may be severely colonized by bacteria and there is an
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unfavorable relationship between bone formation and contamination of
membranes by bacterial plaque (Nowzari & Slots 1994; Macht 2001; Rossa et
al. 2006). The ideal membrane should be made of a material less susceptible to
exposure, or may not be significantly colonized by periodontal pathogens when
exposed to the oral cavity. Furthermore a membrane that could lead to an
increase in the thickness and width of Kkeratinized tissue, could be
advantageous. Within this context some authors have proposed the use of
acellular dermal matrix (ADM) as a membrane. The ADM is a material obtained
from human skin and has been used for various purposes: as a substitute of the
palate tissue in grafts to increase the thickness of keratinized tissue around
teeth and implants (Felipe et al. 2007) for the treatment of alveolar deformities
(Batista et al. 2001) for surgical root coverage (Novaes & Souza 2001;
Aichelmann-Reidy et al. 2001) and removal of melanin pigmentation (Novaes et
al. 2002a; Novaes et al. 2002b; Pontes et al. 2006). Recently, the ADM was
evaluated as a membrane in guided tissue regeneration (GTR). In the study, the
ADM showed similar histomorphometric results when compared to a resorbable
membrane, in addition, the MDA led to an increase in thickness and width of
keratinized tissue (Andrade et al. 2008), as has been shown in several studies
(Seibert & Nyman 1990 , Lindhe et al. 1995; Woodyard et al. 2004; de Queiroz
Cortes et al. 2006). Some clinical studies have used the ADM in edentulous
ridges, associated with immediate implants, suggesting that these materials can
be used as membrane (Novaes et al. 2002a; Fowler et al. 2000). One of the
main disadvantages of the membranes, including the MDA when used such as,

is that in critical defects there is a tendency of them to invaginate into the
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defect. Thus, some authors suggest the use of autogenous bone graft and

biomaterials to prevent the collapse of the ADM. (Hockers et al. 1999).

There are a variety of materials to be used as grafts: autogenous,
allografts, synthetic bone substitutes and xenogenous (Fowler et al. 2000;
Simon et al. 2000; Kirkland et al. 2000; fotek et al. 2009; Pinho et al. 2006)
As for predictability, autografts are considered the most suitable (McAllister &
Haghighat 2007) In contrast, the amount of bone needed of intraoral donor sites
and morbidity associated with surgical procedure, limits the indication and
acceptance by the patient . The allograft have a low risk of disease transmission
and rejection, as they do not contain viable cells. In addition it is presented as
an unlimited source of material, minimizing the morbidity of the patient since it is
not necessary to remove bone tissue from a donor area. A new material
Mineross ® consisting of a mixture of allogenic particulate bone which blends
cortical and cancellous bone particles, was selected to be used in this work,
associated with the ADM in the GBR procedure. This study aimed to evaluate
the effectiveness of acellular dermal matrix used as a membrane, with or
without a bone allograft in guided bone regeneration. In the clinical evaluation
the width and thickness of keratinized tissue, was measured, and the

radiographic evaluation of bone density and bone fill.
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MATERIAL AND METHODS

This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use of the
Pontifical Catholic University of Parana (CEUA-PUCPR) under the n. 561 and

after its adoption were performed the following steps:

1. Selection and preparation of animals.

Seven minipigs were selected (Minipig BR-1) approximately 18 months of
age weighing between 20 and 30 kg The animals were from the company
Minipig Trade and Development (Campina do Monte Alegre-SP-Brazil) and
were transported to the Experimental Farm Gralha Azul - PUCPR, where they
remained until the end of the experiment. The animals received antiparasitic
treatment, vitamins, a full series of vaccines and dental prophylactic treatment
with a ultrasonic cleaner (Cavitron 3000, Dentsply Mfg. Co., York, PA, USA). In
the days after surgery, the animals were transported to PUC-PR camp |, to the
Laboratory of Surgical Technique, where the procedures were performed. Every
treatment was performed with the animals anesthetized and monitored by

qualified personnel.

2. Surgery 1 — Extraction of the four lower premolars bilaterally

The animals were fasted from the night before surgery. They were pre-
anesthetized with specific anesthetic for pigs azaperone (Destress - Des-Vet,
Sao Paulo - SP - Brazil), ministering to 1mg/kg of body weight. After 20

minutes, we applied the initial dose of general anesthetic ketamine (Dopalen -
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Vetbrands, Jacarei-SP-Brazil) with a dosage of 5 mg / kg, both intramuscularly.
Throughout the period in which the animals were anesthetized, heart rate,
respiratory rate, temperature and palpebral reflexes palpebral and were
monitored by specialized personnel. Under anesthesia, mucoperiosteal flaps
were performed bilaterally in the region of four premolars (P1, P2, P3, P4). The
teeth were sectioned in buccolingual direction in the area of the root furcation,
roots were carefully and individually extracted to avoid fracture of the bone
walls. The flaps were then repositioned and sutured with absorbable Vicryl 5-0
(Ethicon - Johnson & Johnson - New Brunswick, NJ - USA). The animals were
fed with a paste (wet food) for 14 days to prevent rupture of the sutures. A
topical use chlorhexidine 0.12% was performed weekly, and the clinical

observation of the healing process of the operated areas.

47



3. Surgery 2 — Surgical creation of the defect and ROG.

Eight weeks after surgery 1, the technique of sedation and anesthesia was
repeated and clinical measures were performed (Clinical Examination 1) to
evaluate the width and thickness of keratinized tissue (WKT and TKT)
respectively. An individual guide (stent), in extending between the canine and
molar, was used to determine the exact site and standardize clinical
measurements. Three marks were made in the guide (stent) to determine the
exact area of the bone defect: a buccal, occlusal and lingual one (FIG.01-A).

All clinical measurements were performed by one operator.
The width of keratinized tissue was measured with the use of a compass needle
point (FIG. 01-B) and transferred to a digital caliper (Mitutoyo, Raffo - Suzano -
SP - Brazil), which determined the width of keratinized tissue in the surfaces:
buccal (WTK-B) and lingual (WKT-L), the distance between the reference mark
on the occlusal surface and the mucogingival junction, buccal or lingual
(FIG.01-C).

The thickness of keratinized tissue was measured on surfaces: occlusal
(TKT-0), vestibular (TKT-B) and lingual (TKT-L), corresponding to the markings
of the guide. These measurements were made using a periodontal probe with a
silicone cursor (FIG.01-D). The probe was positioned perpendicularly to the
surface of keratinized tissue and inserted into the soft tissue with light pressure
until a hard surface was detected (FIG. 01-E). The cursor was then positioned
silicon in contact with the outer surface of soft tissue. After careful removal of
the periodontal probe, the depth of penetration was measured using a digital

caliper (FIG. 01-F). The average value of the three measurements: TKT - B,
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TKT — O, TKT - L was calculated for each site. Further, a horizontal incision was
made on the crest of the ridge, with a 15 ¢ blade, the distal face of the canine to
the mesial surface of first molar (FIG.02 -A). A tmucoperiosteal flap was raised
and a rectangular bone defect was surgically made bilaterally in the region of
the edentulous ridges, using surgical low-speed burs 703 and 702 (KG-
Sorensen Medical Burs Cotia, SP - Brazil) and chisels of Ochsenbein N.1 and
N. 2 (Hu-Friedy - Chicago, IL - USA) (FIG. 02-B). We used copious irrigation
with sterile saline solution during the manufacturing defects. The defect size
was 10 mm in the bucco-lingual, 12mm mesio-distal and 8 mm in apico-coronal
direction, and the lingual wall was maintained (FIG. 02-C). The dimension given
to the defects constitutea critical defect (Schenk et al. 1994). On one side, was
randomly assigned to the be filled with a new graft material, MINEROSS ®
(Biohorizons inc. Birmimgham - AL - USA) (FIG.03 A, B) (test group - GT). The
biomaterial was then coated with ADM (Alloderm; Biohorizons inc. Birmimgham
- AL - USA), which extended beyond the defect margins by 2 to 3mm. The MDA
was held in position by 4 titanium screws, 2 mesial and distal edges on the
buccal surface to 3 mm from the base of the defect, which served as reference
for the X-ray analysis, and two on the lingual (FIG. 03-C). The flap was then
repositioned and sutured with absorbable suture vicryl 5-0, in order to
completely cover of the ADM (FIG.03-D). Contralaterally, the defect was
surgically made only coated with MDA (control group - CG), which was held in
position in the manner described above. The flap was then repositioned and
sutured with absorbable suture vicryl 5-0, in order to completely cover the ADM
(FIG. 04 A, B, C, D) bilateral radiographs of bone defects were then taken. All

radiographs were obtained by a single examiner using a conventional X-ray
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machine (Spectro 70X, Dabi Atlante, Ribeirao Preto SP, Brazil) The exposure
time was adjusted to 0.7 s. To standardize the position of the radiographic
procedure, an individual silicone bite-block associated with a radiographic

positioned was made for each side of each animal (FIG. 05).

Postoperative treatment

Tramadol was used (50 mg/ml) to 3 mg/kg as analgesic therapy, and
ketoprofen 20 mg 1pil/20kg as anti-inflammatory. The animals also received
Stomorgyl (10 Stomorgyl, Merial Animal Health Ltda, in Southeastern Brazil -
Brazil) 1pil/10kg for 10 days as antibiotic therapy. The animals were kept under
gruel for 15 days when the sutures were removed. Topical application of
chlorhexidine 0.12% was daily performed for plaque control.

Sixteen weeks after surgery 2 (GBR) clinical measurements were
repeated, clinical examination Il, following the same criteria used in clinical
examination |. During the experimental period, animals received water without
restriction and were fed with pig chow (S4, Bravisco, Bastos-SP-Brazil), a daily
amount equivalent to 2% by weight of each animal, divided into two portions,

daily.

Radiographic Analysis

The initial radiographs (IR) in the test group (TG) and control group (CG)
were performed immediately after surgery 2 (GBR). After 8 weeks using the

individual silicon bite-block (Pic. 5) further standardized radiographs were taken
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(R-8). Sixteen weeks after surgery 2, the radiographs were taken one more time
(R-16).

To evaluate bone changes, radiographic subtraction of the images were
performed, using the software EMAGO (Emago / Advanced 3.43, Oral
Diagnostic Systems, Louwesweg, Amsterdam, Netherlands). The subtractions
from radiographic were calculated in pairs as follows: Rl and R-8, Rl and R-16,
R-8 and R-16. Was thus obtained a new image representing the difference
between the original radiographs. (I-16 sub, and I-8-8sub 16sub) (FIG. 6).
On these three new images the radiographic area of new bone was measured
(ANB-R) in mm 2. The radiographic area of the bone defect (ABD - R) was
measured in mm 2 on the initial radiograph. The radiographic bone fill (BF-R)
was calculated at 8 weeks (BF-R 8) and 16 weeks (BF-R 16) (FIG. 7)
as the ratio of ABD and ANB-R, and represented in percentages.
Bone density was also evaluated (BD-R) in grayscale. For this analysis two
lines were drawn, one horizontal and one vertical, to determine the center point
of the defect (C). From this central point, four new patterned regions of interest
were defined: an oclusal to the central point (Co), an apical to the central point
(A), a center point (Cc) and a bottom point in the base of the jaw outside the
area of defect which served as control (Cr). (FIG. 8) in these regions a square
(grid) of 16 pixels? was placed and BD-R was then calculated in these squares
of known area (Hwang et al. 2008) (FIG. 8), comprising BD-R - Co, BD-R - A,
BD-R - CC and BD-R - Cr. The total BD-R was calculated using the arithmetic
average of the percentage change between BD-R - Co, BD-R - A, BD-R - Cc.

As BD-R - Cr was used as control no changes in bone density during the

study was expected, to demonstrate good standardization of the radiographs.
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Measurements were performed using the software Image J (National Institutes

of Health NIH - Bethesda - MD - USA)

Statistical Analysis

For analysis of the average percentages of variables, was initially tested
the normality of the data for the test group and the control group and the
homogeneity of variance between groups using the Kolmogorov-Smornov to
test for normality, and test of homogeneity of variance Levene, the level of
significance was 5%. When both groups had the normality and homogeneity
was performed by Student t test, assuming homogeneous variables, when the
groups were not homogeneous, but normal distribution was performed by
Student t test, assuming heterogeneous variance. When at least one of the
groups were not normally distributed, we used the U test of Mann-Whitney. The

software used was SPSS 18.0
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RESULTS

All procedures were well tolerated by the animals and no infection was

observed.

Clinical results

In the clinical evaluations no statistically significant differences for WKT-
B, WKT-L, TKT-B, TKT-O TKT-L clinical examination were observed (Table 1),
demonstrating similarity between preoperative TG and CG. As the clinical
examination |, Il clinical examination showed no statistically significant
differences when comparing the groups. Measurements of variable WKT-B in
the average clinical exam | was 3.66 £ 0.69 while the CG was 3.87 £ 0.76 (p =
0.604). On clinical examination Il the TG had a mean of 6.67 £ 0.98 and 5.91 +
0.83 in CG (p = 0.141). For the variable WKT-L, the clinical examination | mean
was 3.32 £ 0.69 to the TG, while the CG was 3.63 + 0.76 (p = 0.435). On clinical
examination Il the TG showed a mean of 6.69 £ 0.76 and 5.92 £ 0.68 in CG (p =
0.068). For the variable TKT-B in the clinical examination | mean TG was 1.96 +
0.35 and 1.88 £ 0.51 (p = 0.74) in CG, the clinical examination of the average
GT Il was 3.07 £ 0.21 and 2.95 £ 0.42 (p = 0.522) in CG. In variable ETQ-O The
average GT | found on clinical examination was 2.15 £ 0.21, while the CG had a
mean of 2.12 £ 0.34 (p = 0.825), clinical examination Il the average the TG was
2.85 + 0.46 and the CG was 3.01 + 0.45 (p = 0.534). TKT-L variable in the
mean TG found on clinical examination | was 1.73 + 0.18, while the CG had a
mean of 1.51 £ 0.21 (p = 0.048), clinical examination Il the average GT was

228 + 033 and the CG was 228 + 042 (p = 0.977). (Table 1).
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In intra-group analysis, both (TG and CG) showed a considerable increase in
the TKT and WKT (Table 2). Statistically significant differences were found in
the TG: WKT-B ranged from 3.66 + 0.69 to 6.67 + 0.98 (p = 0.000096), WKT-L
ranged from 3.32 £ 0.69 to 6.69 + 0.76 (p = 0.000007), TKT-B ranged from 1.96
1+ 0.35t0 3.07 £ 0.21 (p = 0.000175), The TKT- O ranging 2.15 £ 0.21 t0 2.85 +
0.46 (p = 0.010773), TKT-L ranged from 1.73 + 0.18 to 2.28 + 0.33 (p = O,
001,804). In CG statistically significant differences were found for WKT-B
ranged from 3.87 + 0.76 to 5.91 + 0.83 (p = 0.000076), WKT-L ranged from 3.63
+ 0.76 5.92 + 0.68 (p = 0.000001), TKT-B ranged from 1.88 + 0.51 to 2.95 +
0.42 (p = 0.00257), The TKT-O ranging of 2.12 + 0.34 to 3.01 + 0.45 (p =

0.00055), TKT-L ranged from 1.58 £ 0.21 to 2.28 + 0.42 (p = 0, 00,417).
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Radiographic Results

In the assessment of radiographic bone fill (BF-R) mean the TG was 71.69
+ 5.11 mm 2 for 8 weeks and 73.64 + 5.97 mm ? at 16 weeks. In the CG the
mean of the BF-R was 72.67 + 3.97 mm 2 for 8 weeks and 74.11 £+ 4.33 mm 2 at
16 weeks (Table 3). In the comparison between groups variables showed no
statistically significant difference, 8 weeks (p = 0.6963) and 16 weeks (p =
0.8703) (Table 4) For the variable radiographic bone density BD-R mean values
BD-Cr showed no statistically significant difference (p = 0.773) and the GT (p =
0.562) in GC compared: RI, R-8 and R-16, demonstrating good standardization
of the images. In TG the average change percentage in the radiographic bone
density between Rl and R-8 (8 weeks) was 91.17 £ 66.48, between Rl and R-16
(16 weeks) was 107.97 + 63.35 and between R-8 and R- 16 was 10.86 + 6.92.
In the GC variation between Rl and R-8 was 78.74 + 51.93, between Rl and R-
16 was 125.38 + 84.37 and between R-8 and R-16 was 21.96 + 10.53. (Table 5)
The groups showed no statistically significant differences when compared. RI -

R-8 (p = 0.392), Rl - R-16 (p = 0.754) and R-8 - R-16 (p = 0.474). (Table 5).
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DISCUSSION

In this study we used biomaterials in order to promote the GBR in critical
defects previously created. The use of ADM with or without a new bone allograft
that combines particles of cortical and cancellous bone, clinically resulted in
increased thickness and width of keratinized tissue in both groups.

The GBR technique has been used successfully to treat various types of
bone deformities (Dhalin et al. 1988; Crespi et al. 2009; Gapski et al. 2005).
There are many advantages of preservation of the alveolar ridge. However,
some problems may be associated with this technique when using membrane
barriers, whether absorbable or non-absorbable, such as premature exposure
of the membrane to the oral cavity and subsequent contamination (Nowzari &
Slots 1994; Macht 2001; Rossa et al. 2006). Moreover, the single use of
membranes do not promote an increase in width and thickness of keratinized
tissue, which would be highly desirable in techniques to treat critical defects
(Batista et al. 2001). Thus, in order to minimize such drawbacks related to the
use of membranes, the ADM has been proposed as an alternative to the GBR
techniques. One of the first clinical reports of the use of ADM as a membrane in
GBR was presented by Souza Jr. and Novaes (2001). The ADM was used as a
membrane to prevent alveolar collapse after tooth extraction and the bone
thickness obtained after 6 months, allowed the fitting of dental implant. Some
clinical studies have also used the ADM as a membrane in the GBR in
edentulous ridges and in association with immediate implants Novaes et al.
(2002a), Fowler et al. (2000). The results of this study, like previous studies of

fotek et al. (2009) proved that the ADM can be used as a membrane to prevent

56



alveolar collapse in GBR procedures. In a study using similar methodology and
clinical analysis of the present study, Borges et al. (2009) tested the ability of
ADM to act as a barrier for GBR procedures in surgically created bone defects
in dogs. They found a statistically significant gain in thickness of keratinized
tissue on the lingual surface, whereas in the present study there was an
increase of thickness in all aspects measured (RKT-B, p = 0.0001; TKT-O, p =
0.0107 and TKT -L, p = 0.0018). These data corroborate with previous studies,
which demonstrated the ability of MDA to promote an increase in keratinized
tissue (Allen et al. 1998; Fowler et al. 2000; Aichelmann-Reidy et al. 2001;
Novaes et al. 2001) With respect to the width of keratinized tissue, the results
are confrontational. While in the present study there was a significantly increase
in width of keratinized tissue (WKT-B, and p = 0.0000 WKT-L, p = 0.0000), the
findings of Borges et al. (2009) demonstrated a reduction of the width of
keratinized tissue, both on the buccal, and lingual. The authors report that this
fact may have occurred due to the coronal displacement of the flap when
sutured in a different position in relation to its original position. Although the
mucogingival junction tends to return to its original position in later periods
(Ainamo et al. 1992), it is likely that the period of four months has been
insufficient to the ADM to promote tissue gain in width (de Souza et al. 2008 ).
Moreover, it is known that the increase of this tissue depends on the migration
of cells with the ability to stimulate the differentiation of the mucosa, which may
vary among different species or even among members of the same species
(Paolantonio et al. 2002). This could explain the divergent results depending on
the species involved in this and the work of Borges et al. (2009) respectively,

minipigs and dogs. Luczyszyn et al. (2005) used the ADM associated or not
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with absorbable hydroxyapatite graft in completing wells to preserve the
alveolar ridge. There were 15 pairs of teeth indicated for extraction, in which
one side was used only ADM and the other, the MDA associated with the
hydroxyapatite graft. After six months, there was an increase of keratinized
tissue with the use of MDA, which corroborates the clinical findings of this study,
no significant differences for the groups associated with grafts, in both studies.
Dahlin et al. (1988) demonstrated that when epithelial cells are isolated from the
bone defects, new bone formation occurs. However, the space for bone
regeneration kept under the membranes is needed. In many cases, in order to
maintain this space and serve as a framework conducive for cell migration,
suggests an association between bone grafts and membranes, aiming at the
GBR. In this study, ADM was firmly fixed with titanium screws, which may have
prevented the collapse of the ADM, while maintaining the scaffold and thus
justifying the similarity of clinical results in both groups, with or without graft
associated. Radiographically, the results of this study were compared with the
findings of Borges et al. (2009) regarding the parameters used to evaluate the
radiographs in the areas of bone defects surgically prepared and treated with
ADM, which was used as a barrier in GBR. The percentage of bone fill obtained
by radiographic subtraction, served as an indicator of a possible new bone
formation. The percentages found, (71.69% in 8 weeks and 73.64% at 16
weeks) are similar to those found by Borges et al. (2009) (78.41% in 8 weeks
and 83.38% at 16 weeks), all compared to the initial radiograph of the defect
area. Jovanovic et al. (2007) reported complete radiographic filling, but did not
assess the technique of subtraction, but only through conventional images. In

this study, in the end of 16 weeks, radiographic results obtained using the
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radiographic subtraction technique, and conventional technique, showed no
statistically significant differences between groups, but showed similarity in
bone formation and bone density. In a case report, Gapski et al. (2008)
demonstrated positive results with the use of bone allograft (Mineross) in
surgery of maxillary sinus lifting. Radiographic analysis performed 6 months
after grafting showed great similarity between the images of the area of the graft
and native bone of the patient. Autogenous bone grafts are considered the ideal
material for bone grafting procedures for presenting properties osteogenic,
osteoinductive and biological osteoconductive. Moreover, they present no risk
of transmitting diseases or cause rejection. Moreover, this type of graft causes
greater patient discomfort and morbidity due to the addition of donor site, for
collection of bone. In order to minimize these drawbacks, some authors suggest
the use of bone substitutes as alternatives to autografts (Crespi et al. 2009; De
Coster et al. 2009; Matos et al. 2007; Roriz et al. 2006). In procedures for the
ROG, the bone allograft is the most widely used allograft demineralized freeze-
dried (DFDBA). In this study, we used a new allograft, which links particles of
cortical and cancellous bone, the cortical portion of the material serves to
maintain structural integrity, while the cancellous portion provides the porous
architecture that promotes revascularization and improves its osteoconductive
potential, the Mineross. So far there are few studies using Mineross. This study
showed no significant differences between groups with or without the use of
bone allograft, in the same parameters.

Based on the methodology and analysis of the results of this study, we

can conclude that the acellular dermal matrix promoted the guided bone

59



regeneration and provided gains in thickness and width of keratinized tissue,

with or without bone association to an allograft.
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FIG. 01

P
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y

FIG. 1. A — Stent (guide) acetate made, from canine to molar , with buccal, occlusal and lingual marks.
B — Compass needle tip. C - measure from occlusal point do the mucogingival junction D — Periodontal

probe with silicon cursor E — Measurement of the buccal thickness F — Digital caliper measuring thickness

FIG. 02

Fig. 2: A, Incision with 15 blade B — Creation of bone defect C — Measurements of the defect dimensions.
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FIG. 3

Fig. 3: A-B — Filling of de defect with MINEROSS ®. C —MDA fixed with titanium screws. D —Suture with

Vicryl 5-0.
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FIG. 04

Pic. 4 — A-B — Bone defect with blood clot. C —ADM fixed with titanium screws. D —Suture with Vicryl 5-0.
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FIG. 05

Radiograph positioner associated to na induvidual bite-block, to standardize the

radiographic X-rays
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FIG. 6 — A- Inicial X-Ray (RI). B - 8-weeks (R-8). C — 16 weeks (R-16); D — I-16 image; E — I-8 image; F —

8-16 image.



FIG. 07
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FIG, 7; A— R — I. B Measurement of bone defect using image J software. C — |-16sub. D — Measurement

of the area of bone fill in 16 weeks |-16.
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FIG. 08

Fig. 8 - A — Initial X-ray (RI); B — measurement of the bone density using image J software; C- Schematic

draw representing the areas to be evaluated.
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Table 1. Comparison between the test group (TG) and control group (CG) of the

mean (mm) for the sites examined in clinical exams | and Il

Exam | Exam Il
Site P P
TG CG TG CG
WKT.-B 3,66+0,69 3,87+0,76 0,604 6,67 + 0,98 5,91+0,83 0,141
WAKT.-L 3,32+0,69 3,63+0,76 0,435 6,69 £ 0,76 5,92 +0,68 0,068
TKT - B 1,96+0,35 1,88+0,51 0,74 3,07 +£0,21 2,95+0,42 0,522
TKT - O 2,15+0,21 2,12+0,34 0,825 2,85+0,46 3,01 +£0,45 0,534
TKT - L 1,73+0,18 1,58%0,21 0,048 2,28+0,33 2,28+0,42 0,977
WAKT.-B, Width of keratinized tissue in buccal area;  WKT -L, Width of keratinized tissue in the lingual area;
TKT - B, Thickness of keratinized tissue in buccal area; TKT - O, Thickness of keratinized tissue in occlusal area;
TKT - L, Thickness of keratinized tissue in lingual area
T de Student Test
Table 2.. Comparison of the clinical exams | and Il of the values in mm for the
test group and control group (intra-group comparison)
Test Group Control Group
Site P =
Exam | Il | Il
WKT-B 3,66 +0,69 6,67 +0,98 0,000096* 3,87+0,76 5,91+0,83 0,000076*
WKT .-L 3,32+0,69 6,69+0,76 0,000007* 3,63+0,76 5,92+0,68 0,000001*
TKT-B 1,96 £ 0,35 3,07 £0,21 0,000177* 1,88+0,51 2,95+0,42 0,00257*
TKT-O 2,15+0,21 2,85+0,46 0,010773* 2,12+0,34 3,01+0,45 0,00055*
TKT-L 1,73+£0,18 2,28 £0,33 0,001803* 1,58 +0,21 2,28 +0,42 0,00417*

* - Diferenca estatisticamente relevante (p<0.05)

L WKT.-B, Width of keratinized tissue in buccal area;

WKT -L, Width of keratinized tissue in the lingual area;

TKT - B, Thickness of keratinized tissue in buccal area; TKT - O, Thickness of keratinized tissue in occlusal area;

TKT - L, Thickness of keratinized tissue in lingual area
Teste T de Student
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Table 3. Radiographic measurements of radiographic bone fill for each animal

at 8 and 16 weeks.

e ABD-R ANB-R -8 ANB-R - 16 BF-R-8 BF-R - 16
TG
1 107.96 82.34 81.13 76,26 75.14
2 105.87 69.43 70.01 65,58 66.12
3 112.3 81.02 82.73 72.14 73.66
4 101.09 67.09 70.56 66.36 69,79
5 105.87 83.65 89.66 79,01 84.68
6 109.04 80.72 82.84 74.02 75.97
7 112.89 77.25 79.13 68.42 70.09
71.69+5.11 73,64 £5.97
CG
1 106.76 74.97 75.09 70.22 70.33
2 100.4 77.04 77.93 76.73 77.89
3 103.1 70.26 72.41 68.14 70.23
4 104.23 79.12 82.98 75.90 79.61
5 109.43 76.14 76.85 69.57 70.22
6 103.4 72.70 74.45 70.3 72
7 102.00 79.33 80.30 77.77 78.72
72,66 £ 3.97 74.11 £4.33

TG, Test Group; CG, Control Group; ABD-R, Area of bone defect;
ANB-R, Area of new bone 8 e 16 weeks; BF-R radiographic Bone Fill in 8 and 16 weeks.

Student T test

69



Table 4. Comparison between groups, means of the BF-R at 8 and 16 weeks.

Mean BF-R-8 BF-R-16
_ 16 71.69 +5.11 76.94 +5.97
_ . 72.66 + 3.97 74.11 + 4.33
P 0.6963 0.8703

TG — Test Group; CG, Control Group; BF-R - 8, Radiographic bone fill
in 8 weeks; BF - R — 16, Radiographic bone fill in 16 weeks.
Teste T de Student

Table 5. Percentage of the variation in radiographic bone density between the

TG and CG groups.

ot 1-8 I-16 8-16
TG 91.17 +66.48 107.97 +63.35 10,86 + 6.92
CG 78.74 + 51.93 125.38 + 84.37 21,96 + 10.53

p 0.392 0.754 0.474

TG, Test Group; CG, Control Group; | - 8, Variation of radiographic bone density in %
between 1/8 weeks; | - 16 Variation of radiographic bone density in % between

I/16 weeks; 8 -16, Variation of radiographic bone density in % between 8/16weeks
Mann-whitney test
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