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Resumo

A regeneracao periodontal esta relacionada com alguns elementos basicos como arcabougos,
moléculas sinalizadoras, células e suprimento sangliineo adequados. Cada um desses elementos
representa papel fundamental no processo de regeneragdo, atuando de forma simultinea e em
sequéncia temporal para a regeneracéo tecidual (TABA et al., 2005). Uma modalidade terapéutica
disponivel para promover a regeneracao periodontal é a utilizagdo das proteinas derivadas da matriz
de esmalte (EMD). Essas proteinas sado utilizadas com intuito de mimetizar eventos especificos que
ocorrem no desenvolvimento natural dos tecidos de suporte dentarios durante a odontogénese
(GIANNOBILE et al., 2003; HAMMARSTROM, 1997a; HAMMARSTROM et al., 1997b), atuando na
insergcdo do cemento a dentina radicular (TEN CATE, 1996), inicio da cementogénese (HERITIER,
1982) e inducao na diferenciacao de células do foliculo dental em cementoblastos (HAMMARSTROM,
1997a). Existem evidéncias de que as proteinas de esmalte tém a capacidade de promover
regeneragdo periodontal verdadeira por induzir a formagdo de novo cemento acelular, ligamento
periodontal e osso alveolar (KAWASE et al., 2000). Outra técnica proposta para a regeneragéo
tecidual que tem sido muito estudada e discutida recentemente é o uso do laser de baixa intensidade
(LBI). O LBI atua na biomodulacdo tecidual (NICOLAU et al., 2003), propiciando alteracdes
metabdlicas intra-celulares, além de acelerar a divisdo celular, migragéo e proliferagao fibroblastica
(KHADRA, 2005; KHADRA 2005a; KREISLER, 2002). Tanto a utilizagdo do LBI como a da EMD tém
demonstrado atributos potenciais que podem contribuir na regeneragao periodontal. Este trabalho tem

por objetivo abordar a utilizagdo da EMD e do LBI na regeneracao periodontal.
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JORGE, PAULA KARINE. Proteinas Derivadas da Matriz de Esmalte e Laser de
baixa Intensidade na regeneracgédo periodontal. Revisao de literatura 2009. 49 f.
Trabalho de Conclusédo de Curso (TCC) - Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista, Aracatuba, 2009.

Abstract

The regeneration of the periodontal tissues is dependent on four basic componetes such as
appropriate signals, cells, blood supply and scaffold. Each of these elements plays a fundamental role
on the healing process in a simultaneous and temporal time frame and is interconnected into the
generation of new tissues (TABA et al., 2005). One therapeutic modality available to promote
periodontal regeneration is the use of enamel matrix derivative proteins (EMD). These proteins are
used with the purpose to mimic specific events that occur in the natural development of the periodontal
supporting tissues during odontogenesis (GIANNOBILE et al., 2003; HAMMARSTROM, 1997a;
HAMMARSTROM et al., 1997b) such as the attachment of cementum to root dentin (TEN CATE,
1996), initiation of cementogenesis (HERITIER, 1982) and induction of the differentiation of the dental
follicle cells to cementoblasts (HAMMARSTROM, 1997a). There are evidences that enamel proteins
have the capacity to promote true periodontal regeneration by inducing the formation of new acellular
cementum, periodontal ligament and alveolar bone (KAWASE et al., 2000). Another terapheutic
modality proposed to promote tissue regeneration that has been recently evaluated is the use of low
level intensity laser irradiation (LLLI). LLLI acts on tissue biomodulation (NICOLAU et al., 2003),
inducing intra-cellular metabolic alterations, as well as accelerating cell division, migration and
proliferation of fibroblasts (KHADRA, 2005; KHADRA 2005a; KREISLER, 2002). The use of LLLI as
well as of EMD have demonstrated potential attributes that may contribute to periodontal regeneration.
The purpose of this study is to discuss the use of both terapheutic modalities for periodontal

regeneration.
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1. INTRODUCAO

A regeneracao periodontal esta relacionada com alguns elementos basicos
como arcabougos, moléculas sinalizadoras, células e suprimento sanglineo
adequados. Cada um desses elementos representa papel fundamental no processo
de regeneragdo, atuando de forma simultdnea e em sequéncia temporal para a
formacgao de novos tecidos (TABA et al., 2005).

Vérias modalidades terapéuticas, incluindo o uso de diferentes tipos de
enxertos 6sseos, desmineralizacdo da superficie radicular, fatores de crescimento,
ou aplicacao de proteinas da matriz de esmalte tém sido empregadas com variados
graus de sucesso e previsibilidade na terapia periodontal regenerativa (BOWERS et
al., 1989; BRUNSVOLD et al., 1993; HAMMARSTROM, 1997a; KARRING et al.,
1993; LYNCH et al., 1989; LOWENEGUTH et al., 1993).

Uma modalidade terapéutica disponivel para promover a regeneragao
periodontal € a utilizacao das proteinas derivadas da matriz de esmalte. Essas
proteinas sao utilizadas com intuito de mimetizar eventos especificos que ocorrem
no desenvolvimento natural dos tecidos de suporte dentarios durante a
odontogénese  (GIANNOBILE et al., 2003; HAMMARSTROM, 1997a;
HAMMARSTROM et al., 1997b), atuando na inser¢édo do cemento a dentina radicular
(TEN CATE, 1996), inicio da cementogénese (HERITIER, 1982) e inducdo da
diferenciagdo de células do foliculo dental em cementoblastos (HAMMARSTROM,
1997a).

Uma mistura de proteinas derivadas da matriz de esmalte de origem suina
(EMD), constituida principalmente pela amelogenina, com estrutura e fungao
conservadas, associada a um carreador de alginato propilenoglicol (PGA) representa
uma opgao para o tratamento periodontal regenerativo, por possuir caracteristicas
celulares e moleculares que fundamentam sua utilizagdo sem induzir reacdes
alérgicas ou imunoldgicas quando utilizadas em estudos animais e clinicos
(COCHRAN et al., 2003; GESTRELIUS et al., 2000).

Existem evidéncias de que as proteinas de esmalte tém a capacidade de
promover regeneragao periodontal verdadeira por induzir a formagao de novo
cemento acelular, ligamento periodontal e osso alveolar. A aplicagdo da EMD

também reduz a migragéo do epitélio juncional sobre a superficie radicular, processo
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que geralmente interfere na formag&o de nova insergdo conjuntiva (KAWASE et al.,
2000).

A EMD também estimula a inser¢cdao e proliferacdo de fibroblastos do
ligamento periodontal in vitro (CHANO et al., 2003; GESTRELIUS et al., 2000), além
de acelerar a cicatrizagdo tecidual inicial (HOANG et al., 2000) e promover
vascularizagdo (YUAN et al., 2003). Existem relatos da atuagcdo da EMD na via de
sinalizagao para secrecao de fatores de crescimento como o Fator de Crescimento
Transformador B1 (TGF-31) e o Fator de Crescimento Derivado da Insulina-1 (IGF-1)
(GESTRELIUS et al., 2000; LYNGSTADAAS et al., 2001).

Estudos em animais demonstraram que a EMD promoveu completa
regeneragdo oOssea e do ligamento periodontal em defeitos de fenestragao
periodontal em pré-molares de mini-porcos (CRAIG et al.,, 2004). Em defeitos de
deiscéncia em caes, maior extensdo de novo cemento foi observada em areas
tratadas com EMD comparadas as tratadas apenas com debridamento em campo
aberto. Porém, ndo foram encontradas diferengcas significativas nos outros
parametros histométricos (SALLUM et al., 2004). Por outro lado, em estudo realizado
em ratos, a EMD em defeitos de fenestracdo periodontal ndo exerceu efeito na
espessura do cemento, volume Osseo e deposicdo ostedide, bem como na
identificacdo de marcadores como osteopontina, sialoproteina éssea ou osteocalcina
(CHANO et al., 2003).

Alguns estudos clinicos demonstraram que a utilizagdo da EMD, quando
comparada ao debridamento em campo aberto, levou a ganho adicional nos niveis
de insergao clinica (CORTELLINI et al., 1996; SCULEAN et al., 2001; TONETTI et
al., 2002). Uma revisdo sistematica evidenciou que, quando comparada ao
debridamento em campo aberto, a utilizacdo clinica da EMD no tratamento de
defeitos 6sseos periodontais apresentou maior ganho no nivel de insergéo clinica e
maior redugéo na profundidade de sondagem. Entretanto, resultados a longo prazo
ainda nao foram estabelecidos (GIANNOBILE et al.,, 2003). Outros estudos néao
demonstraram diferengas entre a utilizagdo da EMD ou Regeneragdao Tecidual
Guiada (RTG) em defeitos intra-6sseos (SANZ et al., 2004; SCULEAN et al., 1999;
ZUCHELLI et al., 2002).

Outra técnica proposta para a regeneracao tecidual que tem sido muito
estudada e discutida recentemente é a utilizacdo do laser. Os lasers podem ser

classificados em de alta intensidade (lasers cirurgicos) ou de baixa intensidade
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(lasers nao-cirurgicos). Os Lasers de Baixa Intensidade (LBl) s&o usados para
estimular e promover a cicatrizagéo tecidual (AMORIM et al., 2006; NICOLAU et al.,
2003) e também possuem efeito analgésico e antiinflamatorio (ENWEMEKA et al.,
2004; TAM, 1999; WELDLOCK et al., 1996). Resultados positivos tém sido obtidos
no tratamento de gengivite (QADRI et al., 2005) e periodontite (ALMEIDA et al.,
2007; ALMEIDA et al., 2008; QADRI et al., 2005).

O LBI pode ser utilizado com finalidade de regeneracao dos tecidos
periodontais, uma vez que atua na biomodulagao tecidual (NICOLAU et al., 2003),
propiciando alteracbes metabdlicas intra-celulares, além de acelerar a diviséo
celular, migracdo e proliferagao fibroblastica (KHADRA, 2005; KHADRA 2005a;
KREISLER, 2002). Contudo, estudos avaliando o efeito do LBl na regeneragao
periodontal sdo ainda escassos.

Um estudo in vitro demonstrou que o LBI possui capacidade estimulatoria
na proliferacéo de fibroblastos do ligamento periodontal (KREISLER, 2003). O LBI
também parece apresentar papel importante na cicatrizacdo e regeneragao
periodontal através de seus efeitos no aumento da producdo de fatores de
crescimento. O fator de crescimento semelhante a insulina (IGF), entre outros
fatores que sdo produzidos em maior quantidade quando o LBI é usado, pode
aumentar a regeneracao periodontal, estimulando a formagdo de tecidos moles,
osso e cemento (MATSUDA et al., 1992; SAYGUN et al., 2008). Tanto a utilizagéo
do LBl como o da EMD tém demonstrado atributos potenciais que podem contribuir

na regeneragao periodontal.
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2. PROPOSICAO

Este estudo tem por finalidade abordar a literatura relacionada a utilizagao
das Proteinas Derivadas da Matriz de Esmalte (EMD) e do Laser de Baixa

Intensidade (LBI) na regeneragao periodontal.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Proteinas Derivadas da Matriz de Esmalte (EMD)

Estudos in vitro indicam que células do ligamento periodontal expostas a
EMD apresentam maior produgédo autocrina de TGF-B, Fator de Crescimento
Derivado de Plaquetas (PDGF-AB) e Interleucina 6 (IL-6) (LYNGSTADAAS et al.,
2001; VAN DER PAUW et al., 2000). A atuagcdo da EMD em fibroblastos do
ligamento periodontal estimula a proliferagéo, a sintese de proteina e de colageno e,
também, induz mineralizagdo (GESTRELIUS et al., 1997; PALIOTO et al., 2004;
VAN DER PAUW et al.,, 2000), aumentando a atividade da fosfatase alcalina
(RODRIGUES et al., 2007).

O TGF-B1 é um peptideo multifuncional que regula varias atividades
celulares, incluindo a proliferacao, diferenciacao e expressao de proteinas da matriz
de esmalte (KINGSLEY, 1994). Foi demonstrado que este peptideo também
aumenta a adesao celular (RODRIGUES et al., 2007). Alguns estudos relataram
que o TGF-B1 facilita o reparo e a regeneragéo tecidual (ASSOIAN et al 1983;
TERRANOVA et al.,, 1989). Além disso, varios estudos tém demonstrado que o
TGF-B1 é um potente inibidor da proliferagdo de células epiteliais, enquanto
aumenta a proliferacao de células mesenquimais, como fibroblastos e osteoblastos
(CRABB et al., 1990; GRAVES & COCHRAN, 1991; ROYCE & BAUM, 1991;
SPORN et al.,, 1987). O TGF-B1 aumenta a sintese de RNA e proteinas em culturas
de células como fibroblastos gengivais e do ligamento periodontal (MAILHOT et al.,
1995).

Hama et al. (2008) ao avaliarem o efeito da EMD em cultura de células de
calvarias de ratos, confirmaram a presenca da forma ativa de TGF-1 na EMD e
também em culturas ndo tratadas, mostrando uma quantidade 4 vezes maior de
TGF-B1 nas culturas tratadas com EMD. Os autores relataram que 3/4 do TGF-f1 foi
derivado do EMD, enquanto 1/4 foi derivado de conteudos do soro e/ou TGF-1
endogeno das células da calvaria. A EMD inibiu a diferenciacédo de células da
calvaria e esse efeito foi parcialmente induzido pelo TGF-1 como um componente
da EMD. Este efeito inibitorio sugere que a EMD pode ter uma fungéo inicial de inibir
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a diferenciacao de osteoblastos para permitir a formacédo predominante de outros
tecidos periodontais.

A EMD também tem a capacidade de reduzir a produ¢cdo de mediadores
inflamatérios como o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) produzido por
monocitos estimulados pelo lipopolissacarideo (LPS), indicando um mecanismo
potencial para a remogéo de uma influéncia negativa no processo de cicatrizagdo da
ferida periodontal (WENNSTROM & LINDHE, 2002). Além disso, a capacidade da
EMD em regular os fatores inflamatérios dos monécitos pode ser uma hipotese para
acelerar o processo de cicatrizagdo periodontal (SATO et al., 2008). Este efeito
antiinflamatorio pode contribuir para um menor desconforto pés-operatério em sitios
em que a EMD foi utilizada (WENNSTROM & LINDHE, 2002).

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria que estimula a diferenciagao e a
ativagdo de osteoclastos, células envolvidas na reabsorgdo 6ssea (AZUMA et al.,
2000; RIFAS, 1999) e induzem a sintese de matriz de metaloproteinases (MMP-1,
MMP-3 e MMP-9) envolvidas na remodelagcdo e degradacéao de tecidos conjuntivos
(SAKAI et al., 2001; ZHANG et al., 1998).

Na periodontite, prostaglandinas (PGs) tém sido envolvidas na ativagao de
osteoclastos e reabsor¢ao 6ssea (OFFENBACHER, 1996) e a importancia das PGs
na destruicdo dos tecidos periodontais tem sido demonstrada pela capacidade dos
inibidores de PGs em reduzir a perda éssea alveolar na periodontite (WILLIAMS et
al., 1985). Contrariamente, a PGE; pode exercer efeito antiinflamatério por suprimir a
producao de citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-12 e Interferon -y (HILKENS
et al., 1996; VAN DER POUW et al., 1995). Sato et al. (2008) demonstraram que a
EMD aumenta a producdo de PGE, em mondcitos estimulados pelo LPS, o que
pode contribuir, em parte, para diminuir os mediadores pro-inflamatérios (tais como
TNF-a). Os autores sugeriram que o aumento da produgao de PGE; em resposta a
EMD pode contribuir para a inibicdo da reacao inflamatéria bem como para a
promocao de tecido mineralizado como, por exemplo, formacdo de osso e/ou
cemento apos tratamento com EMD.

A EMD também atua na inducdo de um importante mediador da formacéao e
reabsorgcdo Ossea, a Ciclooxigenase 2 (COX2) (SIMON et al., 2002; ZANG et al.,
2002). Takayanagi et al. (2006) relataram a indugdo de COX2 pelo EMD. A COX2
estimula a formagédo O0ssea e tem sido associada com a indugdo do “core binding
factor alpha 1” (Cbfa1) (KOMORI et al., 1997; OTTO et al., 1997). O Cbfa1 pode ser
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um fator essencial de transcricdo em células do ligamento periodontal que regula
nao somente a diferenciagao de osteoblastos, mas também a de cementoblastos. De
fato, uma recente investigagdo sugeriu que a diminuicdo de Cbfal em tecidos
periodontais pode ser um importante passo regulatério na manutengdo da
homeostasia do ligamento periodontal (KATO et al., 2005).

O Receptor Ativador de Fator Nuclear kappa-B (RANKL) é essencial para a
formacgao e ativacdo dos osteoclastos. Takayanagi et al. (2006), em estudo in vitro,
demonstraram uma diminuicdo nos niveis de RNA(m) de RANKL em células do
ligamento periodontal humano tratadas com EMD. Os autores sugeriram que a EMD
estimula a regeneracdo dos tecidos mineralizados do aparato de insergéo
periodontal, em parte, através da regulacdo aumentada de COX2 e possivelmente
osteoprotegrina (OPG) e regulacado diminuida de RANKL. Isto fundamenta os efeitos
relatados da EMD na estimulagdo da formagao de tecidos mineralizados, isto €, na
diminuigdo da atividade reabsortiva (HAMMARSTROM et al., 1997; HEIJL, 1997;
YUKNA & MELLONIG, 2000).

Galli et al. (2006) demostraram que a EMD foi capaz de aumentar o
crescimento de células osteoblasticas e a expressdo de marcadores dos fendétipos
osteoblasticos e diferenciagdo celular. EMD também parece ser capaz de criar um
microambiente osteogénico favoravel por reduzir a liberagdo de RANKL e aumentar
a produgdao de OPG osteoblastico. Foi demonstrado que a OPG é um potente
inibidor da osteoclastogénese com atividade antagbnica a da RANKL (SIMONET et
al., 1997; YASUDA et al., 1998).

Schlueter et al. (2007) demonstraram que a EMD melhora a proliferagao e a
quimiotaxia de células endoteliais e aumenta a taxa de formacgao do tubo de células
endoteliais in vitro. Esses resultados sdo compativeis com o conceito de que,
quando usado clinicamente, a EMD estimula a angiogénese, acelerando, dessa
forma, o processo de cicatrizagdo por promover o fluxo de nutrientes e oxigénio no
sitio da ferida. Os autores concluiram que é provavel que a EMD estimule a
angiogénese diretamente por estimular células endoteliais e indiretamente por
estimular a produgcdo de fatores angiogénicos (Fator de Crescimento Endotelial
Vascular - VEGF) por células do ligamento periodontal.

Tem sido relatado que a EMD inibe o crescimento de bactérias gram-

negativas associadas a doengas periodontais destrutivas, tais como Porphyromonas
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gingivalis, Prevotella intermedia, e Aggregatibacter actinomycetemcomitans (SPAHR
et al., 2002).

Sallum et al. (2004), em um estudo em caes, relataram que o tratamento de
defeitos de deiscéncia periodontal com EMD pode ser preferivel a regeneragao
tecidual guiada (RTG), especialmente quando a cobertura de tecido mole é dificil de
realizar. Os autores observaram, ainda, que o grupo tratado com EMD apresentou
maior formacao 6ssea em relagdo ao debridamento cirurgico e a RTG, enquanto a
terapia combinada assumiu uma posigao intermediaria. Essa € uma indicacdo que o
tecido 6sseo pode ser influenciado pela EMD como previamente relatado nos niveis
histologico (HAMMARSTROM et al., 1997; HEIJL, 1997), clinico (MELLONIG et al.,
1997) e celular (BOYAN et al., 2000; GESTRELIUS et al., 1997; HOANG et al.,
2000). Os achados histomorfométricos demonstraram que os sitios tratados com
EMD, com ou sem a utilizacdo de membranas, apresentaram formacéo superior de
cemento quando comparado ao debridamento cirurgico. Esses achados estdo de
acordo com estudos prévios, que relataram a possibilidade do uso da EMD para
promover a formacao de uma nova inserg¢ao de tecido conjuntivo (novo cemento com
insercdo de fibras colagenas) (HAMMARSTROM et al., 1997; HEIJL, 1997).
Considerando a qualidade do novo cemento formado, os autores demonstraram que
uma mistura de cemento celular e acelular formou-se nos sitios tratados com EMD
(com ou sem membranas) e cemento do tipo celular foi o tipo predominante nos
sitios tratados com RTG. Essa observagao nao corrobora os resultados de estudos
prévios, que relataram que o tratamento com EMD resulta exclusivamente na
formacéo de cemento acelular (HAMMARSTROM, 1997; HAMMARSTROM et al.,
1997). Os autores concluiram que a combinagao das terapias pode nao promover
beneficios adicionais.

Donos et al. (2003) avaliaram a cicatrizagdo de defeitos de furca grau Il
criados cirurgicamente em macacos e tratados com debridamento cirdrgico
(controle), RTG, EMD ou a terapia combinada (RTG/EMD). Os achados histologicos
demonstraram que os sitios tratados com RTG ou RTG/EMD apresentaram
formacéo de nova insercado em quase toda a circunferéncia do defeito de furca e o
novo 0sso preencheu quase todo o defeito nos casos em que n&o ocorreu exposicao
da membrana. Areas tratadas com EMD isoladamente exibiram formacdo de nova
insercdo e novo 0sso em extensdes variadas, enquanto limitada formacédo de nova

insercéo foi observada nos sitios controle. Os autores concluiram que o tratamento
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tanto com RTG quanto com EMD pode resultar em regeneragdo periodontal
verdadeira e sugeriram que este tipo de cicatrizagdo poderia ser favorecido por tais
tratamentos em comparagao com cirurgia a retalho.

Alguns autores discutem os efeitos celulares da EMD comparados aos
efeitos dos fatores de crescimento. Fatores de crescimento tipicamente tém um
mecanismo de ag&o predominantemente unico, tal como a promog¢ao do crescimento
(proliferagao), visto com o PDFG, ou como um agente de maturagao (diferenciagéo)
como observado com as Proteinas Morfogenéticas Osseas (WIKESJO et al., 2001).
Tem sido sugerido que a EMD pode atuar tanto na proliferagdo como na
diferenciacado celular (SCHWARTZ et al., 2000), o que pode caracterizar esse
material como um agente terapéutico unico (COCHRAN et al., 2003). A EMD possui
efeito tanto nas células do tecido duro (osso) quanto do ligamento periodontal
(HOANG et al., 2000; SCHWARTZ et al., 2000).

Nemcovsky et al. (2006) relataram que a EMD melhora a cicatrizagao de
defeitos periodontais combinados (supra e infra-0sseos) induzidos cirurgicamente
em molares superiores de ratos, com reduc¢ao da recessao gengival e formacao de
um epitélio juncional mais curto ao longo da superficie radicular instrumentada,
maior formacdo de novo cemento, e reducdo na extensdo de anquilose. Contudo,
em defeitos de fenestracao periodontal em ratos, a EMD nao exerceu nenhum efeito
na espessura do cemento, volume Osseo, taxas de deposicdo Ossea, ou na
marcagcao para osteopontina, sialoproteina Ossea e osteocalcina extracelular
(CHANO et al., 2003).

Um estudo imunoistoquimico realizado em humanos com periodontite
crOnica avaliou a expressdo de moléculas da matriz associadas com tecidos
periodontais remodelados apds tratamento com a EMD. Os autores demonstraram
maior marcagao para colageno tipo Ill em relagédo ao colageno tipo | do ligamento
periodontal (SCULEAN et al., 2003). Os colagenos tipo | e lll sdo expressos em
todos os tecidos periodontais, particularmente nos tecidos neoformados
(IVANOVSKY et al., 2000; MATSUURA et al., 1995; SCULEAN et al., 2002; TUNG
et al., 1985). O colageno tipo Il desenvolve um papel importante na regulagdo da
composi¢cao da matriz extracelular e também serve como marcador para as células e
tecidos que ainda estdo em diferenciagéo e/ou em processo de modificagdo (TUNG
et al.,, 1985). Portanto, os autores sugeriram que o tratamento de defeitos infra-

6sseos com EMD cria um ambiente favoravel para a regeneragao periodontal.
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A aplicagcdo da EMD em humanos tem mostrado melhora significativa nos
niveis de insergdo através da redugcdo da profundidade de sondagem e menor
recessdo gengival comparada com a cirurgia a retalho isoladamente (ESPOSITO et
al., 2004; SCULEAN et al., 2004; VENEZIA et al., 2004). Menor recessao genvival
também foi demonstrada por Yilmaz et al. (2003) apds aplicagdo da EMD quando
comparada ao debridamento cirurgico, no tratamento de defeitos periodontais com
perda dssea horizontal. A aplicagao de EMD também reduz o crescimento do epitélio
juncional na superficie radicular, um processo que frequentemente interfere na
formacao de uma nova insergéo conjuntiva (KAWASE et al., 2000).

Estudos clinicos e histologicos (HEDEN & WENNSTROM, 2006; OKUDA et
al., 2000; TONNETI et al., 2002) tém demonstrado que o tratamento com EMD leva
a uma regeneracao periodontal previsivel clinicamente. Em estudos controlados
(SCULEAN et al., 1999; SCULEAN et al., 2001) comparando o uso da EMD com
membranas absorviveis (RTG), ambas as técnicas levaram a um maior ganho no
nivel de insercao clinica que o debridamento cirurgico apenas. De acordo com
estudos prévios (BOSSHARDT et al., 2006; HEIJL, 1997; MELLADO et al., 1995;
YUKNA & MELLONG, 2000), pode ser considerado que o uso da EMD poderia levar
a formacao de um tecido mais parecido com o aparato de insercdo natural, que
poderia ser mais resistente a destruicdo adicional.

Crea et al. (2008), em um estudo clinico randomizado, demonstraram que o
uso da RTG ou EMD resultou em uma melhora significativa na profundidade de
sondagem, nivel de inser¢do clinica e mensuragao radiografica da profunidade do
defeito. Entretanto, os autores sugeriram a realizagdo de estudos com maior numero
de defeitos tratados para verificar esses achados.

Estudos clinicos que compararam RTG com EMD geralmente nao relataram
nenhuma diferenga em parametros clinicos no tratamento de defeitos intra-6sseos
(PONTORIERO et al., 1999; SCULEAN et al., 1999; SCULEAN et al., 2001). Além
disso, a associacdo da RTG a EMD néao apresentou efeito adicional nos parametros
clinicos quando comparada as modalidades de tratamento isoladas (SCULEAN et
al., 2001).

Estudos prévios demonstraram que a aplicacédo de osso autdégeno cortical
particulado (OACP) associada a EMD resultou em significativos ganho de insergéao
clinica e redugéo da profundidade de sondagem em defeitos infra-6sseos profundos

com um componente predominante de 1 ou 2 paredes intra-6sseas (TROMBELLI et
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al., 2006). Contudo, Guida et al. (2007) demonstraram auséncia de beneficios
adicionais no grupo tratado com EMD/OACP comparado com o grupo tratado
somente com EMD. Esses resultados parecem confirmar o potencial biolégico da
EMD per se em favorecer a reconstrugcao clinica do aparato de insercao perdido e
limitar a aplicacdo adicional de um osso autdégeno particulado para melhorar a
reconstrucao periodontal induzida pela EMD.

Existem evidéncias que a EMD sozinha ou em combinagdo com enxertos
pode ser efetivamente utilizado para tratar defeitos intra-6sseos e os resultados
clinicos parecem ser estaveis a longo prazo. O uso adicional de um enxerto (0sso
autégeno, osso alégeno desmineralizado seco e congelado, enxerto xendgeno e
vidro bioativo) parece melhorar os resultados clinicos da EMD em relacdo a EMD
sozinha. Entretanto, evidéncias disponiveis sugerem nenhum efeito adjunto da EMD
combinada a enxertos (0sso bovino ou vidro bioativo) em relagdo ao enxerto sozinho
(TROMBELLI & FARINA, 2008).

Algumas revisbes sistematicas indicam que todos os tratamentos
reconstrutivos com EMD produzem uma melhora clinica mais favoravel nos
parametros de resposta de cicatrizacdo de tecidos duros e moles (por exemplo,
ganho de insergcéo clinica, redugdo da profundidade de bolsa e preenchimento
0sseo0) comparados com procedimento convencional de cirurgia a retalho
(ESPOSITO et al., 2003; TROMBELLI et al., 2000; VENEZIA et al., 2004). Contudo,
beneficios a longo prazo da EMD nao tém sido demonstrados, incluindo aqueles
relacionado a sobrevivéncia do dente (GIANNOBILE & SOMERMAN, 2003).

A exposigado do paciente a EMD durante a cirurgia periodontal pode induzir
a producdo de anticorpos contra certas isoformas da amelogenina de porcos.
Entretanto, os anticorpos produzidos nao inibem a secrecdo de TGF-B1 em cultura
de células humanas do ligamento periodontal. A imunoglobulina G (IgG) de porcos,
possivelmente um remanescente apds o processamento, existe no produto
comercial de EMD e seus efeitos clinicos necessitam de mais investigagbes (YUAN
et al., 2006). Entretanto, de um modo geral, a EMD parece ser segura para
administragdes unicas ou multiplas em termos de falta de inducdo de respostas de
anti-corpos ou outros eventos inflamatérios locais/sistémicos (GIANNOBILE &
SOMERMAN, 2003).
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3.2 Laser de Baixa Intensidade

O LBI também tem sido utilizado na regeneragao tecidual. Muitos estudos
experimentais e clinicos sugerem que o LBl modula processos metabdlicos celulares
levando a um aumento do potencial regenerativo dos tecidos biolégicos (MESTER et
al., 1985; KAMALI et al., 2007; KHADRA et al., 2005). Recentemente, tem sido
demonstrado que o LBl aumenta a proliferagdo de células mesenquimais e células
tronco cardiacas (TUBY et al., 2007). Existem relatos que correlacionam a
cicatrizacdo melhorada da ferida induzida pelo LBl a expressao aumentada de
RNA(m) de procolageno tipo | e Il (SAPERIA et al., 1986) e a sintese aumentada de
colageno (MESTER & JASZSAGI-NAGY, 1973). O uso do LBl estda bem
estabelecido na Odontologia devido aos seus efeitos antiinflamatério, analgésico e
regenerativo.

Estudos in vitro relataram que o LBl aumentou significativamente a
proliferacdo celular, formacdo de nddulos 6sseos e atividade da fosfatase alcalina
em células de calvaria de ratos (OZAWA et al.,, 1998) e aumentou, também, a
diferenciacdo osteogénica de células tronco mesenquimais de ratos
(ABRAMOVITCH-GOTTLIB et al., 2005).

Um possivel efeito estimulatério do LBI esta relacionado com o aumento da
sintese de RNA (RIBARI, 1981) e possivel ativacdo de componentes da cadeia
respiratoria (KARU, 1987) ou de componentes extracelulares (SURINCHAK et al.,
1983), 0 que pode levar a bioestimulagao.

Além de aumentar a sintese de RNA, o LBl pode aumentar também a
sintese de DNA (KARU et al., 1991; SAPERIA et al., 1986), indicando um efeito no
crescimento celular e sintese protéica. Tem sido sugerido que a irradiacdo do laser
de baixa intensidade resulta em uma pequena quantidade de oxigénio livre, o qual
age como um radical livre que influencia na formacéo de Adenosina Trifosfato (ATP),
que desempenha um papel importante no metabolismo (KUDOH et al., 1989).

Existem evidéncias de que efeitos bioenergéticos, bioelétricos e
bioestimulatorios da terapia com laser aumentam a producao de ATP para facilitar o
processo de reparo celular. Além disso, esses efeitos levam a normalizacdo do
potencial i6bnico da membrana celular, revitalizando as fungdes celulares, e

promovendo a sintese de ATP sintetase para a produgdo de acido nucléico e



27

aceleragdo da divisdo celular (BENEDICENTE, 1982; PASSARELA et al., 1984;
YAAKOBI et al., 1996).

A magnitude do efeito biomodulatério depende do estado fisioldgico das
células no momento da irradiagao. Isto pode explicar porque o efeito biomodulatério
nao € sempre detectavel. Efeitos estimulantes da energia laser ocorrem durante as
fases iniciais da proliferacdo e diferenciacdo de células indiferenciadas, mas nao
ocorrem durante estagios mais avangados do crescimento celular (GERBI et al.,
2008). O efeito da energia do laser infravermelho pode ser visto nos estagios mais
precoces da cicatrizacdo, talvez indicando que os efeitos da biomodulacdo do laser
sdo exacerbados nos estagios precoces da cicatrizagdo, quando a proliferagéo
celular esta mais ativa (PINHEIRO & GERBI, 2006). Esses resultados foram
também corroborados por estudos prévios (LIMEIRA JUNIOR, 2004; LOPES et al.,
2005; GERBI et al.,, 2005; PINHEIRO et al., 2001; PINHEIRO et al.,, 2003a;
PINHEIRO et al., 2003b; PINHEIRO & GERBI, 2006; SILVA JUNIOR et al., 2002;
WEBER et al., 2006).

Mester et al. (1968) demonstraram que cultura de células e tecidos podem
ser estimulados por meio de doses adequadas. Uma dose muito baixa ndo tem
efeito nenhum e uma dose muita alta € menos efetiva, enquanto uma dose alta
demais pode levar a efeitos inibitorios. Dortbudak et al. (2000) relataram uma maior
producdo de matriz 0ssea de células da medula éssea de ratos apOs irradiar as
células trés vezes com uma dose de laser de 1,6 J/cm? (laser diodo, comprimento de
onda de 690 nm). Stein et al. (2007) alcangaram os melhores resultados com uma
dose de laser de 1J/cm? As células tratadas com essa dose mostraram um leve
aumento na proliferacdo e niveis aumentados da atividade especifica da fosfatase
alcalina. Ueda et al. (2003) e Ozawa et al. (1998) também relataram um aumento na
proliferagcdo e na atividade especifica da fosfase alcalina nas células da linhagem
osteoblastica.

A atividade da fosfatase alcalina sugere que a exposicdo ao laser pode
estimular osteoblastos. A atividade da fosfatase alcalina é considerada um bom
marcador para a atividade esteoblastica (BARUSHKA et al., 1995), é correlacionada
com DNA e estimulagdo protéica em osteoblastos (KUSAKARI et al., 1992) e
aumenta diretamente a recuperacado da massa Ossea.

Grainger et al. (1995) sugeriram que um mecanismo nao térmico mediado

por oxirreducdo pela irradiacdo laser produz uma alteragdo conformacional no
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complexo de TGF-B1 latente, tornando este mais ameno para as modalidades de
rotina fisico-quimicas como o pH local alterado e proteases que estdo geralmente
presentes em feridas. Deste modo, o aumento in vivo da expressao do TGF-31 apos
a irradiagao laser poderia ser uma combinagdo de ambos, os efeitos da ativagao e
os efeitos iniciais nos tecidos lesados. De acordo com o estudo in vitro de Arany et
al. (2007), a expressdo aumentada de TGF-B1 e B3, em 14 dias, correlaciona-se
com o aumento do infiltrado inflamatério, sugerindo que essas células poderiam ser
uma provavel fonte dessas citocinas aumentadas. Os mecanismos exatos que
mediam esse aumento no numero de celulas inflamatdérias na ferida que recebeu
laser, assim como sua capacidade de induzir-secretar TGF-B1 e B3 aumentadas,
necessitam ser explorados, embora tenha sido demonstrado que a expressao de
TGF-B3 pode ser induzida pela TGF-B1 de maneira autécrina.

Estudos in vitro que avaliaram a aplicagdo de laser nos osteoblastos em
diferentes estagios do desenvolvimento tém demonstrado que a agéo estimulatéria
da irradiacdo do laser somente ocorre durante os estagios de proliferagao e
diferenciagao de precursores imaturos, nenhum efeito &€ observado durante estagios
celulares tardios (OZAWA et al., 1998). Um estudo em calvaria de ratos demonstrou
que a irradiagao a laser ndo teve efeitos nas atividades proliferativa e osteogénica
celulares apds o décimo quinto dia, porque essas células ja estavam em estagios
avancados de diferenciagao (SILVA & CAMILLI, 2006).

Nicolau et al. (2003) observaram que a superficie do osteoclasto aumentou
significativamente no 5° dia pods-cirurgico em animais tratados com LBl e
propuseram dois mecanismos envolvidos. Primeiro, o comprimento de onda do laser
influenciou diretamente o osteoclasto. Os osteoclastos sao células multinucleares
com muitas mitocdndrias de alta atividade (SCHENK, 1994). De acordo com Karu et
al. (1999) os citocromos r mitocondriais absorvem a energia do féton na parte visivel
do espectro eletromagnético e esta absor¢do aumenta a sintese de ATP e melhora a
atividade potencial das células. Segundo, a atividade osteoclastica pode influenciar
na atividade osteoblastica posterior e vice-versa (BERGMANN, 1989; MACDONALD
& GOWEN, 1993).

Alteragbes mitocondriais também tém sido sugeridas como responsaveis
pelos resultados positivos do LBI. A luz do laser poderia induzir varias alteragdes no
ciclo respiratério da mitocéndria. A luz do laser de A352 nm e A458 nm poderia

danificar a membrana mitocondrial, enquanto A514,5 nm pode aumentar levemente a
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sintese de ATP (MORIMOTO et al.,, 1993). A resposta fotobiologica tem sido
sugerida como uma resposta de absorgdo de um comprimento de onda especifico
por algum fotorreceptor molecular desconhecido (VAN BRUEGEL & DOP BAR,
1992). Esses fotorreceptores moleculares usualmente participam nas reagdes
metabdlicas da célula, os quais podem n&o necessariamente serem diretamente
ligados as respostas do laser por si mesmo. Apos a absorgdo de um comprimento de
onda especifico e a excitagao resultante dos processos moleculares primarios, que
ocorrem nos receptores moleculares, pode levar a resposta fotobiolégica (WEBER et
al., 2006).

O aumento da vascularizacdo apdés a utilizacdo do LBl € um dos possiveis
mecanismos para a efetividade clinica desta modalidade de tratamento, que tem
sido utilizada para o controle da dor ou para melhorar a cicatrizagao da ferida
(MAEGAWA et al., 2000).

Khadra et al. (2004) confirmaram o efeito bioestimulatorio positivo do LBl em
calvarias de ratos, o qual depende principalmente da capacidade dos tecidos em
responder a energia da luz. Os mecanismos de estimulagcado da cicatrizacdo 6ssea
nao sao bem entendidos, mas podem ser multifatoriais e incluem a promoc¢ao da
angiogénese (ORON et al., 2001), produgédo de colageno (BOSATRA et al., 1984;
LAM et al., 1986), proliferacéo e diferenciagdo de células osteogénicas (YAAKOBI et
al., 1996), respiracdo mitocondrial, e sintese de ATP (MORIMOTO et al., 1994; YU
et al., 1997). O LBI pode também aumentar o fluxo sangtineo local, melhorando o
suprimento de células circulantes, nutricdo, oxigénio e sais inorganicos para o
defeito 6sseo (CHEN & ZHOU, 1989).

Weber et al. (2006) relataram um efeito biomodulatério positivo na
cicatrizagdo de defeitos 6sseos em fémur de ratos submetidos a enxertos ésseos
autélogos. Este efeito foi mais evidente quando a irradiagéo laser foi realizada no
leito cirurgico, no periodo trans-operatério, antes da colocagdo do enxerto 6sseo
autdlogo, e no pos-operatorio.

Walsh (1997) concluiu que o LBI pode influenciar o comportamento de
muitos tipos de células e que efeitos multiplos podem ocorrer simultaneamente. O
ambiente de uma ferida em cicatrizagcdao € uma questdao em discussao, e existem
dados consideraveis de estudos de cultura de células e modelos animais que
indicam efeitos positivos do LBI.
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Alguns estudos in vitro demonstraram efeitos positivos do LBl em
determinados tipos de células dos tecidos periodontais, sugerindo possiveis
respostas bioldgicas favoraveis quando da utilizacdo desta terapia na pratica clinica
(KREISLER et al., 2003; LOPES-ALMEIDA et al., 2001). O LBI parece estimular a
proliferacdo fibroblastica e o aumento da producdo de fatores de crescimento
(SAYGUN et al., 2007).

Alguns fatores de crescimento como o IGF s&o produzidos em maior
quantidade quando o LBI é utilizado, podendo aumentar a regeneragao periodontal
por estimular a formagao de tecidos moles, osso e cemento (MATSUDA et al., 1992;
SAYGUN et al., 2007). Apenas alguns estudos histologicos foram realizados em
animais, demonstrando os efeitos desta terapia no contato osso-implante (KHADRA
et al., 2004) e associado a drogas fotossensibilizadoras para o tratamento de
doencgas periodontais (ALMEIDA et al., 2007) ou periimplantares (SHIBLI et al.,
2006).
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4. CONCLUSAO

Clinicamente, a aplicagao da EMD tem demonstrado que a mesma facilita a
regeneracao e € superior ao debridamento cirurgico apenas em defeitos infra-
0sseos. Foi estabelecido, por alguns estudos em humanos, que a aplicagdo da EMD
sobre uma superficie radicular previamente debridada e condicionada melhora a
cicatrizagdo da ferida (CORTELLINI & TONETTI, 2007; HAGENAARS et al., 2004;
OZCELIK et al., 2007; TONETTI et al., 2004b; WENNSTROM & LINDHE, 2002) e a
formagdo de uma nova insergdo de tecido conjuntivo (novo cemento com fibras
colagenas inseridas) (SCULEAN et al.,, 1999; WINDISCH et al., 2002; YUKNA &
MELLONIG, 2000) e de novo osso alveolar (CORTELLINI & TONETTI, 2007;
FRANCETTI et al., 2004; HEIJL et al., 1997; SCULEAN et al., 2003, 2005, 2006,
2007a; TONETTI et al., 2002; TSITOURA et al., 2004).

Algumas recentes meta-analises da literatura referentes ao potencial da
terapia com laser de baixa intensidade revelaram um efeito positivo altamente
significativo na cicatrizagdo de feridas em geral e uma diminui¢ao significativa no
tempo de cicatrizagdo (BOUNELO et al., 2000; WOODRUFF et al.,, 2004).
Entretanto, existem poucos estudos histolégicos que avaliaram o potencial do LBI na
regeneragao periodontal.

Portanto, tanto a utilizacdo do LBl como a da EMD tém demonstrado
atributos potenciais que podem contribuir para a regeneracdo dos tecidos

periodontais.
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