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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar as modificacbes nas superficies radiculares
apos a aplicacao de diferentes agentes quimicos, e sua influéncia na insercao
de rede de fibrina e fibroblastos. De 96 dentes incisivos anteriores humanos,
extraidos devido doenca periodontal severa, foram obtidos 192 blocos de
dentina (3x3x1 mm) da superficie vestibular e lingual e aleatoriamente divididos
em seis grupos: controle, que nao receberam tratamento, raspagem e
alisamento radicular (RAR) - superficie radicular foi raspada e alisada com
curetas Gracey, Acido citrico - RAR + &cido citrico 30% por 5 min; EDTA (acido
etilenodiaminotetracético) - RAR + gel de EDTA 24% por 1 min; Tetraciclina
capsula — RAR + solucéo obtida por dissolugdo de uma capsula de 500 mg de
tetraciclina em 2 ml de solucdo salina por 3 minutos; Tetraciclina gel - RAR +
50 mg / mL de tetraciclina gel por 1 min. Apds o tratamento, as amostras de
dentina foram analisadas utilizando 4 metodologias diferentes: 1- o nivel de
desmineralizacdo e de residuos do produto (n = 9); 2- a adesdo das
componentes do sangue no tratamento de superficie apés 20 min (n = 9); 3- a
insercdo de fibroblasto apds 24 horas (n = 9), que foram analisadas por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), e 4- o metabolismo celular apés 4h
(n = 5), o ensaio com metiltetrazolio (MTT) foi utilizado. Acido citrico, EDTA e
tetraciclina gel removeram completamente, “smear layer® e “smear plug“ na
superficie radicular, resultando em adequada desmineralizacdo. Tetraciclina
capsula produziu grande residuos de tetraciclina com &reas severas de
desmineralizacdo na superficie de dentina radicular. Grupos Tetraciclina gel e
EDTA tiveram maior insercdo de fibroblastos que o0s outros grupos
experimentais. A maior média de adesdo do coagulo sanguineo pontuada foi
observada em raizes tratadas com a tetraciclina gel, enquanto que, a menor
pontuacdo foi observada em raizes tratadas com tetraciclina capsula. Estes
resultados demonstram que a desmineralizagao da superficie pelo EDTA e pela
tetraciclina gel removeram a smear layer que cobria a superficie da dentina e
promoveram adesao da rede de fibrina e inser¢do de células dos fibroblastos. A
Tetraciclina capsula demonstrou desempenho menos efetivo em todos os

parametros testados.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the root surfaces modifications after
the application of different chemicals agents, and their influence on the
attachment of a fibrin network and fibroblasts. From 96 anterior mandibular
human incisor teeth, extracted due to severe periodontal disease, were
obtained 192 dentin blocks (3x3x1 mm) of buccal and lingual surface and
randomly divided into 6 groups: Control- control group, which received no
treatment; Root surface scaling and root planing (SRP) - root surface was
scaling and root planning with Gracey curetes; Citric acid - SRP + 30% citric
acid 5 min; EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) - SRP + 24% EDTA gel for
1 min; Tetracycline capsule - SRP + for 3 min with a solution obtained by
dissolving one 500 mg capsule of tetracycline in 2 mL of saline solution;
Tetracycline gel - SRP + 50 g/mL tetracycline gel for 1 min. After dentin
treatment the specimens were analyzed using 4 methodologies: 1- the
demineralization level and residues of the product (n = 9); 2- the adhesion of
blood components after 20 min of surface treatment (n = 9); 3- the fibroblast
attachment after 24h (n = 9), were analyzed by scanning electron microscopy
(SEM); and 4- the cell metabolism after 4h (n = 5) the methyltetrazolium (MTT)
assay was used. Citric acid, EDTA and Tetracycline gel removed completely
smear layer and smear plug on root surface, resulted in adequate
demineralization .Tetracycline capsule produced great tetracycline residues with
several demineralization areas on root dentin surface. Tetracycline gel and
EDTA groups had more fibroblast fixation than other experimental groups. The
highest mean blood clot adhesion score was observed in roots treated with a
tetracycline gel, whereas, the least score was observed in roots treated with
tetracycline capsule. These results demonstrated that EDTA and Tetracycline
gel surface demineralization removed the smear layer over dentin surface and
promoted adhesion of a fibrin network and fibroblast cells attachment. The
Tetracycline capsule demonstrated less effective performance in all parameters

tested.
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1. INTRODUCAO

O termo “Doenca Periodontal” refere-se a doenca que incide sobre os
tecidos de revestimento e sustentacdo, bem como sobre o préprio dente
(Socransky,1977), levando a perda de insercdo dental e a contaminacao
cementaria/radicular (Adriaens et al., 1988; Oda & Carvalho, 2004).

A placa bacteriana é o fator etiol6gico primario da doenca periodontal
(Kina et al., 2008). O resultado da petrificacdo da placa dental é a formacao do
calculo, provindos da saliva e dos fluidos creviculares, depositados entre e
dentro dos remanescentes de microorganismos, uma vez mineralizado, é

capaz de se aderir ao cemento e a superficie dentinaria. (White, 1997).

A manifestacdo clinica destas periodontopatias esta relacionada com
aumento consideravel de bactérias gram-negativas tais como: Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides
forsythus, Capnocytophaga spp e Veillonella parvela, constituidas por
endotoxinas, denominadas LPS, se fixam a superficie do cemento e da dentina,
e tem propriedades patogénicas, por atuarem como agente inflamatorio,
percebida na composicao da placa bacteriana, na saliva, no exsudato gengival
e no tecido epitelial gengival (Aleo et al.,1974). Estas bactérias por sua vez,
invadem os tecidos periodontais, sendo responsaveis pela destruicdo
progressiva e, muitas vezes irreversivel, das estruturas periodontais de
sustentacdo, impedindo a insercdo efetiva do tecido periodontal (Oda &
Carvalho, 2004).

A eliminacdo de endotoxinas por meio de raspagem e alisamento
radicular torna-se parte importante no processo de terapia periodontal (Oda &
Carvalho, 2004), estudos tém indicado que o debridamento radicular, por si s6,
nao remove de forma efetiva o cemento contaminado pelas endotoxinas
bacterianas (Kina et al., 2008). Além disso, o procedimento de raspagem €
capaz de promover a formacdo e a deposicdo de smear layer, também
conhecida como camada de esfregaco, que pode atuar como barreira fisica

entre os tecidos periodontais e a superficie radicular, inibindo a insercédo do
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tecido conjuntivo sobre a raiz dental e formando epitélio juncional longo (Polson
& Michel,1982; Isik et al.,2000; Baker et al., 2000).

Desta forma, o objetivo principal da terapia regenerativa é a insercao de
células do tecido conjuntivo em é&reas afetadas pela doencga periodontal
(Silvério et al., 2007), restaurando a forma e funcéo originais de tecidos de
suporte dental afetados pela doenca periodontal (Amireddy et al.,, 2011).
Portanto, apds raspagem e alisamento radicular a superficie radicular deve ser
condicionada pela aplicagdo topica de substancias quimicas. Diferentes
substancias tém sido empregadas no tratamento das superficies radiculares
objetivando: eliminacdo de material citotoxico (Caffesse et al., 2000; Zaman et
al.,, 2000) e limpeza da superficie dentinaria (Isik et al., 2000), com
descontaminacao da superficie radicular pela: remocdo de smear layer e de
residuos contaminantes (Kina et al., 2008), levando a exposicao e
desmineralizacdo das superficies (Martins et al.,2011; Shetty et al.;2011) e
exposicdo da matriz colagena de dentina ou cemento (Martins et al., 2011;
Shetty et al.,, 2011), facilitando a insercdo de células do tecido conjuntivo
cicatricial & superficie radicular (Silvério et al., 2007), fato que otimiza a
resposta cicatricial dos tecidos periodontais frente ao tratamento periodontal
regenerativo (Isik et al., 2000 ; Amireddy et al., 2011).

Acredita-se que a biomodificacéo radicular tem o potencial de otimizar a
regeneracao dos tecidos periodontais por meio de mecanismos como inducao
da cementogénese, estabilizacdo do coagulo de fibrina, interdigitacdo do
coldgeno do conjuntivo gengival com o da estrutura dental, otimizacdo da
adesao, viabilidade e crescimento de fibroblastos sobre superficies dentinarias

gue tiveram a sua matriz colagena exposta (Fontanari & Sampaio, 2010).

Superficies desmineralizadas aumentam a ligacdo da matriz protéica
dentinaria e estimulam a ligacéo e crescimento dos fibroblastos (Caffesse et al.,
2000). A exposicao de tubulos dentinérios favorece a estabilizagdo do coagulo
e da rede de fibrina nos estagios iniciais do processo de cicatrizacdo

periodontal por meio do aumento da adesao de células sanguineas e fibras na
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superficie radicular (Leite et al., 2010; Amireddy et al., 2011). A exposicao de
fibras colagenas dentais podem promover a ativacdo e agregacao plaguetaria
culminando na formacéo de rede de fibrina insoltuvel, a qual pode atuar como
arcabouco para adesdo e proliferacdo de células do tecido conjuntivo
(Steinberg & Willet, 1988; Baker et al.,2005).

Substancias a base de tetraciclina e acido citrico tém efeito
desmineralizador da superficie radicular, removendo smear layer, expondo 0s
tubulos dentinarios e a matriz colagena (Isik et al., 2000; Kina et al., 2008)
postulada como atrativo para fibroblastos periodontais. O uso do EDTA em
procedimentos periodontais e endoddnticos objetiva a ampliacdo dos orificios
dos tabulos dentinarios, sendo efetivo na remocao do smear layer, aumentando
a permeabilidade além de apresentar efeito bactericida (Zaman et al., 2000;
Martins et al., 2011). Além disso, o EDTA, por possuir um pH neutro, com
agentes quelantes de calcio, tem apresentado menor degradacao do retalho e

maior insercdo de tecido conjuntivo (Blomlof et al., 1996).

Considerando as divergéncias na literatura e a falta de novos estudos
controle in vitro e in vivo, gera-se a hipotese de que diferentes composicdes
das solucdes acidas empregadas possa influenciar na forma de acéo sobre a
dentina radicular previamente planificada pela raspagem periodontal e
consequentemente influenciando na capacidade de adesdo de coagulo de

fibrina e na adesao de células de fibroblastos nas superficies radiculares.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Periodonto

O periodonto saudavel compreende o conjunto de estruturas que
suportam e revestem o dente. Composto por o0sso alveolar, ligamento
periodontal, cemento radicular e gengiva marginal, que tem como objetivo
manter a integridade funcional, estrutural e estética na cavidade bucal,
dividindo-se em Periodonto de Protecdo e de Sustentagéo (Ten Cate, 2001;
Ferraris & Mundz, 2006).

7

O periodonto de protecdo € o0 conjunto de estruturas envolvidas
diretamente no revestimento do dente e estruturas de suporte, promovendo a
separacdo do meio organico com o meio bucal atuando como barreira para
suportar agressbes provocadas por microorganismos. Constituido pelas
seguintes estruturas: epitélio juncional, sulco gengival, gengiva marginal ou
interdentéria, ranhura gengival e gengiva inserida. Enquanto o periodonto de
sustentacdo também denominado de aparelho de insercédo, ancora os dentes
aos maxilares, gerando base de sustentacdo para os tecidos de revestimento.
Composto por cemento, ligamento periodontal e osso alveolar. Os tecidos de
suporte do dente formam uma articulagcéo fibrosa especializada, denominada
gonfose, e se desenvolve a partir do foliculo dental (Ten Cate, 2001; Lindhe,
2010).

Entre esses componentes encontra-se 0 cemento que é um tecido
conjuntivo mineralizado avascular, localizado sobre a dentina radicular. Sua
matriz € composta por 45 a 50 % hidroxiapatita (inorganico) e 50 % colageno e
proteinas nao colagenosas (organico). O colageno do tipo | € o componente
predominante constituindo cerca de 90 % da porcdo organica. As moléculas
nao colagenas sao fosfatase alcalina, sialoproteina 0ssea, proteina da matriz
da dentinaria 1, sialoproteina da dentinaria, fibrinectina, osteocalcina,
osteonectina, osteopontina, proteoglicanas, proteolipidios, tenascina e outros
fatores de crescimento. Durante a cementogénese, células do foliculo dental

revestem a superficie de dentina radicular a medida que se diferenciam em
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cementoblastos. Inicialmente estas células depositam uma camada de matriz
organica (cementdide) que posteriormente se mineraliza e simultaneamente,
células do foliculo diferenciam-se em fibroblastos, a quais produzem fibras do
ligamento periodontal. A extremidade destas fibras ficam inseridas em cemento
e 0sso alveolar sendo denominadas fibras de Sharpey (Ten Cate, 2001; Nanci,
2008).

As funcbes gerais do cemento sdo ancorar as fibras colagenas do
ligamento periodontal & superficie radicular e uma importante funcéo reparativa
e adaptativa, exercendo um papel crucial na manutencao da relagéo oclusal e

protecado a integridade da superficie radicular (Bosshardt & Selvig, 1997).

Outro importante componente é o ligamento periodontal, por ser um
tecido conjuntivo ndo mineralizado especializado, situado entre o0 cemento que
cobre a raiz do dente e o osso alveolar. Constituido de células e matriz
extracelular composta de fibras colagenas e substancia fundamental, além de
vasos e nervos. As células incluem osteoblastos e osteoclastos (no interior do
ligamento periodontal, mas funcionalmente associadas ao 0sso), fibroblastos,
células dos restos epiteliais de Malassez, macrofagos, células mesenquimais
indiferenciadas e cementoblastos (no interior do ligamento, mas funcionalmente
associados ao cemento). Os componentes da matriz extracelular consistem em
feixes de fibras colagenas, incluidos em um material amorfo, denominada
substancia fundamental, consistindo em glicosaminoglicanas, glicoproteinas e
glicolipidios. (Ten Cate, 2001; Nanci, 2008).

Os fibroblastos sao células importantes responsaveis pela renovacéo
dos componentes da matriz extracelular, especialmente o colageno. Eles
ativados e em resposta a estimulos inflamatorios ou mecéanicos, secretam
diversos fatores de crescimento, citocinas e mediadores da inflamag&o. Entre
eles a interleucina-1, interleucina-6 e interleucina-8, fator de necrose tumoral q,

prostaglandina E2, entre outros (Ten Cate, 2001; Nanci, 2008).

O ligamento tem como principal funcdo a de suportar o dente no seu

alvéolo, permitir que ele resista as forcas da mastigacdo e atuar como um
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receptor sensorial para o posicionamento adequado dos 0ssos gnéticos (Ten
Cate, 2001; Nanci, 2008).

2.2. Doencga Periodontal

Sabe—se que a placa bacteriana, € o fator etiolégico primario da doenca
periodontal (Kina et al., 2008). Esta é o resultado da petrificacdo do biofilme da
placa dental, o que resulta na formacgéo do céalculo, composto por ions minerais
de fosfato de célcio, provindos da saliva e dos fluidos creviculares, depositados
entre e dentro dos remanescentes de microorganismos, subdividindo-se em
supra-gengival e subgengival. Uma vez mineralizado, o calculo se adere ao

cemento e a superficie dentinaria (White,1997).

A manifestacdo clinica da doenca periodontal, na maioria das vezes esta
relacionada com um aumento consideravel de bactérias gram-negativas, as
quais sdo constituidas por endotoxinas, denominadas LPS. Estas possuem
propriedades patogénicas, isto é atuam como um agente inflamatério na
cavidade bucal, na composi¢cdo da placa bacteriana, na saliva, no exsudato

gengival e no tecido epitelial gengival (Aleo et al.,1974).

Bactérias gram-negativas isoladas incluem: Porphyromonas gingivalis,
revotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides forsythus,
Capnocytophaga spp e Veillonella parvela. Entre elas Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum constituem maioria
dos patégenos em periodontite de adultos. Entre elas Bacteroides forsythus,
esta fortemente relacionada a doenca periodontal destrutiva. (Dzink et al.,
1988; Slots & Listgarten, 1988; Lotufo et al.,, 1994). E as Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermedia produzem colagenases, e varias proteases que
degradam os tecidos periodontais, e inibem os fatores dos fibroblastos (Slots &
Genco ,1984; Morioka et al., 1993).

Apés uma avaliacdo quanto a penetragdo de bactérias
odontopatogénicas , no cemento e na dentina radicular de vinte e um dentes

periodontalmente doentes, Adriaens et al. (1988) sugeriram o uso de agentes
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condicionadores e antimicrobianos na descontaminacao radicular, uma vez que
eles observaram que o tratamento periodontal convencional por meio da
raspagem, ndo elimina as bactérias presentes no interior dos tubulos, e
somando a isso, tanto os tubulos dentinarios, quanto riscos e depressdes na
superficie geradas pela instrumentacdo, podem ainda agir como reservatérios

para as bactérias periodontopatogénicas.

A American Academy of Periodontology (1988) estabelece o termo
“‘doenca periodontal” como referéncia generalista a um certo numero de
doencas, que incide sobre os tecidos de revestimento e sustentacdo dental,
bem como sobre o préprio dente (Socransky, 1977). Em 1982, Fernyhough &
Page, confirmam este estudo anterior, dizendo que a periodontite é
caracterizada nao sO pela formacdo de bolsas periodontais, inflamacéo,
destruicdo do osso alveolar e mas também pela perda de insercéo fibrosa ,
onde tanto o ligamento periodontal quanto os fibroblastos encontram-se

destruidos.

Como o procedimento de descontaminagcdo apenas por meio de
raspagem e alisamento radicular, ndo é capaz de restaurar as estruturas
perdidas, diversos tipos de terapéuticas cirdrgicas foram desenvolvidas com o
intuito de regenerar o periodonto acometido pela doenca periodontal (Oda &
Carvalho, 2004).

2.3. Terapia Regenerativa

A terapéutica periodontal tem como objetivos primarios curar ou
controlar a doenca periodontal e prevenir sua recidiva. Ela também visa
recuperar as estruturas periodontais destruidas pela doenca, pois mesmo
parcialmente destruidos, os tecidos do periodonto abrigam células com
capacidade para regenera-lo (Gestrelius et al., 1997). Imediatamente apos esta
terapéutica, desencadeia-se cascatas celulares altamente organizadas e
reguladas por varios mediadores quimicos, fatores de crescimento além de
outros reguladores ambientais e locais da ferida que levam a um processo

chamado de cicatrizacdo (Fine, 1981). A cicatrizacdo ocorre como resposta a
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varios tipos de injurias e objetiva o restabelecimento da estrutura e da fungéo
tecidual (Takata, 1994). Ela pode desenvolver-se a partir de dois processos:

regeneracao e reparo.

Regeneracao refere-se a restauracdo completa dos tecidos danificados
por proliferacéo e diferenciacdo dos elementos do parénquima original. Em que
se designa que uma nova insercdo (formacdo de novo cemento, nOvVO 0SSO
alveolar e novo ligamento periodontal) foi interposta nos locais onde havia sido
perdida. JA o reparo € uma regeneracdo imcompleta, pois restabelece os
tecidos perdidos por tecido conjuntivo ndo especializado que forma fibrose e
eventualmente uma cicatriz. Os tecidos danificados sdo substituidos por
tecidos cuja funcdo nao €, necessariamente, aquela do tecido original (Oda &
Carvalho, 2004).

Fernyhough & Page (1983) diziam que o objetivo final da terapia
periodontal, portanto, € regenerar a insercao fibrosa. Caso essa reinsercao
ocorra, fibroblastos devem ou inserir, ou se tornar intimamente apostos sobre a
superficie radicular, crescendo e produzindo colageno e outras substancias do
tecido conjuntivo, compreendendo o ligamento periodontal normal. Fica
constatado que a reinsercdo fibrosa é biologicamente possivel, e que as
caracteristicas da superficie sdo de grande importancia em determinar se a
reinsercdo ou a nao reinsercdo ira ocorrer. A insercdo das fibras das raizes
dos dentes, sdo produzidas e mantidas pelos fibroblastos do ligamento
periodontal. Mas, se reinsercao ou nao ira ocorrer, isto € dependente em parte,
se fibroblastos gengivais, podem ser induzidos para inserir nas superficies
radiculares, e produzir organizadas fibras do tecido conjuntivo.

Polson & Proye (1983) avaliaram por meio de técnicas histolégicas a
diferenciacdo entre fibrina e coldgeno durante o processo de cicatrizacdo na
interface da superficie radicular na reimplantacdo de dentes apos 1, 3, 7 e 21
dias. Relatando que superficies radiculares cirurgicamente desnudas,
condicionadas previamente com &cido citrico, apresentavam uma ligagdo da

fibrina com as fibras colagenas expostas em superficies radiculares, capazes
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de prevenir a migracao apical do epitélio juncional. Justificado pelo fato de que
no periodo inicial de 1 a 3 dias as células inflamatorias eram removidas e uma
rede de fibrina era inserida na superficie radicular, e apds 7 a 21 dias a regiao
era repopulada com células do tecido conjuntivo e fibras colagenas substituidas
pela fibrina. Fato ndo ocorrido em superficies ndo condicionadas, que

apresentaram migracao apical do epitélio juncional.

Em 1984, Gomes et al. falaram sobre uma das capacidades da
tetraciclina e suas derivacbes (minociclina, doxiciclina), que correspondia a de
inibir o hormonio da paratiredide. A especificidade deste efeito foi demonstrado
ao se comparar com outros tipos de antibioticos que nao fossem a tetraciclina.
Resultado a tetraciclina inibiu a reabsorcédo 0ssea, e enzimas colagenoliticas ,
que promoveram a degradacdo do colageno. Portanto inibiram o horménio da
paratiredide.

Segundo Gabler & Creamer (1991) as tetraciclinas tem ainda como uma
de suas fungdes a supressao das func¢des dos neutrofilos humanos. Devido os
tecidos do hospedeiro serem protegidos por neutréfilos por meio de dois
mecanismos: 1° os granulos dos neutréfilos associam-se a enzimas que se
segregam em um estado inativo; 2° os tecidos sdo protegidos contra estas
enzimas por um escudo inibidor potente. A partir disto, células de neutréfilos
podem ignorar esses elementos de protecdo, ativando enzimas e destruindo o
escudo através da sintese de radicais de oxigénio. Portanto, as tetraciclinas
podem suprir 0s neutréfilos mediada por danos nos tecidos por meio da
inibicdo da migracdo e da desgranulacdo e, potencialmente, mais importante
ainda, por sintese supressora de radicais de oxigénio.

Em 1995, Blomloéf & Lindskog  avaliaram os possiveis efeitos
necrosantes imediatos em tecidos periodontais apos aplicacdo de agentes
quimicos com pH baixo e neutro. Acido fosférico e &cidos citrico, por
apresentarem baixo pH , apresentaram em 20 segundos, efeitos necrosantes,
nos retalhos de mucosas e nos tecidos periodontais. JA& o EDTA com um neutro

ph, ndo conseguiu induzir qualquer necrose detectavel durante os periodos
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experimentais. Se estes efeitos necrosantes imediatos de agentes com valores
de pH baixos também podem prejudicar a cicatrizacdo periodontal na
perspectiva a longo prazo, estudos controlados experimentais in vivo, bem
como clinicamente, necessitam ser avaliados, fim de confirmar se realmente o

pH neutro é preferivel.

Blomlof et al. (1996), discutiam que solu¢cdes aquosas de acido citrico
com baixo pH tem sido usadas em terapias periodontais cirdrgicas, por
dissolverem smear layer em curta exposicdo de tempo e pela remogédo de
minerais, associada a exposicdo de fibras colagenas, mas por outro lado tem
se pensado nestes produtos por terem efeitos necrosantes ao redor dos tecidos
periodontais. Por isso 0 objetivo neste estudo, foi de avaliar a eficacia da
aplicacéo subgengival do gel de EDTA 24%. Superficies apenas raspadas néo
revelaram nenhum tabulo dentinério ou fibra colagena, o oposto ocorreu com o
grupo que recebeu condicionamento com EDTA, com superficies intertubulares
cobertas por densas redes de fibrina, estendendo dentro do tubulo dentinario.
Em conclusdo, superficies com EDTA podem aumentar o efeito do

debridamento radicular n&o cirurgico.

Em 1997, Isik et al. descreveram sobre a aplicacéo topica de acido em
superficies de dentina capaz de produzir uma zona de desmineralizacéo,
expondo fibrilas de coldgeno de dentina e abrindo tubulos dentinérios. Neste
estudo, os efeitos in vitro de diferentes técnicas de aplicagdo de tetraciclina
HCL foram investigados. De acordo com os resultados do MEV, pode ser
desejavel aplicar a tetraciclina HCL utilizando a técnica de polimento para
expor fibrilas intertubular e para as aberturas tubulares. No entanto, esta

técnica deve ser estudada, quando colocado em um sistema in vivo.

Ainda em 1998, Bergenholtz & Babay tiveram como proposta de estudo
comparar a textura radicular sujeita a uma gama de duragbes e modos de
aplicacédo seguidos de agentes condicionantes por meio de solugbes de &cido
citrico, tetraciclina hidrocloridrica , EDTA 8 % e solucao salina, pds raspagem e

alisamento radicular. Avaliadas nos tempos de 10, 30/40 e 180 segundos, com

25



espécimes brunidas ou imersas, em relacdo ao cemento, a smear layer, as
rachaduras e a exposicdo dos tubulos dentinarios. Os resultados sugerirdo que
o modo de aplicacdo e o0s agentes usados para condicionamento de
superficies, afetam as superficies em diferentes caminhos, e podem ser
importantes na regeneracdo do tecido periodontal. Uma superficie pode ser
brunida com solucgéo salina, ou com qualquer um dos agentes, com pelo menos
10 segundos, ou imersa em EDTA 8%, gerando uma superficie quimiotatica
para os fibroblastos, portanto, aumentando a possibilidade de regeneracdo

periodontal.

Baker et al. (2000) tinham como objetivo de estudo o desenvolvimento de
um modelo de blindagem para avaliacdo imediata na influéncia de protocolos
condicionantes radiculares na absorcao e na adesao de sangue nas superficies
dentinarias. Métodos usados: as superficies dentindrias humanas de pelo
menos 5 blocos tratadas em 4 grupos: com PBS, com acido citrico, PBS
seguida de sangue e &cido citrico seguido de sangue, e lavadas antes de
serem avaliadas pelo MEV. Teve como resultados que: tratadas com &cido
citrico e raspadas apresentaram uma fina rede de fibrina direcionada inserida
sobre a superficie dentinaria entreposta por elementos celulares,
principalmente eritrécitos. Ao passo que, superficies dentinarias ndo tratadas, e
raspadas, exibiram uma aparéncia amorfa, com fios esparsos da absorcao de
proteinas fibrosas e poucos eritrécitos aderidos. Concluindo que este modelo
de blindagem foi efetivo, a medida que distinguiu as superficies dentinarias, em
relacdo ao potencial para aumentar a absorcdo e a adesdo dos elementos

sanguineos.

Caffesse et al. (2000) ao avaliarem clinicamente os resultados obtidos
com a realizacdo de enxerto de tecido conjuntivo com e sem desmineralizacao
com acido citrico usados no tratamento de recessdes gengivais localizadas,
demonstrou que ambas as técnicas cirurgicas com e sem acido citrico
,reduziram a recessao gengival ap6s 6 meses significativamente e que nao
houve diferencas entre os resultados encontrados. Portanto ambos reduziram a

largura das exposi¢des radiculares e obtiveram um bom recobrimento radicular,
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com minimas e insignificantes reducfes da profundidade de sondagem e com
aumento da quantidade de tecido queratinizado. Sendo assim o enxerto de
tecido conjuntivo subepitelial providenciou uma solucdo satisfatéria no
tratamento de recessdes gengivais localizadas e a desmineralizagcdo com acido

citrico ndo afetou o resultado clinico da técnica cirurgica.

Isik et al. (2000) ao avaliarem e compararem por meio do mev a
morfologia da dentina radicular de dentes humanos, seguida de varias
concentracfes e tempos de aplicacdo de tetraciclina-HCL e também a média
do didmetro dos tubulos dentinarios . Relataram que tetraciclina-HCL entre
concentracbes de 50 e 150 mg/mL demonstraram uma diferenca
estatisticamente significante em relacdo a abertura dos tubulos dentinarios, e
que todos os grupos de tetraciclina-HCL em 1,3 e 5 minutos mostraram
remocdo de smear layer vindo da superficie dentinaria. Portanto, a
desmineralizacdo da dentina ndo foi dependente do tempo, e sim das

concentracdes de tetraciclina-HCL.

Zaman et al. (2000) tinham como objetivo avaliar quantitativamente a
migracdo, insercao e orientacdo das células do ligamento periodontal humano
(HPLC) do cemento em relacdo a dentina quando da instalacdo de doenca
periodontal , apds a desmineralizacdo com &acido citrico, EDTA 24% ou
tetraciclina- HCL 100 mg/ml. Os resultados indicaram n&o haver diferenca
estatisticamente significante no indice de insercdo e orientacdo do HPLC do
cemento comparado a dentina em nenhum método de desmineralizacao.
Porém a desmineralizagcdo com EDTA 24% e &cido citrico aumentou a inser¢ao
de HPLC na superficie radicular comparado a superficies apenas raspadas,
providenciando uma superficie mais biocompativel para retencdo de
substancias biologicamente ativas, tal como fatores de crescimento, incluindo
proteinas O0sseas morfogenéticas, proteinas de matriz do esmalte, fatores
necessarios para formar a inser¢cdo de um novo tecido conjuntivo, causando a

ocorréncia previsivel da regeneracgéo periodontal.
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Kassab & Cohen (2003) ao relatarem sobre a biomodificacdo da
superficie radicular, diziam ser este um importante principio para o tratamento
de periodontite e das recessBes gengivais, com justificativa que este
procedimento leva a remocao de smear layer e exposicao das fibras colagenas.
Além disso, relatam que embora estudos em animais tem trago resultados
promissores, estudos em humanos precisam ser realizados, a fim de discutir
se o0 baixo pH de agentes biomodificadores pode assumir um efeito necrosante
e se 0 mesmo ndo ocorria com agentes que possuiam um neutro pH.
Concluem dizendo da necessidade de investigacBes clinicas, em avaliar
parametros clinicos quando do uso desses agentes.

Mariotti (2003) em uma revisdo de literatura avaliou a eficacia da
biomodificagdo da superficie radicular por meio do uso de acido citrico aplicado
por 1 a 5 minutos, durante um estudo entre 2 a 13 meses, EDTA 24%,aplicado
por 2 a 3 minutos, com duracdo de 6 meses, e tetraciclina frequentemente
aplicada na concentracdo de 100 mg/ml, por 3 a 5 minutos, e média de duracéo
de 3 a 12 meses em pacientes com periodontite crbnica. Foram avaliados os
seguintes resultados; primarios: insercdo tecido conjuntivo, cementogénese,
nivel de insercao clinica, profundidade de sondagem e recessdo gengival, e
secundarios: nivel ésseo, inflamacéo gengival, e nivel de placa. Mostrando que
0 uso desses agentes ndo beneficia a significancia clinica de regeneragdao em
pacientes com periodontite cronica. Relatando da necessidade de melhores
resultados por meio de ensaios clinicos aleatorios, fortes analises estatisticas,

suportadas pela avaliacéo histolégica quantitativa.

Baker et al. (2005) realizaram um estudo in vitro, com o objetivo de avaliar
a adesdo do coagulo em proteinas condicionadas em superficies dentinarias,
pelo fato destas proteinas construtoras terem sido introduzidas recentemente,
por condicionarem a raiz durante a cirurgia periodontal. Como metodologia,
utilizou blocos dentinarios humanos nas medidas de 4x 6x 1 mm, que foram
apos condicionadas com acido citrico, EDTA, e alguns com proteinas: soro
fetal bovino ou proteina derivada da matriz do esmalte. Sangue humano fresco

foi aplicado sobre os blocos, até permitir a formacdo de coagulo. Apoés
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analisados ao MEV. Chegaram a conclusdo que as superficies
desmineralizadas com acido citrico, removeram a smear layer dentinaria, por
promover a adesdo do coagulo de fibrina. O EDTA apareceu menos eficaz
deixando residuos de smear layer. Enquanto que as superficies condicionadas
com proteinas construtoras (soro fetal bovino ou proteina da matriz do esmalte)
produziram uma superficie morfologicamente similar a camada de smear layer,
com pobre retencédo do coagulo de fibrina. Segundo eles, a melhor superficie
para retencdo do coagulo foi condicionada pelo &cido citrico. Os espécimes
tratados com EDTA apresentaram menor quantidade de coagulo, o qual se
soltava facilmente da superficie. Ja as superficies tratadas com proteinas ndo
foram capazes de reter o coagulo. Portanto disseram que o uso de uma
substancia que remova smear layer e exponha fibras colagenas € melhor por

promover melhor sustentagcédo do coagulo.

Chandra et al. (2005), tinham como objetivo de estudo avaliar in vitro a
eficacia do método de azul de tripano na fixacdo dos fibroblastos V79
(fibroblastos de pulm&o embrionério de hamster chinés) e células do ligamento
periodontal que atuavam como um controle, em amostras tratadas com com
acido citrico, EDTA, e tetraciclina. As amostras foram tratadas com
condicionamento radicular, e apés 4 semanas, foram removidas das culturas e
imediatamente tratadas com 1% de azul de tripano. Resultando que amostras
colocadas em V79 e culturas humanas do ligamento periodontal mostraram
areas nao coradas, indicando a presenca de células vitais. Concluindo : Este
modelo de rastreio in vitro, com base no principio de exclusdo de azul de
tripano pode ser usado para a avaliacdo imediata da eficacia de varios agentes
de condicionamento radicular. Células V79 podem ser usadas como
alternativas a ligamentos periodontais de fibroblastos na avaliacdo da eficacia

de agentes condicionantes radiculares.

Tendo em vista que a adesdo de elementos sanguineos a superficies
radiculares desmineralizadas e a estabilizagdo do colageno pelas fibras
colagenas sao de grande importancia no sucesso da cirurgia periodontal, Leite

et al. (2005) conduziram este estudo ao avaliar diferentes padrées de adsorgéo
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e adesdo de elementos sanguineos a superficies radiculares em 30 amostras
igualmente raspadas, e apos divididas em trés grupos com 10 amostras cada,
apenas irrigadas com agua destilada (controle), aplicadas com gel de EDTA e
com EDTA industrializado. Os resultados mostraram que as superficies apenas
raspadas, tiveram os melhores resultados e moderada quantidade de células
sanguineas entremeadas em uma fina rede de fibrina. O grupo de EDTA
manipulado, apresentou uma rede de fibrina pouco visivel com escassas
células. Ja o EDTA industrializado, obteve os piores resultados, com auséncia

de elementos sanguineos.

Parashis et al. (2006) ao compararem os resultados apos 12 meses da
aplicacado da matriz derivada do esmalte, condicionadas com e sem EDTA gel
24% em procedimentos de terapias cirlrgicas de defeitos infra-0sseos.
Apresentou os resultados que néo teve diferenga significativa nos grupos,
ambos tiveram reducado da profundidade de sondagem, ganho do nivel clinico
de insercdo, e diminuicdo da recessdo por durante 1 ano e melhoras
radiograficas de mais de 60% dos defeitos infra-0sseos. Portanto os resultados
clinicos e radiograficos de defeitos infra-0sseos com terapia de matriz derivada
do esmalte, ndo depende do uso do acido EDTA gel como condicionante
radicular e seu potencial de contribuicAo deve também ser analisado

histologicamente.

Silvério et al. (2007) ao avaliarem in vitro o efeito da superficie radicular
condicionada com um fator de crescimento basico de fibroblasto (b-FGF)
quanto a morfologia e a proliferacdo destes fibroblastos, em trés grupos
experimentais, ndo tratados e tratados com 50 e 125 pg de b-FGF, com
amostras de dentina subdivididas em subgrupos de acordo com o tratamento
quimico :nenhum ou condicionamento com tetraciclina-HCL 50 mg/mL ou
EDTA 24% recebido antes da aplicacdo de (b-FGF). Relatou que um pré-
condicionamento quimico € necessario para o ataque de (b-FGF) ja que os
resultados demostraram ser melhores em superficies radiculares
condicionadas previamente. Apesar de que o EDTA 24% se comportou com

melhores resultados em termos de densidade e adesdo das células dos
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fibroblastos, comparados as superficies ndo condicionadas ou condicionadas a
tetraciclina-HCL. Células estas precursoras no periodo inicial da cicatrizacéo e

regeneracao da ferida periodontal.

Ishi et al. (2008) fizeram um estudo in vitro com finalidade de avaliarem a
remocdo de smear layer e a exposicdo de fibras colagenas pelo
condicionamento com tetraciclina hidrocloridrica (TTC) usando o MEV. Usaram
como metodologia quatrocentos e cinquenta amostras divididas em 10 grupos:
controle (solucéo salina) e nove diferentes concentragbes TTC foram aplicadas
em doses de 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200, e 250 mg / ml. A aplicacdo
TTC foi realizada em todos os grupos de trés formas diferentes (passivo,
escovagem, e polimento) e em trés diferentes periodos de condicionamento (1,
2 e 3 minutos). Um examinador previamente treinado, calibrado e cego avaliou
as fotomicrografias das amostras utilizando o indice de Sampaio (2005). A
analise estatistica foi realizada através do "teste de Kruskal-Wallis e Dunn. Os
resultados foram que as concentracées de 50 mg/mL e 75 mg/ml aplicadas por
brunidura foram as mais eficazes na remoc¢édo de smear layer e exposicao de
fibras colagenas. Ambos o modo passivo de aplicacéo (p = 0,0001) e o periodo
de um minuto de aplicacéo (p = 0,002) foram os menos eficazes. Portanto, as
concentracfes de 50 mg / mL e 75 mg / ml aplicadas por brunidura durante 2

ou 3 minutos, foram as mais eficazes.

Lee et al. (2010) desenvolveram um estudo com objetivo de criar um
agente condicionante radicular que pudesse desmineralizar e desintoxicar a
superficie radicular. Pensando assim criou um gel experimental que tinha como
componente base um adesivo polimero sddio carboximetilcelulose (CMC) 3%,
além de EDTA e triton x-100. Esse gel provou por meio de estudos
histoquimicos pelo microscépio eletrénico de varredura (MEV) e microscopia
confocal, os melhores resultados quando comparados aos demais grupos:
EDTA 24%, acido citrico 10%, clorexidina 0,5% e Triton X-100 1 %, removendo
totalmente a smear layer e expondo colageno tipo I. Com morfologia de um
maior numero de fibroblastos aderidos em monocamadas, assumindo uma

forma achatada, e nos demais agentes as células eram pequenas, algumas
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achatadas e assumiam uma forma mais cuboidal. Portanto o gel experimental
€ uma ferramenta importante para o condicionamento radicular de superficies
radiculares infectadas, podendo também ser aplicadas em superficies doentias

de implantes.

Em concordancia com o estudo Fontanari & Sampaio (2010), ao
avaliarem o condicionamento radicular com diferentes agentes (acido citrico
25% e 1%, EDTA 24%, cloridrato de tetraciclina 50mg/mL e solucéo salina) em
espécimes de dentes com calculo visivel (expostos a placa bacteriana) e
dentes inclusos (ndo expostos a placa bacteriana) mostrou uma tendéncia a
dentes ndo expostos a placa bacteriana apresentarem maior facilidade de
remocado de smear layer (desmineralizacdo), quando comparados a dentes

expostos a placa bacteriana.

Leite et al. (2010) ao compararem a adesdo e a maturacdo dos
componentes sanguineos em superficies radiculares pos condicionamento
quimico com: EDTA gel 24 %,éacido citrico 25 % , tetraciclina-HCL 50 mg/mL e
citrato de sédio 30 % ,e com adi¢cdo de uma gota de sangue em cada amostra
,por meio do mev. O melhor resultado foi mostrado pelo acido citrico, com uma
densa rede de fibrina aderida a elementos sanguineos, capaz de estabilizar o
coagulo sanguineo, que atuou como uma ligacao para o desenvolvimento das
células do tecido conjuntivo, ja o grupo controle foi caracterizado pela auséncia
de elementos sanguineos em sua superficie. Enfim, a exposi¢cdo da rede de
colageno pode levar a maior estabilizacdo da rede de fibrina e das células
sanguineas condicionadas nas superficies radiculares, fatores de ligacdo entre

a superficie e o tecido conjuntivo.

Amaral et al. (2011) pensando na importancia da escolha de um agente
quimico ideal, pela sua capacidade em remover smear layer e abrir os tabulos
dentinarios, realizaram um estudo comparativo entre quatro acidos: acido
citrico 50 %, tetraciclina-HCL 50 mg/mL, acido fosférico 37% e EDTA 24 %.
Através de duas avaliagbes: em relagdo a média do numero de tubulos

expostos, o grupo dos desmineralizantes &cido citrico e tetraciclina-HCL foram
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0s que apresentaram melhores resultados, em sequéncia o acido fosférico e
por fim o EDTA, com grande maioria das espécimes apresentando smear layer,
e auséncia de alguns tubulos expostos, e em relacdo, a média da éarea
ocupada pelos tabulos alargados, ndo apresentando diferenca estatisticamente
significante do grupo controle em relagdo a tetraciclina-HCL. Mostrando a
superioridade do &cido citrico em relacdo aos demais.

Shetty et al. (2011) ao compararem as mudancas na superficie
dentinaria, seguida das aplicacdes de diferentes solucbes de tetraciclina-HCL
250 mg, minociclina 100 mg, doxiciclina 100 mg e acido citrico, pos superficies
radiculares instrumentadas, de dentes periodontalmentes envolvidos,
analisados ao MEV. Mostraram que todos os grupos foram efetivos em
remover a smear layer, com exposicdo e abertura dos tubulos dentinarios.
Apesar de que a tetraciclina-HCL foi a que apresentou melhores resultados, em
sequéncia o acido citrico, e a minociclina e a doxiciclina, que ndo apresentaram

diferencas estatisticamente significante entre ambas.

Martins et al. (2011) avaliaram por meio do mev os efeitos da aplicacao
topica do gel de EDTA 24% associada a uma superficie catidbnica denominada
cetavlon (cetiltrimetilamoniumbromide), que originou uma substancia
denominada EDTAC. Analisando cada amostra em relacdo a instrumentacao
mecanica apenas, ou combinada com instrumentos ultrassonicos, associada ou
ndo ao EDTAC gel 24 %.0 autor chegou ao consenso que a associacdo da
terapia mecanica a terapia quimica obteve melhores resultados a medida que
mostrou abertura dos tabulos dentinarios com identificacdo da dentina tubular e
intertubular e exposicdo da fibra colagena . Portanto mostrando a eficacia do
EDTAC.

Amireddy et al. (2011) fizeram um estudo com objetivo de avaliar pelo
MEV a formacao de rede de fibrina em superficies radiculares e formacéo do
coagulo. As amostras foram divididas em oito grupos, metade a dentes
extraidos por motivos ortoddnticos e o restante por motivos de doenca

periodontal, submetidas aos seguintes protocolos: condicionadas com pbs,
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acido citrico (35.25 mg), pbs e sangue e acido citrico (35.25 mg), e sangue.
Observaram que procedimentos como condicionamento radicular, garantem a
previsibilidade e a viabilidade dos procedimentos regenerativos periodontais, ja
gue o uso de acido citrico como agente condicionante tem um efeito benéfico
nos eventos iniciais de cicatrizacdo, fatores que sdo criticos em terapias

regenerativas periodontais.

Fontanari et al. (2011) fizeram um estudo in vitro a fim de avaliar quatro
tipos de agentes: EDTA 24 %, &cido citrico 1 % e 25 %, e tetraciclina
hidrocloridrica 50 mg/ mL ,quanto ao grau de hipermineralizacdo em relacéo a
desmineralizacdo dos agentes quimicos aplicados sobre a superficie radicular.
O estudo foi comparativo entre dentes impactados (ndo expostos a cavidade
oral) e dentes expostos a cavidade oral. Em relagdo aos dentes expostos a
cavidade oral, o EDTA 24 % e &cido citrico 25 %, tiveram melhor poder de
desmineralizacdo, justificado pelo poder de mineralizagdo da superficie
dentinaria e uma excelente capacidade de remocdo da smear layer, jA em
dentes impactados a tetraciclina 50 mg/mL e o acido citrico 1 % , tiveram
melhor capacidade de remocdo do smear layer devido o baixo grau de
mineralizacdo da superficie dental, por apresentaram maior desmineralizacao
do que hipermineralizacdo. O autor conclui que o grau de mineralizacao

radicular pode influenciar a desmineralizagcdo quimica.

Cavassim et al. (2012) fizeram um estudo com o objetivo de estabelecer
0s parametros de concentracdo, tempo e modo de aplicacdo do &cido citrico e
do citrato de sédio em relacdo ao condicionamento radicular. O estudo contou
com um total de 495 amostras de 124 dentes cometidos periodontalmente
igualmente distribuidas em 11 grupos: 5 para diferentes concentracées
testadas de acido citrico, 5 para diferentes concentracfes testadas de citrato
de sodio e um grupo controle. O &cido citrico foi avaliado nas concentracdes de
0, 5 1, 2, 15 e 25 %, durante 1, 2 e 3 minutos, nas formas de aplicacao
passiva, brunida e brunida. E o citrato de sédio, testado nas concentra¢des de
3, 10, 20, 30 e 40 %, durante 1, 2 e 3 minutos, nas formas de aplicacdo

passiva, brunida e brunida . Apds procedimento laboratorial, foram analisadas
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ao MEV. Resultando que amostras brunidas com é&cido citrico a 25% durante 3
minutos, promoveram melhor exposicdo de fibras colagenas em comparacgéo
com o acido citrico brunido a 1 % durante 1 minuto e também em relacéo a sua
aplicacao topica a 1 % durante 3 minutos. Ja o citrato de sodio expos apenas
pequenas fibras colagenas, portanto ndo indicado como condicionante

radicular.

Minocha & Rahul (2012), em um estudo in vitro, buscaram avaliar e
comparar superficies radiculares apos aplicacdo de solucdo de acido citrico,
EDTA gel 24 %, solucdo de tetraciclina, e solugéo de tetraciclina associada ao
acido citrico, na influéncia na adesdo de coagulo de fibrina. Foram avaliadas
100 amostras, divididas em 5 grupos, entre eles o grupo controle (solucéo
salina), subdivididas em 20 amostras por grupo, com 10 amostras que
receberam PBS e denominadas como n&o-agitadas, e a outra metade lavadas
com PBS e colocadas em uma maquina giratoria, por isso denominadas,
agitadas. Amostras foram levadas ao MEV, para andlise de imagens. O grupo
controle obteve a menor pontuacdo, como esperado pelos autores, e a mais
alta pontuacdo de adesao do coagulo sanguineo, pertenceu ao grupo aplicado
pela solucdo de combinacgéo de acido citrico e tetraciclina, tanto como o grupo
aplicado com solucéo de acido citrico sozinha, por terem melhor suportado o
coagulo de fibrina. Solucédo de tetraciclina, apareceu por ser a menos efetiva e
o EDTA gel 24 % foi o menos efetivo, s6 cedendo lugar ao grupo controle, que
apresentou os piores resultados. Além disso a adesao do coagulo de fibrina,
nao pode ser interrompido pela forca produzida pela maquina giratéria em

todos os grupos, exceto no grupo do EDTA gel 24%,porém foi o menos efetivo.

Srirangarajan et al. (2012) ao avaliarem a eficacia do EDTA-S, isto € a
aplicacao de um detergente adicionado ao EDTA 15%, observou que este novo
agente condicionante providenciou melhores resultados comparado ao EDTA
15 % sozinho, ou comparado ao grupo controle (solucdo salina),que obteve os
piores resultados, no que condiz a remocéo de smear layer. E a aplicacdo ativa
deste mesmo agente condicionante radicular, teve uma diferencga significativa,

e portanto foi melhor, em relagéo a aplicagéo passiva.
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2.4. Dentina

Adentina é um tecido conjuntivo avascular, mineralizado,
especializado que forma o corpo do dente, suportando e compensando a
fragilidade do esmalte, que a recobre em sua por¢cado corondria e composta
pelo cemento na porgéo radicular. Sua superficie interna delimita a cavidade
pulpar onde se aloja a polpa dentaria. Por ser um tecido vivo, contém
prolongamentos de células especializadas e substancia intercelular. Dentina e
polpa formam um complexo em intima relagdo topogréfica, embriolégica e
funcional, por isso tém caracteristicas biolégicas comuns (Ten Cate, 2001 &
Nanci, 2008).

Entre suas propriedades fisicas temos que ela € um tecido muito duro,
mais que 0 0SSO e 0 cemento, apresenta consideravel elasticidade, devido ao
arranjo em rede das suas fibras colagenas, cedendo mediante pressdes, e com
isso, amortece as for¢cas mastigatérias impostas sobre o esmalte, impedindo
gue o mesmo se frature e tem caracteristica canalicular, e, portanto permeével;

substancias podem penetrar através dos canaliculos e atingir a polpa.

Primeiramente ocorre a deposicdo de uma matriz ndo mineralizada
chamada pré-dentina que reveste a por¢cdo pulpar e gradualmente se
mineraliza em dentina, composta por aproximadamente 70% de material
inorganico, 20% de material organico e 10% de agua e 45%, 33% e 22%,
respectivamente por volume. Seu componente inorganico consiste,
principalmente, de cristais de hidroxiapatita, e a fase organica, principalmente
fibrosa, é constituida de proteina coladgena. Além disso, a dentina caracteriza-
se pela presenca de mdultiplos tibulos dentinarios, dispostos muito proximos e
gue se estendem por toda a espessura da dentina, da juncdo amelodentinaria
até a polpa e que contém extensfes citoplasmaticas dos odontoblastos, as
células que a forma, tornando a dentina um tecido sensivel, capaz de fazer
reparos, devido aos odontoblastos, que podem estimular o depdsito de mais

dentina, conforme haja necessidade (Ten Cate, 2001; Nanci, 2008).
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A dentina radicular tem a mesma estrutura da dentina coronéria. As
linhas incrementares acham-se dispostas no sentido longitudinal em relagao ao
longo eixo do dente, demonstrando a deposi¢cdo da dentina. Seus canaliculos
se apresentam menores, com ramificacdes e trajeto sinuoso discretos. Isto se
deve ao fato de que os odontoblastos desta regido, que s&o praticamente
cubdides, apresentam menor atividade metabdlica, elaborando dentina muito
lentamente. Toda dentina radicular é envolvida externamente pelo cemento,
gue é uma estrutura pertencente ao periodonto de sustentacdo. A dentina se
relaciona com o cemento por meio da zona granular de Tomes. Percorrendo os
canaliculos da porc¢do radicular em direcdo ao cemento, se comprova que a
imensa maioria deles desaparece ao chegar nesta. Por este motivo se acredita
gue a zona granular de Tomes é a terminacdo natural da maior parte dos

canaliculos radiculares (Nanci, 2008).

Uma vez que ocorre o0 processo de cementogénese, e a dentina
encontra-se descontaminada, um novo cemento e uma nova dentina, altamente
saudaveis, receberdo cascatas celulares altamente organizadas e reguladas
por varios mediadores quimicos, fatores de crescimento além de outros
reguladores ambientais e locais da ferida (Fine, 1981) e o0 processo

regenerativo ira ocorrer.
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3. PROPOSICAO

Este estudo in vitro tem por finalidade avaliar, a superficie radicular

submetida a raspagem associada ou ndo ao condicionamento quimico, quanto:

e presenca de smear layer e de residuos dos produtos

e adesdo de componentes sanguineos

e adesdo de fibroblastos a superficie radicular

e metabolismo celular pelo ensaio do método colorimétrico MTT-

Formazan
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Materiais e Métodos
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Selecao dos dentes

Apés aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (Protocolo # 041/11) e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexos) foram selecionados 96 dentes
incisivos inferiores humanos, extraidos devido doenca periodontal severa, de
pacientes em atendimento na Clinica de Cirurgia e Traumatologia Buco Maxilo
Facial da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Uberlandia.
Para inclusdo neste estudo, o dente deveria apresentar envolvimento
periodontal severo (perda de insercdo de mais da metade do segmento
radicular) e superficie entre a juncado cemento-esmalte e apice radicular integra

em relacdo a cérie, abrasao e restauracoes.

4.2. Preparo dos dentes e obtencédo dos blocos de dentina

ApoOs a extracdo, os dentes foram lavados em agua destilada para
remocao de restos de tecidos moles e sangue, em seguida armazenados em
solugcédo salina tamponada com fosfato (PBS) (pH 7.4) a 37° C para evitar a
desidratacdo dos mesmos.

Utilizando disco diamantado dupla face (KG Sorensen, Barueri, SP,
Brasil) sob irrigacdo abundante, duas canaletas paralelas foram
confeccionadas tanto na face vestibular radicular como na face palatina ou
lingual, uma na juncdo cemento-esmalte (JCE) e outra a 3 mm apicalmente a
primeira canaleta (Figura 1). Dois blocos de dentina, aproximadamente 3x3X2
mm, foram obtidos de cada dente, um da face vestibular e outro da face lingual
(totalizando 192 espécimes). Os fragmentos foram submetidos a limpeza em
ultrassom e agua destilada por 10 minutos com 2 repeticdes para remocao de
residuos superficiais. Os blocos de dentina obtidos foram armazenados em

solucéo salina.
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Figura 1. Sequéncia para obtencdo dos blocos de dentina. A- Selecdo dos
dentes; B- Delimitacdo da superficie em 3 mm; C- Raspagem radicular (50
movimentos apico-cervicais); D, E- Corte com disco diamantado na JCE;F, G-

Marcacéo de 2 mm; H- Corte 3 mm da JCE; |, J- Fragmento dental.
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4.3. Protocolo de tratamento radicular

As espécimes foram aleatoriamente distribuidas em 6 grupos (n=32),
variando o tipo de tratamento quimico da superficie radicular. Controle- grupo
controle, ndo foi realizado nenhum tipo de tratamento na superficie. Nos
demais grupos, foi realizada raspagem manual com cureta Gracey 5-6 (Hu-
Friedy, Chicago, IL, EUA) na area correspondente ao intervalo entre as duas
canaletas, com 50 movimentos de tracdo no sentido apico-cervical, sob
irrigacdo de solugdo salina, pelo mesmo operador, para remocdo de calculo
dental e cemento contaminado (Adriaens et al., 1988; Leite et al., 2005; Soares
et al., 2010).

4.4. Tratamento quimico das superficies radiculares

As amostras foram distribuidas de acordo com o tipo de tratamento

radicular proposto: (Soares et al., 2010)

RAR: raspagem e alisamento radicular com irrigacdo de 10 mL de soro

fisiologico;

Acido Citrico: RAR e posterior aplicacdo de solucdo de &cido citrico
30% (Figura 2A) pH 1.6 (Biopharma, Uberlandia, Brasil), aplicado por 5 minutos

associado a lavagem por 1 minuto com 10mL de soro fisiolégico;

EDTA: RAR e posterior condicionamento com gel de EDTA 24% (Figura
2B) pH 7 (Biopharma, Uberlandia, Brasil) por 1 minuto associado a lavagem por

1 minuto com 10mL de soro fisioldgico;

Tetraciclina Gel: RAR e posterior aplicacdo de gel de tetraciclina
50mg/mL (Figura 2C) pH 1.8 (Biopharma, Uberlandia, Brasil) por 1 minuto

associado a lavagem por 1 minuto com 10mL de soro fisioldgico;

Tetraciclina capsula: RAR e posterior aplicagdo de pasta de comprimido
de tetraciclina 500 mg dissolvido em soro fisiol6gico (Figura 2D) aplicado por 3

minutos associado a lavagem por 1 minuto com 10mL de soro fisiolégico;
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Figura 2. Agentes condicionantes. Blocos de dentina sendo condicionados

quimicamente sobre a superficie radicular. A- Acido citrico, B- EDTA, C-

Tetraciclina gel, D- Capsula de tetraciclina.

As espécimes foram em seguida aleatoriamente utilizadas em 4 metodologias

diferentes :

4.5. Presenca de smear layer e residuos dos produtos - Anédlise por
microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Imediatamente depois de lavadas as espécimes de dentina (n=9) foram

desidratadas em série crescente de solucdes de etanol de 30%, 50% e 70%,
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por 30 minutos, seguida pelas solu¢des de etanol 95% e 100 % por 60 minutos
em dois tempos e imersas em 200 pL de (1,1,1,3,3,3-hexametildissilazano
(HMDS- Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO, EUA) por 60 minutos em
temperatura ambiente. Apés aplicacdo do HMDS, ficaram armazenadas em
caixas plasticas, fechadas para evitar umidade das amostras para posterior
avaliacdo em microscopia eletronica de varredura (MEV).

As amostras foram fixadas com tira de carbono sob os “stubs“ metalicos,
em seguida levadas ao dessecador por 24 horas, apés receberam fina camada
de ouro, com 15 nm de espessura. Apés a metalizacdo as amostras foram
examinadas no MEV (EVO MA 10, CARL ZEIZ, Germany), a voltagem de 10
KV (Figura 3).

Para avaliar a presenca de smear layer e residuos dos produtos, as
imagens microscoépicas do centro de cada espécime foram obtidas em aumento
de 1000X. As fotomicrografias foram analisadas por 1 examinador previamente
calibrado, treinado e sem conhecimento quanto a identificagdo das amostras.
Para cada fotomicrografia, o examinador realizou 3 leituras com intervalo
minimo 7 dias entre elas, e apés a coleta de dados, cada amostra recebeu a

pontuacao que prevalecia entre as trés leituras.

Para a analise, o examinador realizou a descricdo morfolégica da
superficie previamente utilizada por Soares et al (2010).
Presenca de smear layer:
1 — presenca de grande quantidade de smear layer
2 — auséncia de smear layer
Presenca de residuos do produto:
1- presenca de grande quantidade de residuos do produto

2- nenhum residuo do produto deixado com o uso.
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Figura 3. Sequéncia dos procedimentos realizados para obtencdo das
imagens microscépicas. A— amostras montadas em “stubs“ metalicos, B —
amostras mantidas em dessecador por 24 horas, C - metalizador MED 10, D —

amostras metalizadas, E - microscépio eletrénico de varredura.

4.6. Cultura de células

Fibroblastos humanos imortalizados da linhagem HFF (BCRJ- Banco de
células, Rio de Janeiro, Brasil) foram descongelados e cultivados em garrafas
de poliestireno de 25 cm? contendo meio de cultura de Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, Cultilab, Campinas, SP, Brasil), sulfato de gentamicina e
anfitericina B, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB; Gibco,Grand
Island.,NY,EUA) em estufa de CO, humidificada, em condi¢cdes de 37°C, 5%
COy,, 95% ar (Smart cell, Heal Force). O meio foi trocado a cada 3 dias, até que
as células atingissem confluéncia. Diariamente, as garrafas eram analisadas
em microscopio invertido para analise do crescimento celular. Depois de
atingirem 80% de confluéncia, as células foram liberadas utilizando tripsina-
EDTA. As células, enzimaticamente isoladas, em suspenséo, eram transferidas
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para tubos contendo DMEM 10% com o dobro da quantidade de tripsina
colocado, para neutralizar sua reagao, e depois eram centrifugadas por 10
minutos a 12000 rpm, até ocorrer a formacédo do “pellet” ou botdo celular, no

qual as células se depositavam no fundo do tubo. O meio contendo o reagente

era descartado e as células suspendidas em novo meio (Figura 4).
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Figura 4. Processo de tripsinizacéo. A - cultura de fibroblastos humanos, B -
garrafas analisadas em microscopio invertido para andlise do crescimento
celular, C - adicao da Tripsina-EDTA, D — adicdo de DMEM 10%, E — células
em meio prévio a centrifugacdo, F — centrifuga, G - formacdo do “pellet” ou

botdo celular.

ApoOs a tripsinizacéo, as ceélulas foram plagueadas sobre as amostras,
apos contagem em camara de Neubauer (Figura 5), pela adicdo do azul de
tripano (SIGMA), para estabelecer o nimero de células a ser depositado em
cima dos fragmentos de dentina submetidos a cada tratamento, que com a

utilizag&o de um microscépio, resultou num total de 1 x 10° células. (Figura 6).

Figura 5. Contagem de células com o uso do reagente azul de tripan,

mostrando a Camara de Neubauer ou hemocitbmetro.
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Figura 6. Plaqueamento de células (1x10° células/100 pL) sobre as amostras

pés tratamento quimico.

4.7. Determinacao da viabilidade celular

Para a andlise da viabilidade celular com periodo de avaliacdo de 4 horas,
as espeéecimes (n=5) foram colocadas dentro de uma placa de 96 pocos
(Thermo Fisher Scientific.,Korea), 1x10 °> nimero de células/poco foram
suspendidas em 50 yL de meio DMEM, e a suspensdo foi plaqueada
diretamente na superficie do bloco de dentina. Ap6s uma hora do periodo de
incubacédo, 50 yuL do meio de cultura foi adicionado na suspensao e levado a
estufa por 24 horas. O controle positivo correspondia as células mantidas ao
meio DMEM 10% plaqueadas diretamente na placa. Apos 4 horas, o meio foi
removido e 100 pL de meio puro e 20 pL de solucdo de 3 - [4,5-dimetiltiazol-2-
il] -2,5-difenil tetrazélio Brometo (MTT) foi adicionado para cada poco afim de
medir a atividade mitocondrial das células. O MTT corresponde a um método
colorimétrico, no qual se baseia na atividade da enzima lactato desidrogenase,
liberada pelo metabolismo das mitocondrias. Apds 4 horas, a solucdo de MTT
foi removida, e 100 yL de DMSO (Dimetil sufoxido) (Sigma-Aldrich) foi
adicionado por cada poco, novamente, a placa retornou para estufa por cinco
minutos, para aumentar a velocidade da reacdo e a solubilizacdo dos cristais
de formazan. Concluido este periodo, o sobrenadante foi removido e
adicionado a nova placa, sem amostras no fundo, para determinar a viabilidade
celular pela medida da absorbéancia em leitora de microplaca (Biochrom Asys

UVM340) em comprimento de onda de 570nm (Figura 7).

49



2R A
Q=4

=

Figura 7. Método colorimétrico — MTT formazan. A — MTT adicionado em cada
poco para mensurar a atividade mitocondrial, B — adicdo de DMSO para
solubilizagéo dos cristais de formazan, C — placa em posicao para leitura, D -

leitora de microplaca em comprimento de onda de 570nm.
4.8. Adeséo celular de fibroblastos - Analise por MEV

A analise da adesado celular foi realizada usando o MEV (n=9).
Brevemente, 1x10 ° nimero de células por poco foram colocadas a superficie
de dentina tratada com sequéncia do método descrito na secao de
citotoxicidade celular. Os blocos de dentina com células de fibroblastos
aderidas na superficie dentinaria foram imediatamente imersas em solugéo de
glutaraldeido 2,5 % por 60 minutos (Figura 8). Apds, amostras foram lavadas
em PBS (1x) trés vezes, durante 5 minutos cada, as amostras foram sujeitas a
uma pos-fixacdo, com 1 % OsO4 em 0,1 Molar PBS, por 60 minutos e apds
lavado duas vezes com PBS por 5 minutos cada e duas vezes em agua
destilada, por 15 minutos cada. A sequéncia de tratamento ja foi descrito no

50



item 4.5. As células que permaneceram sobre a superficie dentinria foram
observadas em MEV.

Para a analise das fotomicrografias, os fibroblastos aderidos foram
contados por unico examinador, com ajuda do software Image J. Dois campos
de 1 mm? por espécime foram contados e a média do valor foi calculado por
espécime. Destacando que foram realizadas 3 leituras com intervalo minimo 7

dias entre elas.

Figura 8. Adeséo de fibroblastos. A — plagueamento das células, B — amostras

na placa de poliestireno.

4.9. Adesdo dos componentes sanguineos - Anélise por MEV

Logo apls o tratamento das espécimes (n=9), sangue fresco humano
periférico de um doador saudavel do sexo feminino foi imediatamente aplicado
a superficie externa da raiz (Figura 9). O sangue foi deixado coagular sobre os
blocos dentinarios durante 20 minutos numa camara humidificada a 37°C, até
haver a formacdo de coagulo sanguineo, e imediatamente foram fixados em
glutaraldeido 2,5 % por 1 hora. A sequéncia de tratamento ja foi descrito no
item 4.5. Apos aplicagdo do HMDS, ficaram armazenadas em caixas plasticas,
fechadas para evitar umidade das amostras. Logo apos, foram submetidas a
avaliacdo em MEV. Para cada fotomicrografia, o examinador realizou 3 leituras
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com aumento de 3.000 X com intervalo minimo 7 dias entre elas, e ap0s a
coleta de dados, cada amostra recebeu a pontuacdo que prevalecia entre as
trés leituras. Para a analise das fotomicrografias das amostras que receberam
o tecido sanguineo, foi utilizado sistema de Classificacdo para adesdo dos

componentes sanguineos, descrito previamente por Minocha & Rahul (2012):

0- auséncia de rede de fibrina e de células sanguineas;

1- escassa rede de fibrina e/ou de células sanguineas;

2- moderada quantidade de células sanguineas e moderada rede de fibrina;
3- densa rede de fibrina e células sanguineas aprisionadas.

Figura 9. Adeséao de células sanguineas. A — sangue fresco humano periférico,

B — sangue deixado coagular sobre os blocos dentinarios, C — lavagem das

amostras com PBS, D - fixacdo com glutaraldeido 2,5 %.
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5.0. Andlise estatistica

Os valores obtidos foram submetidos ao teste de homogeneidade de
variancia, ANOVA. Por apresentarem normalidade, os dados estatisticos foram
analisados pelo teste Dunnett (a = 0,05) relacionando a significancia entre o
grupo controle e os demais grupos experimentais, e a significancia por
categoria estatistica, relacionando os dados entre 0s grupos experimentais,
calculada pelo teste de Tukey (a = 0,05).
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5. Resultados

Presenca de smear layer

As imagens ilustrativas da Figura 10 demonstram a superficie dos blocos de
dentina tratados com cada agente de condicionamento radicular. A presenca
de smear layer na dentina (scores) para todos os grupos sdo mostrados na
Tabela 1. Teste exato de Fisher revelou diferenca estatisticamente significante
entre os grupos (p<0,05). Teste de Dunnett mostrou que os grupos Tetraciclina
gel, EDTA e Acido citrico apresentaram niveis significativamente menores de
smear layer comparados ao grupo de raspagem e alisamento radicular (Tabela
1).

Presenca de residuos do produto

A presenca do produto na dentina (scores) para todos 0S grupos sao
mostrados na Tabela 2. Teste exato de Fisher revelou uma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05). Teste de Dunnett
mostrou que os grupos Tetraciclina gel, EDTA e Acido citrico apresentaram
niveis significativamente menores de residuos dos produtos comparados ao

grupo da Tetraciclina capsula (Tabela 2).
Ensaio de MTT

Os valores do ensaio de MTT (média e desvio padrdo) para todos 0s grupos
experimentais e grupo controle estdo apresentados nas Tabelas 3 e 4. ANOVA
revelou diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05). Teste
de Dunnett mostrou que os grupos Tetraciclina capsula, EDTA, Acido citrico e o
grupo de raspagem e alisamento radicular resultaram em niveis
significativamente menores de células viaveis em relacdo ao grupo de controle.
Por outro lado, Tetraciclina gel resultou em nivel semelhante de células viaveis
comparada ao grupo controle (Tabela 3). Teste de Tukey mostrou que
Tetraciclina gel resultou em significativamente maior viabilidade celular do que

0S outros grupos experimentais (Tabela 4).
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Adesao de fibroblastos

Figura 11 ilustra a adeséo de fibroblastos aos blocos de dentina humana. Os
numeros médios de fibroblastos (média e desvio padrao) para todos 0s grupos
experimentais e grupo controle estdo apresentados na Tabela 5. ANOVA
revelou uma diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05).
Teste de Dunnett mostrou que o namero de fibroblastos foi significativamente
menor para o grupo Tetraciclina capsula comparada ao grupo controle. Os
grupos Tetraciclina gel e EDTA tiveram significativamente maior inser¢cao de
fibroblastos do que o grupo controle (Tabela 5). Teste de Tukey mostrou que os
grupos Tetraciclina gel e EDTA tiveram significativamente maior insercdo de
fibroblastos do que o0s outros grupos experimentais. O grupo Tetraciclina
capsula tiveram significativamente menor insercao de fibroblastos que o grupo

de raspagem e alisamento radicular (Tabela 6).
Adesdao do coagulo de Fibrina

Figura 12 mostra o efeito de tratamento de superficie na formacdo de coagulo
de fibrina sobre a dentina. O coagulo de fibrina aderido a dentina (scores-
pontuacbes) para todos 0S grupos experimentais e grupo controle estéo
apresentados na Tabela 7. Teste exato de Fisher revelou uma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (p<0,05). Teste de Dunnett
mostrou que o coagulo de fibrina aderido a dentina pelos grupos Tetraciclina
gel e raspagem e alisamento radicular foram significativamente maiores do que
0 grupo controle (Tabela 7). Teste de Tukey mostrou que o grupo Tetraciclina
gel teve significativamente maior adesdo de coagulo de fibrina do que os
grupos Acido citrico e Tetraciclina capsula. O grupo Tetraciclina capsula teve
significativamente menor adesdo de coagulo de fibrina do que os grupos de

gue raspagem e alisamento radicular e EDTA (Tabela 8).
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Figura 10. Morfologia da superficie de blocos de dentina humana tratados com

hY

cada agente condicionante testado. Area correspondente & parte central da
amostra. (A) Grupo Controle com calculo cobrindo a superficie, (B) Raspagem
e Alisamento radicular mostrando smear layer cobrindo os tabulos dentinarios,
(C) Acido citrico apresentando pequena exposicdo de tabulos dentinarios, (D)
EDTA mostrando pequena exposicdo de tubulos dentinarios, (E) Capsula de

Tetraciclina com grande quantidade de residuos de medicamento cobrindo os
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tubulos e, (F) Tetraciclina Gel com muita exposi¢cdo de tubulos dentinérios.
Aumento 1000X.
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Figura 11. Células de fibroblastos aderidas em blocos de dentina humana.

BN

Area correspondente a parte central da amostra. (A) Grupo Controle, (B)
Raspagem e Alisamento radicular, (C) Acido citrico, (D) EDTA, (E) Cépsula de

Tetraciclina, e (F)Tetraciclina Gel. Aumento 3000X.
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Figura 12. Efeito do tratamento de superficie na formagéo de coagulo de fibrina
na dentina. Area correspondente & parte central da amostra. (A) Grupo
Controle - escassa rede de fibrina e/ou de células sanguineas (score 1), (B)
Raspagem e Alisamento radicular - moderada quantidade de células
sangiiineas e moderada rede de fibrina (score 2), (C) Acido citrico - escassa
rede de fibrina e/ou de células sanguineas (score 1), (D) EDTA - moderada

quantidade de células sangiiineas e moderada rede de fibrina (score 2), (E)
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Cépsula de Tetraciclina - escassa rede de fibrina e/ou de células sanguineas
(score 1) , e (F) Tetraciclina Gel - densa rede de fibrina e células sanglineas

aprisionadas (score 3) . Aumento 3000X.
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Tabelas

Tabela 1. Scores da presenca de smear layer cobrindo a superficie de dentina
(n = 9), e andlise estatistica relacionada a significAncia para grupo controle
calculada pelo teste Dunnett.

Categoria
Grupos 1 2 Estatistica
(Teste de Dunnett)

Controle na na -
Tetraciclina Capsula na na -
Tetraciclina Gel - A
EDTA - A
Acido Citrico - 9 A
Raspagem e Alisamento 9 5

Radicular

na- ndo se aplica; (p <0,05); 1 — score correspondente a presenca de grande
qguantidade de smear layer; 2 — score correspondente a auséncia de smear
layer

Tabela 2. Scores para a presenca de residuos do produto cobrindo a superficie
de dentina (n = 9), e analise estatistica relacionada a significancia para grupo
controle calculada pelo teste Dunnett.

Categoria
Grupos 1 2 Estatistica
(Teste de Dunnett)
Controle na na -
Raspagem e Alisamento
Radicular na na )
Tetraciclina Gel - 9 A
EDTA - 9 A
Acido Citrico - 9 A
Tetraciclina Capsula 9 - B

na-nao se aplica; (p <0,05); 1- score correspondente a presenca de grande
guantidade de residuos do produto; 2- score correspondente a nenhum residuo
do produto deixado com o uso.
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Tabela 3. Média e desvio padrdo (DP) da viabilidade celular para os grupos
controle e experimentais (n = 9), e valores de P calculados pelo teste de
Dunnett.

Significancia

Grupos Média (DP) Valor P VErsus Grupo
Controle
(Teste de Dunnett)

Controle 0.78 (0.12) - -

Tetraciclina Gel 0.91 (0.12) P=0.487 NS

Acido Citrico 0.63 (0.08) P=0.040 *

EDTA 0.60 (0.07) P=0.031 *

Tetraciclina Capsula 0.59 (0.06) P=0.013 *

Raspagem e Alisamento 0.58 (0.11)
_ P=0.010 *
Radicular

NS: Nao significativo; *: Significativo;(p <0,05).

Table 4. Média e desvio padrdo (DP) da viabilidade celular para os grupos
experimentais (n = 9) e categorias estatiticas definidas pelo teste Tukey HSD
test.

Categoria Estatistica

Grupos Média (DP)
(Teste de Tukey)

Tetraciclina Gel 0.91 (0.12) A

Acido Citrico 0.63 (0.08) B

EDTA 0.60 (0.07) B

Tetraciclina capsula 0.59 (0.06) B

Raspagem e Alisamento 0.58 (0.11) 5

Radicular

(p <0,05)
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Tabela 5. Média de valores células dos fibroblastos (N) e desvios padrao (DP)
dos grupos controle e experimental (n=9), e valor de P calculado pelo teste

Dunnett .

Significancia

o versus Grupo

Grupos Média (DP) Valor P

Controle

(Teste de Dunnett)
Controle 17.4 (10.5) - -
Tetraciclina Gel 31.1 (8.2) P=0.002 *
EDTA 28.2 (6.3) P=0.025 *
Raspagem e Alisamento

_ 149 (7.7) P=0.972 NS

Radicular
Acido Citrico 9.7 (4.4 P=0.201 NS
Tetraciclina capsula 2.9 (2.0 P=0.001 *

NS: Nao significativo; *: Significativo;(p <0,05).

Tabela 6. Média dos valores das células de fibroblastos (DP);categorias

estatisticas definidas pelo teste Tukey.

Categoria Estatistica

Grupos Média (DP)
(Teste de Tukey)

Tetraciclina Gel 31.1 (8.2) A
EDTA 28.2 (6.3) A
Raspagem e Alisamento

_ 14.9 (7.7) B
Radicular
Acido Citrico 9.7 (4.4) BC
Tetraciclina Capsula 2.9 (2.0 C
(p <0,05).
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Table 7. Scores da adesdo de coagulo de fibrina na dentina (n = 9),e
significancia estatistica ao grupo controle calculado pelo teste Dunnett.

Significancia

versus Grupo
Grupos 0 1 2 3

Controle

(Teste de Dunnett)
Controle - 7 2 - -
Tetraciclina Gel - - 3 6 *

Raspagem e Alisamento

Radicular

EDTA - 7 2 - NS
Acido Citrico - 7 2 - NS
Tetraciclina Capsula 1 8 - - NS

NS: N&o significativo; *: Significativo;(p <0,05). 0- score correspondente a
auséncia de rede de fibrina e de células sangiineas; 1- score correspondente a
escassa rede de fibrina e/ou de células sanglineas; 2- score correspondente a
moderada quantidade de células sanguineas e moderada rede de fibrina; 3-
score correspondente a densa rede de fibrina e células sanglineas
aprisionadas.

Tabela 8. Scores das células sanguineas depositadas sobre dentina (n = 9)
para grupos experimentais, e significancia estatistica calculada pelo teste
Dunn’s.

Categoria
Grupos 0 1 2 3 Estatistica

(Teste de Tukey)
Tetraciclina Gel - - 3 6 A

Raspagem e Alisamento
- 1 4 4 AB

Radicular

EDTA - 2 3 4 AB
Acido Citrico - 7 2 - BC
Tetraciclina Capsula 1 8 - - C

(p <0,05). 0- score correspondente a auséncia de rede de fibrina e de células
sanglineas; 1- score correspondente a escassa rede de fibrina e/ou de células
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sanguineas; 2- score correspondente a moderada quantidade de células
sanguineas e moderada rede de fibrina; 3- score correspondente a densa rede
de fibrina e células sanguineas aprisionadas.
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6. DISCUSSAO

O principal objetivo da terapia periodontal regenerativa € obter a nova
insercdo dos componentes periodontais sobre a superficie radicular
previamente exposta ao meio bucal ou ao cenario subgengival no interior da
bolsa periodontal. Embora esse objetivo seja claro, existe na literatura uma
grande discussdo sobre o tema, principalmente quanto a capacidade da

remocao do smear layer e exposicdo de fibras colagenas .

Métodos mecanicos e quimicos tém sido propostos com objetivo de
eliminar os depdsitos na superficie radicular (Isik et al., 2000; Shetty et al.,
2008; Fontanari et al., 2011) dentre os quais destacam-se a raspagem e
alisamento radicular. No entanto, como consequéncia produzem uma fina
camada de smear layer de debris microcristalinos (Shetty et al., 2008; Martins
et al., 2011) que estdo intimamente associados com a superficie radicular e
necessitam ser removidos (Isik et al., 2000; Amireddy et al.,2011). A
desmineralizacdo da superficie radicular com véarios agentes quimicos, tem
sido propostos por eliminar esses depdsitos citotéxicos das superficies
radiculares e descalcificar a superficie radicular, expondo a matriz colagena da
dentina, facilitando a formacdo de uma nova insercao (Polson & Proye, 1983;
Fernyhough & Page, 1983).

Devido a diversidade de estudos e resultados que relacionam o0s
diferentes tipos de metodologia, empregada com a finalidade de avaliar a
superficie radicular apés a sua biomodificacdo por meio de recursos mecanicos
e guimicos, o presente estudo foi desenvolvido com a finalidade de avaliar os
seguintes parametros: a presenca de smear layer e de residuos dos produtos,
a adesdo de fibroblastos e a adesdo de componentes sanguineos, e 0
metabolismo celular de fibroblastos, em superficies radiculares submetidas a
nenhum tipo de tratamento e/ou com tratamento por meio de raspagem e
alisamento radicular associada ou ndo ao uso de diferentes agentes

quimicos:éacido citrico, EDTA, tetraciclina capsula e tetraciclina gel.
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Raspagem radicular tem por finalidade a remocdo de depdsitos, bem
como cemento e dentina contaminados, além de fornecer uma melhor acao dos
agentes biomodificadores da raiz dental (Lee et al., 2010; Fontanari et al.,
2011; Amaral et al., 2011). Fato também observado neste estudo, superficies
que receberam apenas o tratamento de raspagem e alisamento radicular
apresentaram significativamente uma maior cobertura de smear layer sobre a
superficie dentinaria, em contrapartida, para os grupos tetraciclina gel, EDTA e
acido citrico foi apresentado remocao de smear layer, exposicdo dos tubulos
dentinarios e auséncia de residuos dos seus produtos (figura 10). Aspectos
esses que segundo Soares et al. (2010), contribuem para adesédo da fibrina e
células dos fibroblastos, que consequentemente otimizam o padrdo de

regeneracao dos tecidos periodontais de insercao.

Neste estudo, a tetraciclina capsula mostrou quantidade
significativamente maior de residuos sobre a superficie de dentina radicular
(figura 10 E) provavelmente porque os componentes presentes dentro das
capsulas de tetraciclina ndo foram completamente dissolvidos. Segundo
Soares et al. (2010) a presenca desses residuos durante longo periodo de
tempo pode resultar em continua desmineralizacdo da dentina radicular ou
ainda criar aberturas onde podemos observar a falta de insercéo de tecido (Ishi
et al., 2008). Além disso, este procedimento € capaz de produzir uma superficie
irregular com muitas depressfes ap0s desmineralizacdo (Chandra et al., 2005;
Soares et al., 2010).

Entendendo a importancia do uso desses agentes biomodificadores, um
dos primeiros agentes a ser utilizado foi o acido citrico (Lee et al., 2010; Soares
et al. , 2010 ; Fontanari et al., 2011 ; Martins et al., 2011) por ter caracteristicas
de remover smear layer, expor tubulos, promover desmineralizacdo, expor
matriz colagena e promover adesividade mecanica. No nosso estudo o grupo
representado por este agente apresentou pequena exposicdo de tubulos
dentinéarios. (figura 10 C). O entusiasmo cientifico ao redor do acido citrico
comecou a ser questionado quando trabalhos analisaram seu efeito

necrotizante, devido seu baixo pH. Assim, outras substancias comecaram a
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ser testadas, na tentativa de se conseguir um agente ideal para o

condicionamento quimico da superficie radicular.

O cloridrato de tetraciclina foi entdo estudado e muitas caracteristicas
foram observadas. (Soares et al., 2010; Shetty et al., 2011). Em estudos
realizados in vitro, mostraram aumento da adesdo da glicoproteina
fibronectina a dentina, estimulando a proliferacdo e adesédo de fibroblastos,
bem como promovendo a supressdo do crescimento de células epiteliais (Isik
et al.,, 2000). Outras propriedades observadas foram atividade anticolagenase
(Golub et al., 1984), inibicdo da funcdo dos osteoclastos (Gomes et al., 1984) e
funcdo neutrofilica (Gabler & Creamer, 1991), bem como eficiente
substantividade (Isik et al., 2000). Porém, os efeitos adversos também
comecaram a aparecer. O cloridrato de tetraciclina também apresenta pH
acido, levando a uma relacdo inversamente proporcional entre o pH e a
concentracdo da solucéo, fatores que podem interferir na viabilidade celular e

nos eventos iniciais de cicatrizacdo periodontal (Blomléf & Lindskog, 1995).

Apbs alguns resultados negativos com a utilizagdo desses agentes, de
baixo pH e possiveis necrose de tecido gengival, um agente de pH neutro,
denominado EDTA, parecia ser a solucdo (Blomlof et al., 1996). Sendo assim,
considerando-se que um material para utilizacdo em tecidos dentarios
necessita ser atoxico em periodos curtos e longos (Lee et al., 2010), a presente
pesquisa avaliou a influéncia dos agentes desmineralizantes na viabilidade
celular de fibroblastos em 4h e apesar de alguns resultados contraditorios na
literatura, tivemos como resultados a auséncia de citotoxidade da tetraciclina

gel, que obteve resultados similares ao grupo controle.

Quando o EDTA parecia ser o agente ideal, uma nova metodologia
como avaliar a adesdo de elementos sanguineos sobre a raiz previamente
condicionada, visando simular in vitro o mais proximo do que ocorria in vivo.
Estes estudos de adesédo de células sanguineas (Leite et al., 2005 ; Amireddy
et al., 2011) mostraram que em superficies previamente condicionadas com gel

de EDTA ocorria a adesédo de elementos sanguineos, porém as superficies
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radiculares condicionadas com solucdo salina mostravam maior quantidade de
células sanguineas aderidas e entrelacadas na rede de fibrina. Fato justificado
pela forma do gel, que pode criar uma pelicula sobre a superficie radicular ou
mesmo penetrar na rede de fibrina dificultando sua remocéo e assim impedindo
a adeséo do codgulo (Minocha & Rahul, 2012). No presente estudo, superficies
radiculares apenas raspadas obtiveram moderada quantidade de células
sanglineas e moderada rede de fibrina, que foi significativamente melhor
comparada aos grupos controle, acido citrico, EDTA e tetraciclina capsula,

exceto a tetraciclina gel (figura 12).

Como o0s protocolos sdo muito diversificados um grupo de
pesquisadores (Soares et al.,, 2010; Shetty et al., 2011; Minocha & Rahul,
2012) vem testando diversos agentes biomodificadores, visando atingir
concentracéo, tempo, pH e modo de aplicacéo de cada substancia.

A exposicdo da matriz colagena da dentina ou do cemento estimula a
regeneracao ou a reparacao das estruturas de suporte periodontais (Kassab &
Cohen, 2003), através da exposi¢cdo existente do colageno tipo | nesta matriz,
que parece ser quimiotatica para células de neutréfilos polimorfonucleares,
macrofagos e fibroblastos (Fernyhough & Page, 1983; Lee et al., 2010) e esta
matriz providencia um substrato para a formacéao de rede de fibrina (Leite et al.,
2005; Baker et al., 2005). Deste modo, sera possivel a adesdo e migracdo de
fibroblastos e rapida adesdo do coagulo na superficie radicular devido a
afinidade entre as fibras coldgenas e o sangue. E por sua vez, a adesédo do
coagulo aparece ser vitalmente dependente da formacdo de unido entre o
coagulo e a superficie radicular (Baker et al.,2005).

A exposicdo do colageno pode levar a ter mais fibrina e células
sanguineas inseridas na superficie radicular (Leite et al., 2005; Baker et al.,
2005; Minocha & Rahul, 2012). Este experimento demonstrou que o tratamento
com a tetraciclina gel promoveu a mais organizada rede de fibrina e o
aprisionamento celular, provavelmente relacionada a exposicdo da fibra

colagena, que foi maior neste grupo (figura 11 e 12). Além disso, estudos in
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vitro tem mostrado que a desmineralizacdo com a tetraciclina gel (Isik et al.,
2000) e o EDTA (Amaral et al., 2011) podem aumentar a adesao de células de
fibroblastos na superficie radicular. No nosso estudo, utilizamos o método de
avaliacdo da adeséao de fibroblastos por meio do MEV, com um destaque que
foi dado ao grupo do EDTA que juntamente a tetraciclina gel, foram os grupos
que apresentaram melhor adesédo de fibroblastos (figura 11), e ndo houve

diferenca estatisticamente significante entre ambos (tabela 5).

Apesar de tantos fatores analisados, é imprescindivel discutir que a
terapia mecéanica esta vinculada a terapia quimica, por sua vez, sdo capazes
de promoverem: a desmineralizacdo da superficie dentinaria, exposicdo da
matriz protéica, formacéo inicial de coagulo sanguineo, resultando em maior
ndamero de fibroblastos, aderidos e inseridos e maior rede de fibrina, com
insercdo conjuntiva obtida, sobre superficies radiculares, que uma vez foram

expostas a periodontite.

No nosso estudo utilizamos como metodologia a microscopia eletronica de
varredura (figuras 10, 11 e 12), demonstrando esse ser um método efetivo a
medida que avaliou por um método qualitativo, por meio de imagens obtidas do
centro de cada espécime. Os estudos de MEV ainda permanecem como uma
forma de avaliar a insercéo de coagulo de fibrina e células de fibroblastos nas
superficies radiculares tratadas. O método descrito pode ser considerado um
método indireto de confirmar a insercdo do coagulo de fibrina e células de
fibroblastos para as superficies radiculares. O presente estudo é uma avaliacao
previsivel da presenca de células na superficie radicular e a eficacia do
presente método pode ser melhor avaliado pela quantificacdo apropriada das

areas denominadas.
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7. CONCLUSAO

que:

Com base na metodologia aplicada no presente estudo pode- se concluir

Todas as substancias utilizadas, exceto a capsula de tetraciclina, foram
capazes de remover a smear layer quando comparadas ao grupo

controle;

Nem todas as substancias efetivamente promoveram descontaminagao
da superficie radicular, removeram a smear layer e tiveram exposi¢do

das fibras colagenas;

Tetraciclina gel foi capaz de providenciar um aumento significativo na
adesao de rede de fibrina e de células de fibroblastos nas superficies

radiculares, quando comparada aos outros grupos;

Tetraciclina gel apresentou auséncia de citotoxidade, com resultados

similares ao grupo controle, por ser uma substancia atoxica;

A biomodificacdo radicular, consistindo na remocao de smear layer e
exposicdo de fibras coldgenas, proporcionou uma maior adesdo de
fibroblastos a superficie radicular, e consequentemente maior adesao de

componentes sanguineos;

A remocdo de smear layer, com consequente exposicdo das fibras

colagenas sdo necessarios para a adesao do coagulo a superficie

dental.
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Pro-Feitona de Pesquisa @ POs-Greouacao
COMITE DE ETICA EM PESOUISA - CEP
Awenida Joao Maves oo Awil, re. 2160 — Bloco A — Sala 234 - Campus Senta MOnica - Ubenands-MG —

CEP 32400-089 - FONETFAX (34) 3235-4131; e-mall: 2000000, U O Wy COm ES0eS Droon U by

AMALISE FINAL N 267711 DO COMITE DE ETICA EM PESOUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEPAFL
i

Projeto Pesquisa: Andlise da morfologia e adesao de fibroblastos sobre superficie radicular
afetada parodontalmants pos tratamanto quimico.

Pesquisador Responsdvel: Donildo Magalhaas

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugao CMS 196/96, o CEP manifesta-so pela
aprovagio do protocolo de pesquisa proposio.

O protocolo nd&o apresanta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seras humanos,
nios limites da redagio o da matodologia aprasentadas.

0 CEPYUFU lembra que:

& segundo a HesolugAo 196/96, o pesquisador devera arguivar por 5 anos o relatdrio da
pesquisa @ o Termos de Consontimento Livre o Esclarecido, assinados polo sujoilo de
paesquisa.

b podera, por escolha ableatiria, visitar o pesguisador para conferémcia do relatdrio e

documentagdo pertinente ao projedo.
C- @ aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEPYUFU di-se em dacorréncia do atendimanto
a Resolugao 196/96/CNS, nao implicando na qualidade ciantifica do masmao.

Entrega de Relatdrio Parcial. novembro de 201 1.
Entrega de Relatdrio Final: novembro de 2012

SITUACAD: PROTOCOLO APROVADOD

OBS.: O CEFYUFU LEMBRA QUE QUALCUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE ACQ CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVAGAD DA MESMA.

Uberliindia, 13 de maio de 2001.
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