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RESUMO

Estudos tém proposto agua de coco, e mais recentemente o leite de soja como
meio de armazenagem para dentes avulsionados, devido aos seus nutrientes
que sao importantes fatores para nutricdo e preservacdo da viabilidade das
células . Este estudo investigou o potencial da agua de coco, com pH ajustado,
e do leite de soja em manter a viabilidade das células do ligamento periodontal,
comparados ao leite integral bovino, leite desnatado bovino e Solucéo
Balanceada de Hank’s, por meio do método de exclusdo do azul de tripan; e o
processo de reparo periodontal de dentes de cées reimplantados apés
armazenagem nas mesmas solu¢cdes comparando com reimplante dental
imediato por meio de analise histolégica e microtomografia computadorizada
(UCT). Para o estudo in vitro foram extraidos pré-molares de cdes Beagle,
secos por 30 minutos sobre a superficie de uma gaze, e armazenados nos
seguintes meios durante 50 minutos ou 24 horas: leite integral bovino (LI)
(n=8), leite desnatado (LD) (n=8), Solugdo Balanceada de Hank’s (HBSS)
(n=8), leite de soja (LS) (n=8) e agua de coco com pH ajustado (AC) (n=8). O
controle positivo e dois negativos correspondiam a 0 min, 30 min (curto prazo),
e 24 h (longo prazo) secos, respectivamente. As solucdes foram avaliadas pela
porcentagem de células viaveis. Para o estudo in vivo, quarenta incisivos
superiores e inferiores de 10 cdes Beagle foram extraidos e submetidos ao
seguinte protocolo: reimplante imediato apds extracdo (controle) (n=10);
armazenagem imediata em AC (n=9), LS (n=8) e LI (n=9), respectivamente por
50 min antes do reimplante. Os animais foram eutanasiados com 28 dias de
pOs-operatorio e 0s espécimes obtidos foram escaneados no microtomaégrafo e
submetidos ao processamento histolégico para analise histomorfométrica. Nos
resultados obtidos in vitro em curto prazo, LD apresentou significativamente
menor nivel de viabilidade celular que LI e AC. No periodo de 24h, LS e AC
resultaram significativamente maior nivel de viabilidade comparado ao HBSS e
LD e similares ao grupo controle positivo (O min). A viabilidade celular diminuiu
ao longo do tempo (24h), exceto em LS e AC. O estudo in vivo mostrou que AC
e LS foi similar ao LI em relacdo a condicdo periodontal; entretanto AC

demonstrou menor variabilidade na condicdo do periodonto comparado ao LS.



LS demonstrou significativamente maior nivel de anquilose em relacdo ao
grupo controle. Este estudo demonstrou que a associacdo de analises uCT e
histologica para estudos in vivo € um método promissor para melhor
visualizacao dos estagios do processo de reparo. Frente aos resultados obtidos
nos estudos in vitro e in vivo desenvolvidos neste estudo pode-se concluir que
a AC demonstrou ser o meio de armazenagem superior para dentes

avulsionados dentre as solu¢cdes pesquisadas.

PALAVRAS-CHAVE: reabsor¢cdo, meios de armazenagem, avulsdo dental,

ligamento periodontal, viabilidade celular.
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ABSTRACT

Studies have proposed coconut water, and more recently soy milk as storage
medium for avulsed teeth, due to their nutrients are important factors to nutrition
and preservation of cell viability. This study investigated the ability of pH-
adjusted coconut water and soy milk to maintain the viability of periodontal
ligament cells compared with bovine whole milk, bovine skim milk, and Hank’s
Balanced Salt Solution by using trypan blue exclusion; and the periodontal
healing process of dog teeth replanted after storage in these solutions by using
HCT and histological analyses compared with immediately tooth replantation.
The solutions were evaluated by percentage of viable cells. For in vitro study
were extracted dog premolar teeth, dried for 30 min on the surface of a gauze,
and stored in the following media for 50 min or 24 h: long shelf-life bovine whole
milk (SWM) (n=8), long shelf-life skim milk (SSM) (n=8), Hank’s Balanced Salt
Solution (HBSS) (n=8), soy milk (SM) (n=8) and pH-adjusted coconut water
(CW) (n=8). The positive and two negative control groups corresponded to O-
min, 30-min (short-term), and 24-h (long-term) dry times, respectively. For in
vivo study, forty upper and lower incisors of 10 adult beagle dogs were
extracted and subjected to the following protocols: immediate replantation after
extraction (control) (n=10); stored immediately in coconut water with adjusted
pH (CW) (n=9), soy milk (SM) (n=8) and bovine whole milk (WM) (n=9),
respectively for 50 minutes before replantation. The animals were euthanized
28 days postoperatively and the specimens obtained were scanned by pCT and
subjected to routine processing for histometric analyses under optical

microscope. The results obtained in vitro for the short-term experiment, the



SSM resulted in significantly lower cell viability than SM and CW. At 24 h, SM
and CW resulted in higher viability than HBSS and SSM and in comparable
performance with the positive control group (0 min). Cell viability decreased
over time (24 h), except in SM and CW. In vivo study showed that CW and SM
had a similar periodontal condition performance of WM; however CW
demonstrated lower variability of the periodontal condition than SM. SM
demonstrated significant higher ankylosis than control group. Additionally this
study demonstrated that the association of uCT and histological analyses for in
vivo study is a promise method to better clarify the different stages of the tissue
repairs. A despite of the results obtained in vitro, the in vivo study presented

CW as superior storage media for avulsed teeth.

KEYWORDS: resorption, storage media, tooth avulsion, periodontal ligament,

cell viability.
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1. INTRODUCAO

A avulsdo dentaria é caracterizada pelo deslocamento completo do
dente de seu alvéolo, considerada uma das formas mais severas dos traumas
dento-alveolares (Gopikrishna et al. 2008a). Este tipo de trauma acomete
principalmente criangas e adolescentes, com incidéncia de 16% de todas as
lesbes trauméticas (Andreasen, 1970). Neste tipo de lesdo ocorre
comprometimento do suprimento neurovascular o que pode resultar em danos
na estrutura do periodonto e perda da vitalidade pulpar (Martin & Pileggi, 2004).
O tratamento ideal é o reimplante imediato que deve ser realizado o mais
proximo possivel da ocorréncia do trauma. Para obtencdo de melhor
prognoéstico deste procedimento, o tempo e 0 meio de armazenagem estao
diretamente relacionados ao progndstico (Martin & Pileggi, 2004). Entretanto,
na maioria dos casos de avulsdo, o dente é reimplantado apos longo periodo
extra-alveolar, sendo muitas vezes mantido a seco ou em meio inadequado
(Soares Ade et al. 2008; Andersson et al. 2012). Em busca de minimizar
futuras complicaces como anquilose e reabsorcdo por substituicdo, as quais
Sao as principais causas de insucesso no reimplante podendo levar a perda do
elemento dental, o dente deve ser armazenado em meio que seja capaz de
manter a viabilidade das células do ligamento periodontal (PDL) (Gopikrishna et
al. 2008a; Souza et al. 2011). O meio de armazenagem ideal deve ter pH
apropriado cerca de 7.0, osmolaridade fisiolégica, e conter substancias
nutritivas tais como, aminoacidos, vitaminas e proteinas que permitam o
crescimento celular e a manutencdo de sua vitalidade (Pearson et al. 2003).
Solugado Balanceada de Hank’s (HBSS) tem sido recomendada como meio de
armazenagem para dentes avulsionados pela Associagdo Americana de
Endontistas (AAE) (Andersson et al. 2012), entretanto este meio ndo esta
prontamente disponivel para a populacdo (Moazami et al. 2012). O leite bovino
€ outra solugdo amplamente aceita como meio de armazenagem para dentes
avulsionados, mantendo a viabilidade das células PDL por longos periodos
(Souza et al. 2010; Souza et al. 2011) .

Considerando todas estas propriedades que definem o meio de

armazenagem mais adequado, estudos tém proposto agua de coco como meio



superior para transporte de dentes avulsionados (Gopikrishna et al., 2008ab;
Moreira-Neto et al., 2009; Souza et al., 2011). Agua de coco é rica em
aminoacidos essenciais, proteinas, vitaminas, minerais, eletrolitos e acucares,
0S quais sao responsaveis por sua alta osmolaridade. Estes nutrientes sdo
fatores importantes para o crescimento e preservacao da viabilidade das
células PDL (Gopikrishna et al., 2008). Recentemente, estudos tém indicado o
leite de soja como meio de armazenagem alternativo (Moazami et al. 2012;
Silva et al. 2012; Moura et al. 2012), devido a boa fonte de minerais e
vitaminas, o consumo de produtos a base de soja aumentou em muitos paises.
Entretanto, nenhum estudo in vivo foi realizado com agua de coco e leite de
soja para armazenagem de dentes avulsionados. Estudos in vivo devem ser
realizados quando ndo podem ser obtidos resultados validos usando métodos
alternativos como nos estudos in vitro com uso de cultura de células
(Andreasen & Andersson, 2011). A proliferacdo e a diferenciacdo das células
PDL sdo melhoradas in vivo onde a hip6xia e a resposta imune atuam na
viabilidade de células implantadas. Nesse aspecto é possivel obter melhor
desempenho das células PDL in vivo, 0 que pode levar ao sucesso no

processo de reparo (Tour et al. 2012).

Enquanto alguns estudos tém analisado histologicamente o efeito do
meio de armazenagem por meio de andlise histomorfométrica (Sottovia et al.
2010; Panzarini et al. 2013), nenhum estudo in vivo analisou o efeito da agua
de coco e leite de soja com uso de andlise histomorfométrica associada a
analise por uCT como novas perspectivas para o estudo do trauma. Esta
técnica permite uma analise clara e detalhada da estrutura do periodonto tanto
pelo dente por inteiro ou seccionado, sem danificar o espécime. Além disso,
com a possibilidade de reconstrucdo da imagem pode ser obtido maior nUmero
de cortes por dente em um periodo curto, diferentemente da analise histologica
convencional (Kuhnisch et al. 2012). Frente a este cenario parece importante
associar metodologias de avaliagdo histolégica e estrutural por meio de uCT
para avaliar por meio de estudos in vivo e in vitro a performance da agua de
coco e do leite de soja como meios alternativos de armazenagem de dentes

avulsionados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 - Traumatismo Dental e Reabsor¢cdes Dentérias

As injurias trauméaticas ocorrem com frequéncia, aproximadamente
24% da populacdo ja& sofreu traumatismo dento-alveolar. Estas lesdes
acometem principalmente criancas e adolescentes em idade escolar, com
predominancia do género masculino (Andreasen, 1970). A literatura mostra
uma correlagéo entre trauma dental e idade com prevaléncia antes dos 30 anos
(81,2%), sendo que cerca de 50% ocorrem antes dos 10 anos de idade
(Gassner et al. 1999).

Os fatores etioldgicos dos traumas estdo relacionados a acidentes
domésticos e de trabalho, acidentes automobilisticos, esportes, lazer e
violéncia (Gassner et al. 1999). Nado h& predilecdo por hemiarcada, e 0s
incisivos centrais superiores sdo envolvidos com maior frequéncia nas lesées
traumaticas, sendo que o tipo de lesédo estéa relacionado com o tipo de denti¢céo.
Fraturas dentarias sdo predominantes na denticdo permanente, enquanto
luxacBes e intrusbes sao predominantes na denticdo decidua (Andreasen
1985).

Os traumatismos dento-alveolares podem afetar partes da coroa ou
raiz, podendo causar até o deslocamento total do dente para fora de seu
alvéolo, caracterizando caso de avulsdo. Dentre os traumatismos dento-
alveolares estes sao considerados os de pior prognostico. Normalmente,
envolve um anico dente, e sua incidéncia é cerca de 16% de todas as lesdes
traumaticas da denticdo permanente (Andreasen 1970; Andreasen &
Andreasen, 1994).

O tratamento de escolha para a avulsao dentaria € o reimplante, ou
seja, o0 ato de recolocar o dente avulsionado no seu alvéolo (Lustosa Pereira et
al. 2006). Considerando que este tipo de traumatismo acomete principalmente
criancas e adolescentes, ainda em fase de crescimento, o que limita as op¢des

reabilitadoras, deve-se concentrar esfor¢os para a realizacdo do reimplante, ja



que este tem a vantagem de restaurar a funcdo e estética, mesmo que
temporariamente (Andreasen & Andreasen, 1994). Quanto mais rapido é
realizado o reimplante, melhor o prognéstico. No entanto, na maioria dos
casos, ocorre o reimplante tardio do dente no alvéolo, 0 que compromete o
prognostico. O reimplante € considerado tardio ap6s um periodo extra-alveolar
superior a 30 minutos (Kenny & Barret, 2001). O potencial regenerativo de um
dente avulsionado apos reimplante dependera da manutencao da viabilidade
de cada componente celular dos tecidos envolvidos e de fatores especificos do
paciente (Barrett & Kenny, 1997). Além do tempo fora do alvéolo, a forma com
que se acondiciona o dente até o reimplante também é decisiva para o0 sucesso
do tratamento. Isto porque, o ressecamento e morte das células do ligamento
periodontal e dos cementoblastos esta intimamente relacionado a reabsorcao
dentaria (Chamorro et al. 2008).

Segundo Martin & Pileggi (2004), a forma com que o dente é
armazenado e o tempo no qual este permanece fora do alvéolo sao fatores de
maior relevancia apos a avulsdo. Diversas solucfes tem sido propostas para
armazenagem dos dentes avulsionados, tais como, produtos lacteos, leite
fermentado e iogurte (Blomlof, 1981), Viaspan, solugéo de Hank’s — HBSS, leite
bovino (Trope & Friedman, 1992), soro fisiolégico, saliva, agua de torneira (Lin
et al. 2007), propolis (Martin & Pileggi, 2004), agua de coco (Gopikrishna et al.

2008) e leite de soja (Moazami et al. 2012) entre outros.

A condicéo ideal seria o reimplante imediato, uma vez que € possivel
o ligamento periodontal manter-se sobre a superficie do cemento. Isto é
essencial para a proliferacdo de células mesenquimais indiferenciadas e
posteriormente a regeneracao. Diferentemente dos casos de reimplante tardio,
onde ocorre a remocéao do ligamento, comprometendo a fixacdo dessas células
mesenquimais. Assim, o tecido conjuntivo periodontal aderido a parede alveolar
apos o reimplante, tende a formar uma capsula envolvendo a raiz do dente
reimplantado, e a esperada ocorréncia da reinsercao de fibras colagenas sobre

a superficie do cemento torna-se impossivel (Lustosa Pereira et al. 2006).



Normalmente, ap0s a avulsdo ocorre severo comprometimento do
suprimento neurovascular, sendo o estigio de rizogénese decisivo para a
revascularizacdo bem sucedida. Caso ndo ocorra o processo de
revascularizacdo, podera ocorrer contaminacdo, resultando em infeccao.
Consequentemente segue-se uma série de complicacdes, tais como necrose
pulpar e possiveis reabsorcdes radiculares (Andreasen & Andreasen, 1994).
Estas podem ser classificadas de acordo com a superficie dentaria afetada,
interna e/ou externa. Quanto ao mecanismo de ocorréncia do processo em
reabsorcdo inflamatoria e reabsor¢cdo por substituicdo. Quanto a progressao
clinica do processo de reabsorcéo radicular pode considerar em transitorios e
progressivos. Além disso, a nhomenclatura dos tipos de reabsorcbes pode ser

baseada no diagndstico clinico, radiografico e histolégico (Consolaro, 2005).

2.1.1- Mecanismos de defesa contra a reabsorcéao

Fisiologicamente, as raizes dentais apresentam resisténcia ao
processo de reabsorcdo. Entre as hipéteses que suportam esta resisténcia
natural, a mais antiga destas, afirma que os restos epiteliais de Malassez
constituem fator de limitacdo da reabsorcdo radicular em dentes que
mantiveram a vitalidade do ligamento periodontal. Segundo essa hipétese, a
presenca dos restos epiteliais estad relacionada a existéncia de ligamento
periodontal vital, sendo que estes circundariam a raiz como uma rede,
promovendo resisténcia aos diversos tipos de reabsorcées (Loe et al. 1961).
Entretanto, esta teoria ndo teve grande aceitacdo, e uma segunda hipotese
(mais provavel) foi apresentada (Andreasen, 1989). Baseada na premissa de
gue o cemento e a pré-dentina que cobre a dentina sdo elementos essenciais
na resisténcia radicular a reabsorgédo, observou-se que 0s osteoclastos ndo
aderem ou reabsorvem uma matriz desmineralizada. Para que isto ocorra, €
necessaria a presenca de mediadores de ligagcdo dos osteoclastos, proteinas
O0sseas nao colagenosas especificas como a osteopontina, as quais contem
uma sequéncia de arginina-glicina-acido aspartico (Arg-Gly-Asp ou RGD) Unica
(Andreasen & Andreasen, 1994). A superficie mais externa do cemento é
coberta por uma camada de cementoblastos e uma zona de cemento néo-

mineralizado. Esta superficie poderd oferecer condi¢des satisfatorias para os



mediadores de ligacdo dos osteoclastos. Internamente, a dentina € coberta por
uma matriz de pré-dentina, que possui uma superficie organica similar. Essa
teoria foi sustentada por diversos estudos (Stenvik et al. 1970; Polson et al.
1982; Wedenberg et al. 1985).

Outra funcdo da camada de cemento estd relacionada com sua
capacidade de inibir a difusdo de toxinas presentes no espago do canal
radicular para o tecido periodontal circundante (Trope, 2002). No entanto, se a
camada de cemento é perdida ou danificada, células multinucleadas
colonizardo a superficie mineralizada que esta descoberta e desencadeardo
um processo de reabsorcao (Lindskog et al. 1987). Ou seja, para que ocorra
reabsorcdo radicular € necessaria a perda ou alteracdo da camada protetora
(pré-cemento ou pré-dentina) associado ao estabelecimento de processo

inflamatorio na superficie radicular desprotegida.

2.1.2- Mecanismos para ocorréncia de reabsorcéao radicular

1 2.1.2.1 Perda ou alteracdo da camada protetora

Nos casos de avulsdo geralmente ocorrem poucos danos para a
camada de cemento O dano maior € o rompimento do ligamento periodontal.
Danos fisicos a camada de cemento irdo ocorrer apenas em pontos especificos
onde a for¢ca do trauma pressiona o dente diretamente contra o 0sso alveolar. A
resposta inflamatoria a lesdo traumatica varia de acordo com o estimulo ao
qgual o dente é exposto apoés a injuria, e pode causar danos extensos a camada
protetora de cemento. Caso as células remanescentes radiculares do ligamento
periodontal estejam secas antes do reimplante, fornecerdo estimulo para uma
resposta inflamatoéria em toda a superficie radicular, que, por sua vez, resultara
em danos para a camada protetora de cemento (Andreasen, 1981; Soder et al.
1977).

Pouco se sabe sobre danos causados para a camada protetora de
pré-dentina. Geralmente os clastos se fixam em tecidos mineralizados, e a pré-
dentina, o pré-cemento e o tecido osteoide atuam como protetores desse tecido

evitando a reabsorcédo (Consolaro, 2012). Para que ocorra algum tipo de dano,



a polpa deve sofrer necrose rapidamente, o que leva ao interrompimento da
vascularizacéo, para uma reabsorgao celular. Este por sua vez, protege a raiz
de reabsorcdes extensas. Portanto, o estabelecimento de inflamac&o pulpar
adjacente a superficie radicular danificada é raro. Tal fato confirma-se pela
incidéncia extremamente baixa de reabsorcdo radicular interna em dentes

permanentes (Tronstad, 1988).

2.1.2.2 Processo inflamatorio na superficie radicular desprotegida

A resposta inflamatéria causada pela leséo dental pode ser dividida
em duas fases criticas. A primeira € a fase destrutiva, na qual, células de
revestimento ressecadas e danificadas promovem o estimulo para as células
gigantes multinucleadas, clastos, iniciarem a rebsorcdo. Esta destruicdo
permanece enquanto ha estimulo presente para permitir que a inflamacéo se
desenvolva. Danos mecanicos a superficie da raiz, materiais estranhos, ou
bactérias presentes no local do acidente aderidas a superficie da raiz, em curto
periodo de tempo podem funcionar ou atuar como mecanismos
desencadeadores das reabsorcdes. A permanéncia do estimulo inflamatério
torna o processo cronico, fazendo com que a reabsorcao radicular continue,
sendo de suma importancia a intervencdo do cirurgido-dentista. Esta fase
destrutiva da reabsorcdo radicular € diagnosticada principalmente pelo
aparecimento de uma area radiolicida na raiz e no 0sso adjacente,
evidenciadas por meio de radiografias. Além disso, o diagnostico pode ser
complementado pela presenca de sintomas clinicos, que sdo semelhantes a

periodontite apical (Trope, 2002).

A segunda fase da resposta inflamatoria é a fase de reparo, na qual
o fator determinante é o tipo de células que recobrirdo a superficie radicular. Se
cementoblastos forem capazes de cobrir a superficie radicular danificada,
ocorrerd reparo com tecido cementdide (Andreasen & Andreasen, 1994)
favorecendo o prognéstico. Por outro lado, se células produtoras de osso forem

capazes de recobrir a superficie da raiz, as condicdes para a cicatrizacao seréo



desfavoraveis, e ocorrerd o contato direto entre 0osso e raiz ao longo de
algumas areas da superficie radicular; um fendmeno denominado como
anquilose (Hammarstrom et al. 1986). Assim, a raiz € reabsorvida pelos
osteoclastos, e aos poucos substituida por osso. Este processo € designado

como reabsor¢ao por substituicdo 6ssea (Andreasen & Andreasen, 1994).

O tipo de tecido que vai cobrir a superficie da raiz € dependente da
extensdo do dano radicular e da relativa proximidade das células a raiz, ou
seja, 0 quao longe e qudao rapido as células podem chegar, a fim de cobrir a
superficie radicular danificada. A lesdo localizada sobre uma pequena
superficie favorece a cicatrizacdo do cemento. Por outro lado, uma leséo difusa
sobre uma grande area favorecera anquilose com reposicdo 6ssea (Trope,
2002). E necessaria destruicio de mais de 20% da superficie radicular para

ocorrer a reabsorc¢ao por substituicdo (Lindskog et al. 1985).

2.2 - Classificacdo das reabsorc¢fes dentérias

2.2.1 - Reabsorcao Radicular Inflamatoria

A reabsorcdo inflamatéria pode apresentar carater transitorio ou
progressivo, ocorrendo com frequéncia em dentes traumatizados. Quando
pequenas areas da camada de pré-dentina ou cemento sdo danificadas, o
estimulo pode nédo ser suficiente para sustentar este processo de reabsorcgéo.
Dessa forma, a colonizagdo nas é&reas expostas da raiz serd transitoria,
ocorrendo reparo tecidual com cemento tanto no conduto radicular quanto na
superficie. Este tipo de reabsorcdo apresenta-se como progressiva, quando
ocorre em dentes que sofreram lesGes de deslocamento. Neste aspecto, leva a
ruptura dos vasos sanguineos na regidao de forame apical e necrose pulpar
isquémica. A infeccdo sera estabelecida se os microorganismos atingirem o
conduto radicular por meio de trincas no esmalte e dentina e por tubulos
dentinarios expostos. Assim, produtos bacterianos do conduto radicular
infectado, alcancaré@o as lacunas de reabsor¢éo na superficie radicular atraves



dos tubulos dentinarios e estimulardo a reabsor¢éo da raiz, a qual sera mantida

caso nao haja intervencdo endodontica (Tronstad, 1988).

2.2.2 - Reabsorc¢ao Interna

As reabsor¢des internas estdo relacionadas aos traumatismos em
44% dos casos (Consolaro, 2012). Nestes casos, ocorrem deslocamentos
focais de pré-dentina e da camada odontoblastica, podendo causar areas de
exposicao dentinaria ao tecido conjuntivo. Isto podera originar as reabsorcées
internas (Consolaro, 2012). Este processo é dividido em dois tipos, transitorio e
progressivo, este Ultimo exige uma continua estimulacdo por infeccdo
(Wedenberg et al. 1985).

A reabsorcdo é caracterizada como transitéria, quando
odontoblastos de uma area do canal radicular sdo destruidos. A atividade de
reabsorcdo sera sustentada por uma infeccdo de tecido pulpar necrético na
porcdo coronaria do canal radicular para a area onde a reabsorcdo ocorre.
(Tronstad,1988; Wedenberg et al. 1985). Assim, para a reabsorcédo interna
tornar-se progressiva, os tubulos dentinarios tém que estar abertos a uma area
do canal radicular, onde o tecido est4d necrético e infectado para que
microrganismos possam entrar nos tubulos (Tronstad,1988).

2.2.3 - Reabsorcao Externa

A reabsorcdo externa ocorre quando clastos, de fora para dentro,
aproximam da dentina mais proxima da polpa, e encontram a pré-dentina.
Assim, ha o deslocamento dos clastos, enquanto a pré-dentina se mineraliza. A
superficie dentinaria apresentara irregularidade com areas afetadas amplas e

extensas, e presenca de inumeros clastos (Consolaro, 2012).

Esse tipo de reabsorcdo acomete a superficie radicular, podendo
evoluir no sentido apical ou coronario. Na coroa pode levar a perda significante



de dentina em pontos especificos. A regido média e apical da raiz dependera
do fator desencadeante, o qual pode comprometer gradativamente a estrutura
dentaria, em um sentindo aleatério e irregular, contornando e respeitanto a

polpa dentéaria (Consolaro, 2012).

2.2.4 - Reabsorcao Superficial

A reabsorcao superficial é caracterizada devido a sua amplitude em
extensdo e sua pequena profundidade, atribuindo um carater inofensivo e

passageiro (Consolaro, 2005).

A interface cemento-dentina apresenta desorganizagédo tecidual e
irregularidade associadas a um infiltrado inflamat6ério mononuclear, a qual
aumenta conforme a evolugdo do processo de reabsorcdo. A relacdo entre
ligamento periodontal e cemento encontra-se comprometida, devido a uma
desorganizacdo desse ligamento. No entanto, as células poderdo apresentar
fases diferentes de reorganizacdo superficial para uma futura fase de
reparacao da area que estd envolvida. No caso de reparo, a superficie estara
uniforme e reparada, apresentando uma relagdo de normalidade com as fibras
e células do ligamento periodontal, ndo comprometendo a funcao (Consolaro,
2005).

2.2.5 - Reabsorcao por Subtituicdo Ossea e Anquilose

Na anquilose alveolodentaria ha uma relagéo direta entre dente e
osso alveolar, ocorre perda do ligamento periodontal e sua substituicdo por

tecido 0sseo (Consolaro, 2005).

Assim, uma vez estabelecido o quadro de anquilose, os elementos
essenciais tais como pré-cemento e cementoblastos, que protegem a superficie
radicular da instalacdo de unidades osteorremodeladoras desaparecem. A
formacdo do contato 0sseo direto e a incorporacdo dos tecidos dentarios na

estrutura Ossea alveolar promove a inclusdo da superficie radicular no



processo de osteorremodelagéo, caracterizando a reabsor¢cao por substituicdo
Ossea. Este processo de reabsorcdo gradativa ocorre em periodos de tempo

variaveis, podendo ser parcial ou total (Consolaro, 2005).

A evolucdo desta reabsorcdo depender4d da continuidade e
frequéncia do estimulo que a induziu, e de associagcbfes com processos
inflamatorios superpostos do préprio trauma. Esse processo de substituicdo do
tecido dentéario por tecido 6sseo tende a ser lento. Entretanto, na presenca de
processo inflamatdrio superposto, acarretara acimulo de mediadores locais do
processo de reabsorcdo, promovendo uma aceleracdo deste (Consolaro,
2012).

2.3- Meios de Armazenagem

O prognostico do reimplante dental depende da presenca de células
viaveis do ligamento periodontal, com capacidade de se proliferarem nas areas
radiculares que foram danificadas. Apdés a avulsdo, a porcdo de células
periodontais que estdo ligadas a parede alveolar permanece Vvital,
diferentemente das células que estavam aderidas ao dente, que dependem de

uma possivel regeneracao pos-reimplante (Andreasen & Kristerson, 1981).

O procedimento de reimplante deve ser realizado tao rapido quanto
possivel, e o0 meio de armazenamento para o dente avulsionado é também um
fator determinante para o progndéstico. A manutencéo da vitalidade das células
do ligamento periodontal aderidas ao dente, € menor em um ambiente seco
(Andreasen & Kristerson, 1981). O tempo extraoral provoca danos irreversiveis
as células do ligamento periodontal, as quais apés reimplante desenvolverao
resposta inflamatéria ao longo da superficie radicular, podendo resultar
posteriormente em uma anquilose, ou ocorrer a perda do elemento dental
(Sigalas et al. 2004).

No entanto, para minimizar o longo periodo extraoral, existem

solucdes capazes de preservar a vitalidade dessas células durante o tempo em



que o dente permanece fora do alvéolo. Estas solu¢gbes devem ser utilizadas
quando o reimplante imediato ndo for possivel (Krasner, 1992). Um meio de
armazenagem ideal seria aquele capaz de preservar a viabilidade celular,
promover mitose e formacédo de clones das células do ligamento que foram
danificadas, a fim de facilitar a regeneracéo da superficie radicular, impedindo
a reabsorcao desta (Ashkenazi et al. 1999). Além disso, para a manutencdo do
metabolismo celular € necessario que o meio de armazenagem seja renovado
em um periodo de 60 minutos (Caglar et al. 2010). Dessa forma, impede-se a
destruicdo celular que se inicia quando os metabdlitos sdo consumidos. Caso
estas células resistam nesses meios de armazenagem, € possivel a
reproducdo de novas células que podem se diferenciar e restabelecer os
tecidos (Shaul et al. 2009).

Um meio adequado para armazenagem tempordria de dentes
avulsionados deve conter sais, aminoécidos, vitaminas e aclUcares essenciais
para manutencdo do metabolismo celular (Alacan et al. 1996). Além disso, a
temperatura do meio de armazenagem € um fator a ser considerado, pois afeta
diretamente a viabilidade celular (Blomlof, 1981; Schwartz et al. 2002). O
armazenamento de dentes avulsionados num meio fisiolégico em baixa
temperatura durante uma hora, proporciona condicbes que permitem maior
namero de células viadveis saudaveis e, portanto, funcionais, quando
comparado ao armazenamento do mesmo meio em tempo igual, a temperatura
ambiente. Entretanto, em um periodo inicial, no qual as células sdo expostas a
mudanca de temperatura subita, observa-se um baixo numero de células
viaveis (Sigalas et al. 2004). Sendo assim, o meio ideal deve ter uma
osmolaridade fisiolégica (230-400 mOsm/kg), pH entre 7,2 a 7,4 (Goswami et
al. 2011) e temperatura adequados, para permitir o crescimento das células ou
a sobrevivéncia destas. Ainda, deve estar prontamente disponivel para o uso

em situacdes de emergéncia (Chamorro et al. 2008).

Existem inimeros relatos de meios de armazenagem, tais como
agua de torneira, saliva, soro fisiologico, Gatorade ®, propolis, HBSS, Viaspan

®, leite longa vida (produtos lacteos) e agua de coco. Mas antes que estes



meios sejam aceitiveis, é preciso avaliar em estudos experimentais (Goswami
et al. 2011).

A agua de torneira tem mostrado ser a Unica com resultados menos
desejaveis. Embora proteja o dente de desidratacdo, é considerada como meio
hipoténico o que leva a uma lise nas células do ligamento, sendo semelhante a

uma armazenagem a seco (Blomlof, 1982).

Outro meio que também ndo apresenta sucesso no progndstico é a
saliva. Devido a presenca de microrganismos e sua osmolaridade baixa (60-70
mOsm/kg), menor que a fisioldgica. Diante disso, pode ser usada apenas por
um curto periodo de tempo, pois podera danificar as células do ligamento
periodontal (Blomlof, 1982).

A solucdo salina apesar da sua osmolaridade compativel de 280
mOsm/kg, esse meio carece de nutrientes, tais como magnésio, calcio, e
acucares. Estes sdo precursores essenciais para as vias metabdlicas celulares
(Alacan et al. 1996). Essa solucdo de armazenagem quando utilizada em um
periodo igual ou superior a duas horas, mostra-se prejudicial &s células do

ligamento periodontal (Krasner, 1992).

Isotdnicos como Gatorade, ndo sdo considerados como meio
adequado para armazenamento de dentes avulsionados devido ao seu pH
acido, cerca de 2,91 (Harkacz et al. 1997). Quando as células séo expostas a
um pH baixo, podera danificar a membrana celular, impossibilitando a
manutencao da viabilidade celular (Chamorro et al. 2008). Além disso, trata-se
de uma solucao hiperténica (407 mOsm/kg), o que podera causar perda de
agua nessas ceélulas (Goswami et al. 2011).

As propriedades antimicrobianas, anti-inflamatdrias e antioxidantes
da solucdo de propolis, tém estimulado seu estudo em diversas areas da
saude. Diante do potencial de suas substancias, este meio pode ser promissor
para a manutencéo da viabilidade celular de dentes avulsionados (Ozan et al.
2007; Mori et al. 2010).



A Solucdo Salina Equilibrada de Hanks (HBSS) é uma solucéo
padrdo de soro fisiolégico, que € amplamente utilizada em pesquisas
biomédicas por manter a cultura de diversos tipos de células (Krasner et al.
1992). Esta solucéo nao é toxica, € biocompativel com as células do ligamento,
tem pH 7,2, e uma osmolaridade de 320 mOsm/kg. Além disso, contém
nutrientes, tais como glicose, calcio e ions de magnésio, que podem sustentar
e reconstituir os componentes celulares. E considerada eficaz para a
preservacdo da viabilidade, mitogenicidade, e capacidade clonogénica das
células por até 24 horas a 4 ° C (Ashkenazi et al. 2000; Ashkenazi et al. 2001).

Viaspan® é um meio utilizado para o transporte de 6rgaos, 0s quais
vao ser transplantados e tem sido muito eficaz para armazenar dentes
avulsionados. Viaspan® tem osmolaridade de 320 mOsm/kg e pH com cerca
de 7,4 a temperatura ambiente, o que pode ser ideal para o crescimento celular
(Ashkenazi et al. 1999).

O extrato de chi verde tem sido estudado, devido as suas
capacidades anti-inflamatérias, antioxidantes e seus efeitos anti-
carcinogénicos. Embora seu pH (5,9) e osmolaridade (139 mOsmKg) ndo seja
ideal para o crescimento celular, foi apresentado que esse meio possui eficacia
em manter a viabilidade das células do ligamento periodontal, podendo ser um

meio alternativo para dentes avulsionados (Hwang et al. 2011).

A agua de coco € uma solugdo isotdnica biologicamente pura e
estéril, disponivel em varios paises do mundo, principalmente em paises
tropicais. Apresenta importante acdo na reposicdo de fluidos, eletrolitos e
acucares perdidos durante a atividade fisica. Essa composi¢cdo rica em
eletrdlitos tem maior semelhancia ao liquido intracelular que o plasma
extracelular. Os cations predominantes sdo potassio, céalcio e magnésio. O
sodio, o cloreto, e o fosfato sdo encontrados em baixas concentragbes. Além
disso, a agua de coco possui uma alta osmolaridade, devido a presenca de
acucar, glucose e frutose (Gopikrishna e tal. 2008ab). Também € rica em
aminoacidos essenciais, tais como lisina, cistina fenilalanina, e histidina

(Gopikrishna e tal. 2008a), proteinas, vitaminas e minerais (Campbell-Falck et



al. 2000). Devido as suas propriedades, foi proposta como meio alternativo de
transporte para dentes avulsionados (Gopikrishna e tal. 2008ab; Moreira-Neto
et al. 2008).

No entanto, € uma solucao hipotdnica, possui pH mais acido que o
plasma (Gopikrishna e tal. 2008a), o qual é deletério para o metabolismo
celular (Moreira-Neto et al. 2008). Nesse aspecto, o0 ajuste do pH € um fator
importante a ser considerado para preservar a viabilidade celular. Durante a
neutralizacdo do pH a osmolaridade da agua de coco aumenta, e isto pode
também contribuir para a manutencao da viabilidade das células (Moreira-Neto
et al. 2008).

A despeito das varias solucdes disponiveis, a Associacdo Americana
de Endodontia indica o leite como solugéo ideal para dentes avulsionados. Este
produto é relatado como significativamente melhor do que outras solucdes,
devido as suas propriedades fisiolégicas, incluindo o pH e a osmolaridade
compativel com as propriedades das células do ligamento, facil disponibilidade,
e por serem livres de bactérias (Blomlof et al. 1981). Os resultados favoraveis
do leite estdo relacionados a presenca de substancias nutritivas, tais como
aminoécidos, hidratos de carbono, e vitaminas (Marino et al. 2000). Porém,
existem controvérsias quanto as diferentes disposi¢cdes dos leites. O Leite em
pé é eficaz e tem a vantagem de ndo necessitar de refrigeracdo. Formulas
infantis fortificadas também se mostram eficazes na manutencao da viabilidade
das células do ligamento, por um periodo de quatro horas. Além disso, essas
formulagbes em pd ndo requerem armazenamento especial, tendo uma vida (til
de 18 meses (Pearson et al. 2003).

O leite de soja é uma solucdo aquosa a base de extrato de soja, rica
em proteinas, aminoacidos, vitaminas e minerais esssenciais (Moazami et al.
2012; Silva et al. 2012). Essa solugdao nao contem colesterol ou lactose e seu
nivel de gordura saturada é extremamente baixo (Ng et al. 2008; Wang et al.
2002). Apresenta pH adequado e osmolaridade fisiolégica (Silva et al. 2012).
Além disso, pode atuar na prevencao de doencas croénicas como aterosclerose,

cancer, osteoporose e desordens da menopausa (Liu et al. 2002), apresenta



excelentes propriedades que indicam favorecer o crescimento celular e
atividades bioquimicas (Scalabrini et al. 1998). Estudos recentes mostraram
que leite de soja apresentou potencial na manutencdo da viabilidade celular,
podendo ser recomendado como meio alternativo para armazenagem de

dentes avulsionados (Moazami et al. 2012; Silva et al. 2012; Moura et al. 2012).

2.4- Estudos in vitro x Estudos in vivo

Diversas metodologias sdo empregadas para simular a condicao
clinica de avulsdo dentaria, podendo estas ser in vitro ou in vivo, em animais
testes (Andreasen & Andersson, 2011). Normalmente, nos estudos in vitro que
avaliam meios de armazenagem para dentes avulsionados, sdo empregados
os testes de viabilidade celular (Gopikrishna et al. 2008a; Moazami et al. 2012).
Estes determinam células viaveis e ndo viaveis, sendo capazes de fornecer
informacdes gerais das células. Esses testes tornaram-se ferramenta essencial
em qualquer laboratério, podendo ser realizados por meio de estudos

baseados em células e testes laboratoriais clinicos (Kim et al. 2011).

Os principios dos testes estao relacionados a presenca de danos na
membrana celular. Células com membranas intactas podem excluir
determinados corantes, diferindo-se das células mortas. Entre os diversos
testes e métodos de viabilidade celular, o teste por exclusdo do azul de tripan
com o hemocitdmetro é o mais utilizado (Kim et al. 2011), por envolver técnica
rapida e de facil desempenho (Sigalas et al. 2004). Esse método determina se
as células estéao vitais ou nao vitais, com base na analise da integridade da
membrana plasmatica celular. No entanto, a sensibilidade deste método é
relativa, devido a ndo caracterizagéo do estado metabdlico das células, ou seja,
a membrana plasmatica pode permanecer intacta, sem a ceélula ter qualquer
atividade metabdlica (Tatnall et al. 1990). Dessa forma, este método néo faz

distincéo entre as células que estdo em processo de apoptose e necrose.

O estado de uma célula do ligamento periodontal viavel é crucial

para a prevencao de reabsorcdo apos reimplante (Rajendran et al. 2011). Foi



demonstrado que ensaios de proliferagdo in vitro sdo muito sensiveis para
mensurar a viabilidade celular, devido ao tempo de tratamento extraoral e as
condicbes de armazenamento, preferencialmente as técnicas de exclusdo ou
fixacdo celular (Lekic et al. 1998). Além disso, ha possibilidade de ocorrer erros
durante as etapas do processo, na contagem de células com a camara de
Neubauer. No entanto, tais erros também estdo susceptiveis em outros testes,
como na citometria de fluxo (Kim et al. 2011). Alternativamente, este teste foi
introduzido com bom desempenho e melhor reprodutibilidade. Entretanto, esse
tipo de teste demanda maior tempo, complexidade e alto custo (Jones & Senft,
1985).

Outro método para avaliar viabilidade é por analise da funcéo
metabdlica celular, utilizando o Ensaio MTT (3-[4, 5-dimetiltiazol-2-il] -2, 5-
difenil tetrazolio brometo). E um composto hidrossoltvel facilmente incorporado
pelas células viaveis, e reduz o metabolismo pela acdo das desidrogenases. O
MTT é convertido em cristais de formazan, armazenados no citoplasma celular
e posteriormente solubilizado por dimetilsulfoxido (DMSO). A viabilidade celular
e a atividade metabdlica sdo quantificadas pela quantidade de formazan
produzido, a qual é expressa como um valor de absorbancia, analisada por
espectrofotometria (Mossmann, 1983; Andrighetti-Fréhner et al. 2003; De
Souza et al. 2010). Entretanto, estudos que utilizaram como metodologia o
ensaio de MTT perceberam que substancias coloridas afetam a medida de
absorbéancia, de modo que o valor tende a ser maior do que o indicado (Smee
et al. 2002; Hwang et al 2011).

Uma metodologia alternativa € o vermelho neutro, também indicado
para ensaios de viabilidade celular (Silva et al. 2008). Trata-se de um corante
cationico fraco de cor vermelho neutro que penetra facilmente nas membranas
celulares por difuséo e se acumula intracelularmente em lisossomos de células
vivas. As alteracbes provocadas nas células podem resultar em uma menor
captacdo e ligacdo desse corante. A quantidade de corante acumulado é
diretamente proporcional a quantidade de células viaveis. Assim, por meio da

absorbancia é possivel avaliar o nivel de danos causados as celulas.



Alguns estudos tém utilizado fibroblastos isolados a partir de outras
fontes nao provenientes do ligamento periodontal (Hiltz & Tope, 1991; Trope,
1992). Apesar da sua morfologia semelhante, fibroblastos de labio, gengival, ou
de pele, ndo se comportam, em cultura, da mesma maneira as células do
ligamento periodontal (Marino et al. 2000). As taxas de produc¢éo de proteina e
coldgeno sédo maiores nas células do ligamento (Oikarinen & Seppa, 1987), os
niveis de fosfatase alcalina sdo mais elevados (Somerman et al. 1988), e as
taxas de crescimento também sdo significantemente diferentes (Mariotti &
Cochran, 1990). Portanto, fibroblastos obtidos a partir de fonte diferente do
ligamento periodontal podem n&o refletir com precisdo a capacidade dos
fibroblastos do ligamento permanecerem viaveis em cultura (Marino et al.
2000). Embora estes estudos possam auxiliar nestas analises, é necessario

complementos para resultados mais confiaveis (Rajendran et al. 2011).

Sendo assim, estudos in vivo devem ser concebidos para testar as
mesmas solu¢cdes de um modo clinico mais relevante. Esses estudos in vitro
podem apresentar reacdes divergentes as observadas histologicamente,
quando se avalia processo de reparo no periodonto, como reabsorcao, e
anquilose (Sigalas et al. 2004). Portanto, experimentos com animais para
analises histolégicas sdo sugeridos (Hwang et al. 2011) para se obterem

resultados potencialmente compativeis com a realidade clinica.
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3. PROPOSICAO

O presente estudo foi dividido em duas etapas sequenciais e complementares
Etapa 1 — Estudo in vitro

Tem como objetivo avaliar o potencial da agua de coco com pH ajustado e do
leite de soja em manter a viabilidade de células PDL comparando-os ao leite
integral bovino, leite desnatado bovino e HBSS em dois periodos
experimentais, 50 minutos e 24 horas, por meio do teste de exclusdo azul de

tripan.

Etapa 2 — Estudo in vivo

O presente estudo in vivo tem como objetivo avaliar o processo de reparo do
periodonto quantitativamente e qualitativamente de dentes de céaes
reimplantados apGs armazenagem em leite integral bovino, leite de soja e agua

de coco com pH ajustado, por meio de analise histomorfométrica e uCT.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de
Animais, pela Universidade Federal de Uberlandia (CEUA/UFU), protocolo n°.
101/11. A apresentacdo seré detalhada em etapa 1 — Estudo in vitro e etapa 2

— estudo in vivo.
4.1. Estudo in vitro

Foram utilizados nesse estudo 11 cdes da raca Beagle adultos (18
meses) obtidos do Biotério da Universidade Federal de Santa Catarina. Os
animais foram pré-anestesiados com sulfato de atropina 1% (Atropion; Ariston
Indastrias Quimicas e Farmacéuticas, Sao Paulo, SP, Brasil; 0.04 mg/kg). Apés
um periodo de 5 minutos, os animais foram anestesiados intramuscularmente
com cloridrato de xilazina 2% (Anasedan; Agribrands do Brasil Ltda, Paulinia,
SP, Brasil; 1mg/Kg) e cloridrato de Ketamina (Dopalen; Sespo Industria e
Comeércio Ltda, Jacarei, SP, Brasil; 15mg/Kg) para obtencdo da anestesia
geral. Foi realizada antissepsia da cavidade bucal com solu¢do de clorexidina
0,2% (Rioquimica Industria Farmacéutica Ltda. S&o José do Rio Preto), e apos
a colocacdo de campos estéreis, a submucosa dos caes foram anestesiadas
com mepivacaina 2% com adrenalina 1:100.000 (DFL Industria e Comércio
S.A., Rio de Janeiro, RJ) para obtencdo de hemostasia. Inicialmente realizou-
se uma sindesmotomia cortante com bisturi (Duflex S.A., Rio de Janeiro, RJ) e
lamina 11 (Feather Safety Razor Co., Ltd., Osaka, Japéo) no sulco gengival,
em direcdo a crista 0ssea, até sentir-se a resisténcia 0ssea, complementada
com acgdo de sindesmotomo (Duflex), e a seguir a exodontia foi realizada
cuidadosamente com férceps pediatricos (Duflex) e movimentos suaves de
luxacdo. Foram extraidos 52 pré-molares inferiores, e seccionados, separando
as raizes por meio de broca diamantada n° 2200 (KG Sorensen, Barueri, SP,
Brasil) (Figural).



Figural. Raizes seccionadas para extracao.

As 104 raizes obtidas foram randomizadas e divididas em 13 grupos
(n=8):
Grupo | (Controle positivo): os dentes foram avaliados imediatamente apos a

extracao;

Grupo Il (Controle negativo): os dentes foram mantidos secos sobre uma

superficie durante 30 minutos e 24 horas;

Nos demais grupos, os dentes foram mantidos secos por 30 minutos
e armazenados em 5 diferentes solu¢cdes de armazenagem para dentes
avulsionados (Figura 2), com 2 periodos experimentais diferentes: 50 minutos

e 24 horas, mantidas sobre refrigeracao a 4°C.

Grupo lll: Agua de coco (Ducoco, Itapipoca, CE, B): com pH ajustado para 7

com uso de trietanolamina (Bothanica, Uberlandia, MG, Brasil);

Grupo IV: Solucdo Balanceada de Hanks — HBSS (Cultilab, S&o Paulo, Brasil);



Grupo V: Leite Integral (Italac Integral, Italac, Corumbaiba, GO, Brasil);
Grupo VI: Leite Desnatado (Italac Desnatado, Italac, Corumbaiba, GO, Brasil);

Grupo VII: Leite de soja (Sollys Original, Nestlé, Araras, SP, Brasil).

Figura 2. Solucbes experimentais utilizadas para armazenar os dentes
avulsionados. A) Grupo lll — agua de coco. B) Grupo IV — Solugédo Balanceada
de Hank’s. C) Grupo V — leite integral. D) Grupo VI — leite desnatado. E) Grupo

VII — leite de soja.



Cada dente apds o periodo experimental, foi lavado com solucéo
tampéo fosfato-salino, PBS (LGC Standards, Teddington, UK) 0,1M por 3
vezes, e incubado por 30 minutos em tubos de 2 ml contendo 500 pl de
0,2mg/ml * de colagenase - CLS Il (Cooper Biomedical, Malvern, PA, USA) e
2,4mg/ml * de solucéo dispase Il (Gibco, Taastrup, Denmark) em PBS. Ap6s o
periodo de incubacéo, foi acrescentado 20 ul de soro fetal bovino — FBS
(Invitrogen, New Jersey, USA) para inativacdo enzimatica. Todos os tubos
foram centrifugados durante 5 minutos a 110 x g. O sobrenadante que se
formou foi removido, o pellet foi re-suspendido, e as células foram misturadas
com azul de tripan 0,4%. Aliquotas de 10 ul da suspenséo celular e a mesma
proporcao do corante azul de tripan foram adicionadas no hemocitbmero para
determinar o numero de células viaveis e ndo viaveis, com 0 uso de um
microscépio de luz no aumento de 20x (Figura 3). A contagem para cada dente
foi realizado por um Unico examinador cego e calibrado, e o niumero de células

viaveis foram calculados por porcentagem.
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Figura 3. A) Sobrenadante formado. B) Suspenséao celular com azul de tripan

para contagem no hemocitémetro.



4.1.2. Andlise Estatistica

A porcentagem obtida de cada célula contada por grupo, 50 minutos
e 24 horas se apresentaram dentro do padrao de normalidade da distribuicdo
dos dados e homogeneidade das variancias. Desta forma foram realizadas
duas analises estatistica destes dados. Na analise inicial, buscando comparar
os fatores em estudo: meio de armazenagem e periodo experimental, os dados
foram analisados com ANOVA fatorial seguido do Teste de Tukey. Na segunda
andlise, para avaliar a diferenga na viabilidade celular entre os grupos controle
positivo, controle negativo, e os demais grupos de solucdes avaliadas em cada
tempo de avaliacdo, os dados foram analisados com ANOVA em fator Unico
seguido do Teste de Dunnet. Em todos os testes realizados, os grupos foram
considerados com diferencga estatistica significante: P = 0,05.

4.2. Estudo in vivo

Foram utilizados os mesmos caes da raca Beagle adultos utilizados
na etapa 1 deste estudo. Estes animais foram submetidos ao mesmo protocolo
de anestesia, descrito na etapa 1, para extracdo dos incisivos centrais,
intermédios e laterais superiores e inferiores, de forma menos atraumatica
possivel, a fim de simular avulsdo dental. Quarenta e dois dentes foram
extraidos medidos com régua milimetrada (Microdont, Sdo Paulo, SP, Brasil)
(Figura 4), e imediatamente armazenados em uma das 4  solugbes

experimentais durante 50 minutos:



Figura 4. A) Extracdo dos incisivos superiores. B) Realizacdo da

odontometria.

Grupo I: Leite Integral Bovino;

Grupo lI: Leite de Soja;

Grupo lll: Agua de Coco com pH ajustado por trietanolamina

Grupo 1IV: Controle Positivo, os dentes foram irrigados com soro fisiolégico
0.9% e reimplantados imediatamente (Cloreto de Sédio 0.9%, Drogasil S.A,
Uberlandia, MG, Brasil) (Figura 5).

A

Figura 5. A) Dente irrigado com soro fisiolégico. B) Reimplante dental.



ApOs estes procedimentos, os dentes foram reimplantados em seus
alvéolos por meio de pressdo digital suave verificando que o correto
posicionamento dos mesmos no interior dos alvéolos. Os dentes foram entao
fixados aos dentes vizinhos por meio de fixacdo semirrigida. A contencéo foi
realizada envolvendo todo o seguimento anterior (canino direito — canino
esquerdo do arco superior e inferior. Foi realizado condicionamento acido do
esmalte empregando &acido fosforico a 37% em gel (Vigodent, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) durante 30 segundos, remocdo com soro fisiolégico estéril
(Sanobiol, Sdo Paulo, SP, Brasil), aplicacdo de sistema adesivo de frasco
anico, Single Bond 2 Plus (3M ESPE, St. Paul, MN, USA) em duas camadas
seguido da polimerizacdo por 20 segundos em cada dente empregando fonte
de luz LED de alta intensidade (RadieCAL, SDI, Melbourne, Australia).
Incremento de resina composta hibrida, Filtek Z250 (3M ESPE, St. Paul, MN,
USA) foi inserida na face vestibular de todos os dentes e em seguida uma
linha de poliamida de diametro 1mm (Dourado, Sao Paulo, SP, Brasil) foi
estabilizada sobre todos os dentes e fotoativado por 40 segundos (Figura 6).
Foi analisado a oclusdo dos dentes superiores e inferiores para que nao
houvesse interferéncia no fechamento e movimentos de lateralidade. Cuidado
adicional foi dispensado na avaliacdo do espaco entre a contencdo e o

periodonto para que nao favorecesse o acumulo de placa.



Figura 6. Confec¢cdo da contencdo semirrigida. A) Condicionamento &acido. B)
Aplicacéo de sistema adesivo. C) Polimerizacdo do adesivo. D) Incremento de
resina composta hibrida. E) Contencéo semirrigida finalizada arco superior e

inferior.

Todos os animais receberam dose unica 3.000.000 Ul de penicilina
G procaina e 100.000 Ul de penicilina G sédica (Fort Dodge Animal Health



Ltda, Campinas, SP, Brasil), via intramuscular. Os animais foram mantidos em
cuidado permanente de veterinario responsavel em ambiente especifico,
mantendo atividades normais com dieta pastosa.

Decorridos 15 dias do reimplante, os animais foram novamente
anestesiados, a fixacdo semirrigida removida com broca diamantada n° 2200
(KG Sorensen) e turbina de alta rotacdo (Kavo, Joinville, SC, Brasil), foi
avaliado o grau de mobilidade de todos os dentes reimplantados. Com uso de
um raio-X portatil (DIOX, Inter-Kor Inc, Seoul, Coreia do Sul), foram realizadas
radiografias do arco superior e inferior para acompanhamento da condi¢cao
periodontal (Figura 7)Apés 4 semanas do reimplante, foram realizadas as
eutanasias dos animais por aprofundamento anestésico, com aplicacdo de uma
injecdo endovenosa de MPA- Acepromazina (0,2mg/kg) (Fort Dodge Animal
Health Ltda), ap6s um periodo de 15 minutos, administrado Tiopental sddico
10mg/kg (Thiopentax; Cristdlia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda,
Itapira, SP, Brasil), e em seguida Cloreto de potassio 19,1% (1ml/kg) (Fort
Dodge Animal Health Ltda ), por via endonvenosa. Apds constatacdo da morte
os animais foram liberados pelo médico veterinario para retirada das pecas

anatbmicas.



Figura 7. Acompanhamento radiografico. B) Remogdo da contencao
semirrigida. C) Contencdo removida. D) Avaliacdo do grau de mobilidade.

As pecas anatbmicas que envolviam o segmento anterior da maxila
e da mandibula foram retiradas e separadas por regides e devidamente
identificadas, regido superior e inferior, lado esquerdo e direito empregando
serra de fita elétrica (Rioby Limited C.O., Hiroshima-ken, Japao). Em seguida
as pecas anatdmicas foram fixadas em solucdo formalina a 10% durante 48
horas, em temperatura ambiente (Figura 8). Apds este periodo os espécimes

foram mantidos em solucdo tampéao, PBS.



Figura 8. A) Pecga anatomica removida e dente reimplantado identificado.
B) Bloco mantido em solucéo formalina a 10% para fixagao.

4.3. Analise por UCT

Foram selecionados 3 espécimes por grupo, € montados em
dispositivo especifico para estabilizacgdo da amostra facilitando o
posicionamento individualmente no interior  do microtomografo
computadorizado (SkyScan 1174v.2; SkyScan N.V., Kontich, Belgium) com
resolucdo isotropica de 22.6 pm. As imagens de cada espécime foram
reconstruidas com uso de software (NRecon v1.6.4; SkyScan), o qual obtém
cortes axiais da estrutura interna das amostras. O software Data Viewer v.1.4.4
(SkyScan) foi utilizado para avaliar o periodonto e areas de reabsorcdes
(Figura 9).



Figura 9. Analise uCT. A) Equipamento pCT utilizado (SkyScan 1174). B)

Reconstru¢do volumétrica do bloco contendo osso alveolar e os dentes
reimplantados. C) Imagem PCT linear representando o bloco osso alveolar e

dente. D) Cortes axiais da estrutura interna das amostras. Escala bar = 1 mm.



4.4. Andlise Histomorfométrica

Apoés a analise por UCT os blocos foram descalcificados em acido
férmico a 10% (Neon, Ipiranga, S&o Paulo), seccionados em trés tercos
(cervical, médio e apical) com uso de navalha, diafanizados por meio de alcool
em diversas concentragOes (Allkimia, Campinas, S&o Paulo) e xilol (Allkimia,
Campinas, Sdo Paulo), e incluidos em parafina (Allkplast, Campinas, Sao
Paulo). Foram realizados cortes transversais semi-seriados com intervalo de 50
pum entre estes, espessura de 5 pum com uso de micrétomo automatizado (Leica
RM 2145, Penssylvania, EUA) e corados por hematoxilina e eosina para
andlise histologica (Figura 10).

Figura 10. A) Espécime seccionado em tercos e preparado para iniciar o
processamento histoloégico. B) Realizagdo dos cortes semi-seriados em

micrétomo automatizado (Leica RM 2145).

Para a analise histomorfométrica foram selecionados cinco cortes de
cada segmento de raiz, sendo 15 cortes por dente de cada grupo experimental.
As imagens foram capturadas com aumento de 4X, usando camera digital
(DXM-1200, Nikon, Tokyo, Japao) acoplada ao microscopio optico (Eclipse
E200, Tokyo, Japdo). As imagens de todo o perimetro das raizes foram

utilizadas para medicao (um) dos eventos de reparo presentes, empregando



software Motic Images Advanced verséo 3.2 (Moticam Pro 252B, Tokyo, Japao)
(Figura 11).
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Figura 11. Mensuracdo em pm do perimetro radicular empregando software
Motic Images Advanced versao 3.2.

O total de 3.683 imagens de todos os grupos foram analisadas. As
areas foram avaliadas de acordo com as caracteristicas observadas:
periodonto normal, area reabsorvida reparada, reabsorcdo inflamatéria,
anquilose, reabsorcéo por substituicdo, e reabsorcao superficial (adaptado de
Saito et al. 2010 e Andreasen, 1980) (Figural?2).



Figura 12. A) Periodonto normal — PDL com fibras colagenas organizadas e
camada de cemento (linha). B) Reabsorcédo superficial com areas de cavidades
(seta). C) Area de reabsorcéo radicular inflamatéria com destruicio de dentina
radicular (seta). D) Tecido 6sseo ocupado por area de dentina reabsorvida
(seta), caracterizando reabsorc&o por substituicdo. Area de anquilose pode ser
observada (seta vazia). E) Presenca de tecido reparado (linha) e fibras do PDL

reorganizadas (aumento com objetiva 10X).



A é&rea total e a area de cada evento foram avaliadas por raiz e
foram mensuradas em micrometros e valores absolutos foram convertidosem
porcentagem para andlise estatistica. SPSS Statistics (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA) foi usado para a andlise estatistica. Todos os dados sédo apresentados
como valor da média + DP (desvio padrdo). Os dados nao apresentaram
distribuicdo normal e homogeneidade de variancia e portanto foi empregado
analise ndo paramétrica por meio dos testes Teste Kruskal-Wallis e Teste Dunn
(a = 0.05), O Teste Mann-Whitney U foi usado para definir a diferenca
estatistica para cada condi¢cdo do periodonto entre cada grupo comparado com

0 grupo controle.
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5. RESULTADOS

5.1. Etapal - Estudo in vitro

As médias e o desvio padrdo do nimero de células viaveis para as 5
diferentes solucdes experimentais e 0s 2 periodos analisados estdo na Tabela
1. No periodo inicial, o leite desnatado resultou em porcentagem significante
menor de células viaveis que os grupos leite de soja e dgua de coco. Nao
houve diferenca significante entre leite integral, &gua de coco, HBSS e leite de
soja. No periodo de 24h, o leite de soja resultou em porcentagem
significativamente superior de células viaveis que HBSS, leite desnatado e leite
integral. A agua de coco demonstrou desempenho similar ao leite integral, e
ambas solucdes resultaram em porcentagens significativamente superior de
células viaveis que o leite desnatado e HBSS. Em rela¢do ao periodo avaliado,
o leite de soja e agua de coco nao foram influenciados pelo tempo de
armazenagem, contudo, os dentes armazenados em HBSS, leite integral e leite
desnatado exibiram significantemente menor niamero de células viaveis apés
24h (Tabelal).

Tabela 1. Média e desvio padréao (SD) em porcentagem de células viaveis e 0s

dados estatisticos foram determinados pelo Teste de Tukey (a = 0,05).

Grupos Média (SD)

Inicial 24 horas
LS — Leite de Soja 80,5 (8,8) 2 78,7 (5,6) "
AC — Agua de Coco com pH ajustado 79,8 (6,4) ** 74,5 (6,2) "B2
HBSS — Solucéo Balanceada de 78,9 (6,4) B2 39,9 (8,3) <°
Hank’s
LI — Leite Integral 76,6 (5,4) AP2 64,8 (11,3) ®°
LD — Leite Desnatado 68,1 (6,0) B2 40,8 (15,0) <°

Diferentes letras indicam diferenca estatistica significante (P < 0,05) verificada
por ANOVA two-way e Teste de Tukey (P < 0,05). Letras maiulsculas

representam comparagdo entre os tipos de meios de armazenagem (analise



na direcao vertical), e letras minUsculas representam comparacdo entre 0s

periodos de armazenagem (analise na direcédo horizontal).

O teste ANOVA em fator Unico demostrou diferenca significativa entre os
grupos experimentais e controles para o periodo inicial (Tabela 2). O Teste de
Dunnett demostrou que para o periodo inicial, o grupo controle positivo teve
namero de células viaveis significantemente superior aos grupos controle

negativo e leite desnatado.

Tabela 2. Média e desvio padrao (SD) em porcentagem de células viaveis para
0 controle e grupos experimentais no periodo inicial, com o valor de P

calculado pelo Teste Dunnett.

Grupos Médias (SD) Valorde P Valorde P

Controle Controle

Positivo Negativo
CP- Controle Positivo 83,1 (11,6) - 0,005*
CN — Controle Negativo 71,5 (12,8) 0,005* -
LI — Leite Integral 76,6 (5,4) 0,826 0,128
LD — Leite Desnatado 68,1 (6,0) 0,001* 0,824
LS — Leite de Soja 80,5 (8,8) 0,924 0,085
AC — Agua de coco com pH 79,8 (6,4) 0,663 0,204
ajustado
HBSS — Solucéo Balanceada de 78,9 (6,4) 0,269 0,537
Hank’s

* indica diferenca estatistica significante entre os grupos experimentais e 0s

grupos controle.

O teste ANOVA em fator unico demostrou que houve diferenca
estatistica significante entre 0os grupos experimentais e controle também no
periodo de 24h (Tabela 3). O leite de soja e agua de coco resultaram em
viabilidade celular similar ao grupo controle positivo. No periodo 24h, os grupos
de leite desnatado, leite integral, HBSS e controle negativo demonstraram



niveis de viabilidade celular significativamente inferior que o grupo controle
positivo. Nesse mesmo periodo o controle negativo ndo apresentou células

viaveis.

Tabela 3. Média e desvio padréao (SD) em porcentagem de células viaveis para
0 controle e grupos experimentais no periodo 24 horas, com o valor de P

calculado pelo Teste Dunnett.

Grupos Médias (SD) Valor de Valorde P
P Controle

Controle Negativo

Positivo
CP- Controle Positivo 83,1(11,6) - <0,001*
CN — Controle Negativo 0,0 (0,0) <0,001* -
LI — Leite Integral 64,8 (11,3) 0,002* <0,001*
LD — Leite Desnatado 40,8 (15,00 <0,001* <0,001*
LS — Leite de Soja 78,7 (5,6) 0,823 <0,001*

AC — Agua de coco com pH ajustado 74,5 (6,2) 0,270 < 0,001*

HBSS — Solucéo Balanceada de 39,9 (8,3) <0,001* <0,001*

Hank’s

* indica diferenca estatistica significante entre os grupos experimentais e 0s

grupos controle.

5.2. Estudo in vivo

Os valores de percentual de ocorréncia de cada um dos eventos de reparo
analisados para o0 grupo controle e 0s 3 grupos experimentais estao
demonstrados nas Figuras 13 a 18. O teste de Kruskal-Wallis demonstrou que
o fator em estudo condi¢cdo do periodonto foi significantemente diferente entre
os grupos (p < 0.001). O tesde de Dunn’s demonstrou que a condigédo

periodontal normal do periodonto foi significantemente a mais prevalente entre



0os eventos de reparo analisados (p < 0.001) independente do grupo. A
reabsorcédo superficial foi significantemente mais prevalente que as demais
condicdes de periodonto reparado (p < 0.001), independente do grupo
analisado. O nivel de anquilose foi estatisticamente superior para o leite de soja
que para o grupo controle (p = 0.034). Todas as solu¢gdes de armazenagem
apresentaram condi¢cdes periodontais similares compradas com o0 grupo
controle (p = 0.763).
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Figura 13. Andlise Histolégica de todos 0s grupos experimentais para a
condicdo periodonto normal (p < 0.001, Kruskal-Wallis). Erro de barras
representa desvio padréo.
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Figura 14. Analise Histologica de todos 0s grupos experimentais para a
condicdo reabsorcao superficial (p < 0.001, Kruskal-Wallis). Erro de barras

representa desvio padréo.
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Figura 15. Analise Histologica de todos 0S grupos experimentais para a
condigcdo reabsorcao inflamatéria (p < 0.001, Kruskal-Wallis). Erro de barras

representa desvio padrao.
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Figura 16. Andlise Histolégica de todos 0s grupos experimentais para a
condicdo reabsorcdo por substituicdo (p < 0.001, Kruskal-Wallis). Erro de

barras representa desvio padréo.
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Figura 17. Analise Histologica de todos 0s grupos experimentais para a
condicdo reabsorcdo reparada (p < 0.001, Kruskal-Wallis). Erro de barras

representa desvio padréo.
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Figura 18. Analise Histologica de todos 0s grupos experimentais para a
condicdo anquilose. * demonstra que o0 grupo leite de soja apresentou
estatisticamente nivel superior de anquilose em relagdo ao grupos reimplante
imediato (P = 0.034; Teste de Dunn’s). Erro de barras representa desvio

padrao.

A analise por UCT demonstrou que o periodonto normal foi a
condigcéo periodontal mais prevalente para todos os grupos (Figura 19). O leite
de soja apresentou mais areas de anquilose do que os demais grupos. A
condicdo reabsorcdo verificado por UCT ndo € possivel ser classificada em
diferentes tipos como da forma como foi realizado na andlise

histomorfométrica.



Figura 19. Analise uCT. A) Imagens de PCT linear representando o bloco osso
alveolar e dente do grupo RI. B) Imagens de uCT linear representando o grupo
LS. C) Imagens de uCT linear representando o grupo AC. D) Imagens de uCT
linear representando o grupo LI. Setas brancas demonstram presenca de
reabsorcéo e setas pretas demonstram presenca de anquilose. Escala bar = 1

mm.
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6. DISCUSSAO

Considerando o estudo in vitro a agua de coco e leite de soja tiveram
desempenhos similares no periodo inicial e resultou em nivel de viabilidade
celular no periodo de 24h significativamente superior ao leite desnatado, leite
integral, e HBSS. A agua de coco e leite de soja resultaram em viabilidade
celular similar ao nivel obtido pelo controle positivo. Os resultados obtidos no
estudo in vivo, a agua de coco e o leite de soja obtiveram desempenho similar
ao leite integral. No entanto, o leite de soja teve significantemente mais

anquilose do que o dente reimplantado imediatamente (grupo controle).

No estudo in vitro, o uso de dentes extraidos para simular casos de
avulsdo tem sido recomendado em outros estudos prévios (Gopikrishna et al.
2008ab; Moazami et al. 2012). Buscando representar melhor este
procedimento, nos quais os dentes normalmente permanecem secos e em
seguida sdo armazenados em algum meio, no presente estudo in vitro os
dentes foram mantidos secos durante 30 minutos (Huang et al. 1996; Chamorro
et al. 2008). Os periodos de armazenagem estabelecidos no delineamento
experimental da etapa 1 deste estudo (50 minutos e 24 horas ) representam as
duas situacdes extremas que pode ocorrer, 0 armazenamento a curto e em

longo prazo.

Para este estudo foram usados cdes como modelo experimental,
devido a melhor representatividade aos humanos em relagdo ao processo de
reparo (Sottovia et al. 2010; Boer et al. 2008; Azevedo et al. 2007). Contencao
semirrigida foi usada na etapa 2 deste estudo por um curto tempo (15 dias),
tempo este que nao interfere negativamente no reparo dos dentes
reimplantados (Sottovia et al. 2010). Apesar de alguns estudos realizarem o
tratamento endondoético previamente ao reimplante, no presente estudo esse
tratamento nao foi realizado. Foi observado baixo nivel de reabsorcao radicular
por inflamacéo entre os grupos, suportando que o tratamento endoddntico pode
ser adiado sem prejudicar o processo de reparo no periodonto (Azevedo et al.
2007). A associacao do histolégico e uCT usado neste estudo demonstrou ser

altamente vantajoso para ilustrar a extensdo de reabsorcdo e anquilose sem



causar nenhum dano aos espécimes. Entretanto esta metodologia ndo é capaz
de clarificar o tipo de reabsor¢éo observada em cada regido. Por outro lado, a
analise histoldgica foi suficiente para identificar o tipo de reabsor¢cdo em cada
corte do dente, entretanto é dificil ter a analise integral do elemento dental por

inteiro.

Considerando que o tratamento ideal para dente avulsionado é o
reimplante imediato, 0 meio de armazenagem apropriado deve ter desempenho
similar a este tratamento. No estudo in vitro, este requisito foi analisado no
periodo inicial avaliado, onde todos 0os meios de armazenagem apresentaram
habilidade similar em manter a viabilidade das células. Esta similaridade pode
ser atribuida ao uso das préprias células no sistema homeostatico para manter
a fisiologia normal (Blomlof & Osttekog, 1980). Durante este periodo, 0s
nutrientes presentes no meio de armazenagem nao foram consumidos para a
manutencdo da viabilidade celular. Ap6s 2 h em condicBes extra orais, as
células consomem seus préprios metabdlitos armazenados, requerendo uma

fonte de nutrientes adicional para preservar sua viabilidade (Andreasen, 1981).

No estudo in vivo este requisito de similaridade ao reimplante
imediato também foi observado entre os grupos, o qual confirma a habilidade
do leite integral em preservar a viabilidade das células PDL, como demonstrado
in vitro para o0 mesmo periodo avaliado. Agua de coco com pH ajustado,
testado neste estudo, resultou em desempenho similar ao leite integral em
periodonto reparado, este ultimo considerado como padrao ouro pela literatura.
Entretanto, € importante notar a variabilidade dos resultados observados para
agua de coco foi menor do que no leite integral. Os valores nutricionais da agua
de coco séo fatores importantes que permitem o crescimento celular e sua
viabilidade, como demonstrado no presente estudo in vitro durante o periodo
de 24h avaliado. Porém, estudos in vitro apresentam resultados contraditorios
da efetividade desta solugdo como meio de armazenagem (Gopikrishna et al.,
2008ab; Moreira-Neto et al., 2009; Souza et al.,, 2011) que podem estar
relacionados com o ajustamento prévio do pH. Agua de coco tem um pH &cido,

o0 qual é deletério para 0o metabolismo celular (Moreira-Neto et al. 2009), no



presente estudo o pH da &gua de coco foi ajustado para 7.0 com
trietanolamina, a qual demonstra inibir inflamacdo (Ramsay et al. 1990), outro

possivel fator que pode explicar a performance da agua de coco.

No estudo in vitro os meios de armazenagem tradicionais avaliados
nao foram capazes de manter o nivel inicial de viabilidade celular durante 24h.
Apesar das recomendacdes clinicas para o uso de HBSS como meio de
armazenagem para dentes avulsionados (Trope, 2011; Andersson et al. 2012),
ndo ha um consenso quanto a sua capacidade de preservar a viabilidade
celular a longo prazo (Blomlof & Osttekog, 1980; Souza et al. 2010; Souza et al.
2011). No presente estudo in vitro, a reducdo da viabilidade ao longo do tempo
pode ser devido a alteracdes de seus componentes que nao nutrem as células
a partir de 6h (Souza et al. 2010). Este aspecto foi também observado nos
grupos leite integral e leite desnatado, os quais alteram o nivel de desempenho
apresentado inicialmente. Postula-se que o pH do leite decresce ao longo do
tempo, criando ambiente inadequado para a sobrevivéncia das células (Blomlof

& Osttekog, 1980).

Os resultados obtidos no estudo in vivo do grupo leite de soja sao
contraditérios ao presente estudo in vitro e em outros estudos recentes que
utilizam células PDL e fibroblastos (Moazami et al. 2012; Silva et al., 2012). No
estudo in vitro o leite de soja mostrou resultados promissores e similares a
agua de coco em longo prazo. No estudo in vivo leite de soja demonstrou nivel
similar de periodonto normal aos demais grupos analisados, entretanto este
grupo resultou em um nivel significantemente superior de anquilose comparado
ao grupo reimplante imediato. Este aspecto confirma a importancia de estudos
in vivo para validar resultados in vitro, considerando que alguns fatores estao
envolvidos como o manuseio do dente e a presenca de varios tipos celulares
(Sottovia et al. 2010).

O presente estudo demonstrou que a associacdo de analise
histologica e por MCT para estudo in vivo € um método promissor para

identificar melhor os tipos de reabsorc¢des e areas reparadas, bem como avaliar
a extenséo total do periodonto.



Na avaliacéo in vivo ficou evidenciado que agua de coco e leite de
soja tiveram desempenho similares ao leite integral como meio de
armazenagem em relacdo a resposta periodontal apds o reimplante. Entretanto
a agua de coco demonstrou menor variabilidade da condicdo periodontal
comparado ao leite de soja. Este fator sugere que maior homogeneidade de
desempenho da agua de coco que ndo é tdo influenciada por fatores
especificos do individuo como demonstrado pelo leite de soja. Frente a todos
estes parametros analisados neste estudo sequencial pode-se inferir que
dentre as solucbes testadas a agua de coco demonstrou ser a solucao de
eleicdo para continuidade de estudos que objetivem o desenvolvimento de
produto especifico a ser distribuido nos ambientes de prevaléncia do trauma
dental e na rede publica de saude para viabilizar melhor armazenagem de

dentes avulsionados.



Concluséao




7. CONCLUSOES

De acordo com as metodologias utilizadas neste estudo pode-se concluir que:

Etapa 1 - Estudo in vitro

No periodo inicial (50 minutos) o leite desnatado apresentou o pior
desempenho na manutencao da viabilidade celular.

No periodo de 24 horas a agua de coco com pH ajustado e o leite de soja
mostraram superior desempenho na manutencao da viabilidade celular que

leite integral bovino e HBSS.

Etapa 2 - Estudo in vivo

O leite de soja resultou em maior nivel de anquilose que o grupo de

reimplante imediato;

A 4gua de coco com pH ajustado apresentou niveis de mensuracdo de
periodonto normal similar ao leite integral e reimplante imediato e menor
variabilidade de resultados que as demais solu¢des testadas demonstrando
ser um meio alternativo superior de armazenagem para dentes

avulsionados até o momento do reimplante.
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Anexo 1. Documento de aprovacgéo do Comité de Etica em Pesquisa.

@ Universidade Federal de Uberdandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduagao
Comissao de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA)
Avenida Joao Naves de Avila, n° 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Ménica - Uberlandia-MG ~
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131, e-mail ceua@propp utu br,
www comissoes. propp ulu br

ANALISE FINAL N° 202/11 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILIZAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAUFU 101/11

Projeto Pesquisa: "Avaliagao da agua de coco para armazenagem de dentes
avulsionados. Estudo experimental em caes”.

Pesquisador Responsavel: Carlos José Soares

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagao e da metodologia apresentadas.

SITUAGAC: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO

OBS: O CEUAUFU L EMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOTOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE A CEUA PARA FINS DE
ANALISE E APROVACAOQ DA MESMA.

AO FINAL DA PESQUISA DEVE SER ENTREGUE A CEUA UM RELATORIO.
OMODELC DESTE ESTA NO SITE

Uberlindia, 14 de dezembro de 2011
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Proi. Dr_ Evandro de Abreu Fernandes
Prasidente da CEUAUFU




