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“"Se 0 sucesso ndo tivesse um custo, todo mundo seria
um sucesso.
Se as conquistas ndo tivessem um custo, todos
seriamos conquistadores.
Se a felicidade ndo exigisse dedicagdo, ela perderia o
sentido.

Temos a tendéncia de pensar em grandes conquistas
levando em conta apenas o resultado final. Mas
geralmente isso é s6 uma gota.

A conquista mesmo esta no fazer, no esforgo, na
dedicagdo, no custo exigido.

Ter uma vida de sucessos ndo significa acumular
troféus e prémios, mas sim estar disposto a

comprometer-se com o custo que esse sucesso exige.”

Autor Desconhecido
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Zandim-Barcelos DL. Efeito do condicionamento radicular na reparagao
periodontal de defeitos tipo deiscéncia. Estudo experimental em caes
[tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;

2009.

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar clinicamente e
histologicamente o efeito do condicionamento quimico da superficie
radicular com acido citrico (AC), tetraciclina hidroclorada (TTC HCI), e
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) na reparacao periodontal de
defeitos 6sseos tipo deiscéncia em caes. Defeitos tipo deiscéncia com 5 x
3 mm foram criados cirurgicamente na face vestibular das raizes mesiais
dos primeiros molares, segundos e terceiros pré-molares superiores de
sete cdes. Assim, em cada animal foram criados seis defeitos que foram
posteriormente submetidos ao acumulo de placa por 45 dias. Apés este
periodo, foi realizado o exame clinico (baseline) dos dentes envolvidos no
experimento e, em seguida, um retalho de espessura total foi rebatido. As
superficies radiculares foram raspadas e os defeitos receberam um dos
seguintes tratamentos: |) irrigacdo com solucado salina estéril (controle); Il)
acido citrico (25%, 3 min); Ill) EDTA (24%, 3 min); IV) tetraciclina
hidroclorada (50 mg/ml, 3 min); V) acido citrico (3 min) + tetraciclina
hidroclorada (3 min); VI) tetraciclina hidroclorada (3 min) + acido citrico (3

min). Apés trés meses de cicatrizacgao, foi realizado o exame clinico final e



Resumo

os animas foram sacrificados para obtengéo dos blocos contendo dente e
tecidos periodontais adjacentes para analise histoldgica. Clinicamente, foi
verificado que houve uma reducdo significativa da profundidade de
sondagem e um significativo ganho de insergcédo clinica em todos os
grupos apoés o tratamento dos defeitos (p < 0.05), porém sem diferenga
estatisticamente significante entre os grupos experimentais (p > 0.05). Em
relacdo aos parametros histolégicos avaliados, também nao foi
constatado uma diferenga significativa entre os grupos (p > 0.05). A
migragao epitelial assim como a formagdo de novo cemento e 0SSO
alveolar foram semelhantes em todos os grupos. Dentro dos limites do
presente trabalho, pode-se concluir que o condicionamento quimico da
superficie radicular com &cido citrico, tetraciclina ou EDTA associado a
cirurgia a retalho e raspagem radicular ndo apresentou um beneficio

adicional na reparacéao de defeitos désseos tipo deiscéncia em caes.

Palavras-chave: Periodontia; regeneracdo; acido citrico; tetraciclina;

acido edético



ABSTRACT



Zandim-Barcelos DL. Effect of root surface conditioning on periodontal
repair of dehiscence-type defects. Experimental study in dogs [tese de

doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2009.

ABSTRACT

The purpose of this study was to clinically and histologically
evaluate the effect of root surface conditioning with citric acid (CA),
tetracycline hydrochloride (TTC HCI), and ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA) on the periodontal repair of dehiscence-type defects in dogs.
Dehiscence defects measuring 5 x 3 mm were surgically created on the
buccal aspect of mesial roots of the maxillary first molars and second and
third pre-molars of seven mongrel dogs. For each animal, a total of six
defects were created and exposed to plaque accumulation for 45 days.
After this period, clinical evaluation (baseline) of all teeth was performed
and a full thickness buccal flap raised. The root surfaces were scaled and
the defects were randomly assigned to one of the following treatments: |)
irrigation with sterile saline solution; Il) citric acid (25%, 3 min); Ill) EDTA
(24%, 3 min); IV) tetracycline hydrochloride (50 mg/ml, 3 min); V) citric
acid (3 min) and tetracycline hydrochloride (3 min); VI) tetracycline
hydrochloride (3 min) and citric acid (3 min). After 3 months of healing, the
clinical parameters (final) were evaluated and the animals were sacrificed
to obtain block sections of the teeth and surrounding tissues for

histological analyses. Clinically, all treatments vyielded significant



Abstract

improvements in terms of probing depth decrease and attachment clinical
level gain compared to baseline values (p < 0.05), however without
significant differences among the experimental groups (p > 0.05).
Epithelial apical migration as well as newly formed cementum and alveolar
bone were similar in all treatment groups. No statistically significant
differences were found among the groups in relation to the histological
parameters evaluated (p > 0.05). Within the limits of this study, it can be
concluded that chemical root surface conditioning combined with flap
surgery and root scaling did not have any additional improvement in

periodontal repair of dehiscence-type defects in dogs.

Keywords: Periodontics; regeneration; citric acid; tetracycline; edetic acid
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INTRODUCAO

A doenca periodontal causa alteragcdes patoldgicas no
periodonto, incluindo a perda de inser¢do de tecido conjuntivo ao
elemento dental, a perda de osso alveolar de suporte e a migragdo do
epitélio juncional ao longo da superficie radicular. A terapia periodontal &,
portanto, direcionada para a paralisacdo da progressao desses eventos,
com o objetivo de estabilizar o prognéstico a longo prazo do periodonto.
Apesar de ser comprovadamente efetiva, esta terapia ndo restaura a
anatomia normal do periodonto. Ao invés disso, o tratamento periodontal
convencional resulta apenas em reparo periodontal em que os tecidos
cicatrizados néo reproduzem nem a arquitetura original nem a funcao dos
tecidos periodontais perdidos em decorréncia da doenga periodontal
(Caton, Zander®®, 1979; Albair et at.?, 1982; Lowenguth, Blieden*®, 1993).

Estudos histoldégicos mostram que a cicatrizagdo apos a
terapia periodontal convencional ocorre pela formagdo de um epitélio
juncional longo e nado pela nova insercao de tecido conjuntivo nas
superficies radiculares acometidas pela doenca periodontal (Caton,
Nyman?', 1980; Caton et al.??, 1980). Assim, a regeneracdo dos tecidos
periodontais (cemento, ligamento periodontal e osso alveolar) é
considerada como um grande desafio na terapia periodontal. O potencial

regenerativo do periodonto pode ser modulado por diversos fatores. A
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natureza das superficies radiculares afetadas pela doenga periodontal
tem sido considerada como um dos fatores que interferem negativamente
na regeneracdo previsivel dos tecidos periodontais (Polson, Caton®’,
1982, Lépez* 1983, Lowenguth, Blieden®®, 1993). O condicionamento
quimico da superficie radicular assim como a regeneracdo tecidual
guiada, os enxertos ésseos, os fatores de crescimento e a combinacao
dos mesmos sao considerados como modalidades terapéuticas para a
regeneracido periodontal (Wikesjd, Selvig®?, 1999).

A superficie radicular exposta a doenca periodontal
apresenta alteragcdes que podem inibir a formacao de nova insercao
conjuntiva, mesmo na presenca de células progenitoras dos tecidos
periodontais (Polson, Caton®®, 1982). A exposicdo as enzimas e aos
metabdlitos bacterianos pode induzir modificacdes fisicas, estruturais,
quimicas na superficie radicular tornando-a um substrato impréprio para a
adesdo de células e desenvolvimento de fibras (Polson, Caton®, 1982;
Polson, Proye®®, 1982; Socransky, Haffajee’®, 1997). Essas alteragdes
incluem: alteracbes na composicao e densidade mineral; reabsorcéao
localizada, perda de matriz colagena e de proteinas nao-colagenas,
retencdo e invasdo de bactérias e adsorcdo de endotoxinas (Selvig®®,
1969, Hatfield, Baumhammers®’, 1971; Aleo et al., 1974; Adriaens et al.’,
1988; Socransky, Haffajee’®, 1997).

Outra alteracdo importante ocorre apds a instrumentacao

mecanica da superficie radicular. No tratamento periodontal, a raspagem
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e o alisamento radicular (RAR) sdo procedimentos que visam a remocao
de depodsitos bacterianos e de calculos dentarios formados supra e
subgengivalmente. Entretanto, a instrumentacdo da superficie radicular
promove a formacdo de uma camada amorfa de debris organicos e
inorganicos denominada smear layer, que pode interferir no processo de
cicatrizagcdo periodontal. Andlises microscopicas demonstram que o
smear layer pode apresentar calculos residuais, remanescentes de
cemento contaminado, bactérias e matriz bacteriana além de proteinas
estruturais (Lasho et al.**, 1983; Chaves et al.**, 1993). Assim, o smear
layer pode atuar como uma barreira fisica interposta entre os tecidos
periodontais e a superficie radicular que inibe ou dificulta a formacao de
nova inser¢cdo além de atuar como um substrato para o crescimento
bacteriano (Nalbadian, Cote®', 1982; Polson et al.>®, 1984; Hanes et al.%,
1991). A remocao efetiva de smear layer poderia entdo aumentar o
potencial para a regeneragao periodontal.

Dessa forma, o condicionamento quimico da superficie
radicular foi proposto com a finalidade de descontaminar a superficie
radicular pela remocao de smear layer, bactérias e suas toxinas, e expor
as fibras colagenas da matriz organica do cemento ou dentina (Wirthlin,
Hancock®, 1980; Daly®®, 1982; Chaves et al.?®°, 1993; Blomlsf et al.™,
2000). Além disso, a desmineralizacdo superficial da superficie radicular
pode favorecer a formacdo e adesao do coagulo de fibrina (Wikesj6é et

al.%%, 1992); retardar ou prevenir a migracdo apical do epitélio (Pitaru et
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al.>*, 1988) e possibilitar a liberacéo dos fatores de crescimento existente
na matriz organica do cemento ou dentina, estimulando a divisdo e
proliferacdo das células do ligamento periodontal (Fardal, Lowenberg®?,
1990; Blomléf, Lindskog®, 1995; Zaman et al.?’, 2000). O condicionamento
quimico das raizes acometidas pela doenga periodontal seria, portanto,
um importante passo inicial para o processo de cicatrizagdo natural e
formacao de uma nova insergéo.

Diversas substancias tém sido empregadas para o
condicionamento quimico da superficie radicular. Dentre as mesmas
destacam-se o acido citrico (AC), a tetraciclina hidroclorada (TTC HCI) e
0 acido etilenodiaminotetracético (EDTA).

O acido citrico foi um dos primeiros agentes quimicos a ser
utilizado. Trabalhos in vitro demonstram que o &cido citrico promove
remocao de smear layer, exposicao e abertura de tubulos dentinarios,
exposicdo do colageno, remocédo de endotoxinas e outros produtos
téxicos, aumento da migracdo e insercao de fibroblastos (Lowenguth,
Blieden*®, 1993; Rompen et al.®3, 1999; Cavassim?*, 2008). Além disso,
evidéncias histolégicas de estudos in vivo em animais, mostram que o
condicionamento radicular com acido citrico aumenta a cementogénese e
a nova insercdo de tecido conjuntivo (Register, Burdick®, 1975; Selvig et
al.%”, 1981; Polson, Proye®®®’ 1982,1983). Por outro lado, os resultados
em humanos variam de uma marcante regeneracédo (Cole et al.?’, 1981,

Albair et al.?, 1982, Common, McFall®®, 1983; Lépez*, 1983;) até uma
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auséncia de resultado benéfico na formagdo da nova insergao conjuntiva
quando comparado apenas com a raspagem e alisamento radicular
(Stahl, Froum’, 1977; Steiner et al.”®, 1981). A reabsorcédo radicular e
anquilose  sao alteragdes geralmente observadas apdés a
desmineralizacdo com acido citrico na terapia cirargica reconstrutiva
(Bogle et al.’®, 1981; Petersson, Aukhil®®, 1986; Claffey et al.?, 1988).

A TTC HCI apresenta um baixo valor de pH e promove uma
desmineralizacdo da superficie radicular comparavel a observada com
acido citrico (Wikesjo et al.2®, 1986). A tetraciclina é um antibiético que
possui alta substantividade, ligando-se a dentina e sendo liberada
lentamente o que mantém a sua atividade antimicrobiana (Baker et al.®,
1983; Wikesjo et al.2®, 1986). Além de promover uma remocao efetiva de
smear layer (Isik et al.*°, 2000; Ishi et al.*8, 2008), o condicionamento com
TTC HCI promove um substrato favoravel para adesdo de fibronectina
que, por sua vez, estimula a adesdo e crescimento de fibroblastos na
superficie dentinaria (Terranova et al.”®, 1986; Trombelli et al.””, 1995).
Estudos também sugerem que a TTC HCI é capaz de inibir a producao de
colagenase (Golub et al.**, 1984) e a secrecdo de TNFa in vitro (Shapira
et al® 1996). Entretanto, trabalhos utilizando a TTC HCI no
condicionamento radicular nao demonstraram efeito adicional na
formagao de nova insercao conjuntiva (Nagata et al.>°, 2005) ou melhora
significante dos parametros clinicos como profundidade de sondagem e

ganho clinico de insercdo (Parashis, Mitsis®?, 1993).
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A utilizagcado do EDTA foi proposta como uma alternativa para
as substancias de baixo pH. Diferentemente dos agentes anteriores, o
EDTA exerce seu efeito desmineralizante quelando ions calcio da
hidroxiapatita em um pH neutro. O condicionamento em um pH neutro
mantém a integridade das fibras colagenas e preserva a vitalidade dos
tecidos adjacentes enquanto os agentes de baixo pH podem dissolver ou
alterar a estrutura da dentina associada as fibras colagenas (Blémlof,
Lindskog®, 1995). O EDTA mostrou ser téo efetivo quanto os agentes de
baixo pH na remocdo de smear layer (Bldmlof, Lindskog®, 1995) e é
considerado superior na exposicao da superficie radicular associada ao

colageno (Bldmlof et al.™

, 1997). No entanto, foi constatado que o
condicionamento com &cido citrico foi mais eficaz na adesédo do coagulo
sanguineo, que constitui a fase inicial do processo de cicatrizacdo, a
superficie radicular do que o EDTA (Leite et al.**, 2009; Baker et al.’,
2000). Além disso, estudos clinicos ndo tém mostrado um beneficio
adicional da utilizagdo do condicionamento com gel de EDTA como
adjunto da terapia cirGrgica (Mayfield et al.*®, 1998; Blémlof et al.'®, 2000;
Sculean et al.®®, 20086).

De maneira geral, existem controvérsias em relacdo ao
beneficio do condicionamento quimico da superficie radicular como
adjunto da terapia periodontal convencional. Alguns trabalhos

demonstram maior insercao conjuntiva e formagao de novo cemento nas

superficies radiculares desmineralizadas, enquanto outros trabalhos néo
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demonstram um beneficio adicional da utilizagdo do condicionamento
quimico em relagdo ao ganho de insercdo clinico e redugcdo da
profundidade de sondagem. Possiveis explicacoes para esses achados
inconsistentes incluem a variagdo no desenho experimental com
diferentes formas de aplicacdo dos agentes quimicos (tempo de uso da
substancia, técnica de aplicacdo, condicdes de armazenamento da
substancia, concentracdo utilizada), adaptacdo inadequada do retalho,
estabilizacdo da ferida cirargica, extensao da instrumentacao mecanica e
inadequada desmineralizacdo da superficie radicular acometida pela
doenca periodontal (Lowenguth, Blieden*®, 1993, Klinge*?, 1997).

Devido a dificuldade de se criar condicdes ideais em relagao
ao desenho experimental e de se obter a evidéncia histoldégica necesséria
em estudos com humanos, nos propusemos a avaliar em um mesmo
modelo animal a reparagéo periodontal apds o condicionamento radicular
com diferentes agentes quimicos que ja tiveram seus parametros de
aplicacao como concentracdo, modo e tempo de aplicacao avaliados em

trabalhos in vitro anteriores.
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O objetivo do presente trabalho foi avaliar clinicamente e
histologicamente o efeito do condicionamento quimico da superficie
radicular com &acido citrico, tetraciclina hidroclorada, e EDTA na reparacao
periodontal de defeitos ésseos tipo deiscéncia criados cirurgicamente em

caes.
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A natureza da superficie radicular acometida pela doenca
periodontal € considerada como um dos fatores biolégicos que pode inibir
a regeneracdo previsivel dos tecidos periodontais perdidos em
decorréncia desta doenca infecciosa. Polson, Caton®® (1982) verificaram a
ocorréncia de migracao epitelial ao longo da superficie radicular até o
nivel da crista 6ssea alveolar ap6s o reimplante de dentes acometidos
pela doenca periodontal em um periodonto saudavel. Portanto, ndo foi
observada formacado de nova insercdo de tecido conjuntivo nas raizes
patologicamente expostas a doencga periodontal. Ao reiplamtar raizes nao
expostas a doenca periodontal em um periodonto reduzido, foi constatado
nova insergdo conjuntiva no mesmo nivel da inser¢cdo pré-existente e
extensdo apical do epitélio apenas ao nivel da juncao cemento-esmalte.
Esses resultados mostraram que a natureza da superficie radicular € um
fator que interfere na regeneracdo dos tecidos periodontais e nédo a
presenca de um periodonto reduzido.

Trabalhos in vivo e in vitro foram desenvolvidos com o
objetivo de determinar alterac6es na superficie radicular que poderiam
torna-la uma superficie apropriada e favoravel ao desenvolvimento de

nova insercdo. Register, Burdick®®®' (1975, 1976) obtiveram resultados
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bastante promissores para a desmineralizagdo &cida da superficie
radicular. Esses autores verificaram que o condicionamento da superficie
radicular com diferentes acidos (acido hidrocloridrico, citrico, fosférico,
tricloroacético e férmico) era capaz de limpar a superficie da raiz e expor
as fibras colagenas, estimulando a nova formacao cementaria e insercao
de fibras colagenas sobre a superficie dental. Melhores resultados para
cementogénese e formacdo de nova insercdao conjuntiva foram obtidos
apos desmineralizacdo com acido citrico (pH 1.0) por 2 a 3 minutos. Ririe
et al.®? (1980) também observaram um maior reparo tecidual nos animais
em que foi realizado a desmineralizagao da superficie radicular com acido
citrico e 0 mecanismo de acao provavel foi a interdigitacao entre as fibras
colagenas da dentina e as fibrilas do tecido conjuntivo. Por outro lado, néo
foi verificada uma diferenca em relacao a formagao cementaria.

Polson, Proye®® (1982) demonstraram que nova insercdo
conjuntiva pode ocorrer na superficie radicular contaminada submetida a
desmineralizacdo acida. Esta nova inser¢cdo desenvolve-se como
resultado da exposicao das fibras da matriz colagena da dentina apds a
desmineralizacdo com 4cido citrico. A exposicao das fibras colagenas, por
sua vez, facilita a adesao da rede de fibrina que inibe mecanicamente a
proliferacao apical do epitélio e possibilita 0 repovoamento da superficie
radicular com células capazes de formar nova insercdo conjuntiva

(Polson, Proye®®°’, 1982, 1983).
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O efeito do condicionamento radicular na cicatrizagao
periodontal também foi avaliado em ambientes desprovidos de células
progenitoras dos tecidos periodontais. Hanes et al.*® (1985) constataram
apos a implantacao parcial da superficie radicular no dorso de ratos (parte
da raiz permanecia exposta ao meio ambiente) que as superficies
condicionadas com &cido citrico apresentavam maior nimero de células e
fibras aderidas a superficie, além de nenhuma migracao apical do tecido
epitelial ser observada.

Resultados desfavoraveis ao condicionamento com acido
citrico também foram obtidos. Petterson, Aukhil®® (1986) verificaram
pequena porcentagem da raiz recoberta por novo cemento e maior
freqiiéncia de anquilose nos defeitos condicionados com &cido citrico,
indicando que esse agente pode retardar ou complicar a cicatrizacao de
defeitos 6sseos do tipo fenestracdo. Esses autores sugerem que a
aplicacdo de acido citrico pode danificar as células do ligamento
periodontal, afetando a sua capacidade de migracdo e insercdo na
superficie radicular. Um aspecto negativo deste trabalho é que nao foi
utilizado um modelo experimental que simulasse a doenga periodontal.

Por outro lado, Magnusson et al.*’ (1985) observaram
reabsor¢do radicular na maioria dos defeitos 6sseos tratados com cirurgia
a retalho com ou sem condicionamento da superficie radicular com &cido
citrico. Esses autores concluiram que o acido citrico ndo podia ser

considerado como a causa das reabsorcdes radiculares. Resultados
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similares foram obtidos por Wikesj® et al® (1991) onde a
desmineralizacdo com acido citrico ndo aumentou a reabsor¢ao radicular
na cirurgia periodontal reconstrutiva. Neste trabalho, reabsorcao radicular
e anquilose ocorreram com elevada freqiiéncia tanto no grupo controle
(soro fisioldgico) como no grupo em que a raiz foi condicionada com &cido
citrico. Porém, o reparo de tecido conjuntivo e a formacédo 6ssea foram
superiores no grupo em que o acido citrico foi utilizado.

Defeitos de furca também foram tratados com o
condicionamento quimico da superficie radicular. Defeitos de furca classe
lIl naturais ou criados cirurgicamente pela remocao 6ssea de defeitos de
furca classe Il naturais em dentes de cées foram tratados com
reposicionamento coronal do retalho e desmineralizagdo com &acido citrico
(Bogle et al."®, 1981). Em ambos os defeitos (naturais e cirdrgicos), houve
a formacdo de nova inser¢cdo conjuntiva. Porém, a porcentagem de
sucesso foi superior nos defeitos induzidos. A anquilose foi um achado
comum sendo mais freqliente nos defeitos naturais.

A TTC HCI foi outro agente utilizado na desmineralizacao
radicular. Claffey et al.?® (1987) verificaram uma regeneracdo coronal da
inser¢do conjuntiva com extensao até a juncado cemento-esmalte na maior
parte dos espécimes condicionados com TTC HCI. A extensdo média de
regeneracdo do 0sso alveolar foi de 62% do comprimento da superficie
radicular exposta (26-94%). Na maioria das superficies, uma area limitada

de reabsorcado radicular foi verificada imediatamente abaixo da jungéo
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cemento-esmalte, porém o reparo estava ocorrendo geralmente com
deposicao de cemento celular na area de reabsorcdo. Estes resultados
devem, no entanto, ser interpretados com cuidado devido ao numero
limitado de espécimes avaliados (2 caes — total de 9 dentes avaliados) e
pela auséncia de grupo controle. Os resultados da aplicagédo de TTC HCL
foram comparados com resultados prévios obtidos apdés o
condicionamento com acido citrico. O ganho de nova inser¢ao conjuntiva
foi similar para os dois agentes quimicos. Porém, os defeitos de
reabsorcao provocados pela TTC HCI apresentavam tamanho limitado em
comparacao com a reabsorcao provocada pelo acido citrico.

Amostras de dentina ndo condicionadas e condicionadas
com diferentes concentragcbes de TTC (200 e 100 mg/ml) foram
implantadas no tecido transcutaneo do dorso de ratos (Frantz, Polson®®,
1987). Apdés 10 dias da implantacdo, constatou-se um aumento
significativo do numero de células inseridas nas superficies tratadas com
TTC, sem diferenca para as diferentes concentragdes, em relagcdo as
superficies nao tratadas. Assim, a dentina desmineralizada com TTC
mostrou ser um substrato mais favoravel para adesdo de células, porém
esse aumento ndo resultou em insergdo de novo tecido conjuntivo.

Nagata et al.®® (2005) avaliaram histologicamente a
cicatrizacdo de defeitos 6sseos tipo deiscéncia apds a desmineralizacao
radicular com TTC HCI (10 mg/ml). A formacédo de nova insercéo, novo

cemento e regeneragdo 6ssea foram similares nos dentes condicionados
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e nao condicionados com TTC HCI, sem diferenca significativa entre os
grupos. A desmineralizacao TTC HCI nao resultou em efeito adicional na
regeneracao dos tecidos periodontais em defeitos ésseos tipo deiscéncia
criados cirurgicamente em macacos. Neste trabalho ndo foi realizada
contaminacao da superficie radicular exposta apds a criacao dos defeitos.

A associacdo da desmineralizacdo acida da superficie
radicular acometida pela doenca periodontal com formacdo de nova
insergao conjuntiva e novo cemento foi utilizada como justificativa para a
realizacédo de trabalhos clinicos em humanos.

Cole et al.?® (1980) utilizaram dentes indicados para
extracdo com o objetivo de avaliar a efetividade da desmineralizacao
acida em dentes humanos acometidos pela doencga periodontal. Uma
marcacao foi realizada na superficie radicular na extensado apical do
célculo para demarcar o nivel apical da raiz patologicamente exposta a
doenca periodontal. Apds raspagem e condicionamento com &cido citrico
(pH 1.0) por 5 minutos, os retalhos foram reposicionados coronalmente e
suturados. Analises histoldgicas mostraram inibigdo da migragéo apical do
epitélio e deposicao de cemento coronalmente a marcacao realizada em
todos os sitios. Regeneracao éssea também foi observada em um nivel
coronal a marcagdo na maioria dos sitios. Esses resultados devem ser
interpretados com cuidado devido a auséncia de grupo controle. Em um
estudo a parte, Steiner et al.”® (1981) duplicaram o desenho experimental

dos autores anteriores para avaliar o efeito do tratamento cirdrgico e da
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raspagem radicular sem o condicionamento com acido citrico. Resultados
histolégicos revelaram migragéo epitelial ao nivel ou apical a marcacgao
radicular, sem evidéncias de nova inser¢ao conjuntiva e formacao de novo
cemento.

O trabalho de Albair et al.? (1982) confirmou o potencial da
desmineralizagdo acida na formagdo de nova insercao conjuntiva em
superficies radiculares acometidas pela doenca periodontal. Dentes com
envolvimento periodontal indicados para extracdo foram tratados
cirurgicamente com raspagem radicular associada ou nado ao
condicionamento com acido citrico e reposicionamento coronal do retalho.
Os espécimes controles ndo apresentaram evidéncia de nova insercéao
conjuntiva apés 15 semanas da cirurgia. Em contraste, 6 dos 9
espécimes do grupo condicionado demonstraram nova insercao de tecido
conjuntivo.

Dentes com bolsas residuais de 5 mm ou mais também
foram tratadas com cirurgia a retalho associada ou ndo ao
condicionamento com acido citrico (Cole et al.?’, 1981). Apds 6 meses do
tratamento, houve melhora significativa dos pardmetros clinicos em
ambos os grupos. O ganho de insercdo médio nas superficies tratadas
com acido citrico foi ligeiramente superior as do grupo sem
condicionamento (2.1 e 1.5 mm, respectivamente). O numero de

superficies que apresentou ganho de insercao maior ou igual a 2 mm foi
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de 60% no grupo com condicionamento e 43% no grupo sem
condicionamento.

O efeito do condicionamento radicular com um gel contendo
acido citrico e TTC apds a raspagem radicular de dentes uniradiculares
com profundidade de sondagem de 4 a 6 mm foi avaliado por Jeong et
al.*' (1999). Apés 12 semanas, foi verificada uma redugéo significativa da
profundidade de sondagem no grupo tratado com raspagem em
associagao ao gel de acido citrico e TTC em relagdo aos grupos tratados
apenas com raspagem ou raspagem com gel de TTC. O ganho de
insercdo clinico foi significativamente maior no grupo tratado com
raspagem e gel de &cido citrico em relacdo ao grupo tratado com
raspagem e gel de TTC. Houve reducéao significativa de espiroquetas em
todos os grupos e reducao significativa de bactérias médveis no grupo
tratado com raspagem e gel de &cido citrico. A mistura de TTC com acido
citrico foi efetiva na melhora dos parametros clinicos e na mudanca da
flora subgengival.

Lopez* (1983) utilizou uma técnica de implantagdo na
regiao da submucosa para avaliar o potencial de nova inser¢cdo em raizes
acometidas pela doenca periodontal que foram desmineralizadas com
acido citrico. Dentes extraidos com doenca periodontal severa foram
raspados e seccionados para obtencdo de amostras da superficie
radicular. Essas amostras foram implantadas na submucosa dos proprios

pacientes. Apds 2 semanas, verificou-se insercdo de novo tecido
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conjuntivo tanto na dentina como no cemento antigo. Apés 6 semanas,
areas de reabsorcao na dentina com extensao variavel foram observadas
e apenas apos 18 semanas foi observada formag¢do de novo cemento
inclusive nas areas de reabsorcado da dentina. Nao houve formacéo de
novo cemento sobre o cemento antigo. Neste estudo houve formacao de
nova insercao conjuntiva e de novo cemento em areas desprovidas de
células progenitoras dos tecidos periodontais. A limitacao deste trabalho
esta na auséncia de amostras ndo condicionadas com &cido citrico para
comparacao dos resultados.

Dentes humanos indicados para extracdo por doenca
periodontal também foram utilizados no trabalho de Common, McFall?®
(1983). Os dentes indicados para extracao foram tratados cirurgicamente
com raspagem radicular e retalho total deslocado lateralmente associado
ou nao ao condicionamento da superficie radicular com acido citrico. Nas
primeiras semanas de pds-operatorio foi constatado clinicamente que o
retalho estava bem adaptado na superficie radicular desmineralizada
enquanto no sem condicionamento o retalho apresentava mobilidade.
Histologicamente foi observado formacgéao de epitélio juncional longo sem
cementogénese nos dentes ndo desmineralizados, enquanto nos dentes
condicionados com acido citrico houve inser¢do de tecido conjuntivo no
novo cemento formado coronalmente a marcacao apical.

Caffesse et al.'® (2000) avaliaram o efeito da

desmineralizacdo radicular com acido citrico no recobrimento radicular
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juntamente com a utilizagdo do enxerto de tecido conjuntivo subepitelial.
Foi verificada reducao significativa na altura e largura da recesséao, e
aumento significativo da largura de tecido queratinizado nos grupos
tratados com e sem o condicionamento radicular. Nao houve diferenga
significativa entre os grupos em relacdo aos parametros clinicos
avaliados.

A desmineralizagdo acida da superficie radicular também foi
avaliada juntamente com a utilizacdo de fibronectina que é considerada
quimiotatica para fibroblastos e células do ligamento periodontal. Caffesse
et al."?% (1987, 1988) avaliaram o efeito do condicionamento radicular
com &cido citrico seguido da aplicacdo de fibronectina na terapia
periodontal cirdrgica tanto em animais como em humanos. No modelo
animal, foi verificada maior proliferacao celular e cicatrizagdo mais rapida
nas superficies tratadas com &cido citrico e fibronectina. No trabalho
clinico em humanos foi constatado maior reducdo da profundidade e
maior ganho clinico de insercdo nos dentes tratados em que a
combinacdo de &cido citrico e fibronectina foi utilizada, confirmando o
efeito benéfico dessa associacdo. Em ambos os trabalhos citados
anteriormente nao houve comparagdao da associagcao dos agentes com
um grupo em que apenas o condicionamento com acido citrico foi
realizado. No trabalho de Claffey et al.?® (1988), defeitos de furca foram
tratados apenas com o condicionamento radicular com &acido citrico ou

tetraciclina, ou com a associacdo desses agentes com a fibronectina. A
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desmineralizacdo com acido citrico resultou freqlientemente em completo
reparo de tecido conjuntivo nos defeitos de furca. A TTC HCI apresentou
potencial similar de reparo de tecido conjuntivo em relagéo ao acido citrico
e ambos apresentaram incidéncias correspondentes de anquilose e
reabsorcdo radicular. A aplicagdo de fibronectina, entretanto, néao
aumentou o reparo de tecido conjuntivo e ndo alterou a freqiiéncia de
reabsorcdo radicular. Também foi verificado em dentes humanos
indicados para extracdo uma maior inser¢cdo de tecido conjuntivo nos
dentes tratados apenas com TTC HCIl em comparag¢do com os dentes que
nao foram condicionados ou condicionados com TTC HCI e fibronectina
(Alger et al.*, 1990). Assim, a adicdo de fibronectina ndo aumentou a
insercao de tecido conjuntivo nos dentes tratados com TTC HCI. A
aplicacao de fibronectina parece inibir o efeito desse agente quimico na
formacao de nova insergao.

Outra aplicacdo do condicionamento quimico da superficie
radicular foi na técnica da Regeneracao Tecidual Guiada (RTG). Muitos
trabalhos in vivo em animais e humanos avaliaram o efeito do
condicionamento radicular juntamente com a utilizagdo de membranas.
No trabalho de Wang et al.®%8' (1993), seis modalidades de tratamento
foram utilizadas em defeitos do tipo fenestracdo criados cirurgicamente
em cées: condicionamento com &cido citrico, TTC ou agua estéril
(controle) associados ou nao a utilizacdo de membranas nao

reabsorviveis. Na andlise autoradiografica, foi constatado que o
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condicionamento radicular com acido citrico e TTC inibiram a proliferacao
celular no periodo inicial de cicatrizagao (1 a 3 dias). Apos 21 dias, nem o
condicionamento com &cido citrico ou TTC mostrou vantagens em relacéao
ao grupo controle. Na analise histoldgica, foi observada uma cicatrizagao
atrasada nos dentes em que a membrana foi utilizada. A presenca de
novo cemento foi verificada com 21 dias apdés o tratamento, sendo a
mesma superior nos grupos condicionados com &acido citrico. A
regeneracao 6ssea foi maior no grupo condicionado com a TTC, porém a
diferenca foi pequena em relagdo demais grupos. Dyer et al.®' (1993)
constataram que o condicionamento com acido citrico ou TTC HCI nao
melhorou os resultados da RTG obtidos apenas com a utilizacdo de
membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFEe). Maior insercéo de
tecido conjuntivo e formacédo Ossea foram significativamente maiores
apenas com a utilizagdo da membrana sem condicionamento. Por outro
lado, Selvig et al.%” (1996) verificaram que o 4cido citrico ndo retardou a
formacdo de nova insercdo conjuntiva quando utilizado em associagcao
com a membrana PTFEe.

Em humanos, defeitos de furca classe Il foram tratados com
membrana PTFEe associada ou ndo ao condicionamento com TTC HCI.
Ap6s 6 meses do tratamento, foi observado melhora dos parametros
clinicos em ambos os grupos sem diferenca significativa entre os mesmos
(Parashis, Mitsis®®, 1993). Trombelli et al.”® (1995) tiveram melhores

resultados no tratamento de recessdes gengivais nos dentes em que foi
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feita a aplicacao de fibronectina na superficie condicionada com TTC em
relacao aos dentes em que foi utilizado apenas membrana PTFEe.

O EDTA foi considerado como uma alternativa para os
agentes 4&cidos utilizados no condicionamento quimico da superficie
radicular. O condicionamento com um agente neutro como o EDTA
demonstrou efeitos benéficos no tratamento de deiscéncias Osseas
criadas em caes em relacao ao grupo tratado com acido citrico ou sem
tratamento. Menor recessdo gengival, menor extensdo de epitélio
juncional longo assim como maior insercao histolégica total foram
observados no grupo em que o EDTA foi utilizado (Blomléf et al.'?, 1996).
Por outro lado, nado foi observado um efeito benéfico adicional da
utilizagdo do EDTA no tratamento cirargico de defeitos intra-6sseos em
humanos. Nao foram verificadas diferencas significativas entre o grupo
condicionado com EDTA e o grupo nao condicionado em relacdo a
reducdo da profundidade de sondagem e ganho clinico de insercao
(Mayfield et al.*®, 1998).

No trabalho de Blomléf et al.'® (2000), dentes com
profundidade de sondagem maior ou igual a 6 mm foram tratados com a
aplicacdo de EDTA, acido citrico ou apenas irrigagcdo com solucao salina.
Nao houve diferenca significativa entre os grupos em relagédo ao ganho de
insercao clinico e reducado da profundidade de sondagem apés 3 e 6

meses de avaliagao.
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Sculean et al.®® (2006) avaliaram o efeito do
condicionamento com EDTA no tratamento de defeitos intra-6sseos em
associacdo com a utilizagdo de matriz dérmica de esmalte. Apés 1 ano de
avaliagdo, houve melhora significativa em todos os parametros clinicos
tanto no grupo em que o condicionamento foi realizado como no grupo em
que apenas a matriz dérmica foi utilizada, porém sem diferenca
significativa entre os mesmos. O condicionamento com EDTA, portanto,
nao apresentou beneficio adicional quando utilizado com a matriz dérmica
de esmalte.

No trabalho de Bittencourt et al.® (2007), o condicionamento
da superficie radicular com EDTA apresentou um efeito negativo no
recobrimento radicular de recessdes classe | de Miller pela técnica da
reposi¢ao corondria do retalho semilunar. A porcentagem de recobrimento
radicular foi significativamente maior no grupo sem condicionamento
(90.1%) em comparacdao com o grupo com condicionamento (70.2%). O
percentual de defeitos com recobrimento total foi de 66.7% no grupo sem
condicionamento e 40% 0 grupo com condicionamento.

Trabalhos in vitro utilizando cultura de células também foram
realizados com o intuito de verificar o efeito da desmineralizacao da
superficie radicular em diferentes células.

Shapira et al.?® (1996) realizaram a incubagdo de monécitos
humanos com exiratos de cemento sadio e doente (DP) previamente

condicionados ou ndo com TTC HCI em diferentes concentracées. Foi
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verificado que extratos de cemento sadio nao tiveram efeito na secrecao
de mondcitos e que 0.5 mg/ml de cemento doente aumentaram em 10
vezes a secrecao TNFa e IL-1B (dose-dependente). O condicionamento
do dente com TTC HCI (50 mg/ml) antes de sua extracdo bloqueou a
secrecao de TNFa, demostrando que a TTC HCI é um potente inibidor da
secregao de TNFa.

No trabalho de Vanheusden et al.”® (1999), amostras de
dentina sem condiconamento ou condicionadas com &cido citrico e
minociclina hidroclorada foram incubadas com queratinécitos obtidos do
tecido gengival humano. O condicionamento acido aumentou de forma
significativa a insergdo de queratinécitos na superficie da dentina, sem
diferenca entre os dois agentes quimicos. Amostras de dentina
condicionadas com acido citrico e minociclina hidroclorada também foram
incubadas com células do ligamento periodontal de humanos (Rompen et
al.%1999). Verificou-se que os fibroblastos aderidos as superficies
condicionadas mostraram um significativo aumento no percentual de
proliferacdo e do nivel total de proteinas e sintese de coladgeno em
relagéo a dentina ndo condicionada. Assim, o condicionamento com acido
citrico ou minociclina HCI durante a cirurgia periodontal poderia promover
inser¢do, proliferacdo e atividade biosintética de fibroblastos, pré-
requisitos para a regeneracao periodontal.

Baker et al.” (2000) avaliaram o efeito do condicionamento

de amostras de dentina com &cido citrico na adesdo do codgulo
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sanguineo. Foi verificado que as superficies tratadas com acido citrico
apresentavam espessa rede de fibrina diretamente inserida na superficie
da dentina envolvida por elementos celulares (eritrécitos). Entretanto, as
superficies ndo condicionadas exibiram aparéncia amorfa com esparsas
proteinas e poucos eritrocitos aderidos, ou seja, a presenca de smear
layer dificultou a formacao e a estabilizacdo da rede de fibrina. Utilizando
um modelo experimental similar, Leite et al.**, (2009) verificaram menor
adesdo do coagulo sanguineo nas superficies radiculares condicionadas
com gel de EDTA 24%. O condicionamento quimico da superficie
radicular que nao favorece a adesao e manutencao do coagulo de fibrina
neste tipo de modelo experimental pode apresentar menor significancia
clinica nos procedimentos regenerativos em relacdo aqueles que mantém

este coagulo aderido a superficie radicular.
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= Animais e Cuidados

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP, sob o protocolo n° 22/2005 (Anexo 1).

Sete cées de raca indefinida, com aproximadamente 20 Kg,
foram utilizados para a realizacdo deste trabalho. Os animais
apresentavam boas condigdes de saude geral e receberam higiene
corporal e dieta a base de ragdo animal além de doses de
antiparasitarios, complexos vitaminicos e vacinas de acordo com a
orientacdo do médico veterinario responsavel pelo canil. Durante todo o
experimento, os animais foram mantidos separados em baias individuais
do canil da Faculdade de Odontologia de Araraquara localizado no
Campus de Araraquara - UNESP.

Previamente aos procedimentos cirargicos, 0s animais
permaneciam em jejum por 12 horas, sendo entdo pesados e sedados
com uma inje¢do intramuscular de cloridrato de levomepromazina' como
indutor pré-anestésico na proporcao de 0,2 ml/Kg. Em seguida, eram

submetidos a anestesia geral por injecdo endovenosa de tiobarbiturato de

’ Neozine® Aventis Pharma Ltda, Santo Amaro, SP, Brasil
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s6dio na concentragdo de 25 mg/ml e na proporcdo de 0,5 ml/Kg,
divididas em dose inicial e doses de manutengdo. Durante todo o
procedimento cirurgico, os animais foram mantidos com hidratacado
endovenosa com solucdo fisiolégica a 0,9%, 0 que possibilitava a
manutencdo anestésica, hidratagdo e medicacdo endovenosa quando
necessaria. Apds cada intervencao cirurgica, os animais foram medicados
com uma ampola de 10 ml de protetor hepatico aplicado por via
endovenosa e uma ampola de 2 ml de analgésico  por via intramuscular.

Este ultimo medicamento foi reaplicado ap6s 12 horas.

= Procedimentos Cirurgicos

A parte experimental deste trabalho consistiu de quatro

etapas distintas, descritas a seguir:

—

. Procedimentos iniciais / Criacao e cronificacao dos defeitos ésseos

2. Condicionamento quimico da superficie radicular

L

Periodo de cicatrizacao periodontal

SN

. Obtencao das biépsias

*_JThiopentaI Sédico®, Abbott Laboratérios do Brasil Ltda, Sdo Paulo, Brasil
Frutoplex LN, Marjan Industria e Comércio Ltda, Séo Paulo, Brasil
Magnopyrol, Abbott Laboratérios do Brasil Ltda., Sao Paulo, SP, Brasil
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A seqUéncia cronoldgica do experimento esta apresentada

na Figura 1.

Periodo de
Cicatrizacao

00 N Trtamerto

135 dias

FIGURA 1 — Cronograma da fase experimental deste estudo. (A) Exame
clinico inicial, criagdo cirurgica dos defeitos e colocagdo das matrizes
metdlicas; (B) Exame clinico (baseline), remogao das matrizes metélicas,
RAR e condicionamento quimico das superficies radiculares; (C)

Remocéo das suturas; (D) Exame clinico final e eutanasia dos animais.

1  Procedimentos iniciais / Criacao e cronificacao dos defeitos
Inicialmente foi realizado o exame clinico dos dentes que
seriam utilizados no estudo: segundos pré-molares (P2), terceiros pré-
molares (P3) e primeiros molares (M1) superiores direito e esquerdo. Os
seguintes parametros foram avaliados: 1) Presenca de placa visivel; 2)
Presenca de sangramento gengival marginal; 3) Sangramento a

sondagem (SS); Profundidade de sondagem (PS), distancia da margem
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gengival até o fundo da bolsa/sulco gengival; 5) Nivel gengival (NG),
distancia da juncado cemento-esmalte até a margem gengival; 6) Nivel de
insercao clinico (NIC), soma dos valores obtidos para a PS e NG em cada
sitio. Estas avaliacbes foram sempre realizadas por um examinador,
calibrado e os dados registrados em fichas apropriadas (Anexo 2).

Os parametros clinicos foram obtidos em quatro sitios por
dente (Figura 2), correspondentes a mésio-vestibular, um ponto
intermediario entre a mésio-vestibular e vestibular (denominado defeito),
vestibular e disto-vestibular com a utilizacdo de uma sonda milimetrada

tipo Willians .

FIGURA 2 — Foto ilustrativa dos quatro sitios onde os parametros clinicos
foram avaliados. A area tracejada corresponde a posicdo em que 0O

defeito seria confeccionado posteriormente.

" Hu-Friedy, Chicago, Il, USA
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Ap6s o exame inicial (Figura 3), foi feita a raspagem e
profilaxia dental com taca de borracha e pasta profilatica nos dentes
superiores e inferiores. A anestesia local foi realizada por meio da técnica
infiltrativa com Lidocaina’ a 2%, com o intuito de conseguir vasoconstricdo
e favorecer a hemostasia durante o ato cirurgico.

Com o auxilio de um bisturi de Bard Parker e lamina 15,
foram realizadas incisdes intra-sulculares na face vestibular das arcadas
superiores direita e esquerda, estendendo-se da distal do 1° pré-molar até
a distal do 1° molar. Em seguida, foi realizado o descolamento do retalho
de espessura total para exposicao da tdbua déssea vestibular (Figura 4).
Com o auxilio de uma sonda periodontal milimetrada, foram demarcados
0s pontos para a criacdo dos defeitos désseos nas raizes mesiais dos
dentes P2, P3 e M1 com as seguintes dimensdes: 3 mm no sentido
mésio-distal e 5 mm no sentido apico-oclusal a partir da juncao cemento-
esmalte. Os pontos foram unidos por meio de osteotomia realizada com o
auxilio de um microcinzel para osso tipo Ochsenbein™, formando o defeito
0sseo do tipo deiscéncia (Figura 5).

Uma matriz metélica tipo Tofflemire” com as dimensées
aproximadas do defeito criado foi fixada na coroa dental, por meio de
adesivo e resina composta, para possibilitar a cronificacdo dos defeitos

e contaminagdo das superficies radiculares expostas (Figura 6). Em

" Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, ltirapina, SP, Brasil
** Soli, Lamedid, Barueri, SP, Brasil

" Trinity, Sao Paulo, SP, Brasil

" Fita matriz metalica 5mm, Microdont, Sao Paulo, SP, Brasil

™ Kit Z100, 3M do Brasil Ltda, Sumaré, SP, Brasil
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seguida, os bordos dos retalhos foram coaptados e suturados com pontos
tipo colchoeiro horizontal, com fio de nylon 4.0, de tal forma a buscar o
fechamento completo do retalho por primeira intencao (Figura 7). Os

defeitos foram cronificados por um periodo de 45 dias.

FIGURA 3 - Foto inicial previamente a RAR.

FIGURA 4 - Descolamento do retalho de espessura
total.

" Ethicon Inc, Johnson & Johnson Company, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil
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FIGURA 5 — Criacao cirdrgica dos defeitos 6sseos.

FIGURA 6 — Fixagao das matrizes metalicas.

FIGURA 7 — Sutura do retalho.

76
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2 Condicionamento quimico da superficie radicular

Ap6s o periodo de cronificacdo dos defeitos (Figura 8), foi
realizado o tratamento cirdrgico dos defeitos com o condicionamento
quimico da superficie radicular. Inicialmente, as matrizes metalicas foram
removidas e, em seguida, os parametros clinicos foram avaliados
(baseline) (Figura 9). Na sequéncia, um retalho de espessura total foi
deslocado para possibilitar a visualizagdo dos defeitos confeccionados

nas raizes dos dentes P2, P3 e M1 (Figura 10).

FIGURA 8 - Foto inicial apdés o acumulo de placa
bacteriana.

FIGURA 9 — Remocéao das matrizes metalicas.
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FIGURA 10 — Descolamento do retalho para visualizacao
dos defeitos.

Todas as superficies radiculares expostas foram submetidas
a raspagem e aplainamento radicular utilizando-se curetas Gracey 7-8
(Figura 11) e com uma fresa esférica Carbide n? %2, em baixa velocidade,
sob irrigacao, realizou-se uma marcacao radicular na area mais apical do
defeito e outra na jungao cemento-esmalte (Figura 12), visando obter
parametros para auxiliar na analise histométrica. Ap6s a realizacao das
marcacdes, o tamanho dos defeitos foi novamente mensurado (Figura
13).

Em seguida, as superficies radiculares foram tratadas

(Figura 14) de acordo com os seguintes grupos experimentais:

Grupo controle irrigacdo com 10 ml de soro fisiolégico (controle)

" Hu-Friedy, Chicago, IL, USA
“ KG Sorensen, Sdo Paulo, SP, Brasil
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Grupo AC

Grupo EDTA

Grupo TTC

Grupo AC + TTC

Grupo TTC + AC

aplicacao tépica, com bolinha de algodao estéril, de
solucdo saturada de Aacido citrico a 25% (pH 1.3)
por 3 minutos (Sterrett et al.”*">, 1993; 1995)
aplicacdo com pincel de EDTA 24% gel (pH 7.0)
por 3 minutos (Blomldf et al.’, 1997; Sousa et al.”",
2004; Leite et al.**, 2009)

aplicacao por meio de friccao vigorosa, com bolinha
de algodao estéril, de solucdo saturada de
tetraciclina hidroclorada na concentragdo de 50
mg/ml por 3 minutos (Ishi et al.®8, 2008; Isik et al.*°,
2000)

aplicacao topica de solucdo saturada de acido
citrico a 25% (pH 1.3) com bolinha de algodao
estéril por 3 minutos, seguido pela aplicacéo
vigorosa de solugcdo saturada de tetraciclina
hidroclorada na concentracdo de 50 mg/ml com
bolinha de algodao estéril por 3 minutos;

aplicacao vigorosa de solucdo saturada de
tetraciclina hidroclorada na concentragao de 50
mg/ml com bolinha de algodao estérii por 3

minutos, seguido pela aplicacédo tépica de solucao

*:JFarmécia Santa Paula, Araraquara, SP, Brasil
" Pref Gel, Biora, Malmo, Sweden
™" Farmécia Santa Paula, Araraquara, SP, Brasil
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saturada de &cido citrico a 25% (pH 1.3) com

bolinha de algodéo estéril por 3 minutos.

Nos grupos em que o condicionamento radicular foi
realizado, os agentes quimicos foram renovados a cada 30 segundos e,
apds a aplicacdo dos mesmos, foi feita irrigacdo com 10 ml de soro
fisioldgico. Na sequéncia, os bordos dos retalhos foram coaptados e
suturados com os pontos tipo colchoeiro horizontal com fio de nylon 4.0,
de tal forma a buscar o fechamento do retalho por primeira intengao
(Figura 15). Nos dentes que apresentavam recessao gengival
previamente ao tratamento dos defeitos, foi feito reposicionamento
coronal do retalho.

Na Tabela 1 pode ser observado o planejamento do
revezamento dos tratamentos a serem realizados em funcado dos
diferentes grupos experimentais. Em seis cées foi realizado o rodizio dos
grupos para que um mesmo dente pudesse receber todos os tratamentos

propostos. Em um céo a distribuicdo dos grupos foi aleatéria.

* Ethicon Inc, Johnson & Johnson Company, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil



Material e Método 81

Tabela 1 — Esquema de revezamento das substancias a serem aplicadas

de acordo com os grupos de tratamento em relacdo ao dente, por céo.

AC + TTC + AC +

P2 dir  controle AC EDTA TTC
TTC AC TTC
AC + TTC +
P3 dir AC EDTA TTC controle AC
TTC AC
AC + TTC +
M1 dir EDTA TTC controle AC controle
TTC AC
AC + TTC + TTC +
P2 esq TTC controle AC EDTA
TTC AC AC
AC + TTC +
P3 esq controle AC EDTA TTC ECTA
TTC AC
TTC + AC +
M1 esq controle AC EDTA TTC TTC
AC TTC

FIGURA 11 — Raspagem da superficie radicular exposta.
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FIGURA 12 — Confecg¢édo das marcacgdes radiculares.

FIGURA 13 — Mensuracao do tamanho do defeito.

FIGURA 14 - Superficie radicular apds condicionamento quimico.
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FIGURA 15 — Sutura do retalho.

3 Periodo de cicatrizacao periodontal

AplGs o tratamento dos defeitos 6sseos, 0s animais foram
submetidos a um controle quimico de placa bacteriana por meio da
aplicacéo tépica de um gel de digluconato de clorexidina a 0,2% com um
pincel macio nos primeiros 15 dias apds a cirurgia e subsequentemente
com uma escova dental macia. Este procedimento foi realizado cinco dias
por semana até o final do periodo experimental. Dez dias apds o
tratamento dos defeitos, os animais foram sedados com cloridrato de
dihidrotiazina~ aplicado por via intramuscular, numa propor¢do de 1,5
ml/10 Kg, para remogao das suturas. A dieta dos animais durante este
periodo consistiu de racdo umedecida em agua para evitar trauma aos

tecidos gengivais, que poderia interferir na cicatrizacéo.

*:JFarmécia Escola, UNESP, Araraquara, SP, Brasil
Rompum®, Bayer, Sao Paulo, SP, Brasil
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4 Obtencao das bidpsias

Apo6s 90 dias do condicionamento quimico da superficie
radicular, periodo suficiente para a maturacao dos tecidos, foi realizado o
exame clinico final e o aprofundamento do plano anestésico com auxilio
do anestésico Tiopental com o intuito de promover a eutanasia indolor dos
animais. As maxilas dos animais foram entao dissecadas, removidas e
armazenadas em recipientes contendo formol neutro a 10% por 48 horas

para fixacao.

= Analise histologica e histométrica

Apoés a fixagdo, as maxilas foram reduzidas em seis blocos
contendo o dente e os tecidos periodontais adjacentes. Os blocos foram
armazenados individualmente em cassetes plasticos identificados e
mantidos por mais sete dias em formal neutro a 10%. A seguir, os
cassetes foram lavados em agua corrente por 24 horas e colocados em
solucado Morse (partes iguais de acido férmico a 50% e citrato de sédio a
20%) para descalcificacdo. O periodo de descalcificacdo foi de
aproximadamente quatro meses, sendo a solucao trocada trés vezes por
semana. Na sequéncia, os cassetes foram lavados em agua corrente por
24 horas, colocados em solucao de sulfato de sédio a 5% durante sete

dias com duas trocas neste periodo e novamente lavadas em agua
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corrente por 24 horas. O processamento dos espécimes, desde a
desidratacao até o banho em parafina, foi realizado em uma processadora
automatica. Essa fase consistiu de desidratacdo da pecas usando alcool
70% durante 1 hora, alcool 90% por 1 hora e alcool absoluto por 20 horas.
Aposs o processo de desidratagado, os cassetes permaneceram em solugao
de alcool-xilol a 50% durante 30 minutos, passando para o processo de
diafanizacdo feita em xilol durante 5 horas. Finalmente, foram colocados
em solucao de parafina a 60% por 18 horas, com uma troca da solugao
no meio deste periodo. Logo apds, os cassetes foram colocados em uma
inclusora semi-automatica”, na qual foi feita a inclusdao dos blocos em
parafina com o auxilio de formas de aco e do préprio cassete onde
estavam armazenados possibilitando assim a sua identificagao.

Apoés a inclusdo, foram obtidos cortes semi-seriados de 5
MM de espessura no sentido vestibulo-lingual com a utilizagdo de um
micrétomo automatico . Foram selecionadas cinco laminas de cada
dente para coloragdo com Hematoxilina e Eosina (HE) e Tricémico de
Masson, correspondentes ao primeiro e ao ultimo corte em que as
marcagbes foram visiveis, a um corte mediano e dois cortes
intermediarios selecionados de forma a apresentarem uma equidistancia
entre cada corte.

A analise descritiva histoldgica foi realizada juntamente com

um patologista experiente e cego para os grupos experimentais. Nesta

*vJung Histokinette 2000, Instruments Gmbh, Heldelberg, Germany
Jung Hisoembedder Leica, Instruments Gmbh, Heldelberg, Germany
" Jung Supercut 2965 Leica, Instruments Gmbh, Heldelberg, Germany
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analise, foram avaliados: a morfologia dos tecidos, formacdo ou
reabsorcdo éssea e cementaria, presenca de processo inflamatério,
reabsorgéo radicular e anquilose.

Na andlise histométrica, foi analisada a cicatrizacao dos

tecidos periodontais por meio das seguintes medidas:

1. Extensao radicular total do defeito — extensdo da superficie
radicular compreendida entre o limite superior da marcacao
radicular coronaria e o limite inferior da marcacao radicular apical;

2. Nivel Gengival (NG) - distancia do limite superior da marcacao
coronaria até a porcao mais coronal da crista epitelial;

3. Migracao epitelial (EP) - extensdo radicular linear do defeito
recoberto por tecido epitelial a partir do limite superior da marcacéao
radicular coronal;

4. Formacao cementaria (CE) - extensao radicular linear do defeito
recoberta por novo cemento a partir do limite inferior da marcacao
radicular apical;

5. Neoformacao ossea (NO) - extensao linear do defeito preenchida
por osso neoformado a partir do limite inferior da marcacao
radicular apical;

6. Area 6ssea neoformada (ARO) — 4rea de tecido dsseo formado a

partir do limite inferior da marcacao radicular apical.
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As imagens foram obtidas por meio de um microscopio
6ptico’, com objetiva de aumento de 5.0x, acoplado a uma camara
fotografica digital conectada a um microcomputador que capturava as
imagens.

As medidas histométricas foram realizadas nas trés laminas
correspondentes a parte central de cada defeito. As laminas
correspondentes ao inicio e o fim das marcagdes nédo foram utilizados.
Assim, trés medidas foram obtidas para cada parametro avaliado
histometricamente. O programa utilizado para as medidas histométricas
foi o ImageTool 3.0 . As medidas lineares EP, CE e NO também foram
transformadas em percentuais da extensao radicular linear total do

defeito.

= Analise Estatistica

A andlise estatistica das variaveis clinicas (PS, NIC e NG)
em estudo foi realizada em duas partes:
- Verificagao de diferenca estatisticamente significante entre os momentos

de avaliagao clinica (baseline e final) dentro de cada grupo experimental.

* DIASTAR, Leica Reichert e Jung Products, Germany
DFC-300-FX, Leica Microsystems, Germany
“* UTHSCSA ImageTool, University of Texas Health Science Center, San Antonio, Texas
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- Verificagcao de diferenga estatisticamente significante entre os diferentes
tipos de tratamentos no baseline e no final do estudo.

A analise estatistica das variaveis histométricas (EP, CE,
NO, NG, ARO, tamanho do defeito, % EP, % CE e % NO) foi realizada por
meio da verificacdo de diferenca estatisticamente significante entre os
tipos de tratamentos ao final do estudo.

Para se tomar a decisdao de quais métodos estatisticos
seriam apropriados a andlise dos dados obtidos, foi verificado, aplicando-
se o Teste de Aderéncia de Lilliefors, se os dados se ajustavam a
distribuicdo normal de probabilidades.

Os dados das variaveis que satisfizeram essa condicao
foram submetidos a testes estatisticos paramétricos e os demais foram
analisados utilizando-se testes estatisticos ndo-paramétricos analogos a
esses parameétricos.

Nos dados clinicos com distribuicdo normal, a comparacao
entre os diferentes tratamentos nos diferentes periodos de avaliacado
(baseline e final) foi realizada por meio do teste ANOVA uma variavel que
€ apropriado para esse tipo de delineamento de pesquisa, em que as
medidas sao realizadas em amostras constituidas pelos mesmos
elementos, em diferentes momentos de observacdo. Para a comparacao
entre os periodos de avaliacdo dentro de cada grupo, foi utilizado o teste t

de Student.
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Os dados das variaveis clinicas que nao apresentaram
distribuicdo normal foram analisados aplicando-se os testes de Friedman
e Wilcoxon.

Nas medidas histométricas com distribuicdo normal, a
comparagdo entre os diferentes grupos experimentais foi realizada
utilizando-se o teste ANOVA um critério. Nas medidas com distribuicao
nao-normal, a comparacao foi feita com o teste de Friedman

Caso fossem encontrados resultados estatisticamente
significantes em qualquer um desses testes (ANOVA um critério ou teste
de Friedman), os dados seriam submetidos a testes de Comparacoes
Multiplas (Teste de Tukey-Kramer — teste paramétrico ou Teste de Dunn —
teste nao-paramétrico,) que fazem a comparagdao das amostras duas a
duas, para verificar quais delas diferem entre si.

Para todos os testes, foi considerado um nivel de
significancia de 5%, portanto, foram considerados estatisticamente
significantes todos os resultados que apresentaram valor de p < 0,05.

Os dados experimentais foram submetidos a analise
estatistica, utilizando-se software” adequado e especifico para os

diferentes testes, nas diferentes analises estatisticas realizadas.

* BioEstat 4.0, BioEstat Software, Belém, PA, Brasil
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= Analise Clinica

Os valores obtidos para os parametros clinicos PS, NG e
NCl em cada cao estdo apresentados no Anexo 2. Esses parametros
foram avaliados separadamente por sitio (4 sitios/dente). Nos sitios
mesial, vestibular e distal, ndo foram encontradas diferencas significativas
entre os grupos em ambos os periodos de avaliacdo (p > 0.05). Também
nao foram encontradas diferencas significativas dentro do mesmo grupo
na comparacao destes parametros nos diferentes periodos de avaliacdo
(baseline e final) (p > 0.05). No sitio denominado defeito também nao
houve uma diferenga significativa entre os grupos em ambos os periodos
de avaliagdo (p > 0.05). Porém, foi observada uma melhora
estatisticamente significante da PS e do NCI em todos os grupos na
comparacgéo dos dados obtidos no baseline e ao final do experimento (p <
0.05), ou seja, em todos 0s grupos houve uma reducao significativa da PS
e um significativo ganho clinico de insercao (Tabelas 2 e 3). Para o NG
ndo foram encontradas diferengas significativas entre os diferentes

periodos de avaliacao (Tabela 4).
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Tabela 2 — Distribuicdo dos dados referentes a Profundidade de
Sondagem no sitio defeito (em mm; média + DP) para os diferentes

grupos nos periodos avaliados.

p* (diferenca

PS (Defeito) Baseline Final ]
entre periodos)
EDTA 5.00 + 1.29 2.07 +0.73 0.006
AC 5.29 + 1.80 2.07 +1.02 0.000
TG 5.71 £ 1.60 1.64 +0.75 0.002
AC +TTC 5.93+1.17 2.00 +1.00 0.000
TTC + AC 4.86 +1.57 2.07 £0.73 0.000
controle 4.79 +1.29 1.86 + 1.11 0.003
p** (diferenca entre
grupos) 0.665 0.9325

* Teste t Student pareado; ** Teste Anova um critério

Tabela 3 — Distribuicdo dos dados referentes ao Nivel Clinico de Insercao
no sitio defeito (em mm; média £ DP) para os diferentes grupos nos

periodos avaliados.

o
NCI (Defeito) Baseline Final (diferenca entre
periodos)
EDTA 5.00 + 1.29 2.71 £1.41 0.011
AC 5.29 + 1.70 2.57 +1.59 0.019
TG 5.71 + 1.60 2.14+0.75 0.029
AC +TTC 5.93 + 2.09 2.71+1.11 0.000
TTC + AC 4.71 £1.50 250 +1.19 0.003
controle 4.79+1.73 2.36 +1.38 0.002

p**

(diferenca entre grupos) 0.685 0.953

* Teste t Student pareado; ** Teste Anova um critério
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Tabela 4 — Distribuicido dos dados referentes ao Nivel Gengival no sitio

defeito (em mm; média £ DP) para os diferentes grupos nos periodos

avaliados.
o
NG (Defeito) Baseline Final (diferenca entre
periodos)

EDTA 0.00 + 0.58 0.64 +1.18 0.225
AC 0.00 + 0.58 0.50 + 1.04 0.225
TG 0.00 + 0.00 0.50 + 0.65 0.345
AC +TTC 0.00 £ 1.00 0.71 £ 0.76 0.109
TTC +AC -0.14 £0.90 0.43 +0.79 0.177
controle 0.00 + 0.00 0.50 + 1.00 0.109

p**

0.999 0.961

(diferenca entre grupos)

* Teste de Wilcoxon; ** Teste de Friedman

= Analise Histolégica e Histométrica

A andlise histolégica descritiva esta apresentada nas
Tabelas 5 a 10. De maneira geral, a reparacdao dos defeitos ocorreu de
forma semelhante em todos os grupos. Uma foto representativa de cada
grupo experimental foi selecionada para ilustrar a reparacao periodontal

dos defeitos (Figuras 16 a 21).
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Tabela 5 — Analise descritiva do grupo controle em cada céo.

Cao | Cemento | Cemento | Cemento- | Fibrose | Ligamento Osso
Acelular | Celular blastos Periodontal | Neoformado
1 ausente | presente | presente | ausente presente presente
2 ausente | presente | presente | ausente presente presente
3 ausente | presente | presente | ausente presente presente
4 ausente | presente | presente | ausente presente presente
5 ausente | presente | presente | ausente ausente ausente
6 ausente | presente | presente | ausente presente presente
7 ausente | presente | presente | presente presente presente
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FIGURA 16 — Imagens ilustrativas do grupo controle. A Visado geral do defeito com as
marcacgdes de referéncia (aumento original 5x, HE); B Visdo em maior aumento da
parte superior do osso neoformado (aumento original 20x, Tricbmio de Masson); C
Visdo em maior aumento da marcagéao radicular apical (aumento original 20x, TricOmio
de Masson).



GRUPO ETILENODIAMINOTETRACETICO

(GRUPO EDTA)



Tabela 6 — Analise descritiva do grupo EDTA em cada céo.

Cao | Cemento | Cemento | Cemento- | Fibrose | Ligamento Osso
Acelular | Celular blastos Periodontal | Neoformado
1 ausente | presente presente | presente ausente ausente
2 ausente | presente presente ausente presente presente
3 ausente | presente presente ausente presente presente
4 ausente | presente presente ausente presente presente
5 ausente | presente presente ausente presente presente
6 ausente | presente presente ausente presente presente
7 ausente | presente presente ausente presente presente
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FIGURA 17 - Imagens ilustrativas do grupo EDTA. A Visao geral do defeito com as
marcacgdes de referéncia (aumento original de 5x, HE); B Visdo em maior aumento do
limite superior da marcag¢ao radicular apical (aumento original 20x, Tricobmio de
Masson); C Visdao em maior aumento do limite inferior da marcagéo radicular apical
(aumento original 20x, Tricdbmio de Masson).



GRUPO ACIDO CIiTRICO

(GRUPO AC)



Tabela 7 — Analise descritiva do grupo acido citrico em cada céo.

Cao | Cemento | Cemento | Cemento- Fibrose Ligamento Osso
Acelular | Celular blastos Periodontal | Neoformado
1 ausente | presente presente ausente presente presente
2 ausente | presente presente | presente +PlI ausente ausente
3 ausente | presente presente presente presente presente
4 presente | presente presente presente +PI presente presente
5 ausente | presente presente ausente presente presente
6 ausente | presente presente ausente presente presente
7 ausente | presente presente ausente presente presente

Pl — Processo inflamatério
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FIGURA 18 — Imagens ilustrativas do grupo acido citrico. A Visao geral do defeito com
as marcacgdes de referéncia (aumento original de 5x, HE); B Visdo em maior aumento
do tergo coronario do osso neoformado (aumento original de 20x, Tricémio de Masson);
C Visao em maior aumento do terco médio do osso neoformado (aumento original de
20x, Tricémio de Masson); D Visdao em maior aumento do limite inferior da marcagao
radicular apical (aumento original de 20x, Tricbmio de Masson).
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(GRUPO TTC)



Tabela 8 — Analise descritiva do grupo tetraciclina hidroclorada em cada céo.

Cao | Cemento | Cemento | Cemento- | Fibrose | Ligamento Osso
Acelular | Celular blastos Periodontal | Neoformado
1 ausente | presente | presente | ausente presente presente
2 ausente | presente | presente | ausente presente presente
3 ausente | presente | presente | ausente presente presente
4 ausente | presente | presente | ausente ausente ausente
5 ausente | presente | presente | ausente presente presente
6 ausente | presente | presente | ausente ausente ausente
7 ausente | presente | presente | ausente ausente ausente
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FIGURA 19 — Imagens ilustrativas do grupo TTC. A Visao geral do defeito com as
marcacgdes radiculares (aumento original 5x, HE); B Visdo em maior aumento do limite
superior da marcacao radicular (aumento original 20x, Tricdbmio de Masson); C Visao
em maior aumento do limite inferior da marcagao radicular (aumento original 20x,

Tricébmio de Masson).



GRUPO ACIDO CITRICO + TETRACICLINA HIDROCLORADA

(GRUPO AC + TTC)



Tabela 9 — Analise descritiva do grupo acido citrico + tetraciclina hidroclorada

em cada c3o.

Cao | Cemento | Cemento | Cemento- | Fibrose | Ligamento Osso
Acelular | Celular blastos Periodontal | Neoformado
1 ausente | presente | presente | ausente presente presente
2 ausente | presente | presente | ausente presente presente
3 ausente | presente | presente | presente ausente ausente
4 ausente | presente | presente | ausente presente presente
5 ausente | presente | presente | presente ausente ausente
6 ausente | presente | presente | ausente presente presente
7 ausente | presente | presente | ausente presente presente
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FIGURA 20 — Imagens ilustrativas do grupo AC + TTC. A Visao geral do defeito com as
marcacgdes de referéncia (aumento original de 5x, HE); B Visdo em maior aumento do
terco coronario do osso neoformado (aumento original de 20x, Tricémio de Masson); C
Visdo em maior aumento do terco médio do osso (aumento original de 20x, Tricbmio de

Masson); D Visdo em maior aumento do limite inferior da marcacao apical (aumento
original 20x, Tricémio de Masson).



GRUPO TETRACICLINA HIDROCLORADA + ACIDO CITRICO

(GRUPO TTC + AC)



Tabela 10 — Analise descritiva do grupo tetraciclina hidroclorada + acido citrico

em cada c3o.

Cao | Cemento | Cemento | Cemento- | Fibrose | Ligamento Osso
Acelular | Celular blastos Periodontal | Neoformado
1 ausente | presente | presente | ausente presente presente
2 ausente | presente | presente | ausente presente presente
3 ausente | presente | presente | ausente presente presente
4 ausente | presente | presente | ausente presente presente
5 ausente | presente | presente | ausente presente presente
6 ausente | presente | presente | ausente presente presente
7 ausente | presente | presente | presente ausente ausente
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FIGURA 21 — Imagens ilustrativas do grupo TTC + AC. A Visao geral do defeito com as
marcacgdes radiculares (aumento original 5x, HE); B Visdo em maior aumento do limite
superior da marcacao radicular (aumento original 20x, Tricdbmio de Masson); C Visao
em maior aumento do limite inferior da marcacgao radicular (aumento original 20x,

Tricobmio de Masson).
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As medidas histométricas lineares (EP, CE, NO, Tamanho
do defeito) e de area (ARO) de cada grupo estao descritas no Anexo 3.
Nao foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os
grupos experimentais para nenhum dos parametros avaliados (p > 0.05)
(Tabela 11). As medidas lineares EP, CE e NO foram convertidas em
porcentagem de recobrimento do defeito (Grafico 1). Também nao foram
encontradas diferencas significativas entre as porcentagens de migracao
epitelial, de cemento neoformado e de osso neoformado entre 0s grupos

experimentais (p > 0.05) (Tabela 12).

Tabela 11 — Parametros histométricos avaliados (média e desvio-padrao

[mm] ou [mm?] para os diferentes grupos de tratamento.

EDTA AC TC TC+AC AC+TC Controle
(n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) P
0.98 £ 1.27 = 1.75 1.31 1.80 = 1.52 +
EP* 0.78
0.58 1.02 1.94 0.86 1.27 0.95
3.72 £ 3.01 £ 2.87 £ 3.65 + 2.77 £ 2.89 +
CE* 0.59
0.83 1.73 1.36 1.09 1.18 1.41
0.75 1.06 = 0.82 + 0.73 £ 0.92 £ 0.85+
NG~ 0.94
0.69 0.80 0.63 0.72 0.64 0.42
4.79 £ 4.74 £ 4.96 £ 5.18 £ 4.93 £ 4.53 +
DEF* 0.65
0.62 0.61 0.74 0.61 1.02 0.55
1.16 £ 1.53 = 0.70 + 1.07 £ 1.51 % 1.10 £
NO* 0.75
0.96 1.29 0.94 1.28 1.32 0.90
0.34 £ 0.52 £ 0.23 £ 0.18 £ 0.59 £ 0.28 £
ARO** 0.61
0.36 0.62 0.38 0.21 0.54 0.31

*Teste Anova um critério ** Teste Friedman
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100%
80%
60%
40%
20%
0%
EDTA AC TTC TTC+AC | AC+TITC Controle
O NO 25.06 33.21 14.3 20.69 27.91 24.49
m CE 77.6 63.41 60.98 71.43 58.07 61.8
o EP 20.36 27.15 32.9 24.88 35.51 35.73
Grupos

GRAFICO 1 — Parametros histométricos (EP, CE, NO) expressos em

porcentagem do tamanho total do defeito.

Tabela 12 — Pardmetros histométricos (EP, CE, NO) em termos de

porcentagem do tamanho do defeito (média e desvio-padrdo [mm] para

os diferentes grupos de tratamento.

EDTA AC TC TC +AC AC +TC Controle
(I'l=7) (n=7) (n=7) (n=7) (I‘I=7) (n=7) P
20.36 = 2715 % 32.90 + 24.88 + 35.51 % 35.73 £
%EP* 0.74
13.28 20.51 33.72 16.59 28.30 24.75
77.60 = 63.41 60.98 + 71.43 58.07 61.80 +
%CE* 0.79
14.39 32.69 32.30 21.48 28.83 26.06
25.06+ 33.21 14.3 = 20.69 * 2791 % 24.49 +
%NO* 0.72
19.99 26.53 19.97 23.73 22.88 20.54

*Teste Anova um critério
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A regeneragdo dos tecidos periodontais ndo é um evento
biolégico previsivel apds a terapia periodontal cirargica. A natureza das
superficies radiculares acometidas pela doenca periodontal tem sido
considerada como um fator que interfere negativamente na regeneragao
periodontal. Assim, o condicionamento quimico da superficie radicular tem
sido proposto com o intuito de promover a descontaminagdo e a
desmineralizagdo das superficies radiculares, tornando-a um substrato
favoravel para a regeneracdo periodontal (Wirthlin, Hancock®, 1980;
Daly®®, 1982; Lowenguth, Blieden*®, 1993; Chaves et al.?®, 1993; Blomléf
et al.’®, 2000).

O objetivo do presente trabalho foi comparar a reparacao
periodontal de defeitos dsseos tipo deiscéncia apds o condicionamento da
superficie radicular com trés agentes quimicos distintos. Foram utilizados
dois agentes acidos, o 4cido citrico e a tetraciclina, e o EDTA como um
agente neutro. Os defeitos foram criados cirurgicamente, porém os
mesmos foram cronificados pela utilizagdo de um artefato que
possibilitava o acumulo de placa bacteriana nas superficies radiculares
expostas. A cronificacdo dos defeitos neste modelo experimental foi
realizada com o intuito de obter a contaminagcado da superficie radicular

exposta, o que ndo ocorre nos defeitos agudos.
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Trabalhos in vitro demonstram que parametros como
concentragdo, tempo e modo de aplicagdo dos agentes quimicos
interferem no grau de desmineralizagao da superficie radicular (Sterrett et
al.”*"®, 1993,1995; Cavassim?*, 2008; Ishi et al.*®, 2008; Isik et al.*°, 2000,
Souza’', 2004). Assim, a falta de padronizacdo destes parametros
poderia explicar em parte os diferentes resultados obtidos na literatura
apos o condicionamento quimico das superficies radiculares (Lowenguth,
Blieden®, 1993). Neste trabalho foram utilizados parametros diferentes
para cada um dos agentes quimicos. A concentracédo, o tempo e o modo
de aplicacdo dos agentes quimicos foram definidos com base nos
resultados obtidos em trabalhos in vitro prévios (Sterrett et al.”*"®, 1993;
1995; Blomlsf et al.', 1997; Sousa et al.”', 2004; Leite et al.**, 2009; Ishi
et al.®®, 2008; Isik et al*’., 2000). Apesar da utilizacdo de parametros
especificos para cada agente quimico, ndo foram obtidas diferencas
sigificativas entre os grupos que receberam condicionamento quimico e o
grupo controle na reparacao periodontal dos defeitos ésseos tipo
deiscéncia em relacdo aos parametros clinicos e histoldgicos avaliados.

Em relacdo aos resultados clinicos obtidos neste estudo,
houve uma melhora significativa dos parametros profundidade de
sondagem e nivel clinico de insercdo em todos 0s grupos nos sitios em
que os defetios foram criados. Entretanto, ndo houve uma diferenga
estatisticamente significante entre os grupos experimentais (Tabelas 2 e

3). Em um trabalho clinico em humanos, Cole et al.?’ (1981) verificaram
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que o condicionamento com acido citrico juntamente com o retalho de
Widman modificado ndo promoveu um beneficio adicional significante na
reducdo da profundidade de sondagem e no ganho clinico de insercéao
nos dentes que apresentavam bolsas residuais maiores ou iguais a 5 mm.
O ganho de insercao médio nas superficies tratadas com &cido citrico foi
de 2.1 mm comparado a 1.5 mm no grupo sem condicionamento. No
presente trabalho, o ganho clinico de insercdo no grupo condicionado
com &cido citrico foi de 2.72 mm e de 2.43 mm no grupo controle (Tabela
3). Nos demais grupos que receberam condicionamento quimico, o ganho
clinico de insercao foi de 2.29 mm para o EDTA; 3.57 mm para a TTC;
3.22 mmpara AC + TTC e 2.21 mm para TTC + AC (Tabela 3).

Em uma revisdo sistematica (Mariotti*®, 2003), foi verificado
que quatro de oitos trabalhos histolégicos avaliados em humanos
demonstravam regeneracao apds o condicionamento com acido citrico e
apenas em um trabalho clinico, de um total de dezoito avaliados, houve
ganho clinico de insercdo. Nenhuma regeneracdo foi verificada nos
trabalhos em que o EDTA foi utilizado para o condicionamento quimico e,
de cinco trabalhos em que a tetraciclina foi utilizada, um estudo
histolégico e um estudo clinico demonstraram ganho de insercao. Nesta
mesma revisao, uma meta-analise foi realizada com vinte e oito trabalhos
clinicos e nenhum efeito significante do condicionamento quimico da
superficie radicular foi observado para os parametros reducdo da

profundidade de sondagem e ganho clinico de insercdo. Esses resultados
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estdo de acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, ou seja,
o condicionamento com acido citrico, tetraciclina hicroclorada ou EDTA
ndao demonstrou um efeito significativo nos parametros clinicos
periodontais em relagéo ao grupo controle.

Em uma meta-anédlise sobre regeneracédo tecidual guiada
para recobrimento radicular (Al-Hamdan et al.®>, 2003), o condicionamento
radicular foi utilizado em 16 trabalhos em comparacdo com 31 trabalhos
que nao utilizavam este procedimento. Nao foi verificada diferenca
significativa entre os sitios tratados com RTG associado ou nédo ao
condicionamento quimico da superficie radicular em relagdo aos
parametros clinicos avaliados, com excessao do percentual de sitios com
recobrimento radicular completo. As superficies radiculares condicionadas
apresentaram um maior percentual de recobrimento radicular completo
(51.7%) em relacao as superficies que nao foram condicionadas (32.1%).
Cafesse et al.’® (2000) observaram que a desmineralizacdo das raizes
com acido citrico ndo afetou os resultados clinicos da cirurgia de enxerto
de tecido conjuntivo subepitelial. Por outro lado, Bitencourt et al.® (2007)
constataram que o condicionamento da superficie radicular com EDTA
interferiu negativamente no recobrimento de recessbes gengivais pela
técnica do retalho semilunar reposicionado coronalmente. Apesar do
recobrimento radicular nao ter sido o objetivo do presente estudo, os
resultados obtidos mostram que a posi¢cdo da margem gengival néo foi

estatisticamente diferente nos grupos que receberam o condicionamento



Discussdo 113

radicular (0.73 a 1.05) em comparacao com o grupo controle (0.85)
(Tabela 11).

Na andlise histologica deste estudo, foi verificado que na
maioria dos defeitos houve formacado de cemento celular e formagao de
0sso alveolar acima da marcacao radicular apical, porém sem diferenga
estatisticamente significante entre os grupos experimentais (Tabelas 11 e
12). A porcentagem média do defeito recoberta com cemento (60.98 a
77.6%) foi superior a de epitélio (20.36 a 35.75%), ou seja, houve maior
formacdo de novo cemento e menor migragdo apical do epitélio nos
defeitos de todos os grupos experimentais (Grafico 1). Nos grupos AC e
AC + TTC foi verificado um valor superior para a altura de 0sso
neoformado assim como para a area éssea neoformada em relagdo aos
demais grupos, porém essa diferenca encontrada nao foi estatisticamente
significante em relagdao aos demais grupos (Tabela 11).

Trabalhos in vivo e in situ em modelos animais
demonstraram resultados promissores em relacdo a formacao de nova
insercdo conjuntiva e de novo cemento ap6s o condicionamento das
superficies radiculares com &cido citrico (Register, Burdick®®®', 1975,
1976; Ririe et al.®?, 1980; Polson, Proye®, 1982; Hanes et al.*®, 1985).
Segundo Polson, Proye®®>’ (1982, 1983), a exposicdo das fibras da matriz
colagena da dentina apds a desmineralizacdo com &cido citrico favorece
a adesdo da rede de fibrina que inibe mecanicamente a proliferacao

apical do epitélio e possibilita 0 repovoamento da superficie radicular com
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células capazes de formar nova insercao conjuntiva. No entanto, no
presente trabalho ndo houve diferenca significativa entre o grupo
condicionado com &cido citrico e o grupo controle em relacdo a migracéao
apical do epitélio, formagcdo de novo cemento e de novo osso alveolar
(Tabela 11). Por outro lado, Petterson, Aukhil®® (1986) verificaram
pequena porcentagem da superficie radicular recoberta por novo cemento
e maior freqiéncia de anquilose nos defeitos condicionados com acido
citrico, indicando que esse agente poderia retardar ou complicar a
cicatrizacao de defeitos 6sseos do tipo fenestracao.

Claffey et al.?*® (1987) verificaram que os resultados obtidos
apds a aplicacdo de TTC HCI eram similares aos obtidos apds o
condicionamento com &cido citrico. O condicionamento com TTC HCI
promoveu uma regeneracao coronal da insercao conjuntiva com extensao
até a juncao cemento-esmalte na maior parte dos espécimes e a extensao
média de regeneracdo do osso alveolar foi de 62% do comprimento da
superficie radicular exposta. Entretanto, neste trabalho foi utilizado um
namero limitado de espécimes (2 caes) e nao foi incluido um grupo
controle para comparagdo dos resultados. Em nosso modelo
experimental, o grupo TTC demonstrou o menor percentual de 0sso
neoformado (14%) em relacdo ao tamanho do defeito (Grafico 1). Esse
percentual de osso neoformado foi superior quando o &cido citrico foi
aplicado previamente (27.91%) ou posteriormente a TTC HCL (20.69%),

porém sem diferenca significativa entre os mesmos (Tabela 12). No
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trabalho de Nagata et al.>® (2005), a formacdo de nova insercdo, novo
cemento e regeneracao 0ssea foram similares nos dentes condicionados
e nao condicionados com TTC HCI (10 mg/ml), sem diferenca significativa
entre os grupos. Assim, a desmineralizacdo com TTC HCI também néao
resultou em efeito adicional na regeneracdo periodontal de defeitos
0sseos tipo deiscéncia criados cirurgicamente em macacos.

O condicionamento radicular com a aplicacdo de acido
citrico e TTC HCI foi realizado na tentativa de se obter um efeito aditivo
ou sinérgico destes dois agentes quimicos. Jeong et al.*' (1994)
observaram em um estudo piloto que o gel contendo uma mistura de
acido citrico e TTC HCI apresentava um potencial de desmineralizacao
maior que o gel contendo apenas TTC HCI. Esses autores também
verificaram maior reducao da profundidade de sondagem e maior ganho
clinico de insercao nos grupos tratados com RAR e o gel contendo uma
mistura de acido citrico e TTC HCI em comparacdao com RAR e o gel
apenas de TTC HCI. No presente estudo, ndo houve uma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos condicionados apenas com
acido citrico ou TTC HCI e os grupos condicionados com ambos 0s
agentes quimicos em relacdo aos parametros clinicos e histolégicos
avaliados. Uma desvantagem para a utilizacado clinica desta associacao
seria 0 maior tempo necessario para o condicionamento radicular com

ambos 0s agentes quimicos (6 min).
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O condicionamento com agentes de pH neutro como o
EDTA parece produzir uma superficie mais biocompativel em avaliagdes a
curto prazo quando comparado com agentes com baixo valor de pH, uma
vez que esses Ultimos provocam uma necrose imediata dos tecidos e
podem dissolver ou alterar a estrutura da dentina associada as fibras
colagenas (Blémlof, Lindskog®, 1995). Blomléf et al.'" (1995) verificaram
que o condicionamento radicular com agentes de baixo valor de pH
prejudicava a cicatrizagao periodontal em comparagdao com os agentes de
pH neutro. Entretanto, em nosso estudo na&o foram encontradas
diferencas estatisticamente significantes nos parametros clinicos e
histoldégicos entre os grupos condicionados com agentes quimicos de
baixo valor de pH e pH neutro apés o periodo de 3 meses de reparacao. A
utilizacdo de agentes quimicos de baixo valor de pH, como a tetraciclina
hidroclorada e o 4&cido citrico, nao interferiram negativamente na
reparagao periodontal dos defeitos quando comparados com um agente
de pH neutro como o EDTA.

A reabsorgcdo radicular ativa ndo foi encontrada nas
superficies radiculares tratadas deste estudo. Pequenas éareas de
reabsorcdo encontradas nas raizes apresentavam-se recobertas por novo
cemento celular. O periodo de cicatrizacdo de 3 meses pode ter
favorecido a deposicdo de novo cemento. Wikesjd et al.®* (1991)
verificaram que o condicionamento das raizes com acido citrico néo

aumentava a reabsorcao radicular na cirurgia periodontal reconstrutiva.
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Magnusson et al.*’ (1985) observaram reabsorcdo radicular na maioria
dos defeitos O6sseos tratados com cirurgia a retalho independente das
superficies radiculares terem sido condicionadas ou ndo com acido citrico.

De maneira geral, a literatura mostra que os resultados
obtidos apds o condicionamento quimico da superficie radicular séo
bastante controversos e conflitantes, variando de uma marcante
regeneracao até uma auséncia de regeneracao ou efeto clinico benéfico.
Essa grande variabilidade nos resultados pode estar associada a diversos
fatores que podem interferir negativamente no resultado final dos
experimentos como: local e modo de preparo dos agentes quimicos;
tempo de condicionamento da superficie radicular; modo de aplicacéao
destas substancias, concentracado e pH utilizados; grau de
hipermineralizacao do dente. Assim, a regeneracao periodontal ndo deve
ser considerada como um resultado previsivel ap6s o condicionamento
radicular. Os resultados obtidos no presente trabalho demonstram que o
condicionamento da superficie radicular com diferentes agentes quimicos
nao promove um beneficio adicional na reparacao de defeitos ésseos tipo
deiscéncia criados cirurgicamente em cées. Neste modelo experimental,
apenas a raspagem radicular foi suficiente para possibilitar a formacao de
novo cemento celular em raizes previamente contaminadas pelo acumulo
de placa bacteriana. No entanto, deve-se ter cuidado ao extrapolar estes
resultados para a pratica clinica. O modelo de contaminacgao utilizado em

nosso trabalho ndo reproduz exatamente a natureza das raizes
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patologicamente acometidas pela doenga periodontal em humanos. O
tempo de contaminagdo e o grau de mineralizagdo radicular sao fatores
importantes a serem considerados e que variam de paciente para

paciente e até mesmo no mesmo paciente.
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Tendo em vista a metodologia empregada e os resultados

obtidos, pode-se concluir que:

o tratamento cirurgico dos defeitos tipo deiscéncia com ou sem o
condicionamento quimico da superficie radicular promoveu uma
reducdo significativa da profundidade de sondagem e um

significativo ganho clinico de insercao;

houve maior formacao de novo cemento e menor migragao epitelial
tanto nos grupos tratados com ou sem o condicionamento quimico
radicular apds o periodo de 3 meses de cicatrizagdo, sem diferenca

estatisticamente significante entre os grupos experimentais;

na maioria dos defeitos tratados cirurgicamente com ou sem
condicionamento quimico da superficie radicular houve formacgao
de novo osso alveolar. O grupo condicionado com a tetraciclina
hidroclorada apresentou a menor altura de osso neoformado
enquanto o grupo condicionado com acido citrico apresentou a
maior altura de osso neoformado em relacdo aos demais grupos,
porém nao houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos experimentais.
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o condicionamento da superficie radicular com acido citrico,
tetraciclina hidroclorada ou EDTA nao apresentou um beneficio
adicional na reparacdo de defeitos tipo deiscéncia criados
cirurgicamente em cédes quando associado a cirurgia a retalho e

RAR.
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ANEXOS



ANEXO 1:

Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa Animal

(CEEA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.






ANEXO 2:

Parametros clinicos avaliados nos caes.
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ANEXO 3:

Valores obtidos na analise histométrica das medidas lineares e de

area em cada cao.



Medidas histométricas - CAO 1

[ EDTA AC TC TC + AC AC +TC Controle |
EP 1217.93 1295.64 487.45 1437.87 1475.25 2433.67
1047.53 938.74 825.76 1349.09 1346.55 2005.95
1320.80 1172.28 708.91 1324.76 1061.39 1867.33
Média (um) 1195.42 1135.55 674.04 1370.57 1294.40 2102.32
CE 3532.68 3269.31 3801.99 4219.81 2419.81 1736.64
3594.07 3702.99 3228.55 4322.78 3019.81 1811.88
4091.12 3655.92 2869.32 4622.65 2764.36 1192.10
Média (um) 3739.29 3542.74 3299.95 4388.41 2734.66 1580.21
4.39 2.73
NG (+) 924.75 0.00 (+) 1936.64  (+) 269.31  (+) 467.33  (+) 499.01
(+) 376.24  (+) 118.81 (+) 1716.83 350.50 (+) 659.41  (+) 396.05
(+) 1276.07 0.00 (+) 1623.76  (+) 499.01  (+) 392.08  (+) 357.26
Média (um) 859.02 39.60 1759.08 372.94 506.27 417.44
Média (mm) 0.37 0.51
Tamanho defeito ~ 5675.36 4564.95 6226.08 5926.99 4362.39 4170.31
5017.84 4760.54 5771.14 5671.87 5025.77 4213.88
6687.99 4828.20 5201.99 6446.42 4217.83 3416.69
Média (um) 5793.73 4717.90 5733.07 6015.09 4535.33 3933.63
Média (mm)
Altura éssea 0.00 2251.50 1110.89 0.00 1278.05 1479.21
0.00 2403.96 740.84 0.00 1924.75 1126.73
0.00 2538.62 437.28 0.00 1366.34 712.87
Média (um) 0.00 2398.03 763.00 0.00 1523.05 1106.27
Média (mm)
Area 6ssea 0.00 1907052.14 388335.25 0.00 809871.24  497901.20
0.00 1880086.00 284142.34 0.00 1310898.63 388366.62
0.00 1671118.00 151848.16 0.00 714511.77 168732.81
Média (um?2) 0.00 1819418.71 274775.25 0.00 945093.88 351666.88
Média (mm2) 0.00 1.82 0.27 0.00 0.95 0.35
% CE 62.25 71.62 61.07 71.20 55.47 41.64
71.63 77.79 55.94 76.21 60.09 43.00
61.17 75.72 55.16 71.71 65.54 34.89
Média 65.01 75.04 57.39 73.04 60.37 39.84
% EP 21.46 28.38 7.83 24.26 33.82 58.36
20.88 19.72 14.31 23.79 26.79 47.60
19.75 24.28 13.63 20.55 25.16 54.65
Média 20.69 24.13 11.92 22.87 28.59 53.54
% 0SS0 0.00 49.32 17.84 0.00 29.30 35.47
0.00 50.50 12.84 0.00 38.30 26.74
0.00 52.58 8.41 0.00 32.39 20.86

Média 0.00 50.80 13.03 0.00 33.33 27.69



Medidas histométricas - CAO 2

[ EDTA AC TC TC+AC___AC+TC __ Controle |
EP 1108.91 2502.97 1147.36 1563.20  2050.33 1625.75
1019.81 2524.76 1183.02 1237.62  2209.91 1653.50
1007.92 2666.17 1083.17 1517.30  2219.81 1374.26
Média (um) 1045.55 2564.63 1137.85 1439.37  2160.02 1551.17
CE 4180.25 548.52 2238.77 3609.91 2566.37 2768.32
4307.77 524.75 2887.17 414654  2716.85 2859.41
4217.84 368.32 3190.13 3798.85  2801.99 3227.73
Média (um) 4235.29 480.53 2772.02 3851.77  2695.07 2951.82
2.70
NG 31.68 (+) 2176.84  (+)633.66  (+)120.79 (+) 934.65  (+) 299.01
39.60 (+) 2372.28  (+) 380.2 4554  (+)933.49  (+)505.89
186.14  (+)2386.14  (+)374.26  (+) 13.63  (+) 938.62  (+) 509.73
Meédia (um) 85.81 2311.75 462.71 59.99 935.59 438.21

Tamanho defeito ~ 5289.16 5228.33 4019.79 5293.90 5551.35 4693.08
5327.58 5421.79 4450.39 5384.16 5860.25 5018.80
5225.76 5420.63 4647.56 5329.78 5960.42 5111.72
Média (um) 5280.83 5356.92 4372.58 5335.95 5790.67 4941.20
Altura 6ssea 683.42 0.00 675.25 655.45 1269.38 762.38
837.62 0.00 994.06 697.03 1427.73 702.97
722.78 0.00 1243.57 669.31 1423.76 1030.52
Média (um) 747.94 0.00 970.96 673.93 1373.62 831.96
Média (mm)
Area 6ssea 108122.95 0.00 11451449  64487.92 165152.77 124191.99
144739.04 0.00 293948.24  90869.70  428821.56  100778.56
93555.72 0.00 258496.74  70969.65 522596.87  124858.59
Média (um?2) 115472.57 0.00 222319.82  75442.42 372190.40 116609.71
Média (mm?)
% CE 79.03 10.49 55.69 68.19 46.23 58.99
80.86 9.68 64.87 77.01 46.36 56.97
80.71 6.79 68.64 71.28 47.01 63.14
Média 80.20 8.99 63.07 72.16 46.53 59.70
% EP 20.97 47.87 28.54 29.53 36.93 34.64
19.14 46.57 26.58 22.99 37.71 32.95
19.29 49.19 23.31 28.47 37.24 26.88
Média 19.80 47.88 26.14 26.99 37.30 31.49
% 0SSO0 12.92 0.00 16.80 12.38 22.87 16.24
15.72 0.00 22.34 12.95 24.36 14.01
13.83 0.00 26.76 12.56 23.89 20.16

Média 14.16 0.00 21.96 12.63 23.71 16.80



Medidas histométricas - CAO 3

| EDTA AC TC TC+AC AC+TC Controle |
EP 0.00 0.00 3146.54 0.00 0.00 508.95
0.00 0.00 3146.54 265.35 0.00 710.89
106.93 0.00 3146.54 231.68 0.00 71.29
Média (um) 35.64 0.00 3146.54 165.68 0.00 430.38

CE

Média (um)

5255.47
4922.78
4653.48
4943.91

4966.79
4629.71
5537.55
5044.68

655.69
564.36
668.46
629.50

3906.94
3994.54
4019.81
3973.76

3162.40
3162.40
3168.37
3164.39

485.15

3836.52
4829.73
3050.47

NG

Média (um)

934.65
836.46
758.61
843.24

810.37
926.74
784.20
840.44

330.69
582.73
469.31
460.91

895.05
962.38
970.30
942.58

768.38
776.24
760.40
768.34

926.74
702.97
979.06
869.59

Tamanho defeito

Média (um)

5255.47
4922.78
4760.41
4979.55

4966.79
4629.71
5537.55
5044.68

3802.23
2910.90
3222.92
3312.02

3906.94
4259.89
4251.49
4139.44

3162.40
3162.40
3168.37
3164.39

994.10
4547.41
4901.02
3480.84

Altura éssea

Média (um)

2861.40
2849.78
2857.43
2856.20

3542.88
3950.50
4209.91
3901.10

4451.50
3942.58
3940.60
4111.56

295.05
364.36
353.30
337.57

0.00
0.00
0.00
0.00

3815.86
2469.31
3330.70
3205.29

Area 6ssea

Média (um?2)

1136337.93
750108.35
684855.80
857100.69

3.90

796166.67
488435.45
229013.30
504538.47

1452613.43
763463.93
945415.09
1053830.82

52406.73
77420.02
78000.35
69275.70

0.00
0.00
0.00
0.00

976659.14
861097.69
970549.93
936102.25

Média (mm?)

% CE

Média

% EP

Média

% 0SS0

Média

100.00
100.00
97.75
99.25

0.00
0.00
2.25
0.75

54.45
57.89
60.02
57.45

100.00
100.00
100.00
100.00

0.00
0.00
0.00
0.00

71.33
85.33
76.02
77.56

17.24
19.39
20.74
19.12

82.76
80.61
79.26
80.88

117.08
135.44
122.27
124.93

100.00
93.77
94.55
96.11

0.00
6.23
5.45
3.89

7.55
8.55
8.31
8.14

100.00
100.00
100.00
100.00

0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00

48.80
84.37
98.55
77.24

51.20
15.63
1.45
22.76

383.85
54.30
67.96

168.70



Medidas histométricas - CAO 4

| EDTA AC TC TC+AC AC+TC Controle |
EP 1633.69 2258.26 29.70 2742.64 1930.70 897.03
1051.49 2608.76 23.76 2850.33 1869.31 863.39
538.61 2798.03 15.94 2434.49 2495.05 893.09
Média (um) 1074.60 2555.02 23.13 2675.82 2098.35 884.50

CE 3180.21 2297.87 4801.99 2501.58 2916.85 3844.04
3811.89 2101.00 4287.14 2800.02 3235.69 3889.94
4433.67 2136.64 3388.12 2958.42 2728.72 3748.55

Média (um) 3808.59 2178.50 4159.08 2753.34 2960.42 3827.51

NG 678.05 580.67 1340.60 25.74 984.16 1418.33

648.35 750.82 1289.12 198.02 829.70 1366.34

538.61 806.27 1261.58 30.02 803.96 1403.97

Média (um) 621.67 712.59 1297.10 84.59 872.61 1396.21
Média (mm) 0.62 0.71 1.30 0.08 0.87 1.40

Tamanho defeito 4813.90 4556.13 4831.69 5269.96 5831.71 4741.07
4863.38 4709.76 4310.90 5848.37 5934.70 4753.33
4433.67 4934.67 3404.06 5422.93 6027.73 4641.64

Média (um) 4703.65 4733.52 4182.22 5513.75 5931.38 4712.01
Altura 6ssea 855.86 724.75 0.00 598.02 2253.47 778.22
928.72 899.01 0.00 1091.10 2283.18 1944.62
1072.12 776.24 0.00 857.43 1851.49 2031.69
Média (um) 952.23 800.00 0.00 848.85 2129.38 1584.84
Média (mm) 0.95 0.80 0.00 0.85 2.13 1.58
Area 6ssea 102782.29  34239.85 0.00 69189.43 430060.65 106699.56
86081.93  92967.55 0.00 109401.26 475397.48 173618.62
84125.25  33087.02 0.00 97821.98 403878.86 225021.52
Média (um?2) 90996.49  53431.47 0.00 92137.56 436445.66 168446.57
% CE 66.06 50.43 99.39 47.47 50.02 81.08
78.38 44.61 99.45 47.88 54.52 81.84
100.00 43.30 99.53 54.55 45.27 80.76
Média 81.48 46.11 99.46 49.97 49.94 81.22
0.08 0.05 0.10 0.05 0.05 0.08
% EP 33.94 49.57 0.61 52.04 33.11 18.92
21.62 55.39 0.55 48.74 31.50 18.16
0.02 56.70 0.47 44.89 41.39 19.24
Média 18.53 53.89 0.54 48.56 35.33 18.78
% 0SS0 17.78 15.91 0.00 11.35 38.64 16.41
19.10 19.09 0.00 18.66 38.47 40.91
24.18 15.73 0.00 15.81 30.72 43.77

Média 20.35 16.91 0.00 15.27 35.94 33.70



Medidas histométricas - CAO 5

[ EDTA AC TC TC+AC___AC+TC __ Controle |

EP 1816.04  1679.25 5178.23 1871.29  2073.28 _ 2960.40
177253  1394.89 5261.39 215248  1654.35  3120.80

1724.84  1459.87 5720.80 2152.48 141585  3554.46

Média (um) 177114 151134 5386.81 205875  1714.49  3211.89
CE 2556.44  1661.87  134.65  1831.69  3867.33  1384.16
2769.14 184357 27723  1679.21  4134.67 544.55
277824  1829.71 12359  1514.86  4030.58 562.52
Média (um) 270127  1778.38  178.49 167525  4010.86 830.41
NG 0.00  (+)882.01 291.72 (+)857.43  31.68 873.74
2455  (+)954.46 229.70 (+)908.91 (+)275.25  598.84

31.68  (+)960.4 5545  (+)932.67  (+)250  (+)239.6
Média (um) 18.74 93229 19229  899.67 185.64 570.73

Tamanho defeito

Média (um)

4372.48
4541.67
4503.08
4472.41

4223.13
4192.92
4249.98
4222.01

5312.88
5538.62
5844.39
5565.30

4560.41
4740.60
4600.01
4633.67

5940.61
6064.27
5696.43
5900.44

4344.56
3665.35
4356.58
4122.16

Altura 6ssea

Média (um)
Média (mm)

401.98
502.97
558.42
487.79
0.49

1233.67
1291.09
1221.78
1248.85
1.25

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

1277.24
1316.83
1245.55
1279.87
1.28

3752.48
3980.20
3784.16
3838.95
3.84

1221.78
279.21
370.30
623.76
0.62

Area 6ssea 33271.31 423920.08 0.00 536360.25 1723234.50 548613.98
105891.79 695909.63 0.00 501057.76 1667733.95 79937.42
134391.01 591386.34 0.00 630096.35 1078480.74 98759.14

Média (um?2) 91184.70 570405.35 0.00 555838.12 1489816.40 242436.85

Média (mm?) 0.00 0.56

% CE 58.47 39.35 2.53 40.17 65.10 31.86
60.97 43.97 5.01 35.42 68.18 14.86

61.70 43.05 2.11 32.93 70.76 12.91

Média 60.38 42.12 3.22 36.17 68.01 19.88
% EP 41.53 39.76 97.47 41.03 34.90 68.14
39.03 33.27 94.99 45.41 27.28 85.14

38.30 34.35 97.89 46.79 24.86 81.59

Média 39.62 35.79 96.78 44.41 29.01 78.29
% 0SSO 9.19 29.21 0.00 28.01 63.17 28.12
11.07 30.79 0.00 27.78 65.63 7.62

12.40 28.75 0.00 27.08 66.43 8.50

Média 10.89 29.58 0.00 27.62 65.08 14.75



Medidas histométricas - CAO 6

[ EDTA AC TC TC + AC AC +TC Controle |

EP 552.48 190.92 3374.44  1057.43 4037.89 1299.01

435.65 231.68 3641.59 863.37 4253.56 2813.87

237.63 170.31 3465.35 694.03 4258.37 1206.76

Média (um) 408.59 197.64 3493.79 871.61 4183.27 1773.21

CE 3623.82 5251.51 2303.85  4619.81 356.44 1901.00

4055.47 5209.91 2241.59  4475.27 257.46 1248.00

4306.94 5213.87  2350.82  4499.01 283.17 3798.84

Média (um) 3995.41 5225.10 2298.75  4531.36 299.02 2315.95
Média (mm) 4.00 5.23 2.30 4.53 0.30 2.32

NG 2005.95 1943.40 156.44 1974.27 2079.21 1440.44

2154.46 2009.91 80.03 2170.30 2188.12 1256.69

2205.94 1902.98 225.74 2347.38 2478.05 1592.08

Média (um) 2122.12 1952.10 154.07 2163.98 2248.46 1429.74

Tamanho defeito

Média (um)

4176.30
4491.12
4544.57
4404.00

5442.43
5441.59
5384.18
5422.73

5834.73
5963.21
5816.17
5871.37

5677.24
5338.64
5193.04
5402.97

4394.33
4511.02
4541.54
4482.30

3200.01
4061.87
5005.60
4089.16

Altura éssea

Média (um)
Média (mm)

Area 6ssea

Média (um?)

1636.47
1749.34
2475.25
1953.69
1.95

688298.60
782207.23
995500.47
822002.10

739.55
734.65
572.28
682.16
0.68

192087.43
186025.27
120310.01
166140.90
0.17

520.80
610.72
5568.42
563.31
0.56

73240.02
45717.18
46038.72
54998.64
0.05

3906.94
3815.85
3788.32
3837.04
KRZ

260774.95
386574.63
569874.69
405741.42

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
0.00
0.00

0.00
0.00
1357.26
452.42
0.45

0.00
0.00
360279.12
120093.04

% CE

% EP

% 0SS0

86.77
90.30
94.77
90.61

13.23
9.70
5.23
9.39

39.18
38.95
54.47
44.20

96.49
95.74
96.84
96.36

3.51
4.26
3.16
3.64

13.59
13.50
10.63
12.57

39.49
37.59
40.42
39.16

57.83
61.07
59.58
59.49

8.93
10.24
9.60
9.59

81.37
83.83
86.64
83.95

18.63
16.17
13.36
16.05

68.82
71.48
72.95
71.08

8.11
5.71
6.24
6.68

91.89
94.29
93.76
93.32

0.00
0.00
0.00
0.00

59.41
30.72
75.89
55.34

40.59
69.28
24.11
44.66

0.00
0.00
27.11
9.04



Média (um)
Média (mm)

CE

Média (um)

Medidas histométricas - CAO 7

[ EDTA AC TC TC + AC AC + TC  Controle |
1749.34 97427 1174.26  493.07 1475.26 564.36
1067.34 893.97 1051.52  563.20 1244.03 825.75
1146.54 893.24 611.88 712.87 837.63 798.02
1321.07 920.49 945.89 589.71 1185.64 729.38

1.32 0.92 0.95 0.59 1.19 0.73
2223.77 2689.11 3320.84 4956.45 3477.71 4930.70
2815.85 2790.22 3013.87 4718.82 3485.41 4736.65
2724.76 2924.76  3506.94 4201.99 3586.67 4564.37
2588.13 2801.36 3280.55 4625.75 3516.60 4743.91

Média (mm) 2.59 2.80 3.28 4.63 3.52 4.74

NG

Média (um)
Média (mm)

Tamanho defeito

Média (um)

572.28
827.72
768.32
722.77
0.72

3973.11
3883.19
3871.30
3909.20

586.14
542.77
610.10
579.67
0.58

3663.38
3684.19
3818.00
3721.86

1207.92
1322.78
1447.53
1326.08
1.33

4495.10
4065.39
4118.82
4226.44

516.83
689.11
665.35
623.76
0.62

5449.52
5282.02
4914.86
5215.47

862.21
1029.87
891.56
927.88
0.93

4952.97
4729.44
4424.30
4702.24

583.00
685.30
1259.41
842.57
0.84

5495.06
5562.40
5362.39
5473.28

Altura 6ssea

Média (um)

1142.58
1578.22
609.90

1110.23

1693.07
1605.94
1728.72
1675.91

0.00
0.00
0.00
0.00

586.14
502.97
491.09
526.73

1938.62
1553.30
1772.28
1754.73

162.38
217.82
342.57
240.92

Média (mm) 1.11 1.68 0.00 0.53 1.75 0.24

Area 6ssea

Média (um?2)
Média (mm?2)

% CE

Média

% EP

Média

% 0SS0

Média

414273.94
477863.91
389362.60
427166.82
0.43

55.97
72.51
70.38
66.29

44.03
27.49
29.62
33.71

28.76
40.64
15.75
28.38

445694.45
524404.54
566706.36
512268.45
0.51

73.41
75.73
76.60
75.25

26.59
24.27
23.40
24.75

46.22
43.59
45.28
45.03

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

73.88
74.13
85.14
77.72

26.12
25.87
14.86
22.28

0.00
0.00
0.00
0.00

97735.71
86850.48
101911.78
95499.32
0.10

90.95
89.34
85.50
88.60

9.05
10.66
14.50
11.40

10.76
9.52
9.99

10.09

789665.33 8575.65
754488.32 24923.10
1092608.79 37757.16
878920.81 23751.97
0.88 0.02
70.21 89.73
73.70 85.15
81.07 85.12
74.99 86.67
29.79 10.27
26.30 14.85
18.93 14.88
25.01 13.33
39.14 2.96
32.84 3.92
40.06 6.39
37.35 4.42
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ABSTRACT

Background. In the present study, we have attempted to determine the effect of different root
conditioning on periodontal repair of dehiscence-type defects in dogs.

Methods. Buccal osseous dehiscences were surgically created on the mesial roots of the
maxillary first molars, second and third premolars of seven mongrel dogs. The defects were
exposed to dental plaque accumulation for 45 days. After this period, clinical evaluation
(baseline) was performed and the defects were randomly assigned to one of the following
treatments: I) irrigation with sterile saline solution (control group); II) citric acid; III) EDTA;
IV) tetracycline hydrochloride; V) citric acid and tetracycline hydrochloride; VI) tetracycline
hydrochloride and citric acid at equieffective concentrations used in previous studies. After 3
months of healing, the clinical parameters were evaluated and the animals were sacrificed.
The block sections of the teeth and surrounding tissues were processed for histological
analysis.

Results. All treatments yielded significant improvements in terms of PD (probing depth)
decrease and CAL (clinical attachment level) gain compared to baseline values, however
without significant differences between the experimental groups (p > 0.05). The defects
treated with or without chemical root conditioning showed similar periodontal healing (p >
0.05). No statistically significant differences were found between the groups in relation to
epithelial apical migration as well as newly formed cementum and alveolar bone (p > 0.05).
Conclusion. Within the limits of this study, it could be concluded that chemical root surface
conditioning did not have any additional improvement in periodontal repair of dehiscence-
type defects.

Key Words

Periodontal regeneration; bone regeneration, cementum, osseous defects



INTRODUCTION
The ultimate goal of periodontal therapy includes not only the arrest of progressive
periodontal disease but also the predictable regeneration of the periodontium at the site of
previous periodontal breakdown; including new cementum, new periodontal ligament and
new alveolar bone formation. The most frequent mode of wound healing following surgical
therapy is the development of a long junctional epithelium and connective tissue adhesion.'”
Periodontal ligament fibers must be attached in cementum that has formed on a previously
diseased or denuded root surface in order to occur periodontal regenera‘tion.2

The nature of periodontally exposed root surface has been identified as one factor that
could inhibit predictable periodontal regeneration.3'5 Several pathological changes occur in
the root surface of periodontally diseased surface including denudation of fiber attachment,
contamination of the root surface and alterations in mineral density,6'9 which may have a
significant biological influence on the potential of periodontal regeneration. The conventional
treatment of pathologically-altered root surfaces is based on the mechanical removal of
plaque and calculus. However, the smear layer formed during mechanical root
instrumentation consists of remnants of dental calculus, bacterial plaque and contaminated
root cementum.'®"" The presence of this layer of organic and mineralized debris interposed
between the root surface and adjacent connective tissue may act as a physical barrier to the
development of a connective tissue attachment to the root surface.'** Therefore, chemical
root surface conditioning was introduced in order to restore the biocompatibility of the root
surface to promote periodontal regeneration. Citric acid, tetracycline and
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) are the most widely used substances for this goal.

Topical application of citric acid causes a superficial demineralization of the root
surface, which eliminates bacterial endotoxins and removes the smear layer exposing

collagen matrix from root surfaces.'"'>'® This latter effect has been shown to improve fibrin



linkage and consequently to inhibit epithelial downgrowth, to stimulate fibroblast attachment

17-20

and migration, and to facilitate new cementum formation. The use of tetracyclines on

root surfaces also results in an exposure of matrix proteins with a binding of the antibiotic to

21,22

the root surface allowing a slow release under active form. Furthermore, these molecules

S .23 . 2425
can inhibit tissue collagenase production™ and bone resorption.

Findings from
experimental studies indicate that EDTA operating at neutral pH appeared to effectively
remove the smear layer and to selectively remove mineral from dentin or cementum surface

. . 2627
exposing collagenous matrix.

In contrast, etching at low pH appeared to remove not only
the mineral component but also the collagenous matrix, and exert an immediate necrotizing
effect on vital periodontal tissue in contrast to EDTA.*®

Controversy exists concerning the benefits of root surface conditioning as an adjunct
to periodontal therapy. Previous studies indicate that root surface conditioning can enhance
adhesion of the fibrin clot,z&29 fibroblast migration and collagen fiber attachment,lg’3 0
stimulate cementum and bone formation and result in improved connective tissue

17,18,20,31
attachment.

However, other reports suggest that root conditioning has no appreciable
effect on the course of healing neither in animal nor in human situations.”* . Negative
effects of etching procedures on wound healing and cementum formation have also been
reported.”” It has been suggested that this inconsistency findings may be due to variables such
as variations in experimental design, including varying application of root surface
conditioner, inconsistent flap adaptation, inadequate demineralization of periodontitis-
affected root surfaces and the effect of demineralizing agent on the organic matrix of the
cementum and dentin.’”® Since it is difficult to create optimal requirements regarding
experimental design and necessary histological evidence in human studies, this study was

proposed to evaluate in the same animal model the periodontal repair after root conditioning

with different chemical agents that had optimal parameters such as concentration, time and



mode of application defined in previous studies. So, the purpose of the present study was to
clinically and histologically evaluate the effect of root surface conditioning with citric acid
(CA), tetracycline hydrochloride (TTC HCl), and ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) on

periodontal repair of dehiscence type defects in dogs.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Seven adult mongrel dogs in good systemic health were included in the experiment (average
weight of 20 kg). The research protocol of this study was approved by the Experimental
Research Ethics Committee of the School of Dentistry at Araraquara — UNESP. The
anesthetic procedures used throughout this study included a previous sedation of the animals
with intramuscular injection of levopremazin chloritate* (0.2 ml/Kg) followed by induction of
general anesthesia with intravenous injection of sodium thiobarbiturate® (25 mg/ml, 0.5
ml/kg). In addition, 2% lidocaine containing noradrenaline (1:100,000) was infiltrated into

the mucosa to control bleeding and to ensure profound anesthesia.

Creation and Cronification of Dehiscence Defects

After raising buccal mucoperiosteal flaps, dehiscence defects measuring 3 mm in width and 5
mm in height were surgically created with hand instruments on the mesial roots of the
maxillary first molars (M1), second (P2) and third (P3) pre-molars. In each defect, a strip of
Tofflemire matrix band® with approximately the defect size was prepared and fixed to the
tooth crown using adhesive system and resin. The flaps were replaced to the original position
and sutured. Sutures were removed after one week. Throughout the period of 45 days prior to

the surgical treatment procedure, the dogs did not receive any special oral hygiene and were



fed only with water-softened food in order to increase dental plaque accumulation, leading to

the development of a chronic inflammatory reaction as well as radicular contamination.

Treatment of Defects

After 45 days, the band matrices were removed and clinical measurements were performed
(baseline). The following clinical data were obtained from the M1, P2 and P3 teeth: presence
of visible plaque (PI), presence of marginal gingival bleeding (GB), probing depth (PD),
bleeding on probing (BP), marginal gingival level (MGL) and clinical attachment level
(CAL). The clinical data were measured by a calibrated examiner in four sites per tooth:
mesial site, intermediate site between the mesial and vestibular site (defined as defect site),
vestibular site and distal site. Subsequently, the animals received supragingival scaling and
prophylaxis with a rubber cup.

Full thickness flaps were raised, the defects debrided, and the roots scaled with
periodontal curettes. References notches were placed at the alveolar bone level (apical notch)
and at the cemento-enamel junction (coronal notch). The teeth and the reflected flaps were
isolated with gauze and the root surfaces treated by irrigation with 10 ml of sterile saline
solution (Control group) or one of the following conditioning procedures: II) citric acid (CA
group); III) EDTA (EDTA group), IV) tetracycline hydrochloride (TTC group), V) citric acid
+ tetracycline hydrochloride (CA + TTC group) or VI) tetracycline hydrochloride + citric
acid (TTC + CA group). The six treatments were rotated between dogs and maxillary M1, P2
e P3 teeth. Therefore, each animal received all treatments as well as each tooth received all
treatments. One tooth per animal received the same treatment two times because of the
number of animals included in the study (n = 7).

Citric acid conditioning was carried out by the apposition of sterilized cotton pellets

soaked with a saturated aqueous solution! (25%, pH 1.3) to the root surface during 3 minutes.



EDTA conditioning was performed by a 3-minute continuous application of 24% EDTA gel"
(pH 7.0) using sterilized soft brush. Tetracycline conditioning was performed burnishing
sterilized cotton pellets soaked with aqueous solution of tetracycline hydrochloride** (50
mg/ml) during 3 minutes. An effort was made to avoid the contact of the substances with
surrounding periodontium by suctioning and the chemical agents were renewed every 30
seconds. Following etching procedures, the root surfaces were rinsed with 10 ml of sterile
saline solution. After root conditioning, the flaps were sutured tightly at the same position or
coronally positioned if gingival recession was present before the defects treatment. Chemical
plaque control regimen was instituted with topical application of 0.2% chlorhexidine
digluconate 5 times per week until the end of the study. The sutures were removed one week
later.

After a healing period of 3 months, the clinical parameters were evaluated (final) and
the dogs were sedated and sacrificed with overdose of sodium thiobarbiturate. The maxillary

M1, P2 and P3 were removed in blocks.

Histologic and Histometric Analysis

The maxilla samples were fixed in 10% neutral buffered formalin for 1 week and
decalcified in Morse solution (1:1 of formic acid 50% and sodium citrate 20%) for
approximately 4 months. Semi-serial paraffin sections of 5 um thickness were obtained from
buccal-lingual aspects and five sections were selected for each tooth: the two most external
sections showing the reference notches on mesial and distal sections of treated root surface
and three other sections that were equally spaced between the external sections.

Haematoxylin and eosin (HE) and Masson trichrome staining were used.



Type and quality of the tissues formed were evaluated as well as the presence of
inflammatory process and fibrous tissue, ankylosis, and root resorption. Histometric analysis
was performed with image analysis software’" to obtain the following measurements:

Defect extension (DE): from the coronal notch to the apical notch.

Gingival margin (GM): from the gingival margin to the coronal notch.

Epithelial migration (EP): from the coronal notch to the apical extension of the
junctional epithelium when the gingival margin was coronal to the coronal notch. If gingival
recession was present, the epithelium was measured from the gingival margin to the apical
border of the junctional epithelium.

New formed cementum (CE): from the apical notch to the most coronal part of the
new cementum.

Newly formed bone (B): from the apical notch to the most coronal part of the bone.

New bone area (BA): area of new bone coronal to the apical notch.

The mean for each histometric parameter in each dog was obtained after measuring
three sections per site corresponding to the central portion of the defect and the mean for the
parameter in each treatment group was calculated using the values of the seven dogs. The
histometric linear parameters EP, CE and B were also expressed as a percentage of the linear

defect extension (DE).

Statistical Analysis

The ANOVA one way and paired Student ¢ tests were used to detect respectively inter and
intragroup differences in PD and CAL. Since MGL clinical parameter did not present normal
distribution, non-parametric tests were used: Friedman and Wilcoxon. Descriptive statistics
for the histological parameters were expressed as mean * SD. The ANOVA one way test was

used to detect differences between the groups regarding the linear measurements DE, GM,
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EP, CE and B. The non-parametric Friedman test was used to detect differences between the
groups regarding the area measurement BO. The ANOVA one way test was also used to
compare the parameters EP, CE, B in terms of percentage of the defect between the groups.
In case of statistically significance, the Tukey-Kramer (parametric variables) or Dunn (non-
parametric variables) tests would be used for multiple comparisons. A significance level of

0.05 was used in all statistical comparisons.

RESULTS

Clinical analysis

The healing response was favorable in all groups. No suppuration, abscess formation or other
clinical complication was observed. No significant differences were found within and
between the groups in regard to the clinical parameters MGL, PD, CAL in the mesial,
vestibular and distal sites (p > 0.05). In the defect size, all treatments groups yielded
significant improvements in terms of PD decrease and CAL gain compared to baseline values
(p < 0.05), however without significant differences between the experimental groups (p >
0.05) (Fig. 1). No significant difference was found for the MGL within and between the

groups in the defect site (Fig. 1).

Histologic and histometric analysis

The defects treated with or without chemical root conditioning showed similar periodontal
healing (Figs. 2 and 3). The formation of new cementum was observed in all specimens and
cementoblasts was observed along the surface of the newly formed cementum (Figs. 4 and 5).
A continuous layer of new cementum was deposited coronally to the apical radicular notches
up to the epithelial tissue (Figs. 2 and 3). The apical migration of the epithelium was limited

to the coronal third of the defect in all treatment groups. The dentin surface underneath the
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newly formed cementum presented irregularities or surface resorption. A fibrous connective
tissue with collagenous fibers in a regular disposition was presented in all treatment groups
and an inflammatory infiltrate was found in two teeth of the CA group. Newly formed bone
was observed coronally to the apical notches in the majority of the specimens, but generally
limited to the apical third of the defect. Periodontal ligament (PLD) was present between the
newly formed cementum and the newly formed bone (Figs. 4 and 5) in all groups. No area of
active resorption and dentoalveolar ankylosis was present.

The descriptive statistics as well as the statistical analysis of linear and area
measurements are summarized in Table 1. No statistically significant differences were
detected among groups in regard to the linear (DE, GM, EP, CE and B) and area (BA)
measurements (p > 0.05). The parameters EP, CE and B were expressed as percentage of the

defect size; however, no significant differences were observed among the groups (p > 0.05).

DISCUSSION

The present study was designed to evaluate the effect of root surface conditioning with three
different chemical agents on periodontal repair of dehiscence-type defects in the same animal
model. The establishment of a new attachment of connective tissue to the periodontitis-
affected root surface following periodontal surgery has not been considerable a predictable
biological event. Various approaches to therapy have been proposed in an attempt to achieve
regeneration of the lost supporting tissues. Root conditioning has been used to create a more
biocompatible surface for periodontal healing. This conditioning is intended to decontaminate
and demineralize the root surface, removing the smear layer and exposing some components
of the extracellular matrix of dentin and cementum, such as type I collagen, proteoglycans,

fibronectin and growth factors>'***%
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For the purpose of the study, 42 chronic dehiscence defects were treated by root
conditioning in combination with flap surgery. The optimum concentration, mode and time of
application for each chemical agent were defined based on the results of previous in vitro

: o 27,40-42
Ivestigations.””

Despite the use of specific parameters for each agent, no statistical
significant improvement in periodontal healing following root surface conditioning was
detected in this study when compared to the control group that did not receive etching
procedures.

Clinically, a significant PD decrease and CAL gain compared to baseline values were
observed in the defect sites of all treatment groups; however, without significant differences
between the experimental groups (Fig. 1). The root surface conditioning with citric acid in
combination with the modified Widman flap did not yield significant improvements in terms
of PD decrease and CAL gain on the treatment of teeth presenting residual pockets with
depth greater than 5 mm.* The mean CAL gain on the surfaces treated with citric acid was
2.1 mm in comparison with 1.5 mm on the surfaces not conditioned.” In the present study,
the CAL gain was 2.72 mm in the CA group and 2.43 mm in the control group (Fig. 1). On
the other groups that received root conditioning, the CAL gain ranged from 2.21 to 3.57 mm.
The TTC group showed the highest improvement in CAL gain (Fig. 1). However, this
difference did not reach a level of statistical significance. In a meta-analysis including 28
clinical studies44, it was concluded that the root surface conditioning with citric acid,
tetracycline or EDTA provides no benefit or clinical significance to regeneration in patients
with chronic periodontitis. This data is in accordance with our results.

Some histological evidence indicated that new connective tissue attachment did not
occur to the denuded root and epithelium migrated apically along the root surface.'” On the
other hand, the demineralization of the denuded root surface with citric acid inhibits the

apical migration of the epithelium and results in new connective tissue attachment.'””'®* In
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contrast to these findings, the apical migration of epithelium as well as the newly formed
cementum and bone were similar in the defects treated with or without root surface
conditioning in this study (Table 1).

The results of the histometric analysis demonstrated that the formation of newly
cementum was greater than the apical migration of the epithelium in all treatments, without
significant differences among the experimental groups (Table 1). The mean percentage of the
defect covered with epithelium ranges from 20.36 to 35.75% while the mean percentage of
newly formed cementum ranges from 60.98 to 77.6%. Regarding the new bone formation, the
majority of the specimens presented newly formed bone coronally to the apical radicular
notch (Figs 2 and 3). The magnitude of the values indicated that the linear and area
measurements of new bone were superior in the groups CA and CA + TTC; however no
statistically significant differences were observed among the groups regarding the newly
formed bone (Table 1).

In the study of Claffey et al.®

, the connective tissue attachment gain after the
application of TTC HCIl was similar to that obtained with citric acid. The root surface
conditioning with TTC HCl showed connective tissue attachment extending to the
cementoenamel junction in most of the specimens and the mean extent of alveolar bone
regeneration was 62% of the length of the root planed surfaces. However, only two animals
were used in the study and no control group was included in the analysis. On the other hand,
the group treated with TTC HCI showed the lower percentage of newly formed bone (14%)
in the present study (Table 2). This percentage increased when the TTC HCI conditioning
was preceded or followed by the application of citric acid (27.91 and 20.96%, respectively),
but this difference was not statistically different (Table 2). Nagata et al.** observed that the

amount of new attachment as well as bone and cementum formation was similar in the groups

conditioned or not with TTC HCI. So, the demineralization with TTC HCI did not produce
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any additional effect on the periodontal regeneration of dehiscence defects surgically created
in monkeys.

Root conditioning with a neutral pH agent such as the EDTA appeared to produce in a
short-term perspective a more biocompatible surface compared to conditioning at low pH.
Etching at low pH induces an immediate necrosis while etching at neutral pH preserves the
integrity of exposed collagen fibers and the vitality of the adjacent tissues. % According to
Sammons et al.,*’ root conditioning with citric acid and tetracycline may temporarily inhibit
the migration and proliferation of periodontal ligament fibroblasts and delay early wound
healing. However, in our study, no statistically significant differences between the groups
conditioned with low or neutral pH agents concerning clinical and histological parameters
were observed after 3 months of healing (Tables 1 and 2). The application of chemical agents
with low pH value as CA and TTC HCI did not jeopardize the periodontal repair in
comparison to the EDTA and control groups. In contrast to our findings, Blomlof et al.*®
demonstrated a significantly improved healing with respect to histological attachment and
less gingival recession and probing depth in the EDTA etched group in comparison to both
the control and citric acid etched groups.

In general, the results obtained after root surface conditioning are controversy,
ranging from marked regeneration to no difference when compared with root planing. So,
periodontal regeneration should not be considered as a predictable result after root surface
conditioning. The formation of new connective tissue attachment, as opposed to a long
junctional epithelium, to a denuded root surface following regenerative surgery is contingent
on the unimpeded resolution of a series of interactions between the root surface, plasma and
tissue factors, and the connective tissue of both the mucogingival flap and periodontal
ligament. In the present investigation, chemical root surface conditioning did not result in

clinical or histological benefit on periodontal healing in comparison to the control group that
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did not receive any chemical conditioning. However, caution should be taken to extrapolate
the results of the present study. This animal model did not adequately simulate the nature of
the periodontitis-affected root surfaces in humans. In addition, the period of contamination
and the mineral density of the tooth are important factors to be considered. Although root
conditioning did not show any advantage compared to control group on periodontal healing,
the exposure of collagenous matrix of dentin or cementum could be useful for retention of
biologically active substances such as growth factors in regenerative procedures.

Within the limits of the present study, it could be concluded that root surface
conditioning with citric acid, tetracycline and EDTA did not provide any additional benefit

on periodontal repair of dehiscence defects.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Clinical measurement for each group at baseline and 3 months after treatment. (A)
Probing depth (PD), (B) Clinical attachment level (CAL) and (C) Marginal gingival level
(MGL). * p<0.05 — significant difference between the baseline and 3-months post treatment
(Student paired t-test). No significant differences were found among groups at each period of

clinical evaluation (p>0.05; ANOVA one-way test).

Figure 2. Panoramic view of the defects with the radicular notches (arrows). New bone and
new cementum are observed extending coronally from the apical notch after 3 months of
treatment. (A) Control group; (B) CA group; (C) EDTA group (HE, bar = 200um, original

magnification x5).

Figure 3. Panoramic view of the defects with the radicular notches (arrows). New bone and
new cementum are observed extending coronally from the apical notch after 3 months of
treatment. (A) TTC group; (B) CA + TTC group; (C) TTC + CA group (HE; bar = 200um;

original magnification x5).

Figure 4. Higher magnification of the radicular notch area in Figure 2 showing new
cementum (CE), periodontal ligament (PLD) and alveolar bone (B) formation. Dentin (De).
(a) Control group; (b) CA group; (¢) EDTA group (Masson trichrome; bar = 200um; original

magnification x20).

Figure 5. Higher magnification of the radicular notch area in Figure 3 showing new

cementum (CE), periodontal ligament (PLD) and alveolar bone (B) formation. Dentin (De).
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(a) TTC group; (b) CA + TTC group; (¢) TTC + CA group (Masson trichrome; bar = 200um;

original magnification x20).

TABLE LEGENDS

Table 1. Histometric parameters (mean * SD) for each treatment.
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Table 1. Histometric parameters (mean * SD) for each group.

Histometric p
Parameter Group value
Control CA EDTA TTC AC+TTC TTC+AC
m=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7) (n=7)
DE' 4.53+0.55 4.74+0.61 4.7940.62 4.96+0.74 4.93+1.02 5.1840.61 0.65
Gm* 0.85+0.42 1.05+0.80 0.75+0.69 0.82+0.63 0.92+0.64 0.73£0.72 0.94
EP' 1.52+0.95 1.27£1.02 0.98+0.58 1.75+1.94 1.80£1.27 1.31+0.86 0.78
CE' 2.89+1.41 3.01£1.73 3.7240.83 2.87£1.36 2.77+1.18 3.65£1.09 0.59
Bf 1.10£0.90 1.53+£1.29 1.16+ 0.96 0.70+0.94 1.51£1.32 1.07£1.28 0.75
BA* 0.34+036 052+£0.62 023+038 0.18+£021 0.59+054 0.28+0.31 0.61
%EP" 35.73£24.75 27.15£20.51 20.36+13.28 32.9+33.72 35.51+£28.30 24.88+£16.59 0.74
%CE" 61.80+£26.06 63.4+£32.69 77.60+x14.39 60.98+32.30 58.07+28.83 71.43+21.48  0.79
%B* 24.49+20.54 27.15+£20.51 25.06+19.99 14.3x19.97 27.91+22.88 20.69+23.73  0.72

* p value refers to statistical significance differences among groups (p<0.05).

TANOVA one-way test; ¥ Friedman test.
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