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Cavassim R. Avaliacdo da descontaminagdo com &cido citrico e
tetraciclina e da rugosidade, na adesdo de coagulo a superficies
radiculares submetidas a diferentes tipos de instrumentagdo [Tese de

Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

REsumo

O tratamento periodontal engloba o processo de
raspagem e alisamento radicular, podendo ser realizado por diferentes
meios que além de remover o calculo dental, produzem diferentes
caracteristicas na superficie radicular como ranhuras e concavidades e
também a formacdo de smear layer. O uso de agentes quimicos é
proposto na literatura para remover essa smear layer, e descontaminar a
superficie radicular, aumentando assim as chances de formagéo de nova
insercdo conjuntiva. O objetivo do Estudo 1 foi avaliar, por meio de
microscopia eletrdbnica de varredura, a influéncia de diferentes
concentragdes, modos e tempos de aplicagcdo de &cido citrico na
biomodificagdo de superficies radiculares submetidas a raspagem e
alisamento radicular. Neste estudo, 270 amostras foram divididas em 6
grupos (45 amostras/grupo): soro fisiolégico (controle), acido citrico (0.5%,
1%, 2%, 15% e 25%), com tempos de 1, 2 ou 3 minutos para cada grupo,
nos modos de aplicacdo: a) aplicacdo passiva (bolinha de algodao); b)
friccdo suave (pincel); c) friccdo vigorosa (bolinha de algodao), com

renovacao da solucdo a cada 30 segundos. As amostras foram



submetidas a desidratagdo em concentracdes crescentes de alcool etilico
e HMDS, sendo em seguidas metalizadas e levadas para observagédo em
microscopia eletrénica de varredura. Um examinador treinado, calibrado
(kappa=0,93) e cego avaliou as fotomicrografias obtidas. A andlise
estatistica foi realizada utilizando-se os testes de Kruskal- Wallis e Dunn.
No estudo 2, investigou-se a influéncia da biomodificagdo radicular
associada a diferentes meios de instrumentacdo na adesao de coagulo e
elementos sanguineos. Cento e cinquenta dentes afetados
periodontalmente foram divididos em 5 grupos: Grupo I, instrumentacao
com curetas; Grupo II, instrumentacdo com curetas removendo célculo
superficial; Grupo III, remocdo do calculo superficial com ultrassom;
Grupo 1V, remogao do célculo superficial com instrumento ultrass6nico
seguido pela instrumentacdo com curetas Grupo V, superficie com
célculo. Estes cinco grupos foram divididos em trés subgrupos (10
amostras cada) de acordo com o condicionamento quimico: a) sem
condicionamento quimico; b) condicionamento quimico com acido citrico;
¢) condicionamento quimico com cloridrato de tetraciclina. Em seguida,
uma gota de sangue humano da circulacdo periférica foi aplicada a
superficie radicular das amostras. Foi aguardado o periodo para
coagulacdo e as amostras foram entdo preparadas para microscopia
eletrénica de varredura. As fotomicrografias obtidas foram avaliadas por
um examinador treinado, calibrado (kappa=0,87) e cego e os escores

obtidos submetidos a analise estatistica (Kruskal-Wallis e Dunn). No



estudo 3 , investigou-se a influéncia dos diferentes meios de
instrumentacao e da biomodificagdo na rugosidade e morfologia radicular.
Neste estudo foram utilizados cento e cinquenta dentes comprometidos
periodontalmente. Os dentes foram divididos em cinco grupos: Grupo 1,
instrumentacdo com curetas; Grupo II, instrumentacdo com curetas
removendo célculo superficial; Grupo III, remog¢ao do calculo superficial
com ultrassom; Grupo IV, remocéao do calculo superficial com instrumento
ultrassénico seguido pela instrumentacdo com curetas Grupo V,
superficie com calculo. Estes cinco grupos foram divididos em trés
subgrupos (10 amostras cada) de acordo com o condicionamento
quimico: a) sem condicionamento quimico; b) condicionamento quimico
com acido citrico; c¢) condicionamento quimico com cloridrato de
tetraciclina. As amostras obtidas foram avaliadas por meio de
rugosimetro, obtendo-se valores de rugosidade para os parametros (Ra,
Rt, Ry e Rz) e por meio de microscopia eletrbnica de varredura para
avaliagcao da morfologia. Os resultados mostraram que: o acido citrico a
25% aplicado por pincel, por 1 ou 3 minutos foi mais eficiente na obtengéo
da biomodificacdo radicular; o condicionamento quimico favoreceu a
formacgao de rede de fibrina e adesdo de componentes sanguineos apos
raspagem e alisamento radicular, apesar de nao haver diferencas entre os
meios de instrumentagdo avaliados; os grupos instrumentados por
raspagem vigorosa apresentaram menores valores de rugosidades que os

grupos que tiveram o calculo apenas destacado. A avaliacdo da



morfologia mostrou um aspecto mais rugoso da superficie radicular foi
observado no grupo controle e nos grupos que tiveram o calculo apenas
destacado. Presenca de smear layer e hiperdesmineralizagdo, com
aspecto de maior lisura de superficie foi observadas nos grupos apoés

raspagem, com e sem condicionamento quimico da superficie.

Palavras-chave: Raiz dentaria, Calculos dentarios, Raspagem dentaria,

Coagulagao sanguinea, Microscopia eletrénica de varredura



Cavassim R. Evaluation of decontamination with citric acid and
tetracycline and roughness on clot adhesion to root surfaces after different
types of instrumentation [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de

Odontologia da UNESP; 2012.

ABSTRACT

Periodontal treatment encompasses the scaling and root
planning process and can therefore be carried out by various means. In
addition to removing dental calculus, the root instrumentation produces
different characteristics in the radicular surface as the formation of
concavities and smear layer. The use of chemical agents is proposed in
the literature to remove the smear layer, and detoxify the radicular surface,
thereby increasing the chances of forming new connective attachment.
The aim of the Study 1 was to assess, through scanning electron
microscopy, the influence of different concentrations, application methods
and application times of citric acid in the root conditioning after scaling and
root planning. Two hundred seventy (270) samples were equally divided
into six groups (n=45) for treatment with saline solution (control) and five
different concentrations of citric acid (0.5, 1, 2, 15, and 25 percent). Three
acid application methods were used (passive, brushing, and burnishing)
as well as three application periods (1, 2, and 3 minutes). A previously
trained, calibrated (kappa score = 0.93), and blind examiner subsequently

scored scanning electron micrographs (SEMs) of the samples. Statistical



analyses were performed by using Kruskal-Wallis and Dunn’s post-hoc
tests. In Study 2, was investigated the influence of root conditioning
associated with different modes of instrumentation in the adhesion of clot
and blood elements. One hundred and fifty periodontally affected teeth
were divided into five groups: Group 1, instrumentation with curettes;
Group II, instrumentation with curettes removing the superficial calculus;
Group 111, ultrasonic scaler with removal of the superficial calculus; Group
IV, ultrasonic scaler for removal of the superficial calculus and after that,
instrumentation with curettes; Group V, calculus surface. These five
groups were further divided into three subgroups (10 samples each)
according to the root conditioning method used: a) no root conditioning; b)
root conditioning with citric acid; c¢) root conditioning with tetracycline
hydrochloride. After treatments, a drop of fresh human whole peripheral
blood was applied to the external root surface. The blood was allowed to
clot onto the root samples and then, the samples were prepared for SEM
analyses. In Study 3, was investigated the influence of the different means
of instrumentation and of root conditioning in root morphology and
roughness. One hundred and fifty human teeth lost due to periodontal
disease were use in this study The teeth were divided into five groups:
Group 1, instrumentation with curettes; Group II, instrumentation with
curettes removing the superficial calculus; Group III, ultrasonic scaler with
removal of the superficial calculus; Group IV, ultrasonic scaler for removal

of the superficial calculus and after that, instrumentation with curettes;



Group V, calculus surface. These five groups were further divided into
three subgroups (10 samples each) according to the root conditioning
method used: a) no root conditioning; b) root conditioning with citric acid;
c) root conditioning with tetracycline hydrochloride. After that, teeth were
evaluated according to roughness parameters (Ra, Rt, Ry, Rz) and
surface morphology. The results showed that exposure of collagen fibers
were obtained with application of citric acid at 25 percent by brushing for
one or three minutes; chemical root conditioning favored the fibrin network
formation and adhesion of blood components after scaling and root
planning, although there are no differences between the Instrumentation
means; the groups instrumented by vigorous scaling and root planning
have smaller roughness values than the groups that had only the
superficial dental calculus removed. Morphology evaluation showed a
rough aspect of radicular surface, observed in the control group and the
groups that had only the superficial dental calculus removed. Presence of
smear layer and chemical demineralization, with respect to greater surface
smoothness were observed in the groups after scaling, with and without

chemical conditioning of the surface.

Keywords: dental: root, calculus, scaling and root planning, clot

formation, scanning electron microscopy



INTRODUCAO

As doengas periodontais inflamatérias crénicas acometem
os tecidos de protecao e sustentagdo dos dentes e, segundo a Academia
Americana de Periodontologia, compreendem respectivamente a
gengivite e periodontite®.

A periodontite € uma doencga infecciosa que resulta na
inflamacgao dos tecidos de suporte dos dentes com perda progressiva de
insercdo, formacdo de bolsa periodontal e presenca de processo
inflamatério ativo®’.

A etiologia da periodontite é multifatorial, estando
relacionada aos periodontopatégenos presente na placa bacteriana e no

célculo dental”*®®

, € um hospedeiro susceptivel. A adsorcao de minerais e
proteinas salivares, bem como proteinas séricas leva a mineralizagdo da
placa bacteriana e formacdo do célculo dental. Este se adere as
superficies dentarias por imbricamento mecanico e atua como
reservatério das bactérias responsaveis pela inflamacdo dos tecidos
periodontais’ "%

Apés a instalagcao da periodontite, ocorre uma sucessao
de eventos nos tecidos periodontais, incluindo a perda de insercdo de
tecido conjuntivo ao elemento dental, perda do osso alveolar de suporte e
a migracdo apical do epitélio juncional ao longo da superficie

radicular®2%°,
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O tratamento periodontal basico baseia-se na remogéao
mecéanica do calculo dental por meio de procedimentos clinicos de
raspagem e alisamento radicular (RAR), que pode ser realizada por
instrumentos manuais, rotatérios, sénicos ou ultrassonicos® %2,

Os principais objetivos do tratamento periodontal sdo a
completa remogéo do célculo dental e o restabelecimento das estruturas
de suporte (ligamento periodontal, cemento e osso alveolar) perdidas em

2-3,6-7

decorréncia do processo inflamatorio Entretanto, estudos tém

demonstrado dificuldades em alcancar esses objetivos®>%/!:7881-82
Mesmo ap6s raspagem vigorosa e alisamento radicular ainda s&o
encontrados remanescentes de calculo aderidos & superficie radicular®®°.
Além disso, enzimas e metabdlitos bacterianos presentes na superficie
radicular contaminada levam a alteragbes na composicdo e densidade
mineral, reabsor¢éo localizada, perda da matriz colagena e proteinas nao
colagenas, retengdo de bactérias e adsorcdo de endotoxinas®®®®. Além
disso, endotoxinas e bactérias também podem ser encontradas no interior
de tubulos dentinarios®3677:79-80,

Uma vez que o tratamento periodontal ndo restaura a
anatomia original do periodonto, resultando apenas em reparo periodontal
no qual os tecidos ndo reproduzem a arquitetura original dos tecidos

5,26,65

perdidos , sugeriu-se a utilizagcao de outros procedimentos com intuito
de complementar o tratamento periodontal basico. Tais procedimentos

descritos na literatura propdem a utilizagdo de substancias quimicas para
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condicionar a superficie radicular hipermineralizada e também expor as
fibras coldgenas da matriz dentinéria. A esse procedimento denomina-se
biomodificagdo radicular'®'947,

A biomodificacao radicular assim como a regeneragao
tecidual guiada, os enxertos 6sseos, os fatores de crescimento e a
combinacdo dos mesmos sao modalidades terapéuticas que buscam
estabelecer condigdes favoraveis & regeneracio periodontal'®’.

Além da remocado da smear layer formada durante a
raspagem, as substancias quimicas utilizadas para se obter a
biomodificagdo radicular teriam uma fungdo secundaria e de grande
importancia a terapia periodontal, que seria a descontaminagdo da
superficie radicular. Uma vez que nao se obtém a remogdo completa do
céalculo dentario, a biomodificagéo radicular poderia atuar sobre o célculo
residual, promovendo sua descontamina¢do ou mesmo sua remogao por
desmineralizagao e favorecendo ao reparo periodontal®.

Apés a instrumentacao periodontal, inicia-se o0 processo
de reparo dos tecidos adjacentes. O primeiro evento a ocorrer é a
formacdo de um coagulo sobre a superficie radicular, como resposta
imediata a qualquer tipo de trauma, constituindo assim a fase inicial do
processo de cicatrizacdo dos tecidos periodontais®®'%.
Dentro do processo cicatricial, o codgulo exerce duas

fungbes: protege temporariamente os tecidos e atua como matriz para

migracao celular’®. A rapida aderéncia do coagulo sanguineo sobre a raiz
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promove a formagédo de uma barreira capaz de diminuir a migracao apical
do tecido epitelial®®'%.

No entanto, o processo de reparo € bastante complexo
nesta situacdo em que ha o tecido conjuntivo em contato a superficie
radicular, ap6s a instrumentacao periodontal. A raiz dental apresenta-se
desprovida das células do ligamento periodontal e encontra-se
hipermineralizada e recoberta por smear layer*?"6"8,

A formacao do coagulo na interface raiz tecido conjuntivo
inicia-se quando elementos do sangue aderem-se a superficie radicular,
representando os eventos iniciais do processo de adesao do codgulo e de
reparo. Neste estdgio temos a absorcdo e adesdo de proteinas
plasmaticas a superficie radicular, seguida da formagdo de um coagulo
fibrinoso ligado a raiz. Dentro de algumas horas pode ser observada uma
fase inflamatéria inicial, onde predominam neutréfilos e mondcitos. Dentro
de aproximadamente trés dias pode-se observar uma fase inflamatéria
com migracdo de macréfagos e formacdo de um tecido de granulacao.
Apds sete dias pode ser observado um inicio de nova inser¢do conjuntiva
a raiz, porém, remanescente do coagulo e fibrina ainda estdo presentes’®.

Polson, Proye (1983)%° mostraram, em um modelo
experimental com macacos, a importancia da adesdo e maturagdo do
coagulo no reparo em retalhos periodontais. Os resultados deste estudo
mostraram que raizes instrumentadas e biomodificadas com &cido citrico

apresentaram uma ligacdo de fibrina e maturagdo de nova insergao
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conjuntiva, enquanto raizes apenas instrumentadas (controle)
apresentaram formagédo de epitélio juncional longo. Aparentemente, a
biomodificagédo radicular proporciona uma ancoragem estavel do coagulo
sanguineo e rede de fibrina & superficie radicular instrumentada,
proporcionando assim a maturagdo de nova insercao conjuntiva.
Reafirmando os autores anteriores, Baker et al.'® (2005)
sugerem que a smear layer interposta entre a raiz e o tecido conjuntivo
pode impedir a aderéncia do coagulo sanguineo a superficie radicular,
podendo atuar como uma barreira fisica & nova insergéo periodontal®.
Rocha et al. (dados néao publicados) demonstrou que a
smear layer formada ap6s instrumentagdo manual passa por duas fases
de eliminagdo. Em um primeiro momento ocorre uma rapida reducao da
quantidade de smear layer formada sobre a superficie radicular e esta
continua a ser eliminada de forma mais lenta ao longo do tempo,
subsequente a instrumentacao periodontal. Estes autores mostraram que
apds raspagem e alisamento radicular, a smear layer é reabsorvida ao
longo do tempo, sendo que ao final da avaliagdo de 28 dias houve a
reabsorcao de cerca de 60% da smear layer formada sobre a superficie
radicular. Por outro lado, no periodo inicial de 7 dias apds raspagem
radicular, foi observado a presenga de smear layer em cerca de 70% dos
dentes avaliados. Este resultado sugere que a presenga de smear layer
sobre a superficie radicular pode ser um fator desfavoravel ao processo

de reparo periodontal, uma vez que nos primeiros dias observa-se uma
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fase inflamatéria e somente ap6s 7 dias pode-se observar o inicio de
formagcao de nova insergéo’®.

Outros  autores*>%>78

também sugerem que a
permanéncia da smear layer demonstrou ser desfavoravel a estabilizagéo
da rede de fibrina e formacao de coagulo sanguineo, atrasando essa fase
inicial da regeneracgao periodontal.

Ao que parece, a formagao de um coagulo estavel aderido
a superficie radicular por meio de uma rede de fibrina, € de vital
importancia para o desenvolvimento de nova insergdo conjuntiva. A
biomodificagdo radicular, além de remover a smear layer e expor fibras
colagenas da matriz dentinaria, atuaria na inativacao das endotoxinas
bacterianas, favorecendo a agregacao plaquetaria e formacao de uma
rede de fibrina insoltuvel, a qual atua como arcabougo para adesdo e
proliferacéo de células do tecido conjuntivo'®43%,

As caracteristicas da superficie radicular parecem
influenciar diretamente ao processo cicatricial e de regeneracéo
periodontal, no entanto ainda ndo ha na literatura estudos que avaliaram
os diferentes meio de instrumentacdo quanto as caracteristicas e
rugosidade de superficies produzidas, associadas a biomodificacao
radicular.

A instrumentagcdo periodontal pode ser realizada

utilizando-se instrumentos manuais, dispositivos sénicos e ultrassénicos

ou associagdes entre estes. Os estudos existentes que avaliaram os
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diferentes meios de instrumentagdo mostraram que dispositivos
ultrassénicos sdo tdo efetivos quanto a instrumentagdo manual na
remocdo de célculo e placa bacteriana®"?37°87288  Qutros estudos que
utilizaram instrumentos sénicos e ultrassénicos relatam o efeito
cavitacional ocasionado pela oscilacao de bolhas de ar em meio liquido,
entretanto, esse efeito cavitacional parece nao ter influéncia em estudos
in vivo, tendo contribuido para remocdo de placa bacteriana em
avaliagdes in vitro apenas®+49-57:72.88.101,103,110

Durante a instrumentacdo periodontal é considerado
adequado que a superficie radicular se apresente tao lisa quanto

possivel®’

, uma vez que estudos demonstraram que a rugosidade da
superficie radicular influencia significativamente no estabelecimento do
biofilme dental®®®’.

Estudos que avaliaram a instrumentagdo radicular
realizada por meio de instrumentos manuais, sénicos e ultrassoénicos,
mostraram diferencas nas caracteristicas de rugosidade obtidas. Estes
estudos apresentam controvérsias quanto ao tipo de instrumentacao
capaz de produzir uma superficie mais regular. Na grande maioria dos
estudos, os instrumentos ultrassénicos produziram superficies com maior

50,56,69,102

rugosidade que os instrumentos manuais ou sbnicos . Outros

estudos mostraram resultados em que ndo houve diferenga na
43,89

instrumentacdo manual ou ultrassénica™®, ou ainda que a

instrumentacao ultrassénica produziu superficies mais regulares que a
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|37,51 74

instrumentacdo manua , sendo que este meio de instrumentacao

produziu sulcos e ranhuras na superficie radicular*®’.

Clinicamente é muito dificil detectar pequenas variagoes
na lisura de superficie, visto que os instrumentos utilizados (sonda
exploradora) ndo possuem precisdo para isso>’, porém uma superficie
com maior rugosidade parece favorecer ao acUmulo de placa®'®,
enquanto uma superficie mais lisa parece favorecer a cicatrizacao dos
tecidos periodontais pois, possivelmente, apresenta uma menor
quantidade de depodsitos aderidos, o que resulta em uma condicdo mais
aceitavel biologicamente®. Esta condigdo é particularmente importante
quando observada em uma regido radicular proxima a margem gengival e
de grande importancia quando sua localizacdo é em uma porgéao
supragengival, visto que nestas localizagbes uma superficie de maior
rugosidade facilitaria também o acumulo do biofilme dental e dificultaria o
controle mecénico de placa realizado pelo paciente. Por outro lado, uma
regido de maior rugosidade localizada no fundo de uma bolsa periodontal,
pode ndo afetar significativamente a cicatrizagao periodontal.

Assim, considerando-se 0 conjunto de fatores
relacionados a regeneracao periodontal ndo se encontram completamente
elucidados, parece oportuno avaliar alguns dos fatores envolvidos neste
processo, tais como a adesdo do coagulo sobre a superficie radicular,

apds a descontaminacdo quimica, de modo a analisar o comportamento

da formacao inicial de coagulo sobre superficies que apresentam célculo
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ou célculo residual e consequente contaminagdo. Também, julga-se
oportuno avaliar o efeito da descontaminagdo radicular quimica e

mecanica, em relacao a lisura da superficie radicular apos sua realizagao.



PRroPOSICAO

Capitulo 1: o objetivo deste estudo in vitro foi avaliar, por
meio de microscopia eletrbnica de varredura, a influéncia de diferentes
concentragdes, modos e tempos de aplicagcdo de &cido citrico na
biomodificagdo de superficies radiculares submetidas a raspagem e
alisamento radicular.

Capitulo 2: o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia
da descontaminacdo quimica radicular e de diferentes meios de
instrumentacao, na adesao de coagulo e elementos sanguineos.

Capitulo 3: o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia
dos diferentes meios de descontaminagdo, mecanica e quimica, na

rugosidade e morfologia radicular.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the influence of root chemical
decontamination and different instrumentation means, in clot and blood elements
adhesion. One hundred and fifty periodontally affected teeth were divided into
five groups: Group I, instrumentation with curettes; Group II, instrumentation
with curettes removing the superficial calculus; Group III, ultrasonic scaler with
removal of the superficial calculus; Group 1V, ultrasonic scaler for removal of the
superficial calculus and after that, instrumentation with curettes; Group V,
calculus surface. These five groups were further divided into three subgroups (10
samples each) according to the root conditioning method used: a) no root
conditioning; b) root conditioning with citric acid; c) root conditioning with
tetracycline hydrochloride. After treatments, a drop of fresh human whole
peripheral blood was applied to the external root surface. The blood was allowed
to clot onto the root samples and then, the samples were prepared for SEM
analyses. Chemical root conditioning favored considerable fibrin network
formation and blood components adhesion in groups I and IV. No differences
were observed when comparing instrumentation means. These results indicate that
scaling and root planning associated with root conditioning were able to

encourage the formation of fibrin network and adhesion of blood components.

O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da descontaminagdo quimica e
diferentes meios de instrumentacdo na adesdo de codgulo e elementos sanguineos.
Cento e cinquenta dentes afetados periodontalmente foram divididos em cinco
grupos: Grupo I, instrumentagdo com curetas; Grupo II instrumentagdo com
curetas removendo cdlculo superficial; Grupo III, remocao do calculo superficial
com ultrassom; Grupo IV, remoc¢do do calculo superficial com instrumento
ultrassonico seguido pela instrumentacdo com curetas Grupo V, superficie com
célculo. Estes cinco grupos foram divididos em trés subgrupos (10 amostras cada)
de acordo com o condicionamento quimico: a) sem condicionamento quimico; b)
condicionamento quimico com &cido citrico; c¢) condicionamento quimico com

cloridrato de tetraciclina. Apds os tratamentos, uma gota de sangue humano da
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circulacdo periférica foi aplicada a superficie radicular das amostras. Foi
aguardado o periodo para coagulacdo e as amostras foram entdo preparadas para
microscopia eletrénica de varredura. O condicionamento quimico favoreceu
considerdvel formacdo de rede de fibrina e adesdo de células sanguineas nos
grupos I e IV. Nenhuma diferenca foi observada na comparacdo dos métodos de
instrumentacdo. Os resultados indicaram que a raspagem e alisamento radicular
associada ao condicionamento quimico favoreceu a formagao de rede de fibrina e

adesdo de células sanguineas.

INTRODUCTION

Periodontal disease is characterized by chronic inflammatory processes caused by
the presence of specific pathogen microorganisms, which trigger host response,
progressive destruction of alveolar bone and apical migration of connective and
epithelial attachments over time (1, 2). Scaling and root planning (SRP) is the
main treatment for periodontal disease. One of the objectives of the periodontal
therapy is the reduction of bacterial deposits and calculus on tooth surfaces (3).
These procedures may be accomplished by using sonic, ultrasonic and manual
hand instruments and has proved to be efficient in the control of gingivitis and
periodontitis, producing a root that is biologically acceptable for healing process
4, 5).

The main objective is the removal of the subgingival biofilm, calculus and
endotoxins from the root surface (5, 6) and also to accomplish a shift in microbial
flora (7). However, it is well known that the root instrumentation results in a 2-15
um in thickness layer formed of organic and mineralized debris. This layer is
known as smear layer, and it covers the surface of teeth that underwent scaling
and root planning. These layer as well as residual calculus may impair healing and
soft tissue regeneration following periodontal treatment. So, there is an attempt to
remove all the mineralized deposits from the root surface, thus improving
periodontal regeneration.

The goal of scaling and root planning is to promote smooth root surfaces,

relatively free of smear layer and any associate calculus, bacteria or endotoxin-
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contaminated root cementum (6, 8). This condition is more favorable to optimize
healing and enhance periodontal regeneration.

Ultrasonic instruments are as effective in removing subgingival plaque and
subgingival calculus as hand instruments. However, complete removal of
subgingival calculus with hand or machine instruments is impossible (9).

Once it is not possible to complete remove calculus and the instrumentation of the
root surface produces a contaminated smear layer that may impair periodontal
regeneration, we decide to conduct a study in order to evaluate the blood cell
attachment to differently instrumentation methods of the root surface. In addition,
two substances for decontamination were planned to be evaluated in this study.
Citric acid and tetracycline hydrochloride are able to remove the smear layer
produced after root instrumentation or even to demineralize it (10, 11). In an
attempt to evaluate the effect of root conditioning in the residual calculus left after
incomplete root instrumentation and decontamination of the root surface, these
two substances were included in this study.

In sum, the objective of this study was to evaluate the blood cell adhesion to
periodontally affected root surfaces submitted to mechanical instrumentation
performed using conventional curettes or piezoelectric scalers when used
singlehandedly or with a combined technique and the association of chemical root
decontamination to the mechanical instrumentation. The blood cell adhesion was

evaluated by means of scanning electron microscopy.

MATERIAL AND METHODS

This study was approved by the Research Ethics Committee of Araraquara
Dentistry School—UNESP—Brazil (protocol # 15/09). A total of 150 human
teeth lost due to chronic periodontitis were obtained from the Human Teeth Bank
of the institution. These teeth had no evidence of dental caries, restorations below
the cementoenamel junction (CEJ), or any other cervical root lesions. All the teeth

had calculus adhered to the cervical third of the root surface.
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Experimental Design

After extraction, teeth were stored in water at room temperature for no longer than
3 months. All teeth were randomly divided into five groups (n=30 for each group)
and a region of interest (ROI) which contained subgingival calculus was defined
on one of the root surface aspects of each tooth. The ROI was instrumented by a
single operator according to the groups:

Group I (curette only): each experimental surface was instrumented by applying
sufficient strokes until complete calculus removal and achievement of a hard and
smooth surface, clinically tested with an explorer. It was done using a new and
sharpened Gracey’s curette 7-8 (Hu-Friedy Mfg. Co., Inc.).

Group II (curette removing superficial calculus): each experimental surface
was instrumented with a new and sharpened Gracey’s curette 7-8 (Hu-Friedy Mfg.
Co., Inc.), only removing the superficial calculus. The root planning was not
performed in this group.

Group III (ultrasonic scaler removing superficial calculus): each experimental
surface was instrumented with a periodontal tip mounted on an ultrasonic
handpiece (Profi II Ceramic — Dabi Atlante, RibeirdoPreto, SP, Brazil) working at
24 to 28 kHz in a vertical direction under copious water irrigation. In this group,
only the superficial calculus was removed using the ultrasonic tip.

Group IV (ultrasonic scaler/curette): each experimental surface was first
instrumented with a periodontal tip mounted on an ultrasonic handpiece (Profi II
Ceramic - DabiAtlante, Ribeirdo Preto, SP, Brazil) working at 24 to 28 kHz in a
vertical direction under copious water irrigation. Only the superficial calculus was
removed using the ultrasonic tip. After that, each experimental surface was
instrumented by applying sufficient strokes until complete calculus removal and
achievement of a hard and smooth surface clinically tested with an explorer. It
was done using a new and sharpened Gracey’s curette 7-8 (Hu-Friedy Mfg. Co.,
Inc.).

Group V (calculus surface): control group. Root surface with dental calculus.
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Sample preparation

The ROI was marked at the most coronal and apical portion using a pencil (Figure
1).

After undergoing one of the proposed treatments (Figure 2), the teeth were
sectioned using a flexible double faced diamond disc (# 7020 — @ 0.22 mm —
thickness: 0.15 mm) (KG Sorensen, Barueri, SP, Brazil) at low speed. The roots
were crosscut in the first mark, separating them from the crown (Figure 3-a). All
roots were immediately cut lengthwise in the bucco-lingual orientation and then in
the mesio-distal orientation (Figure 3-b).Finally, the sample was obtained by
sectioning at the apical mark (Figure 3-c and 3-d).

Root Conditioning

These five groups were further divided into three subgroups (10 samples each)
according to the root conditioning method used. These subgroups are listed below:
Subgroup a: no substance was applied to the root surface.

Subgroup b: the samples were root conditioned with citric acid 25% by brushing
application with a soft brush (Disposable Brush Tips @2, 3M ESPE, Seefeld,
Germany) for 3 minutes (10).

Subgroup c: the samples were root conditioned with tetracycline hydrochloride
50 mg/mL by burnishing with a small cotton pellet for 3 minutes (11).

Thereafter each sample was rinsed with 10 ml of saline solution and identified
with a code for blind scoring of the SEMs.

Root preparation with blood tissue

Immediately after treatments, a drop of fresh human whole peripheral blood from
a healthy male donor was applied to the external root surface of the 10 samples of
each group. The blood was allowed to clot onto the root samples for 20 minutes in
a humidified chamber at room temperature. Samples were then rinsed three times
for 5 minutes in PBS. Washes and rinses of the root blocks were performed in
small Petri dishes with a gentle swirling motion using a rotating tabletop shaker
(Mini-Rocker Shaker, Boeco, Hamburgo, Alemanha) at low speed. After rinsing,
the blocks were fixed in 1% formaldehyde in PBS for 15 minutes. After three 5-

minute PBS rinses, the blocks were incubated for 10 minutes in 0.02 mol glycine
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in PBS and rinsed again. The samples were post fixed in 2.5% glutaraldehyde in
PBS for 30 minutes and rinsed again.

All samples were then dehydrated in an increasingly graded ethanol series (25%,
50%, 75%, 95%) for 10 minutes each. Following, the samples underwent
dehydrationin 100% percent ethanol for 3 times of 10 minutes each.

Finally, samples were dried overnight in a dehydration jar (Corning, Corning Life
Sciences, Sao Paulo, SP, Brazil), mounted on metallic stubs (Senai, Sao Paulo,
SP, Brazil) and sputter-coated with a thin 25 nm layer of 99.99% pure gold (Balt-
Tec SCD-050, Balt-Tec, Gnathole Farm, Kettleshulme, High Peak, Cheshire -
UK).

Scanning electron microscopy evaluation

Two photomicrographs were obtained from the center area of each sample with
500X and 2,000X magnifications, using a scanning electron microscope operated
at an accelerating voltage of 20 kV (Jeol T330 A, Jeol Ltd., Peabody, MA, USA).
After the photomicrographs were obtained, they were identified and scored as
follows to verify the blood component adhesion (BCA) and to analyze the
morphologic characteristics obtained in the treatment, as follows: Score 1 -Root
surface showing absence of blood components and complete inhibition of fibrin
network formation. Score 2 -Poorly organized fibrin network with scarce cells
covering the conditioned root surface. Score 3 - Root surface covered by a
moderate thin fibrin network with a few quantity of blood cells. Score 4 -
Organized fibrin network with large amount of entrapped blood cells.

Three evaluations at 15-day intervals were performed by one previously calibrated
and experienced examiner. The examiner was blind to the experimental groups.
The final score actually recorded for each sample was the most prevalent score
among the three evaluations. The scoring criteria for the Blood Component
Adhesion Index used for this study consisted of four scores, ranging from 1 to 4,
as shown in Figures 4 to 7. Good reproducibility was achieved for use of the index

with a weighted kappa score of 0.87.
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Statistical analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 5 statistical software (GraphPad, La
Jolla, CA, USA). Level of significance was set at a = 0.05 (two-sided).Once the
data did not showed normal distribution, non-parametric analysis were used for
comparisons. Differences among groups and among subgroups were tested using

Kruskal-Wallis test and Dunn’s post hoc test.

RESULTS

Basically four different morphological patterns of clot adhesion were observed in
the evaluated groups. These patterns range from the absence of fibrin network to
the presence of a dense network of fibrin with entrapment of blood components.
The results for clot adhesion according to the root chemical conditioning are
shown in Table 1. This table shows the comparison between citric acid,
tetracycline hydrochloride and subgroups that received no chemical conditioning.
The results for the comparison of the effect of the root instrumentation are shows
in Figure 4.

Descriptive analyses for blood components adhesion

In group I, subgroup Ib presented the best results. In this subgroup, three samples
(30%) had fibrin network formation and adhesion of blood elements and other
four samples (40%) showed development of an organized fibrin network of. In the
subgroup Ic only one sample (10%) showed formation of fibrin network
organized with the adhesion of blood elements. The vast majority of samples (8
samples - 80%) showed only a poor network of fibrin on the root surface.

In group II, although not present significant differences, subgroup IIb showed
better results for formation of a fibrin network. There are two samples (20%) with
moderate fibrin network formation and seven samples (70%) with poorly
organized fibrin network. Subgroup Ilc had nine samples (90%) with poorly
organized fibrin network.

In group III there was a similar pattern of blood components adhesion in all
subsets. In each of the subgroups, 9 samples (90%) had poor formation of fibrin

network.
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In group IV there was a subgroup superiority of IVc, which showed eight samples
(80%) with formation of dense fibrin network. The subgroups IVa and IVb were
predominant in samples with poor formation of fibrin network.

In group V, was the predominance of samples without the formation of fibrin

network in all subgroups.

DISCUSSION

Periodontally-affected root surfaces treated with conventional non-surgical
periodontal treatment might be not completely free from contaminants due to the
presence of a residual smear layer created during instrumentations and residual
calculus of an incomplete instrumentation (12). Since this residual calculus
present on the tooth root is prone to contamination, discusses the importance of
smear layer removal and decontamination of residual calculus.

The presence of the smear layer and residual calculus on the instrumented root
surfaces has been shown to act as a contaminated physical barrier between the
periodontal tissues and the root surface (13, 14) unsuitable for reintegration in
periodontal connective tissue (15). Thus, this study investigated the effect of
different means used for scaling and root planning and chemical root conditioning
in the decontamination of the rood surface as a mean to remove contamination
from the root surface and let possible the creation of a suitable root surface for the
development of a reintegration in periodontal connective tissue.

Previous study (16) has shown that citric acid and tetracycline hydrochloride are
able to improve the blood component adhesion elements after scaling and root
vigorously. However, scaling and root planning is a difficult procedure to
perform. Success is highly dependent on the skill of the clinician and may end up
being held in an incomplete manner, without complete removal of dental calculus
(6, 17). In addition to scaling and root planning, root instrumentation can also be
performed wusing ultrasonic instruments. Evidence indicates that manual
instrumentation in general takes from 20% to 50% longer to achieve the same

clinical end-points than that of sonic and/or ultrasonic scalers (17).
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In this study, intragroup comparison showed that the formation of a fibrin network
and adhesion of blood components was favored by vigorous scaling and root
planning, when in association to chemical root conditioning. In group I the
chemical conditioning with citric acid favored the formation of fibrin network and
blood components adhesion. In group IV the chemical root conditioning with
tetracycline hydrochloride favors the formation of fibrin network and blood
components adhesion.

In intergroup comparison (Figure 4), differences among the means of root
instrumentation in relation to the formation of fibrin network and adhesion of
blood elements were not significant, except between subgroups Ilc and I'Vc.

One factor that may have influenced the samples which undergone chemical
conditioning in group I to increase formation of fibrin network and adhesion of
blood components is that were used teeth lost due to chronic periodontitis. These
teeth were exposed to injuries and have their root surface with a higher degree of
mineralization (18). The vigorous scaling and root planning is able to remove this
mineralized layer, thereby providing the conditioning agents may act by removing
the smear layer produced by scaling and root planning and expose the collagen
matrix of dentin. On the other hand, groups in which only the superficial dental
calculus was removed, a mineralized layer with endotoxins was kept on the root
surface, hindering the action of chemical agents (19, 20).

Another hypothesis for the formation of fibrin network and adhesion of blood
components did not occur in samples from groups II, IIl and V is that the
conditioning agents were not sufficiently able to remove endotoxins and
contamination remaining on the root surface of the samples. Endotoxin removal is
nearly complete only after the same number of working strokes, reaching levels
similar to periodontally healthy teeth. These findings are related only to manual
hand instrumentation (19). Calculus removal seems to require less than 20
working strokes to be complete, relative to a standard area of 1-mm width on the
circumference of the root. The following strokes serve only to remove root

substance, which seems to be unnecessary (19).
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CONCLUSION

Within the limitations of the methodology, it can be concluded that scaling and
root planning with curettes associate with chemical root decontamination were
able to encourage the formation of fibrin network and adhesion of blood
components, independent of having been held in isolation or after the use of

ultrasound scalers.
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Figure 1 - Tooth lost due to periodontal disease, presenting dental calculus
adhered to the root surface. “M1” shows the most coronal mark and “M2” shows
the most apical mark. “C” corresponds to the ROI that is covered by dental

calculus.
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Figure 2 - a) Cutting with diamond disc separating the crown from the ROI. b)

Cut in buccal-lingual orientation. c¢) Cutting in mesio-distal orientation. d)

Separate sample.
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Figure 3 - Blood Component Adhesion Index. A) Score 1 -Root surface showing
absence of blood components and complete inhibition of fibrin network
formation. B) Score 2 -Poorly organized fibrin network with scarce cells covering
the conditioned root surface. C) Score 3 - Root surface covered by a moderate
thin fibrin network with a few quantity of blood cells. D) Score 4 - Organized

fibrin network with large amount of entrapped blood cells.
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No root conditioning A Citric acid 25% B
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Figure 4 — Median with range according to the root conditioning for the clot
adhesion. A) No substance was applied to the root surface. B) Root conditioning
with citric acid 25%. C) Root conditioning with Tetracycline HCI 50 mg/mL.

* Significant differences in comparison to GI, GIII and GIV.

# Significant differences in comparison to GI, GII, GIII and GIV.
¥ Significant differences in comparison to GI, GIII and GIV.

€ Significant difference in comparison between GII and GIV.
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Table 1 — Mean + SD and median of scores attributed to groups evaluated
according to blood components adhesion

Group Score n %0 Mean SD  Median p

Ia 1 1 10 1,90 032 2,00
2 9 90

0,0021*

Ic 1 1 10 2,10 0,74 2,00

I

IIb 1 1 10 2,10 057 2,00

Ila 1 1 10 1,90 032 2,00
2 9 90
Ilc 2 9 90 220 0,63 2,00
4 1 10
IVb 1 1 10 2,10 057 2,00
#
) 7 70 0,0032
3 2 20
Va 1 10 100 1,00 0,00 1,00
Ve 1 9 90 1,10 032 1,00
2 1 10

Kruskal-Wallis and Dunn’s post-hoc test
* Significant differences among subgroups la and Ib and among subgroups Ib and Ic
# Significant differences among subgroups 4al and 4cl and among subgroups 1Vb and IVc.






Influence of chemical root decontamination and different instrumentation in root

roughness and morphology

ABSTRACT

The aim of this in vitro study was to evaluate the effect of chemical and
mechanical decontamination in roughness parameters and root morphology. One
hundred and fifty human teeth lost due to periodontal disease were use in this
study The teeth were divided into five groups: Group I, instrumentation with
curettes; Group II, instrumentation with curettes removing the superficial
calculus; Group III, ultrasonic scaler with removal of the superficial calculus;
Group IV, ultrasonic scaler for removal of the superficial calculus and after that,
instrumentation with curettes; Group V, calculus surface. These five groups were
further divided into three subgroups (10 samples each) according to the root
conditioning method used: a) no root conditioning; b) root conditioning with citric
acid; c) root conditioning with tetracycline hydrochloride. After that, teeth were
evaluated according to roughness parameters (Ra, Rt, Ry, Rz) and surface
morphology. Similar results were obtained for groups I and IV and among groups

IT and III. No considerable relevant parameters were observed among groups.

Bacterial plaque and calculus are recognized etiological agents in the initiation
and progression of periodontal disease', and their accumulation and attachment
are facilitated by a roughened root surface™. One of the objectives of periodontal

therapy is the reduction of bacterial deposits and calculus on tooth surfaces®. This
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objective can be achieved with hand scalers and curettes or ultrasonic scaling
instruments™®. Scaling and root planning to produce smooth root surfaces,
together with brushing instructions, are thus an essential component in both
treatment and prevention of periodontal disease’.

Hand scalers have been successfully used for scaling and root planning. However
considerable time and manual dexterity are required for their effective operation’.
In an attempt to reduce the time necessary for dental calculus removal, ultrasonic
scalers have been used for root scaling. Although they are simpler to use, it is

8-10

often difficult to achieve a smooth and calculus free root surface™ . Most studies

conducted with a profilometer have shown that smoother surfaces are obtained

11-14

with curettes than with an air scaler or ultrasonic instruments and ultrasonic

scalers tended to increase roughness'""'>'°.

Wilkinson and Maybury'’ (1973) showed that dental plaque adheres more readily
to the roughened root surfaces created by the use of an ultrasonic scaler, altering
the prognosis of the periodontal treatment. Moreover it’s well known that the root
instrumentation results in a 2-15 um in thickness layer formed of organic and
mineralized debris. This layer is known as smear layer, and it covers the surface
of teeth that underwent scaling and root planningls'ﬂ. This layer has an irregular
aspect of surface, presenting residual calculus and irregularities that facilitate the
adhesion of dental plaque, influencing the periodontal maintenance'.

One of the means suggested to remove the smear layer and detoxify the root

surface is the use of chemical substances for root conditioning. Among the

proposed substances, the most used are citric acid, tetracycline hydrochloride
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(HC), the ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and sodium citrate. EDTA and
sodium citrate are less harmful to periodontal tissues; however the chelation
properties of these substances against calcium ions may disturb the periodontal
wound healing process. Because of these chelation properties, it is not indicate to
use EDTA and sodium citrate for root conditioning®.

In this study, were selected the citric acid and tetracycline hydrochloride, which
has been shown to be more favorable for root conditioning and results in a more
stabilized clot on the root surface, which act as a scaffold for connective tissue
cell development23.

Objective

The main objective of this in vitro study was to evaluate the effect of chemical
and mechanical decontamination in roughness parameters and root morphology.
Material and Method

This study was approved by the Research Ethics Committee of Araraquara
Dentistry School—UNESP—Brazil (protocol # 15/09). A total of 150 human
teeth lost due to chronic periodontitis were obtained from the Human Teeth Bank
of the institution. These teeth had no evidence of dental caries, restorations below
the cementoenamel junction (CEJ), or any other cervical root lesions. All the teeth
had calculus adhered to the cervical third of the root surface.

Experimental Design

After extraction, teeth were stored in water at room temperature for no longer than
3 months. All teeth were randomly divided into 5 groups (n=30, each group) and a

region of interest (ROI) which contained subgingival calculus was defined on one
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of the root surface aspects of each tooth. The ROI was instrumented by a single
operator according to the groups:

Group I (curette only): each experimental surface was instrumented by applying
sufficient strokes until complete calculus removal and achievement of a hard and
smooth surface, clinically tested with an explorer. It was done using a new and
sharpened Gracey’s curette 7-8 (Hu-Friedy Mfg. Co., Inc.).

Group II (curette removing superficial calculus): each experimental surface was
instrumented with a new and sharpened Gracey’s curette 7-8 (Hu-Friedy Mfg.
Co., Inc.), only removing the superficial calculus. The root planning was not
performed in this group.

Group IIT (ultrasonic scaler removing superficial calculus): each experimental
surface was instrumented with a periodontal tip mounted on an ultrasonic
handpiece (Profi II Ceramic - DabiAtlante, RibeirdoPreto, SP, Brazil) working at
24 to 28 kHz in a vertical direction under copious water irrigation. In this group,
only the superficial calculus was removed using the ultrasonic tip.

Group IV (ultrasonic scaler/curette): each experimental surface was first
instrumented with a periodontal tip mounted on an ultrasonic handpiece (Profi II
Ceramic - DabiAtlante, RibeirdoPreto, SP, Brazil) working at 24 to 28 kHz in a
vertical direction under copious water irrigation. Only the superficial calculus was
removed using the ultrasonic tip. After that, each experimental surface was
instrumented by applying sufficient strokes until complete calculus removal and

achievement of a hard and smooth surface clinically tested with an explorer. It
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was done using a new and sharpened Gracey’s curette 7-8 (Hu-Friedy Mfg. Co.,
Inc.).

Group V (calculus surface): root surface with dental calculus.

Sample preparation

The ROI was marked at the most coronal and apical portion using a pencil (Figure
1).

After undergoing one of the proposed treatments, the teeth were sectioned using a
flexible double faced diamond disc (# 7020 — @ 0.22 mm — thickness: 0.15 mm)
(KG Sorensen, Barueri, SP, Brazil) at low speed. The roots were crosscut in the
first mark, separating them from the crown (Figure 2-A). All roots were
immediately cut lengthwise in the bucco-lingual orientation and then in the mesio-
distal orientation (Figure 2-B).

A sample was obtained by sectioning the ROI at the middle (Figure 2-C and 2-D)
Root Conditioning

These five groups were further divided into three subgroups (10 samples each)
according to the root conditioning method used. These subgroups are listed below:
Subgroup a: no substance was applied to the root surface.

Subgroup b: the samples were root conditioned with citric acid 25% by brushing
application with a soft brush (Disposable Brush Tips @2, 3M ESPE, Seefeld,
Germany) for 3 minutes'®.

Subgroup c: the samples were root conditioned with tetracycline hydrochloride

50 mg/mL by burnishing with a small cotton pellet for 3 minutes'’.
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Roughness parameters evaluation

The roughness of the root surface was determined in micrometer (um) using a
surface profilometer (Surftest SJ 400™, Mitutoyo Sul Americana, Sao Paulo, SP,
Brazil) and a sensor (178-396-2) with a 2 pym diameter.

For this purpose, three measurements were done in three different directions,
considering the center of the sample area. The mean among these three
measurements was considered as a representative value for the sample. The
measurement was performed with a 0.25-mm cutoff and 1.25-mm measurement
length and used a 2CR filter to separate the components of a surface profile, high
frequency corresponded with roughness and low frequency corresponded with
radicular waviness.

Surface profile was determined as average roughness (Ra), defined as the mean
between peaks and valleys of the surface profile, total roughness (Rt) which
means that the distance between maximum peak to valley height, Ry (DIN) is the
largest roughness considered all the cutoffs (higher peak and higher valley) and
Rz (DIN) is the mean of five peaks and five valley height in each cutoff. Ra and
Rz are average roughness parameters and they are not enough to distinguish
surfaces that differ in shape or spacing. Therefore, it is necessary to calculate
other parameters for a surface that measure peaks and valleys (total roughness)
such as Ry and Rt. Data for the root surface roughness values were then plotted

separately for Ra, Rt, Ry and Rz.
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Scanning electron microscopy

After roughness evaluation, samples were dehydrated in an increasingly graded
series of ethanol: 30%, 50%, 70%, 80%, 95% and 100%. Then, the samples were
dried overnight in a dehydration jar (Corning, Corning Life Sciences, Sdo Paulo,
SP, Brazil), and sputter-coated with a thin 25 nm layer of 99.99% pure gold (Balt-
Tec SCD-050, Balt-Tec, Gnathole Farm, Kettleshulme, High Peak, Cheshire -
UK).

Two photomicrographs were obtained from the center area of each sample with
1,500x and 3,500x magnifications, using a scanning electron microscope operated
at an accelerating voltage of 20 kV (Jeol T330 A, Jeol Ltd., Peabody, MA, USA).
The photomicrographs were evaluated according to a root surface morphology
index. A previously calibrated (kappa score=0.93) and experienced examiner
evaluated three times each image, with an interval of 15 days between each
evaluation. The score attributed to each sample was the most prevalent score in
the three evaluations. The root surface morphology index used for this study

consisted of five scores as shown in Figure 3.

Statistical Analysis

The results of the roughness parameters (Ra, Rt, Ry and Rz) were computed as
means and standard deviation.

Data were analyzed using GraphPad Prism 5 statistical software (GraphPad, La
Jolla, CA, USA). Level of significance was set at o = 0.05 (two-sided). Data were

explored for normality using the "D'Agostino & Pearson normality test". Once the
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pain scores showed normal distribution and homogeneity of variances, statistically
significant differences among groups (roughness parameters) were evaluated by

one way ANOVA with Tukey’s post hoc test.

Results

The roughness parameters presented similar values among groups I and IV and
among groups II and III. The group V presented higher roughness values than the
other groups. (Table 1).

In the subgroup a, significant differences (p<0.05) were observed among GI and
GII , among GI and GIII (except for the parameter Ry), among GII and GIV,
among GIII and GIV and between GV and all the other experimental groups
(Figure 4).

In the subgroup b, significant differences (p<0.05) were observed among GI and
GII, among GI and GIII, among GII and GIV, among GIII and GIV, and between
GV and all the other experimental groups (Figure 5).

In the subgroup c, significant differences (p<0.05) were observed among GI and
GII, GII and GIV, among GIII and GIV and between GV and all the other
experimental groups. Significant differences were also observed among GI and
GIV for the parameter Rz (Figure 6).

The morphological analysis of the photomicrographs can be seen on Table 2.
Score 5 was prevalent for the samples of group Ia, Illc, IVa and I'Vc. Score 4 was
prevalent in the sample evaluation of groups Ib, Ic and IVb. Score 3 was prevalent

in the sample evaluation of groups IIb and IIIb. Score 2 was prevalent in the
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sample evaluation of groups Illa, Vb and Vc. Score 1 was prevalent in the sample

evaluation of groups Ila and Va.

Discussion

Effective subgingival plaque control is necessary for optimal wound healing and
maintenance of healthy gingival tissues. Removal of subgingival plaque is
important since recolonization may occur within months despite good
supragingival plaque control, and within weeks after poor plaque control**.
Recolonization of bacteria establishes the on-going need for mechanical plaque
removal by both the patient and the dentist or dental hygienist. In general, the
evidence suggests that the disruption and removal of subgingival biofilms can be
accomplished with power-driven scalers at a level comparable to manual scalers™.
The main goal of the periodontal treatment is not only to remove dental biofilm,
but to remove dental calculus too™. This condition is necessary to reduce the
adherence of dental biofilm to the root surface, thus maintaining the periodontal
healthy. Attempts to completely remove calculus deposits require extensive
instrumentation and can result in significant amounts of cementum and dentin
loss. The objective of this study was to access and evaluate the roughness of
dentinal root surface after different instrumentation means and to evaluate the
effect of conditioning substances in roughness parameters.

In this study, similar results were obtained among groups I and IV and among
groups II and III. These similarities in roughness parameters were observed

independent the use of citric acid or tetracycline. However, differences with
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statistical significance were observed among group I and group II, among group I
and group III, among group II and group IV and among group III and IV. These
results indicate that a smoother surface can be obtained after scaling and root
planning performed alone or after calculus removal with ultrasonic instruments
(Figures 4 - 6).

In an attempt to reduce extensive instrumentation, were tested the use of two
substances for root conditioning, citric acid and tetracycline. These substances
have the property to remove minerals from the root surface'®'**!. The objective of
testing these substances was to evaluate their effect in residual calculus accessed
by means of a profilometer and SEM analysis. As seen in Table 1, the values of
Ra, Rt, Ry and Rz was higher for the groups II and III than groups I and IV. The
control group (group V) had the highest values of roughness parameters than the
experimental groups.

Some differences were also observed when considering the substances used for
root conditioning. The Table 1 shows that groups which have been hypothetically
free of calculus (group I and group IV) presented a slight increase in roughness
parameters when citric acid was applied. This slight increase in roughness may
due the way the citric acid acts in the root surface. The citric acid acts
demineralizing the root surface and creates some depressions and irregularities as
can be seen in Figure 3D. This figure represents a common pattern of chemical
dissolution of the dentin surface as seen before by Cavassim'® et al. Tetracycline
hydrochloride has a lower pH and acts removing minerals from de dentin matrix.

Its action is not as strong as the citric acid, but has to be considered'®?'.
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Roughness parameters presented a slight decrease, except in group I and in group
IV (Table 1).

However, when considering the control group (group V), both the substances
contribute to decrease roughness.

The results of this study shows lower values for roughness parameters for scaling
and root planning and for piezoelectric instruments than other in vivo study26, but
similar results were obtained in similar in vitro studies'®*’*’. This can be
explained due the access to the root surface and the possibility of maintain a right
angulation in the ultrasonic tip and curettes in extracted teeth in comparison to the
difficulty of doing it in teeth with periodontal pockets.

Despite the decrease of roughness parameters was not so high in groups III and
IV, after root conditioning with citric acid and tetracycline, their use after scaling
may be considered once they have other biological properties as to favor the
adhesion of blood components and the incorporation to the root surface, as well as
decontamination properties of both substances'*>. Other reason for the use of
these substances after scaling and root planning was to demineralize and
decontaminate residual calculus and produce a more biological acceptable root
surface. The residual roughness in a subgingival region doesn’t seem to be
significant once periodontal regeneration can occur in these surfaces; however the
real significance of surface roughness is still unclear since clinically significant
differences in wound healing following hand, sonic or ultrasonic instrumentation

were not found yet™.
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Conclusion
According to results obtained and within the limitations of the methodology, it
can be inferred, that: root roughness was slight altered after root conditioning
resulting in:
1. aslightly increase after scaling and root planning;
2. a rough surface after removing superficial calculus and the use of citric
acid
3. areduction in roughness after removing superficial calculus and the use of
tetracycline.
Despite these changes in superficial roughness, no differences where observed
when ultrasonic instruments were used before scaling and root planning and
neither in removing superficial calculus with curettes and with ultrasonic

instruments within the same subgroup.
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Table 1. Mean, SD and median of roughness parameters

Group

Mean SD Median

063
1,20
078
2,70
2,50
1,9
2,20
2,10
1,80
055
0,84
0,55
680
520
6,70

Ra

0,26
0,49
025
0,93
083
0,49
0,86
0,52
0,65
017
0,18
017
1,90
1,40
160

057
0%
076
2,70
2,40
1,9
2,30
2,00
1,70
054
077
0,52
7,10
500
7,00

Mean
590
810

6,40
4,10
43,00
34,00
41,0

Rt
SD Median
2,40 5,80
3,00 7,10
1,10 560
6,90 19,00
6,50 19,00
3,30 15,00
7,60 14,00
6,70 13,00
5,00 11,00
0,80 4,20
1,10 6,50
1,30 3,80
1400 3900
58 3400
9,50 40,00

Ry (DIN)
Mean SD Median
5,60 2,50
7,60 2,70
540 1,10
1800 6,00
1700 580
1300 290
1500 7,00
1500 5,60
11,00 4,60
450 220
5,80 1,00
370 1,50
3300 13,00
2600 640
36,00 10,00

550
6,90
530
15,00
17,00
14,00
13,00
13,00
11,00
3,90
590
3,40
33,00
25,00
35,00

Mean
3,40
4,90
350
10,00
11,00
8,40
9,20
10,00
7,20
250
3,80
2,50
25,00

20,00
25,00
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Rz (DIN)
SD Median
1,20 330
1,30 500
089 330
28 11,00
340 11,00
220 860
310 910
360 950
250 7,20
037 250
058 370
063 2,50
610 2600
300 2000
520 2400

Table 2. Scores attributed for the groups
according to the Root Surface Morphology

Index

Group

Ia
Ib
Ic
Ila
IIb
IIc

|
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Figure 1 - Tooth lost due to periodontal disease, presenting dental calculus
adhered to the root surface. “M1” shows the most coronal mark and “M2” shows
the most apical mark. “C” corresponds to the ROI that is covered by dental
calculus.

Figure 2 - A) Cutting with diamond disc separating the crown from the ROI. B)
Cut in buccal-lingual orientation. C) Cutting in mesio-distal orientation. D)
Separate sample.
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Figure 3. Root Surface Morphology Index. A) Score 1 — root surface presenting
dental calculus with a very rough aspect. B) Score 2 — root surface presenting
dental calculus with a low rough aspect. C) Score 3 — dental calculus with
demineralized aspect. D) Score 4 — Chemical dissolution of the root surface. E)
Score 5 — presence of smear layer
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Figure 4. Mean and SD of roughness values for samples that doesn’t receive
chemical root conditioning.

GI - Group I: curette only; GII — Group II: curette removing superficial calculus; GIII — Group III: ultrasonic
scaler removing superficial calculus; GIV — Group IV: ultrasonic scaler/curette; GV — Group V: calculus
surface

Ra - average roughness, defined as the mean between peaks and valleys of the surface profile; Rt - total
roughness which means that the distance between maximum peak to valley height; Ry - largest roughness
considered all the cutoffs (higher peak and higher valley); Rz - mean of five peaks and five valley height in
each cutoff

* significant differences with GII, GIII and GV;

# significant differences with GIV and GV;

$ significant differences with GIV and GV,

€ significant differences with GV.

One-way ANOVA and Tukey’s post-hoc test.
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Figure 5. Mean and SD of roughness values for samples chemically root

conditioned with citric acid.

GI - Group I: curette only; GII — Group II: curette removing superficial calculus; GIII — Group III: ultrasonic
scaler removing superficial calculus; GIV — Group IV: ultrasonic scaler/curette; GV — Group V: calculus
surface

Ra - average roughness, defined as the mean between peaks and valleys of the surface profile; Rt - total
roughness which means that the distance between maximum peak to valley height; Ry - largest roughness
considered all the cutoffs (higher peak and higher valley); Rz - mean of five peaks and five valley height in
each cutoff

* significant differences with GII, GIII and GV;

# significant differences with GIV and GV;

$ significant differences with GIV and GV;

€ significant differences with GV.

One-way ANOVA and Tukey’s post-hoc test.
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Figure 6. Mean and SD of roughness values for samples chemically root

conditioned with tetracycline hydrochloride.

GI — Group I: curette only; GII — Group II: curette removing superficial calculus; GIII — Group III: ultrasonic
scaler removing superficial calculus; GIV — Group IV: ultrasonic scaler/curette; GV — Group V: calculus
surface

Ra - average roughness, defined as the mean between peaks and valleys of the surface profile; Rt - total
roughness which means that the distance between maximum peak to valley height; Ry - largest roughness
considered all the cutoffs (higher peak and higher valley); Rz - mean of five peaks and five valley height in
each cutoff

* significant differences with GII and GV;

# significant differences with GII, GIII and GV;

$ significant differences with GIV and GV;

€ significant differences with GIV and GV;

£ significant differences with GV.

One-way ANOVA and Tukey’s post-hoc test.



MATERIAL F METODO

Estudo I
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade
Estadual “Julio de Mesquita Filho” (Protocolo CEP-FO/CAr n® 31/06)

(Anexo 1).

Obtencao dos dentes

Para a realizacdo desta pesquisa foram utilizados dentes
humanos uni ou multi-radiculares obtidos do Banco de Dentes da
FOAr/UNESP.

Os dentes utilizados foram mantidos em solugéo
fisiolégica até o momento do preparo dos espécimes e foram excluidos
dentes que ndo satisfizessem os critérios: juncdo cemento-esmalte
intacta, auséncia de lesdes cariosas radiculares, lesbes de abrasio,
abfracao e erosao e também de restauracoes.

Preparo dos espécimes

Os dentes foram preparados, por um Unico pesquisador
treinado, de acordo com o protocolo descrito na sequéncia.

Para confecgdo dos espécimes, foram escolhidas e
preparadas as faces que apresentassem melhores condigbes para

obtencdo dos espécimes necessarios para a realizagdo da pesquisa.
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Assim, foi optado pelas faces proximais ou faces livres, preparando-se
ambas as faces proximais ou livres para melhor aproveitamento do dente
(FIGURA 1A). Foram realizados dois sulcos, sendo um na jungao
cemento-esmalte e outro aproximadamente 4 mm apicalmente ao primeiro
com o auxilio de uma fresa cilindrica diamantada n® 3099 (J 1.6mm) (KG
Sorensen, Barueri - SP) em alta rotagcdo e sob refrigeracdo constante
(FIGURA 1B). A profundidade dos sulcos correspondeu a
aproximadamente metade do didmetro da fresa e foram feitos com
objetivo de delimitar a regido de trabalho e padronizar a profundidade de
penetracao da fresa.

Apéds a confecgéo, os sulcos foram unidos removendo-se
assim totalmente o cemento da regido entre os sulcos e obtendo-se a
regiao de trabalho (FIGURA 1C).

A area de dentina exposta pela fresa recebeu, com o
auxilio de uma cureta de Gracey 5-6 nova (Hu-Friedy- EUA), a aplicacao
de 50 movimentos de raspagem e alisamento radicular, no sentido apico-
cervical, formando assim a “smear layer” na superficie de trabalho
(FIGURA 1D). A raspagem e alisamento foram realizados por um Unico
pesquisador, garantindo que todos os dentes recebessem tratamento
semelhante. Sempre que necessaéria, foi realizada a afiagdo da cureta

com uma pedra de Arkansas (Hu-Friedy- EUA).
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FIGURA 1. A) Selecao dos dentes. B) Demarcacéo dos sulcos. C) Area
de trabalho. D) Raspagem e alisamento radicular.

Apds raspagem e alisamento da area de trabalho, os
dentes foram seccionados com o auxilio de um disco diamantado de
dupla face (KG Sorensen, Barueri — SP) montado em peca reta em baixa
rotacdo. Primeiramente, a coroa foi separada com um corte no sentido
transversal ao longo eixo do dente no primeiro sulco (FIGURAS 2 A e B).
Um corte longitudinal ao longo eixo do dente e paralelo as areas de
trabalho foi realizado com intuito de separa-las (FIGURA 2C). Finalmente,
um corte transversal no segundo sulco separou os espécimes (FIGURA

2D).

Figura 2. A) Corte transversal ao longo eixo do dente, na altura do
primeiro sulco. B) Coroa seccionada. C) Corte longitudinal ao longo eixo
do dente, separando as faces preparadas. D) Corte longitudinal ao longo
eixo do dente, na altura do segundo sulco.

Da forma descrita acima, foram obtidos 270 espécimes de
aproximadamente 1 mm de espessura e medindo cerca de 2 mm de

largura por 3 mm de comprimento (FIGURA 3).
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FIGURA 3. Espécimes preparados.
Todos os espécimes foram armazenados em frascos
plasticos contendo pequena quantidade de solugao fisiolégica com intuito
de que se mantivessem Umidos e inalterados até o momento do

tratamento.

Tratamento dos espécimes
Os espécimes obtidos foram distribuidos aleatoriamente
nos seguintes grupos, com seus respectivos valores de pH, avaliados por

meio de pHmetro (UB 10 - Denver Instruments — Norfolk, EUA):

Tabela 1 — Substancias testadas e respectivos valores de pH.

Grupo Substéancia pH
I Solucao fisiologica 7.40

I Acido citrico 0.5% 2.40

I Acido citrico 1% 2.04
11 Acido citrico 2% 1.90
v Acido citrico 15% 1.40

\Y% Acido citrico 25% 1.31
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Todas as solugdes de acido citrico foram manipulas na
Farmacia Santa Paula (Araraquara - SP, Brasil) no dia da aplicagéo
garantindo assim as caracteristicas fisico-quimicas das substancias.

Para cada concentragdo de &cido citrico testada, a
aplicacao desta substancia deu-se de trés formas: passiva: os espécimes
foram presos com uma pinga clinica n® 317 (S.S. White Duflex, Rio de
Janeiro — RJ) permitindo a aplicacdo com bolinhas de algoddo embebidas
nas substancias a serem testadas e depositadas sobre o espécime com o
auxilio de outra pinca n® 317 (FIGURA 4A); friccao vigorosa: os
espécimes foram presos da mesma maneira que para a forma de
aplicacao anterior, sendo as substancias testadas aplicadas por meio de
friccdo de bolinhas de algoddo na superficie dos espécimes, com auxilio
de outra pinga clinica n® 317. (FIGURA 4B); friccao suave: a apreensao
dos espécimes, como descrito anteriormente, permitiu a aplicacdo das
substancias testadas com auxilio de um pincel macio (3M ESPE), o qual
era embebido nas solugcbes e passado sobre o espécime com
movimentos de vaivém (FIGURA 4C). Para todas as formas de aplicacao,
as solucodes testadas foram renovadas a cada 30 segundos pela troca das

bolinhas de algodao ou pela imersao do pincel na friccdo suave.
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FIGURA 4. A) Aplicagao passiva. B) Fric¢ao vigorosa. C) Fricgao suave.

Além disso, as solugbes nos seus modos de aplicacao
avaliados foram utilizadas por trés diferentes tempos: a) um minuto; b)
dois minutos e c) trés minutos.

Ao final da aplicacédo, os espécimes foram irrigados com
10 mL de agua destilada utilizando-se uma seringa descartavel de 10 mL
(Becton Dickinson, Sao Paulo — SP) e sua respectiva agulha.

Para cada tempo de aplicagdo foram utilizadas 5
espécimes, sendo 3 diferentes tempos para cada forma de aplicagao.
Assim foram avaliados 45 espécimes para cada concentragéo, perfazendo
um total de 270 espécimes no estudo.

Quadro 1 - Distribuicdo dos espécimes de acordo com a concentracao,

tempo e modo de aplicacdo empregados
Friccao
Passiva Friccao Suave
Vigorosa
Grupo Total

Tempo de Aplicacao

1 2 3 1 2 3 1 2 3
/ 5 5 5 5 5 5 5 5 5 45
I 5 5 5 5 5 5 5 5 5 45
m 5 5 5 5 5 5 5 5 5 45
v 5 5 5 5 5 5 5 5 5 45
4 5 5 5 5 5 5 5 5 5 45
Vi 5 5 5 5 5 5 5 5 5 45
Total 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 | 30 270
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Os tempos de aplicagdo foram marcados com a utilizagao
de um cronébmetro. Para a lavagem dos espécimes foram utilizados 10 mL
de agua destilada com intuito de que houvesse uma melhor padronizagéo
na pesquisa do que uma marcagao de tempo para tal procedimento.

Os espécimes de cada subgrupo foram colocados em
cassetes codificados, que por sua vez, foram colocados em uma placa de
Petri para passar por desidratacdo sequencial em concentragdes
crescentes de alcool etilico (30%, 50%, 70%, 80%, 95% e 100%)
(FIGURA 5A), por 1 hora cada, a fim de se obter a desidratagdo dos

espécimes.

FIGURA 5. A) Desidratagdao em concentragdes crescentes de alcool. B) e
C) Placas de acrilico codificadas para aplicacao do HMDS.

Apés a ultima concentracao de alcool, os mesmos foram transferidos para
uma placa de acrilico com 6 orificios, utilizada em cultura de células. Os
grupos foram codificados para a aplicacao do hexametidisilazane (HMDS)
(Sigma, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA), utilizado com finalidade de
manutencao da integridade das fibras colagenas. Os 5 espécimes de
cada grupo foram colocados em um orificio contendo uma parte (800 pL)
de alcool etilico absoluto misturada a uma parte (800 pyL) de HMDS. Os

espécimes ficaram imersos por 30 minutos e foram transferidos para outro
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orificio contendo apenas HMDS (1600 pL), no qual permaneceram por 10
minutos (FIGURAS 5B e 5C). A quantidade de HMDS e alcool foram
determinados de tal forma que cobrissem totalmente os espécimes, mas
sempre respeitando a propor¢éo de 1:1 nos primeiros orificios e apenas
HMDS nos segundos orificios.

Todos os procedimentos que envolveram a utilizacdo de
HMDS foram realizados dentro de uma capela, com ventilacao acionada e
com utilizacdo de micropipeta automatica (100-1000 pL) (Boeco,
Hamburg, Germany).

Os espécimes retornaram para os cassetes de origem, 0os
quais foram armazenados em placas de Petri contendo papel de filtro para
terminar a desidratagéo (FIGURA 6A).

Observacao dos espécimes em microscopia eletronica de varredura

Passadas 24 horas, os espécimes foram colados em
bases metdlicas (“stubs”) utilizando-se esmalte incolor acrescido de grafite
em pé (FIGURA 6B). Os “stubs” foram levados a um dessecador a vacuo
por 24 horas para completa remocao da umidade e preservacao até a
metalizacdo. (FIGURA 6C). Na sequéncia, os espécimes foram
metalizados (Balt-Tec SCD-050, Flérida, USA) por recobrimento com liga
de ouro-paladio (pureza de 99,99%) por um periodo de 120 segundos.

Cada espécime foi recoberto por uma pelicula de 25 nm (FIGURA 6D).
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FIGURA 6. A) Secagem em papel de filtro. B) Espécime tratado, colado
em “stub” metalico. C) Dessecador a vacuo. D) Espécime metalizado.

Ap6s a metalizagdo, os espécimes foram levados para
observacdo em microscopio eletrénico de varredura (Jeol-JSM T330-A,
JEOL Technics Co.,Tokyo, Japan) com a obtencao de fotomicrografias em
filme Neopan Acros (Fuji Film 120 SS, Tokyo, Japan) com aumentos de
1500x e de 3500x. As fotomicrografias foram realizadas na regiao central
de cada espécime, objetivando reduzir a possibilidade de tendenciosidade

do estudo.

Analise das fotomicrografias

As fotomicrografias obtidas foram avaliadas por um unico
examinador cego treinado e calibrado® (Kappa = 0.93) que atribuiu os
graus de remogao de “smear layer” e exposicdo de fibras colagenas
segundo o “indice de Remocao de Smear Layer’ proposto por Sampaio®®

(1999) e modificado pelo autor para este estudo:
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indice de Remocio de “Smear Layer”
Grau 1: Superficie radicular sem “smear layer’, com
abertura total dos tubulos dentinarios, sem indicios de “smear layer” na

abertura dos tabulos e com exposicao de fibras colagenas da dentina.

FIGURA 7 - Fotomicrografia com aumento FIGURA 8 - Fotomicrografia com aumento
de 1500x representando o grau 1. de 3500x representando o grau 1.

Grau 2: Superficie radicular sem “smear layer’, com
abertura total dos tubulos dentinarios, sem indicios de “smear layer” na

abertura dos tubulos.

FIGURA 9 - Fotomicrografia com aumento FIGURA 10 - Fotomicrografia com
de 1500x representando o grau 2. aumento de 3500x representando o grau
2.
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Grau 3: Superficie radicular sem “smear layer’, com
abertura total dos tubulos dentinarios, com indicios de “smear layer” na

abertura dos tubulos.

FIGURA 11 - Fotomicrografia com FIGURA 12 - Fotomicrografia com
aumento de 1500x representando o grau aumento de 3500x representando o grau
3 3.

Grau 4: Superficie radicular sem “smear layer’, com

abertura parcial dos tubulos dentinarios.

FIGURA 13 - Fotomicrografia com FIGURA 14 - Fotomicrografia com

aumento de 1500x representando o grau aumento de 3500x representando o grau
4. 4,
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Grau 5: Superficie radicular coberta por "smear layer"
com aspecto uniforme, formada por dissolugdo quimica apresentando

abertura ou nao de tubulos dentinarios.

FIGURA 15 - Fotomicrografia com FIGURA 16 - Fotomicrografia com
aumento de 1500x representando o grau aumento de 3500x representando o grau
5. 5.

Grau 6: Superficie radicular coberta por “smear layer”,

com aspecto uniforme, apresentando indicios de abertura dos tubulos

dentinarios.
FIGURA 17 - Fotomicrografia com aumento FIGURA 18 - Fotomicrografia com
de 1500x representando o grau 6. aumento de 3500x representando o grau

6.
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Grau 7: Superficie radicular coberta por “smear layer”,

com aspecto uniforme, sem indicios de abertura dos tubulos dentinérios.

FIGURA 19 - Fotomicrografia com aumento FIGURA 20 - Fotomicrografia com aumento
de 1500x representando o grau 7. de 3500x representando o grau 7.

Grau 8: Superficie radicular coberta por “smear layer”,

com aspecto irregular e presenca de estrias e/ou depdsitos esparsos.

FIGURA 21 - Fotomicrografia com aumento FIGURA 22 - Fotomicrografia com aumento
de 1500x representando o grau 8. de 3500x representando o grau 8.
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A leitura das fotomicrografias deu-se em 3 diferentes
tempos com intervalo de 7 dias entre cada leitura.
Os dados obtidos foram devidamente tabulados para

realizacao da analise estatistica.

Andlise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada o software GraphPad
Prism 5.00 (San Diego, CA, EUA). A andlise de variancia ndo-paramétrica
(Kruskal-Wallis) foi utilizada para avaliar as variaveis de concentragao,
tempo e modo de aplicagao, utilizando-se um nivel de significancia = 5%.
Caso o valor de p < 0.05, o p6s-teste de Dunn foi utilizada para detectar a

diferenca entre os grupos.
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Selecdo dos dentes e preparo dos espécimes para os Estudos Il e 111

Estes estudos foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara, Universidade
Estadual “Julio de Mesquita Filho” (Protocolo CEP-FO/CAr n® 15/09)
(Anexo 2).

Levando-se em consideragdo que o preparo dos
espécimes foi 0 mesmo para ambos os estudos, sera feito uma descricao
Unica do modo como os espécimes foram preparados e na sequéncia,
descritas as particularidades de cada estudo.

Para estes estudos foram obtidos 150 dentes oriundos do
Banco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP. Os dentes foram perdidos por doenga periodontal avangcada e
possuiam calculo radicular (FIGURA 23). Nao foram selecionados, dentes

que possuissem caries ou restauragdes radiculares.
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FIGURA 23. Dente com calculo radicular selecionado para o
estudo. M1 — delimitagdo da porgao mais corondrio do calculo.
M2 — delimitagdo da porcao mais apical do calculo

C — Calculo dental

Os espécimes obtidos foram divididos em 5 grupos (n =
60), que por sua vez foram subdivididos em 3 subgrupos (n = 20).

Em cada subgrupo, 10 espécimes foram avaliados quanto
a adesdao do coagulo e 10 espécimes foram avaliados quanto a
rugosidade e morfologia da superficie. Os grupos estao representados na

FIGURA 24 e descritos logo abaixo:
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FIGURA 24. Fluxograma, mostrando os grupos e seus subgrupos utilizados nos
estudos Il e lll.

Descrigao dos grupos:
- Ia - Raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais até obtencdo de uma superficie

dura e lisa (instrumentagdo manual vigorosa)
- Ib - Raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais até obtencéo de uma superficie
dura e lisa (instrumentacdo manual vigorosa) + condicionamento com acido citrico
— Ic - Raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais até obtengdo de uma superficie
dura e lisa (instrumentagao manual vigorosa) + condicionamento com tetraciclina
- IIa - Raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais somente destacando-se
o calculo visivel
- IIb - Raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais somente destacando-se
o calculo visivel + condicionamento com acido citrico
- IIc - Raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais somente destacando-se
o calculo visivel + condicionamento com tetraciclina
- Illa - Raspagem com ultrassom somente destacando calculo visivel
- b - Raspagem com ultrassom somente destacando calculo visivel + condicionamento com
acido citrico
- Illc - Raspagem com ultrassom somente destacando célculo visivel + condicionamento com
tetraciclina
- IVa - Raspagem com ultrassom + instrumentagcao manual vigorosa
- IVb - Raspagem com ultrassom + instrumentacao manual vigorosa + condicionamento
com acido citrico
- IVc - Raspagem com ultrassom + instrumentacdo manual vigorosa + condicionamento
com tetraciclina
- Va - Superficie com calculo (controle)
- Vb - Superficie com célculo (controle) + condicionamento com acido citrico
— Vc - Superficie com calculo (controle) + condicionamento com tetraciclina
IMV = Instrumentagdo manual vigorosa — raspagem e alisamento radicular até obtengdo de uma superficie dura e lisa com
aspecto de vidro polido

US = Instrumentagédo com ultrassom
TTC HCI = Tetraciclina hidroclorada
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Os espécimes obtidos foram divididos de acordo com o
subgrupo em que se encontravam. Nos estudos Il e lll, cada dente foi
submetido a um tipo de instrumentacdo e um protocolo de
condicionamento quimico radicular. Estes foram seccionados originando
dois espécimes, que foram divididos em dois subgrupos.

No estudo Il foram utilizados os espécimes do subgrupo |.
Neste estudo, os espécimes obtidos foram avaliados quanto a influéncia
da biomodificacdo radicular e descontaminacdo com tetraciclina
hidroclorada (TTC-HCL) e acido citrico e de diferentes meios de
instrumentacdo na adesao de coagulo sanguineo sobre a superficie
radicular. No estudo Il foram utilizados os espécimes do subgrupo Il
Neste estudo foi avaliada a influéncia dos diferentes meios de
instrumentacao e da biomodificagdo e descontaminagao na rugosidade e
morfologia radiculares.

O numero de espécimes por grupo foi definido levando-se
em consideracdo estudos anteriores que utilizaram metodologia
semelhante para avaliacdo de adesdo de coagulo e avaliagdo de
rugosidade da superficie dentinaria®®’.

Inicialmente os dentes foram submetidos a um dos meios
de instrumentacdo descritos acima. Apenas as regides da superficie
radicular que possuiam calculo foram selecionadas para avaliagéo. Para
orientagdo no momento da deposi¢do de tecido sanguineo e também na

avaliagdo da rugosidade, a regido com célculo foi demarcada com o
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auxilio de uma lapiseira e grafite 0.5mm. Isso permitiu que todas as
avaliagdes fossem realizadas na mesma area (FIGURA 23).

Em seguida, os dentes foram submetidos a um dos
protocolos de instrumentagao descritos na FIGURA 24.
Obtencio dos espécimes

Apés a instrumentagéo os dentes foram seccionados com
o auxilio de um disco diamantado de dupla face (KG Sorensen, Barueri —
SP) montado em peca reta em baixa rotacao. Primeiramente, a coroa foi
separada com um corte no sentido transversal ao longo eixo do dente

(FIGURA 25).

FIGURA 25. A) Corte com disco diamantado para remogéo da coroa. B)
Coroa removida.

Um corte longitudinal ao longo eixo do dente e paralelo
a face de trabalho foi realizado, separando a face do dente que é

avaliada (FIGURA 26).
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FIGURA 26. A) Corte separando a face de trabalho do restante do
dente. B) Vista lateral ap6s separacdo das faces. C) Visualizacao
aproximada apds o corte.

Um corte transversal, perpendicular ao longo eixo do

dente, separando o primeiro dos espécimes (FIGURA 27).

FIGURA 27. A) e B) Corte transversal, separando o primeiro espécime. C)
Primeiro espécime separado.

Cada dente originou 2 espécimes (FIGURA 28), dos quais
um foi avaliado quanto a adesdo de coagulo (Estudo II) por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) (Jeol-JSM T330-A, JEOL
Technics Co., Téquio, Japao) (subgrupo | — Figura 2) e outro submetido a
avaliacao de rugosidade (Estudo Ill) por meio de rugosimetro (Mitutoyo SJ
400 - Japao) (subgrupo Il — Figura 2), e na sequéncia avaliado quanto a

remocao de smear layer e morfologia superficial por meio de MEV.
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FIGURA 28. A) Corte separando o segundo espécime. B) Os dois
espécimes originados do mesmo dente, de area adjacente.

Assim, cada um dos espécimes recebeu um dos

tratamentos propostos, conforme a descricdo dos grupos.
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Estudo II
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da

biomodificagdo e descontaminacao radicular associada a diferentes meios
de instrumentacao na adesao de coagulo e elementos sanguineos.

Neste estudo foram utilizados os espécimes do subgrupo |
(FIGURA 24), os quais foram submetidos a avaliagdo de adesédo do
coagulo (por meio de microscopia eletrénica de varredura - MEV)
Biomodificagdo radicular

Ap6s a obtencdo dos espécimes, os mesmos foram
submetidos ao condicionamento quimico. De acordo com a FIGURA 24,
0s espécimes dos subgrupos b e ¢ foram submetidos ao condicionamento
quimico da superficie radicular com acido citrico e cloridrato de
tetraciclina, respectivamente.

O &cido citrico foi aplicado na concentracao de 25%, com
pincel, por 3 minutos?’ (FIGURA 29) e a tetraciclina aplicada na

|47

concentragdo de 50mg/ml*’, por friccdo de bolinha de algodao, por 3

minutos (FIGURA 30).
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FIGURA 29. Aplicagdo do acido citrico a 25%, com pincel
suave pelo tempo de 3 minutos.
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FIGURA 30. Aplicagao do cloridrato de tetraciclina na concentragéo de 50
mg/mL por friccdo de bolinha de algodao pelo tempo de 3 minutos.

Aplicacao do sangue
Os espécimes avaliados quanto a adesdo de coagulo e

células sanguineas receberam uma gota de tecido sanguineo depositada
sobre sua superficie (FIGURA 31).

A retirada do sangue e realizagdo dos exames de
coagulacdo ocorreu no Laboratério de Hematologia do Ndcleo de
Atendimento a Comunidade, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Araraquara - UNESP. O tecido sanguineo foi coletado da circulagao

periférica de um paciente jovem, do sexo masculino, sem doencas
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sistémicas detectaveis em hemograma completo e exames de coagulagéo
(tempo de pro-trombina — TP — e tempo de tromboplastina ativada —
TTPA). Foram coletados 5 mL de tecido sanguineo, por meio de uma
seringa e agulha hipodérmica (Becton Dickinson, Nova Jérsei, EUA), de

um dos pesquisadores, que leu e assinou o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexo 3).

Figura 31. Coleta do sangue. B) Aplicagdo de uma gota de sangue sobre
o espécime. C) Espécime metalizado.

A aplicacdo do sangue e o processamento laboratorial
dos espécimes seguiram um protocolo inicialmente proposto por Baker et
al."’ (2000) e reproduzido em outros estudos®®°.

O sangue foi depositado com auxilio de seringa
hipodérmica: 1 gota por espécime, mantendo-os iméveis por 20 minutos
em camara plastica umidificadora e sob temperatura ambiente.

Em seguida os espécimes foram lavados 3 vezes durante
5 minutos, com solugédo de tampao fosfatado pH 7,0 (PBS), em recipiente
de vidro, sob leve agitacdo. (Mini-Rocker Shaker, Boeco, Hamburgo,
Alemanha). A seguir, os espécimes foram armazenados em cassetes

plasticos e fixados em solucao de formaldeido 1% em solucao de tampao

fosfatado durante 15 minutos. Apds 3 lavagens de 5 minutos com solucao
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de tampéo fosfatado sob leve agitacao, foram incubados por 10 minutos
em 0,02 M de glicina em solugdo de tampdo fosfatado e lavados
novamente por 3 vezes durante 5 minutos. A seguir, foram fixados em
glutaraldeido a 2,5% em solugéo de tampéao fosfatado durante 30 minutos
e lavados novamente como descrito anteriormente. Na sequéncia, os
espécimes foram desidratados em série crescente de alcool etilico: 25%,
50%, 75%, 95% durante 10 minutos em cada solucéo, passando por 3
lavagens finais de 10 minutos cada, em etanol a 100%. Na sequéncia, os
espécimes foram colados em stubs metalicos; metalizados e seguiram

para avaliagdo em microscopia eletrénica de varredura.

Avaliacao em microscopia eletronica de varredura
Os espécimes foram colados em stubs metalicos e

mantidos em dessecador a vacuo (40/35 Sleeve Top Dessicator, Corning,
Nova lorque, EUA) por 24 horas e, em seguida metalizados por
recobrimento com liga ouro-paladio (Balt-Tec SCD-050, Flérida, EUA),
durante 120 segundos. Os espécimes foram entdo levados para analise
em microscopio eletrbnico de varredura (Jeol-dSM T330-A, JEOL
Technics Co., Téquio, Japao), operado a 20kV e obtidas fotomicrografias
do centro da regidao do espécime onde se encontrava o calculo aderido,
com auxilio de filme Neopan Acros (Fuji Film 120 SS, Tokyo, Japao). Nos
espécimes onde foi aplicado o sangue as fotomicrografias foram obtidas
nos aumentos de 500X e 2000X na regido previamente demarcada de

cada espécime.
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Para a andlise das fotomicrografias dos espécimes que
recebem o tecido sanguineo, foi utilizado um indice de Adesdo de
Elementos Sanguineos (IAES) descrito por Theodoro® (2003) e utilizado

por Leite®® (2005) e Leite et al®® (2010):

FIGURA 32. indice de adesdo de elementos sanguineos. A) Escore 1 —
auséncia de fibrina e de células sanguineas. B) Escore 2—escassa rede
de fibrina e/ou de células sanguineas. C) Escore 3 — moderada
quantidade de células sanguineas e rede de fibrina mais fina com
pequeno entrelagamento. D) Escore 4 — densa rede de fibrina com grande
entrelagamento e células sanguineas aprisionadas.

Para cada fotomicrografia, o examinador realizou 3
leituras com intervalo minimo 7 dias entre elas, e ap6s a tabulagdo dos
dados, foi selecionado o indice de maior frequéncia entre as 3 analises,
como sendo o indice proposto para a fotomicrografia. Caso uma
fotomicrografia apresentasse 3 escores diferentes, foram realizadas 3

novas leituras em intervalo de 7 dias. A analise de concordancia intra-
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examinador foi realizada por meio de teste Kappa com 5% de nivel de
significancia.
Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados utilizando o software
GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA, USA), com nivel de
significancia definido em 5%. Os dados nao apresentaram distribuicao
normal, assim, foi utilizada estatistica ndo paramétrica. As diferencas
entre os grupos foram avaliadas utilizando-se o teste de Kruskal-Wallis e

0 pos-teste de Dunn
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Estudo II1
O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia dos

diferentes meios de instrumentacdo e da biomodificacdo radicular na
rugosidade e morfologia radiculares.

Os espécimes utilizados neste estudo foram obtidos como
mostrado nas FIGURAS 25 a 28, sendo correspondentes aos espécimes

obtidos e alocados no subgrupo Il (FIGURA 24).

Biomodificagdo radicular
Ap6s a obtencdo dos espécimes, os mesmos foram

submetidos ao condicionamento quimico. De acordo com a FIGURA 24,
0s espécimes dos subgrupos b e ¢ foram submetidos ao condicionamento
quimico da superficie radicular com acido citrico e cloridrato de
tetraciclina, respectivamente.

O &cido citrico foi aplicado na concentracao de 25%, com
pincel, por 3 minutos® (FIGURA 33) e a tetraciclina aplicada na
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concentragdo de 50 mg/ml™’, por friccdo de bolinha de algodao, por 3

minutos (FIGURA 34).
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FIGURA 33. Aplicagdo do acido citrico a 25%, com pincel
suave pelo tempo de 3 minutos.
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FIGURA 34. Aplicacdo do cloridrato de tetraciclina na
concentragdo de 50 mg/mL por friccdo de bolinha de algodao
pelo tempo de 3 minutos.

Preparo dos espécimes para avaliacao da morfologia radicular
Os espécimes foram preparados, ap6s o condicionamento

quimico, para avaliacao da morfologia radicular. Este preparo foi realizado
pela desidratagdo em concentragfes crescentes de alcool etilico (30%,
50%, 70%, 80%, 95% e 100%), por 1 hora cada, a fim de se obter a
desidratagdo dos espécimes.

Apds a ultima concentragao de &lcool, os mesmos foram

transferidos para uma placa de acrilico com 6 orificios, utilizada em
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cultura de células. Os subgrupos foram codificados para a aplicagao do
hexametildisilazane (HMDS) (Sigma, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA),
utiizado com finalidade de manutengdo da integridade das fibras
colagenas. Os espécimes de cada subgrupo foram colocados em um
orificio contendo uma parte (800 pL) de alcool etilico absoluto misturada a
uma parte (800 pL) de HMDS. Os espécimes ficaram imersos por 30
minutos e foram transferidos para outro orificio contendo apenas HMDS
(1600 pL), no qual permanecem por 10 minutos. A quantidade de HMDS e
alcool foram determinados de tal forma que cobrissem totalmente os
espécimes, mas sempre respeitando a propor¢do de 1:1 nos primeiros

orificios e apenas HMDS nos segundos orificios.

Avaliacao da rugosidade
Os espécimes foram colados em stubs metalicos e

mantidos em dessecador a vacuo (40/35 Sleeve Top Dessicator, Corning,
Nova lorque, EUA). Antes de serem metalizados, os espécimes foram
submetidos a avaliagdo da rugosidade por meio de um rugosimetro. Os
stubs foram adaptados a um dispositivo de acrilico, o qual por sua vez foi
preso a mesa do rugosimetro utilizando-se Cera Utilidade (Classico
Artigos Odontoldgicos, Sdo Paulo, SP, Brasil). Foram realizadas 3
medidas para cada amostra em trés diregdes diferentes, porém sempre

passando pelo centro da amostra (FIGURA 35).
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FIGURA 35. Direcao das trés mensuracdes realizadas

utilizando-se o rugosimetro.

As medidas foram realizadas com um cut-off de 0.25 mm
e um comprimento de leitura de 1.25 mm (5 cut-offs). Foram
determinadas: rugosidade média (R,), definida como a média aritmética
entre picos e vales (FIGURA 36); rugosidade total (R:), que significa a
distancia entre o pico maximo e a altura do vale (FIGURA 37); R, (DIN),
definida como a maior rugosidade considerando todos os cut-offs (maior
pico e maior vale) (FIGURA 38); RADIN), que é a média da altura de 5
picos e 5 vales em cada cut-off (FIGURA 39)708>87,

Apbs obtencdo das medidas de rugosidade, os espécimes

foram metalizados e observados em microscopia eletrénica de varredura.

Avaliacao em microscopia eletronica de varredura
A avaliagdo por meio de microscopia eletrbnica de

varredura foi realizada com o objetivo de correlacionar as mensuragoes
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realizadas por meio do rugosimetro com a morfologia da superficie
radicular.

Os espécimes foram metalizados por recobrimento com
liga ouro-paladio (Balt-Tec SCD-050, Flérida, EUA), durante 120
segundos e foram levados para analise em microscopio eletrénico de
varredura (Jeol-JSM T330-A, JEOL Technics Co., Téquio, Japao),
operado a 20kV. Foram obtidas fotomicrografias do centro da regido do
espécime onde se encontrava o calculo aderido, com auxilio de filme
Neopan Acros (Fuji Film 120 SS, Tokyo, Japao). Nos espécimes em que
foi avaliada a rugosidade as fotomicrografias foram obtidas nos aumentos

de 1500X e 3500X na regiao previamente demarcada de cada espécime.
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FIGURA 36. Ra — rugosidade média. E a distancia média de um perfil
desde sua linha média, sobre um comprimento medido (Im). Média
aritmética entre picos e vales.

FIGURA 37. Rt - rugosidade total. Distancia vertical entre o pico mais alto
e 0 vale mais baixo no percurso de medicdo Im, medido por duas linhas
paralelas a linha média independente dos valores de Zi.

Rt=Rp + Rv

FIGURA 38. Ry - rugosidade maxima. maior rugosidade entre as
rugosidades parciais (Zi) que se apresenta no percurso de medi¢ao (Im)
Ry = 22

FIGURA 39. Rz (DIN) — é a média aritmética dos valores de rugosidade
parcial (Zi) medidos por linhas paralelas a linha média.
Rz(DIN) = (Z1 + Zo + ... + Z)/n
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Analise das fotomicrografias
As fotomicrografias foram analisadas por 1 examinador

previamente calibrado e sem conhecimento quanto a identificacdo dos
espécimes (cegamento), como descrito por Sousa® (2004), Batista'?
(2002), Abi Rached' (2003), Pilatti” (2001), Sampaio®® (1999),
Cavassim?’ (2010).

Para os espécimes que foram apenas condicionados, ou
seja, o tecido sanguineo nao € aplicado, o examinador realizou a
descricdo morfolégica da superficie por meio do indice de Morfologia

Radicular.
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FIGURA 40. indice de Morfologia Radicular.A) Escore 1 — superficie
com calculo de aspecto muito rugoso. B) Escore 2 — superficie com
célculo de aspecto pouco rugoso. C) Escore 3 — calculo desmineralizado.
D) Escore 4 - superficie radicular hiperdesmineralizada. E) Escore 5 —
presencga de smear layer.

Para cada fotomicrografia, o examinador realizou 3
leituras com intervalo minimo 7 dias entre elas, e ap6s a tabulacdo dos
dados, foi selecionado o indice de maior frequéncia entre as 3 analises,

como sendo o indice proposto para a fotomicrografia. Caso uma
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fotomicrografia apresentasse 3 escores diferentes, foram realizadas 3

novas leituras em intervalo de 7 dias.

Analise estatistica
Os dados dos parametros de rugosidade (Ra, Rt, Ry e

Rz) estdo representados pela média e desvio padrdao e foram analisados
utilizando-se o software GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA, USA)
com nivel de significAncia de 5%. A normalidade foi testa utilizando-se o
teste de D’Agostino & Pearson. Uma vez que os dados apresentaram
distribuicdo normal, foi utilizada estatistica paramétrica por meio do teste

ANOVA de um critério e pds-teste Tukey.



CONSIDERACOES FInAlIS

A regeneracao dos tecidos periodontais ndo possui um
resultado previsivel. Atualmente os tratamentos existentes para a doenga
periodontal focam na remocao de depdsitos mineralizados e nao
mineralizados da superficie dentéria, sem estabelecer uma previsibilidade
de recuperagdo das estruturas perdidas em consequéncia da doenca

periodontal'®19€87980 g

resultado mais previsivel observado é a
formacdao de um epitélio juncional longo apdés a descontaminacdo da
superficie radicular. Descontaminacdo essa que pode ser questionada
quanto a sua eficacia, visto que, comprovadamente, residuos de calculo
dental sdo observados mesmo apds procedimento de raspagem
meticuloso®?.

Assim, estudos propuseram a utilizagdo de meios
complementares a raspagem e alisamento radicular com intuito de
remover a smear layer produzida e expor fibras colagenas da matriz
dentinaria para favorecer a formagdo de nova insercdo conjuntiva'* """
1822237884 Trabalhos in vivo ndo mostraram vantagens em relagdo ao
grupo controle com a utilizacdo desta terapia, sendo que 0s grupos
testados apresentaram resultados semelhantes aos do grupo
controle''%8 Por outro lado, estudos in vitro recentes mostraram que a

utilizacdo de éacido citrico e tetraciclina podem favorecer a adesao inicial

de coagulo e componentes sanguineos as raizes tratadas®®®’. Também, a
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utilizacdo do PRP mostrou-se mais eficaz quando utilizada em conjunto
ao condicionamento quimico radicular®’.

Os estudos que investigaram, in vitro, a aplicagdo do
acido citrico com o objetivo de se obter a biomodificagdo radicular
utilizaram diferentes parametros de concentracdo, tempo e modo de

28-29,32,39,44,96-98,104 '~ m resultados conflitantes,

aplicacao dessa substancia
de tal maneira que nao se tinha uma padronizacao desses parametros
para a utilizacdo do acido citrico em pesquisas. Esta questao levou-nos
ao desenvolvimento de um trabalho com o objetivo de estabelecer os
parametros de concentragdo, tempo e modo de aplicagdo para a
utilizacdo do &cido citrico. Este foi o objetivo do Estudo I, no qual
diferentes concentragdes, tempos e modos de aplicagéo foram avaliados,
in vitro, estabelecendo-se assim a aplicacdo com pincel por 3 minutos de
acido citrico na concentracdo de 25% como a mais eficaz na
biomodificagao radicular. Embora este parametro tenha sido estabelecido,
os resultados deste estudo mostraram uma grande prevaléncia das
amostras avaliadas apresentando hiperdesmineralizagdo, condicdo esta
também presente na concentragdo estabelecida. Este fato levantou o
questionamento da interferéncia relacionada ao grau de mineralizacao da
superficie radicular frente a acdo dos agentes quimicos utilizados.
Fontanari et al*?* (2011) mostrou uma tendéncia ao favorecimento do

sucesso da biomodificagdo radicular em dentes nao expostos ao meio

bucal e por outro lado uma maior dificuldade de obtencéo de resultados
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favoraveis em dentes expostos ao meio bucal e a placa bacteriana. Esses
autores ainda comentam em seu estudo que dentes que ainda nao foram
expostos a placa bacteriana provavelmente tenham um grau de
mineralizacdo menor que dentes que ja foram expostos a placa
bacteriana e assim tornam-se mais faceis de serem desmineralizados.
Assim sendo, este acontecimento € uma das dificuldades que temos
quanto a padronizacdo de aplicacdo de produtos para alcancar a
exposicao de fibras colagenas dentinarias ou cementarias pois ainda nao
€ possivel saber qual o grau de mineralizacao que a superficie radicular a
ser biomodificada apresenta.

Uma vez que a biomodificagdo radicular tem se mostrado
uma condicdo dificil de ser obtida, mas considerando-se também o
resultado positivo da utilizagédo do acido citrico demonstrado pela adesao
de coagulo e componentes sanguineos, buscou-se avaliar a capacidade
do acido citrico e do cloridrato de tetraciclina como terapia complementar
a instrumentacao periodontal, buscando nao apenas a remocao de smear
layer, mas também uma descontaminacao da superficie radicular. O acido
citrico foi utilizado levando-se em consideracdo resultados favoraveis
obtidos quanto a formacdo de uma rede de fibrina e adesdao de
componentes sanguineos a superficie radicular. O cloridrato de
tetraciclina foi selecionado em decorréncia dos seus, também favoraveis

resultados em relagao a formagéao de uma rede de fibrina e também por
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sua propriedade antimicrobiana e capacidade de sofrer adsorcdo a
superficie dentinaria®®.

Essa condicdo foi avaliada de duas maneiras, pela
adeséo de coagulo e componentes sanguineos apés diferentes meios de
instrumentacdo, aqui representado pelo Estudo Il e pela avaliagdo da
rugosidade produzida na superficie radicular, representada pelo Estudo
[l

No Estudo Il pode-se observar que o condicionamento
quimico favoreceu a adesao inicial de coagulo e componentes
sanguineos nos grupos submetidos a raspagem a alisamento radicular,
sendo que o acido citrico foi superior no Grupo I (instrumentagcdo manual
vigorosa) e o cloridrato de tetraciclina foi superior no Grupo IV
(instrumentagdo com ultrassom + instrumentagdo manual vigorosa). Uma
hipétese sugerida é que os dentes perdidos por doenca periodontal
possuem sua superficie radicular com alto grau de mineralizacdo®' e que
a raspagem e alisamento radicular sdo eficazes na remocdo dessa
camada superficial mais mineralizada, expondo uma camada de dentina
passivel de sofrer biomodificacdo, enquanto que uma camada mais
mineralizada é mantida quando apenas se destaca o calculo dental.
Também, estudos mostram que endotoxinas podem ser encontradas
nesta camada, o que dificultaria a agdo dos agentes quimicos*®€.

A presenca de endotoxinas, assim como o grau de

mineralizacdo podem estar relacionadas ao tempo de exposicdo dos
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dentes a placa bacteriana. Da mesma maneira que nado se pode
determinar o grau de mineralizagdo radicular, também ndo se pode
determinar a presenga, quantidade e profundidade de endotoxinas
adsorvidas a superficie radicular, bem como sua efetiva remogédo. O
cemento € uma estrutura permeavel que permite a adsorcdo de
endotoxinas e bactérias, tanto que estudos discutem a necessidade da
total remogdo do cemento. Por outro lado, outros estudos®®® sugerem
que as endotoxinas bacterianas podem estar forte e profundamente
aderidas a superficie radicular, sendo que apenas a raspagem e
alisamento radicular ndo seriam suficientes para sua remogao, visto que a
remocao de grande quantidade de estrutura dental seria necessaria para
a completa eliminacéo dessas endotoxinas, outros autores®® sugerem que
a ligacdo destas endotoxinas a superficie radicular é fraca e superficial,
podendo ser faciimente eliminada com poucos movimentos de raspagem
e alisamento radicular. Nao somente as endotoxinas podem aderir-se a
dentina, mas também podemos observar a penetracdo de bactérias no
interior dos tlbulos dentinarios®*. Neste caso, a instrumentacdo néo seria
suficiente para eliminacao dessas bactérias, podendo ser utilizada uma
descontaminagao quimica como tratamento coadjuvante a instrumentacao
radicular.

Todos esses fatores em conjunto podem influenciar no
sucesso da descontaminagdo e biomodificagdo radicular. No Estudo I,

embora tenham sido utilizados dentes com grande quantidade de calculo
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aderido, nao se pode saber o tempo de exposicao e formacao do calculo
aderido. Este pode ter sido um fator que influenciou nos resultados
obtidos no Estudo II.

E importante ressaltar também que apesar de ndo haver
diferenca estatistica entre as formas de instrumentacdo e entre as
substancias utilizadas na biomodificagdo, todos os grupos foram
significativamente diferentes do grupo controle (Grupo V - célculo
aderido), mostrando que apesar das diferencas, os tratamentos foram
melhores que o controle.

Os resultados do Estudo Il mostraram que os espécimes
dos Grupos II (Instrumentacao manual somente destacando-se o célculo
visivel) e III (Instrumentagcdo com ultrassom somente destacando célculo
visivel) apresentaram maior rugosidade em sua superficie radicular,
indicado tanto pelos parametros aferidos por meio do rugosimetro quanto
pelas fotomicrografias obtidas. E também que a raspagem e alisamento
radicular foram eficazes na remogao do célculo dental e obtengcao de uma
superficie “mais lisa” que a utilizagdo do aparelho ultrassénico ou mesmo
da utilizagdo de curetas para destacar o célculo apenas. Apesar de
menor, a rugosidade média (Ra) produzida pela instrumentagdo manual
nao foi tdo diferente da instrumentacdo destacando célculo. Por outro
lado, quando avaliados os outros parametros (Rt, Ry, Rz), estes foram
bastante superiores a instrumentagdo manual, o que indicaria a presenca

de picos e vales com maior diferenca entre si e consequente maior
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irreqularidade da superficie, apesar de semelhangca nos valores de
rugosidade média (Ra).

Ao analisar conjuntamente os Estudos Il e Il pode-se
observar alguns resultados em relagdo a influéncia da rugosidade e do
condicionamento quimico da superficie radicular. Os resultados do Estudo
[ mostram que o condicionamento quimico radicular favoreceu a adeséao
de coagulo e componentes sanguineos nos subgrupos nos quais 0s
espécimes foram condicionados com &acido citrico ou TTC HCI, sendo que
no Grupo I (instrumentacdo manual vigorosa) o acido citrico (Ib) foi
superior em relagcdo a TTC HCI (1c) e ao controle (Ia). Por outro lado, no
Grupo IV (instrumentagdo com ultrassom + instrumentacdo manual
vigorosa), a TTC HCI foi superior aos demais subgrupos. Pode-se
observar nestes grupos, segundo o Estudo Ill, um pequeno aumento na
rugosidade média (Ra) para o acido citrico, provavelmente em
decorréncia da hiperdesmineralizacao pela agcao do &cido citrico. Por
outro lado, a TTC HCI nao alterou consideravelmente a rugosidade média
(Ra) para esses dois grupos. Para os grupos II (célculo destacado com
curetas) e III (célculo destacado com ultrassom), a TTC HCI e o acido
citrico diminuiram a rugosidade média (Ra), provavelmente
desmineralizando o calculo residual dos espécimes avaliados. Nestes
grupos, obteve-se uma maior diminui¢cdo da rugosidade com a TTC HCI.
O Grupo V (controle), apresentou os maiores valores de rugosidade, o

que ja se esperava visto que a superficie com célculo apresenta uma
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superficie rugosa®. O &cido citrico reduziu a rugosidade da superficie
com célculo, porém mesmo assim ficou bastante acima dos outros
grupos.

Segundo os estudos Il e lll, a instrumentagédo radicular
parece ser fator fundamental na adesao de coagulo e células sanguineas,
uma vez que 0S espécimes que receberam instrumentacdo vigorosa
(Grupos 1 e IV) apresentaram melhores resultados para adesdo de
coagulo e células sanguineas. Por sua vez, apenas a descontaminacao
com 4acido citrico ou TTH HCI nao foram suficientemente eficazes para
que ocorresse a adesdo de coagulo e células sanguineas, como
observado na superficie com calculo (Grupo V). Assim, pode-se observar
que apenas descontaminar quimicamente uma superficie com calculo nao
permitiu que sobre esta houvesse adesdao de coagulo e células
sanguineas e que mesmo nos espécimes que tiveram o célculo apenas
destacados (Grupos II e III), a descontaminag¢@o quimica nao favoreceu a
adesdo de coagulo e células sanguineas. Apenas nos espécimes
efetivamente instrumentados, utilizando-se instrumentos manuais apenas
(Grupo 1) ou apéds instrumentacdo ultrassbnica (Grupo 1V), a
descontaminagcao quimica parece ter influenciado positivamente na
adeséao de coagulo e células sanguineas.

Os subgrupos Ia, no qual os espécimes foram
vigorosamente instrumentados apenas com curetas e IVa, no qual os

espécimes foram instrumentados vigorosamente com curetas ap6s a
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raspagem com ultrassom, ndo apresentaram formacgéo de rede de fibrina
e adesdo de coagulo consideravel. Este resultado esta em acordo com
Leite®® (2010), porém ndo concorda com os resultados obtidos por
Oliveira”™ (2010) onde se pode observar a adesdo de coagulo e rede de
fibrina recobrindo toda a superficie radicular observada ao MEV. Sendo
assim, provavelmente algum fator relativo a superficie radicular dos
dentes utilizados, pode ter interferido no presente estudo e no estudo de
Leite®® (2010), uma vez que todos os dentes foram perdidos por doenca
periodontal severa; provavelmente o que dificultou a adesdo de coagulo
nos espécimes desta tese e do trabalho de Leite®® (2010) est4 relacionado
a quantidade de célculo aderido a raiz e consequentemente a quantidade
e penetracdo de endotoxinas na superficie radicular assim como o grau
de mineralizacdo dessas superficies 0 que denotaria uma superficie
radicular bastante contaminada que talvez esteja também correlacionada
com o tempo de exposicao da raiz a placa bacteriana, na qual mesmo
apds a associacao da instrumentacado manual vigorosa e instrumentacao
com o ultrassom, endotoxinas bacterianas adsorvidas a superficie
radicular ou até mesmo bactérias no interior de tubulos dentinarios, ainda
podem ter contribuido para a ndo adesdo de coagulo. Ainda podemos
levantar a hipétese da propria smear layer que pode estar contaminada ja
que ela é composta de raspas de estrutura dental contaminada ou nao,
célculo e placa bacteriana dependendo de uma série de fatores como:

profundidade de contaminagdo e grau de mineralizagdo da raiz,
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quantidade de movimentos de instrumentagdo, grau de afiagdo do
instrumental, tipo de instrumento utilizado, for¢ca utilizada para
instrumentar, tipo de dente, a anatomia radicular e conhecimento e
treinamento do operador. Interessante notar que a adeséo de coagulo e
rede de fibrina consideravel, somente ocorreu apds a descontaminacao
com acido citrico ou TTC HCI, nas amostras que sofreram instrumentacao
manual vigorosa. Por outro lado, nas amostras que n&o foram
instrumentadas, a descontaminacao quimica nao produziu efeito quanto a
adesao de coagulo e rede de fibrina. Ressalta-se entdo a importancia da
descontaminagao mecanica previamente a descontaminagao quimica.

Os resultados desta tese mostraram que a metodologia
de adesdo de coagulo proposta por Baker'® (2005) e utilizada por
Theodoro'® (2006), Leite®® (2010) e Oliveira™ (2010) foi eficaz para
mostrar que ndo h& adesdo de coagulo em superficies rugosas e
contaminadas como podemos observar nas amostras com calculo (Grupo
V). Assim, podemos supor que para aderir coagulo a superficie radicular
pode até estar rugosa, mas principalmente precisa estar descontaminada.
Além disso, esses resultados possibilitam novas discussdes e ampliam
ainda mais o campo de pesquisa nesta area. Uma mudanca no enfoque
dado aos procedimentos de biomodificagdo radicular pode ser proposta,
uma vez que as substancias utilizadas, embora n&o contribuissem
significativamente na adesdo de coagulo e elementos sanguineos nos

Grupos II e III, possibilitaram uma discreta redugdo nos valores de
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rugosidade desses grupos. A aplicacao clinica dessas substancias como
coadjuvantes a raspagem e alisamento radicular deve novamente ser
questionada, ndo apenas objetivando remocdo de smear layer e
exposigdo de fibras colagenas que favorecem a adesdo da rede de
fibrina, organizacao e estabilizagcdo do coagulo, mas principalmente como
tratamento complementar atuando na descontaminacdo da superficie
radicular. A associacdo a fatores de crescimento, entre outros

complementam aspectos que devem ser considerados em pesquisas

futuras sobre tratamento da doenga periodontal.



CONCLUSAO

Os resultados obtidos, frente as metodologias utilizadas,

permitiram concluir que:

1.

Os parametros mais favoraveis para obtencdo da
biomodificagdo radicular com 4&cido citrico sédo a
utilizacdo de uma concentracao de 25%, aplicada com
pincel, nos tempos de 1 e 3 minutos.

A utilizagdo do condicionamento quimico radicular,
quando realizados apds raspagem e alisamento
radicular, favoreceu a formacao de uma rede de fibrina

e adesao de elementos sanguineos.

. O procedimento de raspagem e alisamento radicular

produziu superficies com menor rugosidade.

. O condicionamento radicular favoreceu a uma discreta

reducao nos parametros de rugosidade nos grupos que
tiveram o calculo apenas destacado e um aumento na
rugosidade nos grupos que foram previamente

submetidos a raspagem e alisamento radicular.

. Uma condicdo essencial para que ocorra adesdo de

coagulo a superficie radicular é que a mesma

apresente-se descontaminada.
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Anexo 2

Certificado emitido pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - UNESP (Protocolo CEP-FO/CAr n® 15/09).
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Anexo 3

AVA
UNESP “Y%2#  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CAMPUS DE ARARAQUARA FACULDADE DE ODONTOLOGIA

Pesquisa: Adesao de codgulo e células sangiiineas a superficies radiculares submetidas
a diferentes tipos de instrumentagoes e biomodificadas com acido citrico e tetraciclina
Pesquisador responsdvel: José Eduardo Cezar Sampaio

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular, declaro, para os devidos fins éticos e legais, que eu

(nome) )
(nacionalidade) , (profissdo) ,
portador do R.G. , C.IC. ,
residente a Rua/ Av. , na cidade de

, Estado de , concordo em participar

da pesquisa intitulada: “Adesao de coagulo e células sangliineas a superficies radiculares
submetidas a diferentes tipos de instrumentagdes e biomodificadas com acido citrico e
tetraciclina”. Declaro ter sido esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho a ser realizado tem carater cientifico, tendo por finalidade de avaliar
adesdo de células do meu sangue sobre a raiz dental, submetida a diferentes
tratamentos.

2. Ao participar desse trabalho, estarei contribuindo para a tentativa de melhorar a
recuperacdo do tecido gengival e sua salde nos varios procedimentos clinicos
odontolégicos. Minha contribuicdo serd por meio da doac¢do de 5mL de tecido
sanguineo em cada uma das 8 coletas

3. Doarei o que exceder desses 5mL de tecido sanguineo a serem retirados, apds a

realizacdo dos exames laboratoriais, sendo estes hemograma e coagulograma,



10.

11.

12.

13.
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para aplicacdo sobre as amostras dentais. Tenho ciéncia que todo o material
excedente serd descartado adequadamente e de forma alguma armazenado.
Tenho ciéncia de que os resultados desses exames citados no item 3, poderdo
ser divulgados quando da publicagdo deste trabalho, mas tenho garantida a
preservagao da minha identidade.

Todo o procedimento podera ser documentado por meio fotografico, desde que
nao haja meios para identificar-me.

Minha preocupa¢do como voluntario devera se restringir apenas a utilizacdo
deste material.

Tenho ciéncia de que a coleta do sangue sera realizada por pessoal capacitado,
sob supervisdo de uma enfermeira padrdo para evitar e minimizar riscos e danos
previamente esclarecidos. Tenho ciéncia, também, que todo o procedimento
segue normas de biosseguranca (utilizacdo de paramentacdo — luvas, mascara e
gorro — pela pessoa que fara a coleta do sangue; utilizacdo de seringas e agulhas
estéreis e descartaveis; anti-sepsia da pele antes da coleta de acordo com o
protocolo para coleta de sangue do Laboratério de Hematologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP (FCFAr).

Os materiais utilizados para a coleta serdo todos descartaveis.

N3o terei nenhuma despesa ao participar desse estudo.

Meu nome serd mantido em sigilo, assegurando assim minha privacidade e se
desejar, deverei ser informado sobre os resultados dessa pesquisa.

Qualquer pergunta ou novidade sobre os procedimentos a serem realizados ou
em relagdo a pesquisa, que surgirem durante o periodo experimental, serdao
esclarecidos e respondidos a mim, mesmo que isso implique em desisténcia.
Além disso, tenho ciéncia de que posso me retirar da pesquisa a qualquer
momento, sem sofrer nenhum prejuizo ou causar dano a pesquisa em
andamento, aos pesquisadores ou a qualquer tratamento a ser realizado
posteriormente nesta faculdade.

Tomei conhecimento de que o procedimento para coleta de sangue ndo gera
qualquer dano fisico ou financeiro, principalmente em quantidades inferiores a
100mL, n3o havendo a necessidade de ser indenizado por parte da equipe

responsavel ou pela instituicdo (FOAr/UNESP).
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14. Em caso de problemas ou duvidas devo procurar o pesquisador Prof. Dr. José
Eduardo Cezar Sampaio no telefone (016) 3301-6374. O pesquisador
responsavel e o responsavel pelo Laboratério de Hematologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de UNESP (FCFAr) me garantem total assisténcia na
ocorréncia de qualquer acidente.

15. E em caso de reclamagGes, recursos ou notificagdo de anormalidade que ndo
possa ser resolvida pelos pesquisadores, deverei entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia, Campus de

Araraquara — UNESP, pelos telefones (016) 3301-6432 ou (016) 3301-6434..
Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos e, por estar
de pleno acordo com o que estd escrito acima, dato e assino esse Termo de

Consentimento.

Araraquara, de de 200_.

Assinatura do Paciente Assinatura do Pesquisador Responsavel



Autorizo a reprodugio deste trabalho.

(Direitos de publicacdo reservado ao autor)

Araraquara, 22 de marco de 2012.

RODRIGO CAVASSIM
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