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RESUMO

Fontanari, L.A. Biomodificacao radicular em dentes expostos e néao-
expostos a placa bacteriana [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

O fator etiologico principal da doenga periodontal é a placa bacteriana e a
raspagem e o alisamento radicular é o tratamento utilizado para remové-
lo, mas, além de ndo promover total descontaminacao forma smear layer
gue pode funcionar com uma barreira fisica ao restabelecimento de uma
nova insergao conjuntiva, atrasando ou até impedindo a regeneracao dos
tecidos periodontais. O condicionamento radicular com diferentes agentes
guimicos visa remover a smear layer e expor fibras colagenas da
superficie radicular promovendo uma descontaminacao adicional a raiz,
favorecendo o processo de reparacdo do periodonto. Apesar de alguns
estudos in vitro apresentarem resultados favoraveis a realizacdo do
condicionamento radicular, estudos in vivo apresentam resultados
controversos. Estes resultados conflitantes podem ser atribuidos a
diversos fatores e provavelmente o grau de hipermineralizacdo do dente
seja um dos mais importantes fatores. Assim, este estudo avaliou o
condicionamento radicular com diferentes agentes (acido citrico 25% e
1%, EDTA 24%, cloridrato de tetraciclina 50mg/ml e solucdo salina) em
espécimes de dentes com calculo visivel (expostos a placa bacteriana) e
dentes inclusos (ndo expostos a placa bacteriana). ApOs tramitacao
laboratorial de rotina os espécimes foram fotografados em microscopia
eletrbnica de varredura. Um examinador treinado, calibrado e cego
avaliou as fotomicrografias obtidas utilizando o Indice de Remoc&o de
Smear Layer. A andlise estatistica (teste Mann Whitney) foi realizada
comparando-se a frequéncia dos escores obtidos, e mostrou que houve

uma tendéncia a dentes ndo expostos a placa bacteriana apresentarem



maior facilidade de remocéao de smear layer (desmineralizacdo), quando

comparados a dentes expostos a placa bacteriana.

Palavras-chave: Camada de esfregaco; microscopia eletrbnica de

varredura; acido citrico.
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ABSTRACT

Fontanari, L.A. Root biomodification in teeth exposed and not
exposed to plaque [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade
de Odontologia da UNESP; 2010.

The main etiological factor of periodontal disease is dental plaque and
scaling, and root planning is the treatment used to remove it. This treatment
doesn’t promote total decontamination and it forms smear layer which can
work as a physical barrier to establish a new connective insertion, delaying
or even preventing the regeneration of periodontal tissues. The root
conditioning with different chemical agents aims to remove the smear layer
and expose collagen fibers on the root surface promoting additional root
decontamination, thus resulting in the periodontal repair. Although some in
vitro studies produce favorable results to perform of root conditioning, in
vivo studies are controversial. These conflicting results may be attributed to
several factors and the degree of tooth hypermineralization is probably one
of the most important factors. Thus, this study examined the root
conditioning with different agents (25% and 1% citric acid, 24% EDTA, 50
mg/ml tetracycline hydrochloride and saline solution) in tooth specimens
with visible calculus (exposed to dental plague) and impacted teeth (not
exposed to plaque). After routine laboratory performance, specimens were
photographed in scanning electron microscopy. A trained examiner, blinded
and calibrated, evaluated the photomicrographs by the Index of smear layer
removal. Statistical analysis (Mann Whitney test) was performed to
compare the score frequency, and showed that teeth not exposed to der
plaque presented easier of smear layer removal (demineralization) when
compared to teeth exposed to dental plaque.

Keywords: Smear layer; scanning electron microscopy; citric acid.
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Introducéao

A placa bacteriana € o principal agente etiolégico da doenca
periodontal®’. Os produtos metabodlicos destas bactérias produzem
toxinas, capazes de se fixar a superficie do cemento, podendo levar a
destruicdo progressiva do periodonto de sustentacdo®’. Além da

1, 25 13, 22,

contaminagdo do cemento e dentina por bactérias e suas toxinas

4348 as superficies radiculares que perderam insercéo sofrem alteracdes

como a hipermineralizacdo’?.

Visando minimizar ou até mesmo eliminar o fator etiologico
principal, € realizado a raspagem e o alisamento radicular, que consistem
na remocdo da placa bacteriana, de calculos dentarios supra e
subgengivais assim como de cemento e dentina contaminados. Embora
essas terapias tenham provado serem efetivas, ndo restauram a anatomia
do periodonto perdido, resultando apenas em reparo da ferida

44
|

periodontal™, além de formarem uma fina camada de residuos chamada

smear layer® *°.

Esta camada de aproximadamente 5 micrometros de espessura
gue se deposita sobre a dentina radicular € composta de remanescentes
de célculo, placa bacteriana, dentina e cemento contaminado. Estudos
sugerem que a smear layer interposta entre a raiz e o tecido conjuntivo
impede a ligacdo do coagulo sanguineo a superficie radicular® e pode
servir como uma barreira fisica ao restabelecimento da insercao
periodontal®.

A biomodificacdo radicular envolve o tratamento quimico das
superficies radiculares desprovidas de insercdo periodontal, visando a
remocdo de smear layer e a desmineralizacdo da superficie radicular,
sobretudo, procurando descontaminar a raiz, com o objetivo de melhorar
0 padrao de cicatrizagdo, regenerando total ou parcialmente os tecidos
periodontais perdidos® *2. Acredita-se que a biomodificacdo radicular tem
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0 potencial de otimizar a regeneracdo dos tecidos periodontais por meio
de diversos mecanismos: 1) inducdo da cementogénese®®>3; 2)
estabilizacdo do coagulo de fibrina®> "*; 3) interdigitacdo do colageno do
|56;

conjuntivo gengival com o da estrutura dental; 4) otimizacdo da adeséo,

viabilidade e crescimento de fibroblastos sobre superficies dentinarias que

tiveram a sua matriz colagena exposta® "%,

Varios estudos utilizando diferentes agentes quimicos tém sido
realizados com intuito de avaliar a eficiéncia do condicionamento radicular
na remocdo de smear layer e na exposicdo de fibras colagenas da

dentinal3-14, 19, 34, 49, 55

Neste contexto, um dos primeiros agentes a ser utilizado foi o
acido citrico. Alguns autores observaram maior inser¢do de fibroblastos

sobre a raiz, cementogénese e neoformacdo dssea’” %

guando este
agente era utilizado em adicdo a raspagem e alisamento radicular.
Porém, efeitos prejudiciais as células do tecido periodontais foram
observados em estudos posteriores que avaliaram o forte poder

necrozante deste &cido, devido seu baixo pH™ .

O cloridrato de tetraciclina (TTC HCI) também foi estudado e
muitas caracteristicas favoraveis foram observadas inicialmente. Estudos
realizados in vitro mostraram aumento da unido da glicoproteina
fibronectina a dentina, estimulando a proliferacdo e adesdo de
fibroblastos, como também promoveu supressdo da insercdo e do
crescimento das células epiteliais®*. Outras propriedades observadas
foram: atividade anticolagenase?’, inibicdo da funcdo de osteoclastos® e
da funcdo neutrofilica®, bem como, eficiente substantividade®. Porém,
estudos posteriores encontraram limitada capacidade de remocao de
smear layer e exposicdo de fibras colagenas® e possivel interferéncia na
viabilidade celular®, da mesma forma que o acido citrico, nos eventos

iniciais da cicatrizacéo, devido a seu baixo pH*.
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Frente a estes efeitos adversos encontrados em agentes de baixo
pH como acido citrico e o cloridrato de tetraciclina, um agente de pH
basico (EDTA) comecou a ser utilizado.

Estudos utilizando EDTA (&cido etilenodiaminotetracético), como
condicionador da superficie radicular mostraram que este agente nédo
induz nenhuma necrose detectavel durante o experimento™ *°, ndo
produzindo, portanto, efeitos adversos quanto a viabilidade celular. Além
disso, este agente foi mais eficiente na remocdo de smear layer e
exposicdo de fibras colagenas da dentina e cemento™, removendo
apenas a matriz inorganica dentinaria e preservando a rede de fibras
colagenas, por ser um potente quelante de ions calcio. Porém, alguns
estudos verificaram que a forte acdo quelante do EDTA pode prejudicar
ou até impedir a adsorcdo e adesdo de elementos sanguineos a

superficie radicular®® #2.

Além das caracteristicas quimicas de cada agente condicionador,
varios outros fatores podem interferir nos resultados de estudos utilizando
a biomodificacdo radicular, tais como: a concentracdo e pH do agente
utilizado'® %°; o modo® e o tempo® com que sdo aplicados sobre a
superficie radicular; o tipo de raspagem realizada (manual ou ultra-
sénica)®® 3¢ © : a possibilidade de diluicdo e inativacdo parcial da
substancia quando em contato com o sangue durante o procedimento
cirargico; modo de preparo das amostras e das substancias; a falta de
padronizacdo de um indice universal para o grau de remocdo de smear
layer; e possivelmente o grau de contaminagéo (hipermineralizagdo) do

dente®* 72,

Este dltimo fator pode estar relacionado com o tempo de
exposicdo do dente a placa bacteriana, interferindo provavelmente em
seu grau de hipermineralizacdo, tornando mais dificil sua
descontaminacdo e desmineralizacdo, influenciando diretamente nos

resultados inconsistentes da biomodificagéo radicular.
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Assim sendo, parece oportuna a realizagcdo de estudos, que
avaliem se estes fatores citados acima determinam dificuldade na
biomodificagédo radicular e assim estabelecer os melhores parametros a
serem utilizados para a obtencdo de uma superficie biocompativel,

principalmente em relagédo ao seu grau de hipermineralizagéo.



REVISAO DA LITERATURA




Revisao da literatura

Devido a vasta literatura que aborda os agentes condicionantes
da superficie radicular, foram selecionados apenas estudos que mais se
aproximaram da metodologia do presente estudo, ou seja, estudos in vitro
e que utilizaram microscopia eletrbnica de varredura (MEV) para a
obtencdo dos resultados. Além disso, com o intuito de realizar uma
revisdo de literatura mais didéatica, os estudos foram descritos em ordem
cronoldgica, pois muitos deles abordam mais que um agente
condicionante, o que dificultaria a separagdo em topicos.

Garret et al.** (1978), foram um dos primeiros grupos de
pesquisadores que utilizaram agentes condicionantes da superficie
radicular. Dentes extraidos por motivos de doenca periodontal avancada
foram submetidos a aplicacdo de solugcédo saturada de acido citrico (pH
1.0). Apés a analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV), os
autores concluiram que o uso do acido aumenta o numero de fibras
colagenas expostas e a quantidade de irregularidades da superficie
radicular. Além disso, afirmaram que a aplicacdo de acido citrico sé teve
efeito sobre superficies previamente raspadas, com remoc¢ao de cemento,
pois dentes com comprometimento periodontal se apresentam

hipermineralizados. Em 1979, Withlin et al.”

também observaram que
dentes com perda de insercdo sofrem um aumento na mineralizagcéo
(hipermineralizacé@o), devido ao aumento de calcio, magnésio, fosforo e
fluoreto sobre as raizes desnudas.

Com intuito de verificar se apenas a raspagem e 0 alisamento
radicular eram suficientes para a descontaminacéo da raiz e remocao de
smear layer, Lasho et al.* (1983) utilizaram 50 dentes humanos extraidos
devido a doenca periodontal avancada. Metade dos dentes foi raspada
levemente apenas para remocao do céalculo, e a outra metade foi raspada

vigorosamente até a remocdo de todo cemento e obtencdo de uma
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superficie lisa e polida. As amostras receberam aplicacdo dos seguintes
agentes condicionantes: 1) Solugdo saturada de acido citrico por 3
minutos; 2) Solucdo de EDTA a 15% por 5 minutos; 3) Hipoclorito de
sédio por 5 minutos; 4) Hipoclorito de sédio por 5 minutos + &cido citrico
por 30 segundos e 5) Deoxicolato de sédio a 2% por 1 minuto + fracéo IV
de Chon’s por 1 minuto. Os autores concluiram que as superficies
raspadas levemente para remocao do calculo apresentaram poucas fibras
colagenas expostas apdés o condicionamento radicular e que as
substancias dos grupos 3 e 5, ndo apresentaram smear layer removida.
Além disso, afirmaram que para exposicdo de fibras colagenas da
superficie dentinaria e maior remocdo de smear layer, deveriam ser
utilizados em adicdo a raspagem, agentes como EDTA, &cido citrico, ou
hipoclorito + &cido citrico.

Visando analisar a natureza da superficie radicular apés

aplicacdo de &cido citrico, Polson et al.>®

(1984) realizaram um estudo in
vitro com auxilio de microscopia eletronica de varredura. Apds a
exodontia de incisivos e pré-molares de macacos, a metade coronaria da
raiz de todos os dentes foi raspada para remover ligamento periodontal e
0 cemento e, em seguida, foram divididos em 2 grupos. Ambos
receberam raspagem e alisamento radicular, e somente um grupo
recebeu posterior aplicacdo de &acido citrico, pH 1 por 3 minutos. Os
autores concluiram que o grupo que recebeu aplicacdo de &cido citrico
em adicdo a raspagem e alisamento radicular, apresentou superficies
ligeiramente irregulares com numerosas depressdes afuniladas e zonas
intertubulares com fibras interpostas. Porém, o grupo que nao recebeu o
condicionamento quimico da superficie radicular apresentou superficie
irregular, a qual correspondia a smear layer.

Um estudo pioneiro utilizando o cloridrato de tetraciclina no
condicionamento radicular foi realizado por Wikesjo et al.” (1986). Os
autores avaliaram in vitro, a capacidade de adsorcéo e de liberagdo do
cloridrato de tetraciclina (TTC HCI), a superficie dentinaria, bem como o
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aspecto morfolégico das superficies. Foram utilizadas diferentes
concentragcdes do TTC HCI, porém, concentracdes superiores a 50mg/mL
obtiveram os maiores valores de adsor¢cédo. Os autores puderam observar
também, a excelente substantividade do TTC HCI, que manteve a
concentragao inibitéria minima (CIM) para maioria das bactérias por um
periodo de 48 horas, alem da remocdo de smear layer e exposicao de
fibras colagenas.

Com objetivo de analisar a topografia da superficie radicular
condicionada com &cido citrico, por meio de diferentes formas de
aplicacdo deste agente, Sterrett, Bain> (1987) utilizaram amostras onde
era aplicado o acido passivamente com bolinhas de algod&do durante 5
minutos, ou, ativamente por friccdo vigorosa das bolinhas de algodéao
durante o0 mesmo tempo. As fotomicrografias obtidas das amostras que
receberam aplicagéo por friccdo vigorosa mostraram tubulos dentinarios
abertos com densa rede de fibras colagenas expostas, enquanto que as
amostras que receberam aplicacdo passiva apresentaram tubulos abertos
porém, com poucas fibras expostas.

Com o objetivo de validar os resultados obtidos em 1987, Sterrett,
Murphy®® (1989) também encontraram fibras colagenas mais densas
guando foi utilizado o acido citrico (pH 1 por 5 minutos) por friccao
vigorosa, em relacdo a aplicacdo passiva do mesmo agente, e também,
ambas as formas de aplicacdo foram capazes de remover smear layer,
corroborando totalmente os resultados obtidos em 1987 por Sterret,
Bain®**.

Fardal, Lowenberg? (1990) estudaram o crescimento de
fibroblastos em 120 fragmentos de dentina originados de raizes de dentes
com doenca periodontal avancada e de dentes saudaveis. Os 120
fragmentos foram divididos em 9 grupos: 1) raizes com doenca
periodontal que receberam raspagem e alisamento radicular (RAR); 2)
raizes com doenca periodontal que receberam raspagem e alisamento

radicular + acido citrico (pH 1); 3) raizes com doenca periodontal que ndo
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receberam tratamento; 4) raizes com doenca periodontal que receberam
apenas condicionamento com acido citrico (pH 1); 5) raizes de dentes
saudaveis; 6) raizes de dentes saudaveis que receberam
condicionamento com &acido citrico (pH 1); 7) raizes de dentes saudaveis
gue receberam condicionamento com acido citrico (pH 1) e colagenase;
8) raizes de dentes saudaveis que receberam condicionamento com
EDTA 18%; 9) raizes de dentes saudaveis que receberam
condicionamento com EDTA 18% e colagenase. Os autores puderam
concluir que a aplicacdo de um agente quimico condicionador radicular
sozinho nao foi suficiente para obter biocompatibilidade. Os melhores
resultados aconteceram nos grupos onde houve associacdo de raspagem
e alisamento radicular + EDTA 18% ou raspagem e alisamento radicular +
acido citrico (pH 1). Além disso, puderam observar que, somente a
exposicdo de matriz coldgena dentinaria ndo explica a melhor
biocompatibilidade, uma vez que a digestdo do colageno dental utilizando
colagenase néo interferiu na biocompatibilidade aferida por meio da
adeséo de fibroblastos as superficies radiculares tratadas.

Em 1991, Codelli*® pode comprovar os resultados obtidos por
Sterret, Bain>® (1987) e por Sterrett, Murphy®* (1989), onde, quando foram
comparadas diferentes formas de aplicacdo do acido citrico, os melhores
resultados para remocdo de smear layer e exposicado de fibras colagenas
foram obtidos pela aplicacdo vigorosa do agente condicionante. Neste
estudo, os autores puderam observar também melhores resultados
guando o &cido citrico era aplicado de forma vigorosa por 3 minutos, ja
gue, quando aplicados por 5 minutos causaram hiperdesmineralizacao
com desnaturacao das fibras colagenas da superficie radicular.

No mesmo ano, utilizando microscopia eletronica de varredura,
Hanes et al.?® (1991) observaram que quando comparados dentes que
recebiam raspagem + acido citrico (pH 1, por 5 minutos) ou raspagem +
cloridrato de tetraciclina 0.5% (pH 3.2, por 5 minutos), havia diferencas na
morfologia dentinaria radicular. As superficies condicionadas com acido
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citrico resultaram em maior exposicdo de tdbulos dentinarios e fibras
colagenas, entretanto, nenhuma amostra condicionada com tetraciclina
0.5% apresentou remocao de smear layer.

Estes resultados de Hanes et al.?®

(1991) estimularam outros
estudos comparando &cido citrico e o cloridrato de tetraciclina. Em 1992,
Labahn et al.>" observaram a acdo destes agentes condicionadores sobre
superficies radiculares com diferentes formas de aplicacdo. Foram
utilizados terceiros molares inclusos recém-extraidos, e sobre eles,
aplicado acido citrico ou cloridrato de tetraciclina, de forma passiva ou
ativa (friccdo) durante 30, 60, 120 e 240 segundos. Os autores
observaram que amostras condicionadas com acido citrico apresentavam
maior exposicdo de tubulos dentinérios, corroborando os resultados

encontrados por Hanes et al.

(1991), entretanto, o modo de aplicagao
dos agentes nao exerceu influéncia.

Entretanto, resultados encontrados por Lafferty et al.*® (1993) néo
encontraram superioridade do acido citrico em relacdo a tetraciclina,
discordando dos estudos anteriores de Hanes et al.?® (1991), e Labahn et
al.® (1992). Amostras de dentes com doenca periodontal avancada
tiveram o cemento removido por brocas e receberam: grupo 1) raspagem
manual; grupo 2) raspagem + acido citrico (aplicado de forma passiva por
5 minutos); grupo 3) raspagem + cloridrato de tetraciclina (aplicado de
forma passiva por 5 minutos). Os autores observaram que o grupo 1
apresentava superficie radicular recoberta por smear layer, porém, 0s
grupos 2 e 3 foram igualmente efetivos na remocao de smear layer e
exposicao de fibras colagenas.

Trombelli et al.®” (1994) estudaram o cloridrato de tetraciclina
(TTC HCI) em diferentes concentracdes e tempos de aplicacdo. Amostras
de cemento e dentina obtidas de terceiros molares impactados foram
divididas aleatoriamente conforme o tratamento recebido nos seguintes
grupos: a) soro fisiolégico por 1 minuto (controle); b) TTC HCI 62,5 mg/mL
por 1 minuto; c) TTC HCI 62,5 mg/mL por 4 minutos; d) TTC HCI 125
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mg/mL por 1 minuto; e) TTC HCI 125 mg/mL por 4 minutos. A forma de
aplicacdo das substancias foi por friccdo com bolinhas de algodéao,
umedecidas a cada 30 segundos, para todos os grupos. Os autores
observaram que nas amostras de cemento quando era aplicado apenas o
soro fisiolégico a smear layer estava presente, entretanto, quando era
aplicado TTC HCI, as fibras colagenas estavam expostas e ndo havia
smear layer. Nestas amostras o tempo de aplicacéo e a concentracdo do
TTC HCI néo influenciaram nos resultados. Por outro lado, nas amostras
de superficies dentinarias o grupo controle apresentava smear layer
ocluindo os tubulos dentinarios, ja os grupos onde o TTC HCI foi aplicado
por 1 minuto apresentavam indicios de smear layer na abertura dos
tubulos dentinarios, e nos grupos onde o TTC HCI foi aplicado durante 4
minutos foi observada auséncia de smear layer e exposicdo de fibras
colagenas. Para as superficies dentinarias, a concentracao também néo
influenciou nos resultados, apenas o tempo de aplicacao.

No ano seguinte, 1995, Trombelli et al.?® utilizaram metodologia
semelhante ao estudo anterior®’, e verificaram a acédo da aplicacdo do
TTC HCI nas concentra¢gdes de 10 mg/mL ou 100 mg/mL, durante 1 ou 4
minutos, sobre superficies radiculares. Corroborando com seu estudo
anterior®” os melhores resultados (remocdo de smear layer e exposicdo
de fibras colagenas) foram observados em microscopia eletrénica de
varredura para amostras condicionadas com TTC HCI durante 4 minutos,
independente da concentracdo utilizada. Os autores concluiram que
acima da concentracdo de 10mg/mL, quando aplicados por friccao
durante 4 minutos, o TTC HCI é capaz de remover smear layer e expor
fibras colagenas, mas que a diminuicdo do tempo de aplicacdo poderia
comprometer a efetividade do condicionamento com TTC HCI.

Também visando encontrar melhores parametros para utilizacao
dos agentes condicionantes, Sterrett et al.®® (1995) avaliaram diferentes
modos de aplicacdo do acido citrico nas superficies radiculares. Amostras

de dentes humanos (n=10) tiveram sua camada de cemento removida por
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meio de fresas e a dentina foi alisada com instrumentos manuais, e outras
10 amostras foram apenas raspadas preservando o cemento. O acido
citrico 30% (pH 1,62) foi aplicado de 3 maneiras: 1) topicamente
(aplicacdo passiva); 2) levemente friccionada contra a superficie radicular;
3) fortemente friccionada. Tanto para superficies cementéarias, quanto
para dentinéarias, a maior remocao de smear layer foi observada nos
modos de aplicagao por friccao leve ou forte.

Blomlof et al.’® (1997) avaliaram o efeito de diferentes
concentracdes de EDTA na remocao de smear layer e exposicao de fibras
coldgenas. As amostras obtidas de dentes humanos extraidos por severo
comprometimento periodontal foram condicionadas com 1,5%, 5%, 15% e
24% de gel de EDTA durante 2 minutos. Os autores concluiram que as
concentracbes de 15% e 24% foram mais efetivas para remocao de
smear layer e exposicdo de fibras colagenas.

Devido a escassez de estudos que utilizassem mais que 2
agentes biomodificadores, Bergenholtz, Babay® (1998) avaliaram por meio
de microscopia eletrbnica de varredura (MEV), a textura radicular de
dentes extraidos por comprometimento periodontal severo apés a
aplicacdo de éacido citrico (pH 1.0), TTC HCL (pH 1.8), EDTA 8% e
solucdo salina (controle). Os autores sugeriram a combinacao de friccdo
por 10 segundos com solugéo salina ou algum agente acido, seguido de
aplicacéo por 40 segundos de EDTA 8%, como um método para se obter
superficies radiculares favoraveis a regeneracao periodontal.

Discordando dos resultados encontrados por Trombelli et al.®’
(1994) e Trombelli et al.®® (1995) em relacdo ao tempo de
condicionamento ideal para o cloridrato de tetraciclina, Isik et al.*® (2000)
utilizaram diferentes concentracdes deste agente (10, 25, 50, 75, 100, 125
e 150 mg/mL) em diferentes tempos de aplicacdo (1, 3 € 5 minutos). Apés
obtencao das fotomicrografias em microscopia eletrénica de varredura, os

autores concluiram que independente do tempo de aplicacdo e das
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concentracbes empregadas, o TTC HCI removeu smear layer de forma
eficiente.

Baker et al.” (2000) apo6s estudarem a importancia da
estabilizacdo do coagulo para a formacdo de uma nova insercao
conjuntiva, avaliaram a adsorcao e adesao de elementos sanguineos em
superficies radiculares condicionadas pelo acido citrico. O estudo foi
realizado em amostras de dentes humanos, com auxilio de microscopia
eletronica de varredura, e foi dividido em 4 grupos: 1) raspagem; 2)
raspagem + imersdo em acido citrico por 5 minutos; 3) raspagem + tecido
sanguineo; 4) raspagem + imersdo em acido citrico por 5 minutos + tecido
sanguineo. Os autores concluiram que as superficies imersas em acido
citrico estavam livres de detritos e que a rede de fibrina estava
diretamente inserida a elas. Entretanto, nas amostras que nao foram
imersas em &cido citrico, a presenca de smear layer dificultou a formacao
e estabilizacéo da rede de fibrina.

Baseado no estudo de Blomlof et al.*® (1997), Pilatti et al.*® (2001)
avaliaram ndo apenas a influéncia da concentragdo, como também, do
modo e do tempo de aplicagdo do gel de EDTA no grau de remocao de
smear layer da superficie dentinaria. Foram utilizadas as concentragdes
de 5%, 10%, 20% e 24%, aplicados por friccdo ou topicamente com
bolinhas de algodéo, durante 1, 2 e 3 minutos. Os autores concluiram que
a aplicacéo ativa foi a mais eficiente na remocao de smear layer, exceto
para a concentracdo de 5%, e o tempo de 3 minutos apresentou
resultados superiores aos demais tempos.

Babay® (2002) observou, in vitro, a adesdo de fibroblastos
gengivais em superficies radiculares doentes nos seguintes tratamentos:
instrumentacdo ultrassbnica; condicionamento com cloridrato de
tetraciclina; instrumentacao ultrassdnica + condicionamento com cloridrato
de tetraciclina. O autor observou que houve significante aumento de
fibroblastos aderidos as amostras que receberam apenas instrumentacao

ultrassbnica ou instrumentacdo seguida de condicionamento com
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cloridrato de tetraciclina. No mesmo ano, Mata®™ estudou a eficacia de
altas concentracfes (50mg/mL, 125mg/mL, 250mg/mL, 500mg/mL) deste
agente condicionador na remocdo de smear layer, sobre diferentes
formas e tempos de aplicagdo. Os melhores resultados foram obtidos
pelas concentragcdes de 125mg/mL e 250mg/mL, independente do tempo
e modo de aplicacéo.

No ano seguinte 2003, Dantas™ utilizou dentes humanos
extraidos que tiveram o cemento removido por brocas em alta rotacao e
foram raspados com 50 movimentos de curetas Gracey 5/6. Apos a
preparacdo das amostras, diferentes concentracdes (10, 25, 50 e
75mg/mL) de cloridrato de tetraciclina (TTC HCI) foram aplicadas sobre
elas, em diferentes modos (friccdo passiva, ativa e topicamente com bolas
de algodao) e tempos (1, 2 e 3 minutos) de aplicacdo. Os resultados
mostraram que as concentracdes de 50 e 75mg/mL foram as mais
efetivas, assim como os tempos de 2 e 3 minutos para a remocgéo de
smear layer e exposicdo de fibras colagenas. Apenas o modo de
aplicacéo tépico mostrou-se insatisfatério.

Souza®® (2004) avaliou a efetividade de diferentes marcas de
EDTA 24% na remocao de smear layer e exposicéo de fibras colagenas
da superficie dentinaria. Os dentes extraidos por doenca periodontal
avancgada, tiveram o cemento removido com brocas no terco cervical e a
dentina raspada. ApoOs este procedimento, as amostras foram separadas
conforme o tratamento empregado: A) aplicacdo de soro fisiologico
(controle); B) EDTA manipulado (Farmacia Santa Paula - Araraquara); C)
EDTA associado ao detergente Texapon (Farmacia Santa Paula -
Araraquara); D) ETDA (Pref Gel, Biora); E) EDTA (EDTA Gel,
Biodindmica). Diferentes formas de aplicacdo (topica, friccdo suave com
pincel, friccdo vigorosa com bolinhas de algodao) em diferentes tempos
(1, 2 e 3 minutos) foram utilizadas. Apos andlise das fotomicrografias, o
autor observou que exceto para a marca Biodinadmica, a aplicagéo de gel
de EDTA 24% pelo método de friccdo suave (pincel) foi a mais efetiva na



34

remocdo de smear layer e exposicdo de fibras colagenas, independente
do tempo utilizado.

Baker et al.”> (2005) avaliaram o efeito do condicionamento de
amostras de dentina humana com proteinas construtoras (albumina
bovina ou proteinas da matriz do esmalte), acido citrico ou gel de EDTA
24%. ApOs o preparo e condicionamento das amostras, sangue humano
fresco foi depositado sobre elas. Apds o tempo de vinte minutos esperado
para completa formacéo e estabilizacdo do coagulo, as amostras foram
processadas e analisadas em microscopia eletrénica de varredura. O
acido citrico limpou totalmente a superficie das amostras abrindo os
tubulos e obteve grande retencédo de coagulo. As amostras condicionadas
com EDTA mostraram restos de smear layer recobrindo os tubulos
dentinarios e uma menor quantidade de coagulo, o qual se soltava
facilmente da superficie. As amostras tratadas com proteinas construtoras
nao mostraram nenhuma alteracdo na camada de residuos e ndo foram
capazes de reter o coagulo. Portanto, os autores afirmaram que o ideal é
0 uso de um agente que remova smear layer e exponha fibras colagenas
para melhor retencéo do coagulo.

Neste contexto, Leite et al.** (2005) realizaram um estudo
comparando a adsorcdo e adesdo de elementos sanguineos sobre as
superficies dentinarias condicionadas com diferentes agentes. Os 150
fragmentos de dentes humanos foram divididos em 5 grupos: 1) irrigacéo
com agua destilada (controle); 2) aplicacdo de &cido citrico 25%; 3)
aplicacéo de citrato de sodio 30%; 4) aplicacao de gel de EDTA 24%; 5)
aplicagéo da solucédo de cloridrato de tetraciclina (TTC HCI) 50mg/mL. O
gel de EDTA 24% e o citrato de sdédio 30% foram aplicados por friccao
suave com pincel macio por 3 minutos, enquanto que, o acido citrico e o
TTC HCL por friccdo vigorosa por 3 minutos. Apés o condicionamento foi
depositada uma gota de sangue fresco sobre cada amostra. A
observagcdo em microscopia eletronica de varredura mostrou que todas as

substéancias testadas foram efetivas na remoc¢cao de smear layer, exceto o
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controle porém, os melhores resultados foram observados nas amostras
condicionadas com o &cido citrico. O &cido citrico também se mostrou
mais efetivo na adeséo de elementos sanguineos, sugerindo, segundo 0s
autores, uma relacdo positiva entre exposicdo de fibras colagenas e
adesdo de elementos sanguineos.

Com intuito de confirmar a importancia de um condicionamento da
superficie radicular na adesdo de elementos sanguineos, Dantas® (2008)
realizou um estudo em que amostras de raizes dentes humanos foram
condicionadas, com diferentes agentes, e receberam uma gota de sangue
e ainda, plasma rico em plaquetas (PRP). Oitenta dentes extraidos por
comprometimento periodontal avangado foram raspados e divididos em 5
grupos: irrigacdo com agua destilada (controle); aplicacdo de solucao de
acido citrico 25%; gel de EDTA 24%; TTC HCI 50mg/mL e citrato de sodio
30%. Em metade das superficies condicionadas foi aplicado o PRP e na
outra metade o PRP + sangue fresco. Em relacdo a remocdo de smear
layer e exposicdo de fibras colagenas, todos agentes apresentaram
resultados melhores que o controle, sendo o acido citrico o agente que se
mostrou mais efetivo seguido do EDTA. O acido citrico foi ainda o Unico
agente capaz de reter uma rede de fibrina bem definida e apresentou o
melhor resultado para adesdo de elementos sanguineos, sugerindo que o
PRP pode ter favorecido a adesdo de elementos sanguineos nas
amostras condicionadas com &cido citrico.

Cavassim' (2008) estudou diferentes concentragdes, formas e
modos de aplicacdo deste agente. Dentes humanos extraidos por
comprometimento periodontal avancado foram raspados e as amostras
preparadas divididas em 6 grupos: 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 (passiva com bolinha de algodéo, friccéo
suave com pincel, friccdo vigorosa com bolinha de algodao). Apds analise

das fotomicrografias o autor concluiu que a concentragcdo de 25%
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aplicada por friccdo suave no tempo de 3 minutos € a recomendada para
a utilizacéo do acido citrico na biomodificagao radicular.

Ishi et al.®* (2008) avaliaram a eficacia do cloridrato de
tetraciclina (TTC HCI) na remocédo de smear layer e exposicao de fibras
coladgenas das superficies dentinarias. O cemento radicular das amostras
foi removido com brocas diamantadas, processo seguido de raspagem e
alisamento radicular com cureta. As 450 amostras foram divididas em 10
grupos, o controle (soro fisioldgico) e os que compreendiam a aplicacéo
de TTC HCI nas concentra¢des de: 10, 25, 50, 75, 100, 125, 150, 200 e
250mg/mL. Todos os grupos receberam essa aplicacdo de diferentes
formas (passiva, pincel e friccdo) e em diferentes tempos (1, 2 e 3
minutos). Apos analise das fotomicrografias os autores concluiram que as
concentragcdes de 50 e 75mg/mL aplicadas de forma ativa durante 2 ou 3
minutos foram as mais efetivas na remoc¢ao de smear layer e exposicao

de fibras colagenas.
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Proposicao

Este estudo teve por objetivo avaliar a efetividade de diferentes
agentes quimicos (acido citrico, EDTA e cloridrato de tetraciclina) na
remocdo de smear layer e exposicdo de fibras colagenas em dentes
expostos ou nao a placa bacteriana.



MATERIAL E METODO




Material e Método

O protocolo deste projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, da Faculdade de Odontologia
de Araraquara-UNESP (Protocolo CEP-FO/CAr n°® 39/07) (Anexo 1).
Todos os dentes utilizados no presente estudo foram obtidos apés
aprovagéo do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 2).

Selecéao dos dentes

Foram utilizados 70 dentes humanos permanentes, uni ou
multirradiculares, obtidos junto a Clinica de Cirurgia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara-UNESP. Metade dos dentes selecionados
(n=35) estava exposto a placa bacteriana (figura 1), e a outra metade
(n=35) estava incluso, ou seja, ndo exposto a placa bacteriana (figura 2).
Além disso, para inclusdo nesta pesquisa os dentes expostos a placa
deveriam apresentar comprometimento periodontal severo (perda de
insercdo de mais da metade do segmento radicular) e célculo aderido a
superficie radicular. Por outro lado, os dentes ndo expostos a placa
bacteriana tiveram como Unico critério de inclusdo possuir a juncéo
cemento-esmalte intacta, fundamental como referéncia na integridade das
amostras.

Apds a exodontia, os dentes expostos e ndo expostos a placa
bacteriana foram armazenados em recipientes distintos, contendo agua
de torneira, para evitar ressecamento e ndo prejudicar a posterior

visualizacdo no microscopio eletrdnico de varredura (MEV).

Obtencao das amostras

A area de trabalho escolhida para realizagdo do estudo foi o terco
cervical da raiz. Os dentes foram preparados, por um Unico pesquisador
treinado, de acordo com o protocolo descrito a seguir:
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Foram realizados, com auxilio de uma broca cilindrica em alta
rotacdo n° 2135 (KG SORENSEN, Barueri-SP) sob irrigacdo constante,
dois sulcos paralelos de profundidade aproximada de 0,5mm (metade do
diametro da broca). O primeiro na jungcdo cemento-esmalte (figura 3) e 0
segundo 4mm apical ao primeiro sulco (figura 4), delimitando assim a
area de trabalho (figura 5).

Estes sulcos foram realizados em duas faces dentais, escolhidas
de acordo com o dente, devido a possibilidade de fornecer amostras mais
planas, amplas e sem acidentes anatomicos. Assim, ou foram
selecionadas as faces vestibular e lingual, ou as faces mesial e distal de
cada dente.

Posteriormente, foram realizados 50 movimentos de raspagem e
alisamento radicular (figura 6), no sentido apico-cervical, na area de
trabalho em cada face dental com curetas de Gracey 5-6 novas (Neumar
®), com objetivo de descontaminar mecanicamente as amostras e,
consequentemente, garantir a formacdo de smear layer. Sempre que
necessario a cureta foi afiada com uma pedra de Arkansas (Hu-Friedy-
EUA).

Uma vez raspada a éarea de trabalho, foram realizados os
procedimentos de obtengdo da amostra: com um disco diamantado de
dupla face (KG SORENSEN, Barueri-SP) montado em peca reta em baixa
rotacdo, a coroa foi removida na altura do 1° sulco (figura 7). Em seguida,
em sentido longitudinal, foi realizada uma seccao até a altura do 2° sulco
(figura 8) e através deste, em sentido transversal (figura 9), a amostra foi
obtida medindo aproximadamente 1mm de espessura por 3mm de largura
e 4mm de comprimento (figura 10).

As amostras (n=140) foram armazenadas em agua de torneira,
para evitar ressecamento e ndo inviabilizar a futura avaliacdo quanto a
remocao de smear layer. Evidentemente, as amostras de dentes expostos

e nao expostos a placa foram armazenados em recipientes distintos.
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Tratamento das amostras

Foram escolhidas para este estudo substancias utilizadas em

estudos anteriores® 3 %8

nos parametros estabelecidos quanto a
concentragédo, modo (figura 11) e tempo de aplicacdo de cada substancia.
Assim sendo, foi utilizado o cloridrato de tetraciclina (TTC HCL), adquirido
em farmacia de manipulacdo (Farmacia Santa Paula- Araraquara-SP),
uma semana antes do inicio do experimento, na concentracdo de
50mg/mL, aplicado por friccdo vigorosa com auxilio de uma bolinha de
algodéo, por 3 minutos. O &cido citrico foi manipulado na Faculdade de
Farmacia e Bioquimica-UNESP, um dia antes do experimento, na
concentragéo de 25% e aplicado com auxilio de pincel (friccdo suave) por
3 minutos, e na concentracdo de 1%, aplicado com auxilio de pincel
(fricc@o suave) por 1 minuto. Por fim, o EDTA foi manipulado em farmacia
de manipulacdo (Farmacia Santa Paula- Araraquara-SP), na
concentracado de 24%, na forma de gel e aplicado com auxilio de pincel
(friccdo suave) por 3 minutos. O TTC HCI, em forma de p6, foi
acondicionado em capsulas com a quantidade de 50mg, sendo diluido em
1mL de agua destilada, medido com auxilio de uma pipeta automatica
(Boeco®). Esta diluicdo foi realizada em pequenos Beckers (Pyrex®),
sendo homogeneizadas com uma haste de acrilico, minutos antes de sua
aplicacado nas amostras.

As amostras foram divididas em 4 grupos (I, II, lll, 1V) e estes
subdivididos (A, B, C, D) de acordo com a exposicdo ou ndo a placa e o
tratamento empregado. Para cada substancia especifica foram utilizadas
10 amostras totalizando 40 amostras por grupo. Também cada grupo teve
seu proprio grupo controle (soro fisiol6gico), no entanto, visando
racionalizar a quantidade de dentes utilizados, o grupo controle utilizado
para o acido citrico 25% foi 0 mesmo para o EDTA 24% (20 amostras)
porque estas substancias foram aplicadas da mesma forma e pelo mesmo

tempo. Para afericdo do tempo de aplicacdo e da necessidade de



43

renovacdo das substancias testadas foi utilizado um cronémetro
eletrénico.

A divisdo dos grupos conforme o tratamento empregado esta
mostrado abaixo:

Grupo I-A: aplicacdo de solucdo salina (controle) por friccéo
vigorosa, com auxilio de bolinhas de algoddo, durante 3 minutos, em

dentes ndo expostos a placa bacteriana;

Grupo I-B: aplicacdo de solucdo salina (controle) por friccdo
vigorosa, com auxilio de bolinhas de algoddo, durante 3 minutos, em

dentes expostos a placa bacteriana;

Grupo I-C: condicionamento com solucdo de cloridrato de
tetraciclina 50mg/mL, aplicada por friccdo vigorosa com auxilio de
bolinhas de algodao, durante 3 minutos em dentes ndo expostos a placa
bacteriana;

Grupo I-D: condicionamento com solucdo de cloridrato de
tetraciclina 50mg/mL, aplicada por friccdo vigorosa com auxilio de
bolinhas de algoddo, durante 3 minutos em dentes expostos a placa
bacteriana;

Grupo II-A: aplicacdo de solugcdo salina (controle) por friccéo
suave, com auxilio de pincel durante 3 minutos, em dentes ndo expostos

a placa bacteriana;

Grupo 1I-B: aplicacdo de solugdo salina (controle) por friccéo
suave, com auxilio de pincel durante 3 minutos, em dentes expostos a

placa bacteriana;

Grupo [I-C: condicionamento com solugéo de &cido citrico 25%,
aplicado por friccdo suave com auxilio de pincel, durante 3 minutos, em

dentes ndo expostos a placa bacteriana;
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Grupo 1I-D: condicionamento com solugdo de &cido citrico 25%,
aplicado por friccdo suave com auxilio de pincel, durante 3 minutos, em

dentes expostos a placa bacteriana;

Grupo llI-A: aplicacdo de solucdo salina (controle) por friccdo
suave com auxilio de pincel, durante 1 minuto, em dentes ndo expostos a

placa bacteriana;

Grupo |lI-B: aplicacdo de solucdo salina (controle) por friccdo
suave com auxilio de pincel durante 1 minuto, em dentes expostos a

placa bacteriana;

Grupo III C: condicionamento com solu¢do de acido citrico 1%,
aplicado por friccdo suave com auxilio de pincel durante 1 minuto, em

dentes ndo expostos a placa bacteriana;

Grupo llI-D: condicionamento com solugéo de acido citrico 1%,
aplicado por friccdo suave com auxilio de pincel durante 1 minuto, em

dentes expostos a placa bacteriana;

Grupo IV-A: aplicagcdo de solugcdo salina (controle) por friccéo
suave com auxilio de pincel, durante 3 minutos, em dentes ndo expostos

a placa bacteriana;

Grupo IV-B: aplicagcdo de solugcdo salina (controle) por friccéo
suave com auxilio de pincel, durante 3 minutos, em dentes expostos a

placa bacteriana;

Grupo IV-C: condicionamento com de gel de EDTA 24%, aplicado
por friccdo suave com auxilio de pincel, durante 3 minutos, em dentes ndo

expostos a placa bacteriana;

Grupo IV-D: condicionamento com de gel de EDTA 24%, aplicado
por friccdo suave com auxilio de pincel, durante 3 minutos, em dentes

expostos a placa bacteriana.
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Ap6s o condicionamento das superficies, todas as amostras foram
irrigadas com 10mL de agua destilada utilizando uma seringa descartavel
de 10 mL (Becton Dickinson, Sdo Paulo-SP), para remocdo dos agentes
condicionadores. A tabela 1 exemplifica o tratamento realizado em cada
um dos grupos.

Além de verificar a remocdo ou ndo de smear layer com uso de
diferentes agentes quimicos, foi também objetivo do estudo a visualizagéo
da possivel exposicdo de fibras colagenas da superficie radicular. Sendo
assim, apés o tratamento quimico das amostras foi realizado o método

proposto por Tay et al.®

(2000). Para isso as 10 amostras de cada
subgrupo foram armazenadas em cassetes codificados de acordo com o
tratamento quimico recebido. Estes foram colocados em uma placa de
Petri (Pyrex®) onde as amostras foram submetidas a desidratacéo pela
passagem por uma série crescente de alcool etilico (30, 50, 70, 80, 95 e
100%) (figura 12). Em cada concentragdo de alcool, as amostras
permaneceram submersas por uma hora. Esta desidratacdo é necessaria
para a aplicagdo do etanol-hexametildisilazane (HMDS) (Sigma, Sigma-
Aldrich Inc., St.Louis,USA), substancia fundamental para visualizar a
exposicao de fibras colagenas.

A aplicacdo do HMDS foi realizada numa placa de acrilico
contendo 24 orificios (figura 13). As amostras, devidamente codificadas,
foram retiradas dos cassetes e mergulhadas nos orificios contendo 750uL
de HMDS + 750uL de &lcool absoluto medidos com pipeta automatica
(Boeco, Hamburg, Germany), onde permaneceram por 30 minutos.

Decorrido este tempo, as amostras foram transferidas para os
orificios restantes preenchidos com 1mL de HMDS puro, onde
permaneceram por 10 minutos. Toda a manipulagdéo do HMDS foi
realizada com a capela de ventilacdo acionada, do laboratério de
histologia da Disciplina de Periodontia-FOAr-UNESP, devido as

propriedades cancerigenas do material.
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Finalizada a aplicacdo do HMDS, as amostras foram recolocadas
em seus respectivos cassetes, 0os quais foram colocados na placa de Petri
tampada e forrada com papel filtro, com intuito de absorver o produto
utilizado (HMDS).

Tabela 1- Distribuicdo dos grupos de acordo com o tratamento empregado

Grupos Tipo de dente Tratamento Empregado Forma de aplicagdo Tempo de
aplicagdo
A CNEP Solugdo Salina Bolinha de algodao 3 minutos
B CEP Solugdo Salina Bolinha de algodao 3 minutos
' C NEP Cloridrato de Tetraciclina Bolinha de algodao 3 minutos
50mg/mL
D EP Cloridrato de Tetraciclina Bolinha de algodao 3 minutos
50mg/mL
A CNEP Solugdo Salina Pincel 3 minutos
B CEP Solugdo Salina Pincel 3 minutos
I C NEP Acido Citrico 25% Pincel 3 minutos
D EP Acido Citrico 25% Pincel 3 minutos
A CNEP Solugdo Salina Pincel 1 minuto
B CEP Solugdo Salina Pincel 1 minuto
I C NEP Acido Citrico 1% Pincel 1 minuto
D EP Acido Citrico 1% Pincel 1 minuto
A CNEP Solugdo Salina Pincel 3 minutos
B CEP Solugdo Salina Pincel 3 minutos
v C NEP EDTA 24% Pincel 3 minutos
D EP EDTA 24% Pincel 3 minutos

Legenda: Controle em dentes ndo expostos a placa (CNEP); Controle em dentes expostos a placa (CEP);
Dentes ndo expostos a placa (NEP); Dentes expostos a placa (EP).
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Avaliagdo das amostras em microscopia eletronica de varredura

Passadas 24 horas do condicionamento radicular, as amostras
foram coladas com esmalte incolor misturado a grafite em p6 em suportes
metalicos (“stubs”) especificos (figura 14) para avaliacdo ao MEV. Os
“stubs” foram levados a um dessecador a vacuo (figura 15) por 24 horas
para completa remocdo da umidade e preservacao até a metalizacdo. Na
sequéncia, as amostras foram metalizadas (figura 16) com auxilio de um
aparelho metalizador (Balt-Tec SCD-050, Florida, USA) por recobrimento
com liga de ouro-paladio (99,99% de pureza) durante 120 segundos. Este
passo € necessario para que se consiga a transmissao de elétrons sobre
a superficie da amostra.

ApoOs a metalizacdo, as amostras foram levadas para observacao
em MEV (Jeol-JSM T330-A, JEOL Technics Co., Tokyo, Japan) com a
obtencao das fotomicrografias em filmes Neopan Acros (Fuji Film 120 SS,
Tokyo, Japan), nos aumentos de 1500X e 3500X. Com o objetivo de
reduzir a possibilidade de tendenciosidade do estudo, as fotomicrografias

foram realizadas na regido central de cada amostra.

FIGURA 1- Dente exposto a FIGURA 2- Dente ndo exposto
placa bacteriana. a placa bacteriana.
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FIGURA 3- Demarcag¢do do FIGURA 4- Demarcag¢do do
12 sulco. 29 sulco, 4mm apical ao 12.

FIGURA 5- Area de trabalho. FIGURA 6- Raspagem e
alisamento radicular.
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FIGURA 7- Coroa seccionada FIGURA 8- Corte longitudinal ao
na altura do 19 sulco. longo eixo do dente, separando
as faces preparadas.

FIGURA 9- Corte transvesal FIGURA 10- Espécimes obtidos.
ao longo eixo do dente na

altura do 22 sulco.
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FIGURA 11- Modos de aplicagdo. A) Aplicagdo por friccdo suave (pincel);
B) Aplicagdo por fricgdo vigorosa (bolinha de algoddo).

FIGURA 12- Desidratacdo em concentragdes  FIGURA 13- Placas de acrilico codificadas para
crescentes de alcool. a aplica¢do do HMDS.

FIGURA 14- Amostras tratadas
coladas em “stubs” metalicos.

FIGURA 15- Dessecador a vacuo.
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FIGURA 16- Amostras metalizadas.

Andlise das fotomicrografias

As fotomicrografias obtidas foram avaliadas por um Unico
examinador cego, treinado e calibrado (KAPPA 0,73). Foram realizadas 3
avaliagbes de cada fotomicrografia, com um intervalo de 15 dias entre
cada avaliacédo (anexo 3). Quando houve discordancia entre os scores, 0
mais frequente foi utilizado. Para determinar os graus de remocdo de
smear layer e exposicado de fibras colagenas em cada fotomicrografia foi
utilizado o indice de biomodificacao radicular, descrito abaixo:

indice de Biomodifica¢do Radicular

Grau 1: Superficie radicular sem smear layer com exposi¢cao de cemento
e/ou dentina e/ou fibras colagenas (figuras 17 e 18).
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FIGURA 17- Fotomicrografia com FIGURA 18- Fotomicrografia com
aumento de 1500 X representando o aumento de 3500 X representando o
grau 1. grau 1.

Grau 2: Superficie radicular com indicos de abertura de tubulos
dentinarios (figuras 10 e 20).

FIGURA 19- Fotomicrografia com FIGURA 20- Fotomicrografia com
aumento de 1500 X representando o aumento de 3500 X representando o
grau 2. grau 2.
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Grau 3: Superficie radicular com presenca de smear layer obliterando os
tubulos dentinarios (figuras 21 e 22).

FIGURA 21- Fotomicrografia com FIGURA 22- Fotomicrografia com
aumento de 1500 X representando o aumento de 3500 X representando o
grau 3. grau 3.

Grau 4: Superficie radicular com presenca de hiperdesmineralizacdo
(figuras 23 e 24).

FIGURA 23- Fotomicrografia com FIGURA 24- Fotomicrografia com
aumento de 1500 X representando o aumento de 3500 X representando o
grau 4. grau 4.

Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada comparando a frequéncia
dos escores obtidos para os diferentes condicionamentos radiculares em

by

dentes expostos e ndo expostos a placa. Foi utilizado o teste néo
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paramétrico de Mann-Whitney, aplicado com nivel de significancia de
95%.



RESULTADO




Resultado

A Tabela 2 (Anexo 4) ilustra a distribuicdo dos escores em todas
as amostras avaliadas neste estudo.

No grafico 1 estéo representadas as amostras de dentes expostos
a placa bacteriana que receberam condicionamento quimico com
diferentes substancias ou apenas solucdo salina. Analisando este grafico
podemos observar que todas as amostras controle receberam escore 3
independente do tratamento empregado. Nas amostras testes foram
encontradas 40% de escore 2 no grupo do cloridrato de tetraciclina e 30%
no grupo do acido citrico 1%. As maiores frequéncias de escore 4 foram
observadas nos grupos EDTA teste (80%) e acido citrico 25% teste
(70%).

100% -
90% -
o 80%
s 70% +—
£ 60% 1—
S  50% +—
o 40% 1—
= 302& T
%gtﬁ 1] M escore 4
0%
escore3
N
e
‘60\ M escore 2
Q
9
\,\" M escore 1
e
<\clz‘ L&

GRAFICO 1- Distribuicdo da freqiiéncia dos escores (1 a 4) para dentes
expostos a placa bacteriana que receberam condicionamento quimico com
diferentes agentes condicionantes ou apenas soluc¢do salina (controle).

No grafico 2 estdo representadas as amostras de dentes nao

expostos a placa bacteriana que receberam condicionamento quimico

com diferentes substancias ou apenas solucdo salina. Analisando este
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grafico podemos observar que todas as amostras controle receberam
escore 3 independente do tratamento empregado, exceto para 1 amostra
controle (10%) do grupo do &cido citrico 25% que recebeu escore 2. Nas
amostras testes foi encontrada uma frequéncia de 80% de escore 2 nos
grupos do cloridrato de tetraciclina e acido citrico 1%. Os grupos testes de
EDTA e acido citrico 25% apresentaram uma frequéncia de 100% de

escore 4.

GRAFICO 2- Distribuicdo da freqiiéncia dos escores (1 a 4) para dentes ndo
expostos a placa bacteriana que receberam condicionamento quimico com
diferentes agentes condicionantes ou apenas soluc¢do salina (controle).

*Diferencas estatisticamente significantes (p<0,05) apds comparagdo intra-grupo
das amostras teste e controle para cada agente condicionante (Teste de Mann-
Whitney).

No gréafico 3 estao representadas as amostras de dentes expostos
e nao expostos a placa bacteriana que receberam condicionamento
guimico com diferentes substancias (amostras testes). Analisando este
grafico podemos observar que uma maior freqiéncia de escore 2 foi
encontrada nos grupos do cloridrato de tetraciclina (80%) e acido citrico

1% (80%) para amostras de dentes nao expostos a placa (NEP).
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Frequéncias menores de escore 2 foram encontradas nos grupos do
cloridrato de tetraciclina (40%) e acido citrico 1% (30%) para amostras de
dentes expostos a placa (EP). Uma freqténcia de 100% de escore 4 foi
observada nos grupos do EDTA e acido citrico 25% para as amostras de
dentes ndo expostos a placa (NEP). Uma grande frequéncia de escore 4
também foi observada em amostras de dentes expostos a placa (EP) nos
grupos do EDTA (80%) e acido citrico 25% (70%).
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GRAFICO 3- Distribuicdo da freqiéncia dos escores (1 a 4) para dentes
expostos (EP) e ndo expostos a placa bacteriana (NEP) que receberam
condicionamento quimico com diferentes agentes condicionantes.
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Discussao

Estudos utilizando agentes condicionadores para a superficie
radicular apresentam uma grande variabilidade nos resultados devido a
vérios fatores que podem interferir negativamente no resultado final dos
experimentos, tais como: 1) agente condicionador utilizado; 2) tipo de
raspagem realizada (manual ou ultra-sonica), a qual pode interferir na

33, 36, 63 e

guantidade de calculo residual, rugosidade da superficie radicular
tipo de smear layer criada®; 3) tempo de condicionamento da superficie
radicular®®; 4) modo de aplicacdo dos agentes condicionantes®; 5)
concentracdo e pH utilizados'® *°; 6) possibilidade de diluicéo e inativagéo
parcial da substancia quando em contato com o sangue durante o
procedimento cirGrgico®”; 7) modo de preparo das amostras e das
substancias; 8) falta de padronizacdo de um indice universal para avaliar
o grau de remocdo de smear layer; 9) e, possivelmente, o grau de

hipermineralizacéo do dente®* "%,

Em relagdo ao agente condicionador utilizado, um dos primeiros
agentes a ser utilizado foi o &cido citrico. Cogen et al.'” 1983 em um
estudo in vitro verificou que ndo ocorria insercdo e crescimento de
fibroblastos sobre a raiz quando esta era apenas raspada, mas que
guando era utilizada a raspagem juntamente com o condicionamento
quimico (&cido citrico por 3 minutos), ocorria insercdo e crescimento de
fibroblastos. Outros estudos verificaram as vantagens de um
condicionamento quimico da superficie radicular com &cido citrico®* “°,
guando comparados com grupos controle, os quais eram apenas
raspados. O entusiasmo cientifico ao redor do &cido citrico comegou a ser
guestionado quando estudos analisaram seu potencial efeito necrosante,
devido ao seu baixo pH (acidez)*®. Assim outras substancias comegaram
a ser testadas, na tentativa de se conseguir um agente ideal para o
condicionamento quimico da superficie radicular. O cloridrato de

tetraciclina foi entdo estudado e muitas caracteristicas favoraveis foram
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observadas. Estudos realizados in vitro, mostraram aumento da unido de
uma glicoproteina (fibronectina) a dentina, estimulando a proliferacdo e
adesdao de fibroblastos, como também promoveu supressado da insercao e

do crescimento das células epiteliais® .

Outras propriedades
observadas foram: atividade anticolagenase?; inibicdo da funcdo de
osteoclastos® e da funcdo neutrofilica®, bem como, eficiente

substantividade® .

Porém, os efeitos adversos da utlizagdo da
tetraciclina também foram verificados. Nalbandian*® (1978) verificou que a
tetraciclina administrada sistemicamente ficou impregnada na dentina e
cemento trazendo como consequéncia a formacédo de lacunas onde foi
observada falta de insercéo de tecido conjuntivo e carie de raiz. Hanes et
al.?® (1991), verificou a limitada capacidade de remoc&o de smear layer e
exposicdo de fibras coldgenas quando da utilizagcdo do cloridrato de
tetraciclina em adicdo a raspagem da superficie radicular. Além disso, o
cloridrato de tetraciclina apresenta pH acido, existindo uma relagao
inversamente proporcional entre o pH e a concentragéao da solucao. Isto
significativo, pois pode interferir na viabilidade celular > e nos eventos

iniciais do processo de cicatrizacdo periodontal™* °.

ApoOs alguns resultados negativos com a utilizacdo de agentes
como acido citrico e cloridrato de tetraciclina, devido a seus baixos pHs e
possivel necrose de tecido gengival, um agente de pH neutro parecia ser
a solucdo. Assim, o EDTA ganhou espaco em estudos como os de
Blomlof, Lindskog' (1995), Ciancio™ (1998), que compararam esse
agente aos acidos citrico e fosforico, mostrando nao induzir nenhuma
necrose detectavel durante o experimento, ndo produzindo, portanto,
efeitos adversos quanto a viabilidade celular. Além disso, este agente foi
mais eficiente na remocdo de smear layer e exposicdo de fibras
colagenas da dentina e cemento™. Quando o EDTA parecia mesmo ser 0
agente ideal para ser usado na biomodificacdo, por seu pH neutro e
grande capacidade quelante na remocao de ions calcio, remoc¢do de
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smear layer e exposicdo de fibras colagenas, uma nova metodologia
comecou a ser utilizada: a adesao de elementos sanguineos sobre a raiz
previamente condicionada, visando simular em estudos in vitro o mais
proximo do que ocorreria in vivo. Assim, o EDTA comegava a mostrar
também seus efeitos adversos, pois este agente sendo um forte quelante
de ions célcio, pode dificultar ou até inibir o primeiro passo para a
tentativa de regeneracao/reparacdo periodontal, que é a formacdo do
coagulo, pois esse ion é necessario para 0 comeco da cascata de

coagulacdo. Por outro lado, ele é um agente anticoagulante e pode

interferir na formacéo do coagulo na superficie radicular condicionada® "
42

Conhecidas as caracteristicas individuais, vantagens e limitacbes
de cada um destes agentes condicionadores, estudos posteriores foram
realizados com o objetivo de padronizar o tempo, 0 modo de aplicacao, a
concentracdo e o pH utlizados para cada um deles. Apds alguns
estudos® 3 8 foram obtidos os parametros considerados ideais: &cido
citrico 25%, aplicado com auxilio de pincel (aplicacdo ativa suave), por 3
minutos™: cloridrato de tetraciclina 50mg/mL>*, aplicado por friccdo com
auxilio de bolinha de algoddo (aplicacdo ativa vigorosa), durante 3
minutos; EDTA 24% na forma de gel, aplicado com auxilio de pincel, por 3
minutos®®. Portanto, estes foram os parametros escolhidos e utilizados

para o presente estudo.

Outro fator a ser considerado é o tipo de raspagem utilizada,
manual ou ultra-sonica, a qual pode influenciar no resultado final dos
estudos que utilizam condicionamento radicular devido a: quantidade de

calculo residual, rugosidade da superficie radicular® 3

e tipo de smear
layer criada®. Porém no presente estudo foi utilizada apenas a raspagem
manual com 50 golpes de cureta no sentido apico-cervical, sem remocao
total do cemento com auxilio de brocas, visando aproximar in vitro o que

ocorreria in vivo.
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O modo de preparo das amostras e das substancias obedeceu,
no presente estudo, a mesma metodologia ja estudada para o preparo

14, 19-20, 34, 42, 58

das amostras em outros estudos , € com intuito de diminuir

as possiveis diferencas no preparo das substancias, estas foram
preparadas nos mesmos locais de estudos anteriores™* ** %8 4cido citrico
1% e 25% (Faculdade de Farmacia e Bioquimica-Unesp, Araraquara, S&o
Paulo); cloridrato de tetraciclina a 50mg/mL e gel de EDTA 24%

(Farmacia Santa Paula, Araraquara, Sao Paulo).

Em relagéo a falta de padronizagdo de um indice universal para o
grau de remocao de smear layer, o presente estudo propds outro indice
para avaliar a remocdo de smear layer e exposicao de fibras colagenas
da matriz dentinaria ou cementéaria. Tal fato pode ser explicado, pois

estudos anteriores™® 3* 5> %8

que utilizaram o indice de Sampaio proposto
em 1999 apresentavam uma diferenca metodolégica durante o preparo
das amostras, onde ap0s a demarcacao da area de trabalho com broca
cilindrica em alta rotacdo (n°® 2135-KG SORENSEN, Barueri-SP), o
cemento radicular nesta area era removido com auxilio destas brocas
visto que um estudo de Coldiron et al.*® (1990) mostraram por meio de
microscopia eletrénica de varredura (MEV) que 70 movimentos de
raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais ndo foram
capazes de remover completamente o cemento e que este apresenta-se
muito semelhante estruturalmente a dentina quando observados em MEV,
0 que poderia dificultar a avaliagdo das fotomicrografias. Deste modo,
ap6s o condicionamento radicular, nos estudos anteriores™® 3* *% %8 g
quais removiam o cemento radicular com brocas, era mais facil a
visualizacdo de fibras colagenas em MEV. Porém, no presente estudo,
visando aproximar in vitro o que ocorreria in vivo, a area de trabalho
escolhida da superficie radicular foi apenas raspada e alisada com

curetas e o cemento radicular nao foi removido com auxilio de brocas.
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O indice de Biomodificacdo Radicular proposto para o presente
estudo apresenta 4 escores:grau 1- Amostra sem smear layer com
exposicado de cemento e/ou dentina e/ou fibras colagenas, o que sugere
amostras “limpas”, independentes da visualizacado de fibras colagenas,
pois esta visualizagéo foi dificultada em virtude da metodologia proposta,
a qual ndo retirou o cemento com auxilio de brocas; grau 2- Amostra com
indicios de abertura de tubulos dentinarios, o que também sugere uma
amostra “limpa”, apesar da ndo exposicdo de fibras colagenas; grau 3-
Amostra com presenca de smear layer obliterando os tabulos dentinarios,
ou seja, amostras em que o0 agente condicionador utilizado nao foi capaz
de deixa-las “limpas”; grau 4- amostras com presenca de

hiperdesmineralizacdo, que segundo estudos prévios™® #°

apresenta-se
como uma camada sugestiva de uma smear layer recobrindo a superficie
dental, em que agentes condicionadores, por algum motivo, promoveram

uma desorganizacao da superficie radicular.

Em relacdo a hipétese proposta pelo presente estudo, o grau de
hipermineralizagdo do dente poderia estar influenciando nos resultados
controversos encontrados na literatura a respeito da biomodificacao
radicular. Desse modo, dependendo do tempo que o dente estivesse
exposto a placa bacteriana na cavidade bucal, este poderia ter um
aumento em seu grau de mineralizacdo (hipermineralizagédo)®* 2,
tornando mais dificil sua desmineralizacdo e, consequientemente, sua
descontaminacdo. O contrario também seria verdadeiro, em que dentes
jovens, ou seja, sem exposicdo a placa bacteriana (dentes inclusos) ou
com pouco tempo de exposi¢ao seriam, mais facilmente desmineralizados

e descontaminados.

Em relacdo aos resultados da presente pesquisa podemos
observar na tabela 2 (Anexo 4) que todas as amostras que receberam
aplicacdo de solucéo salina (controle), independente de serem amostras
de dentes expostos ou ndo expostos a placa bacteriana, receberam
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escore 3, ou seja, a solucao salina ndo foi eficiente na remocéo de smear
layer, corroborando diversos estudos® '# 3% 3% %% %8 Apenas 1 amostra
controle de dentes ndo expostos a placa, pertencente ao grupo do acido
citrico 25% obteve escore 2. Fato que nao poderia ter ocorrido, mas
provavelmente foi possivel por se tratar de uma amostra de um dente ndo
exposto a placa bacteriana, em que apenas a aplicacdo da solugéo salina
de forma ativa suave (pincel) foi suficiente para remover a smear layer

criada.

Seguindo esta mesma tabela 2 (Anexo 4) também podemos
observar que a maioria das amostras condicionadas com acido citrico
25% e gel de EDTA 24% receberam escore 4 (hiperdesmineralizagéo),
independente de serem amostras expostas ou ndo a placa bacteriana.
Estes resultados comprovam a forte capacidade desmineralizante do
acido citrico 25% e do gel de EDTA 24% encontrados em outros estudos
1438 Talvez um novo fator esteja influenciando nos resultados que seria a
forca empregada na aplicacdo das substancias. Em todo o estudo,
apenas 3 amostras receberam escore 1. Destas, duas amostras foram
condicionadas com gel de EDTA 24% e uma amostra foi condicionada
com acido citrico 25%, provando mais uma vez a grande capacidade
desmineralizante destes agentes. Além disto, estas 3 amostras eram de
dentes expostos a placa, sugerindo que eram dentes mais dificeis de

desmineralizar.

Segundo o grafico 1, para dentes expostos a placa bacteriana, ou
seja, possivelmente com maior grau de hipermineralizacdo, agentes
considerados com menor potencial desmineralizante como o cloridrato de
tetraciclina e o acido citrico 1% obtiveram apenas algumas amostras com
escore 2, sendo 40% para o0 grupo da tetraciclina e 30% para o grupo do
acido citrico 1%. Entretanto, agentes com maior potencial
desmineralizante, como o &cido citrico 25% e o gel de EDTA 24%

causaram hiperdesmineralizacdo (escore 4) da maioria das amostras,
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sendo 70% para o grupo do &cido citrico na concentracéo de 25% e 80%
para o grupo do EDTA 24%. Estes resultados sugerem que agentes como
EDTA 24% e acido citrico 25% sao capazes de desorganizar a estrutura
radicular, enquanto que agentes considerados mais fracos em relacédo ao
seu poder desmineralizante, como o cloridrato de tetraciclina e o acido
citrico 1%, s&o capazes de desmineralizar dentes supostamente

hipermineralizados apenas em um numero reduzido de amostras.

O gréfico 2, ilustra os resultados dos agentes condicionadores e
da solucéo salina (controle) aplicados sobre dentes ndo expostos a placa
bacteriana. O &cido citrico 25% e gel de EDTA 24% que ja haviam
desmineralizado (escore  4) amostras  supostamente mais
hipermineralizadas (dentes expostos a placa), também
hiperdesmineralizaram (escore 4) amostras supostamente menos
hipermineralizadas (dentes ndo expostos a placa), mas com uma
freqiéncia maior (100%) neste tipo de amostra. No entanto, a diferenca
encontrada nas amostras condicionadas com cloridrato de tetraciclina e o
acido citrico 1% foi estatisticamente significante (p<0,05) em relacédo as
respectivas solugdes controle, sugerindo maior facilidade de remocao de
smear layer em amostras de dentes ndo expostos a placa bacteriana.

Finalmente analisando o grafico 3, podemos confirmar esta Ultima
sugestdo. Neste grafico sdo comparadas apenas as amostras que
receberam aplicacdo de agentes condicionadores. Para as amostras
condicionadas com gel de EDTA 24% e &cido citrico 25% nao houve
diferencas estatisticamente significantes entre dentes expostos e nao
expostos a placa, pois a forte capacidade desmineralizadora destes
agentes resultou em hiperdesmineralizacdo de quase todas as amostras
(escore 4), independente da possivel diferenca de hipermineralizacédo
destas amostras. Em relacdo ao cloridrato de tetraciclina, 80% das
amostras de dentes ndo expostos a placa (NEP) condicionadas com este

agente receberam escore 2, enquanto apenas 40% das amostras de
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dentes expostos a placa (EP) receberam este mesmo escore 2. Resultado
semelhante foi observado no grupo do acido citrico 1%, onde 80% das
amostras de dentes ndo expostos a placa (NEP) recebeu escore 2 e
apenas 30% das amostras de dentes expostos a placa (EP) recebeu este
mesmo escore 2. Apesar de nao ter havido diferencas estatisticamente
significantes (p>0,05), houve um tendéncia a dentes ndo expostos a
placa, ou seja, supostamente menos hipermineralizados, a apresentarem
melhor grau de remocao de smear layer (escore 2), quando comparados
a dentes expostos a placa bacteriana, ou seja, supostamente
hipermineralizados (escore 3). Estes resultados sugerem que dentes com
suposto menor grau de hipermineralizacdo (dentes ndo expostos a placa
bacteriana) seriam mais facilmente desmineralizados e descontaminados,
gue dentes supostamente hipermineralizados (dentes expostos a placa

bacteriana).

Assim sendo, ap6s a discussao de todos os possiveis fatores que
interferem nos resultados controversos encontrados na literatura sobre o
condicionamento radicular, acreditamos que a biomodificacdo radicular
seja um procedimento dificii de ser alcancado, porém também
acreditamos que ela deva ser utilizada para pelo menos auxiliar na
descontaminacado da superficie radicular como coadjuvante da raspagem

e aplainamento radicular.



CONCLUSAO




Conclusao

Considerando as limitagbes metodolégicas e o0s resultados

obtidos, podemos concluir que:

e A solugéo controle foi ineficaz na remogao de smear
layer e exposicao de fibras colagenas;

e A solucédo de acido citrico 25% e de gel de EDTA 24%
promoveram hiperdesmineralizagéo da maioria das amostras, tanto
em dentes expostos como ndo expostos a placa bacteriana;

o As solucbes de acido citrico 1% e cloridrato de
tetraciclina 50mg/mL foram as mais eficazes em remover smear
layer, sendo as responsaveis pelo maior nimero de amostras com
escore 2, principalmente em dentes ndo expostos a placa.

o Houve uma tendéncia a dentes ndo expostos a placa
bacteriana a apresentarem maior facilidade de remocao de smear
layer quando comparados a dentes expostos a placa bacteriana,
para amostras condicionadas com cloridrato de tetraciclina e o
acido citrico 1%.
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Quadros das notas atribuidas as fotomicrografias segundo o

TETRACICLINA

indice de Biomodificacdo Radicular.
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210124

210126

W N N N N N W N NN

Wl N N W] N N N Wl NN

Wl N N W] N N N N N

Wl N N W] N N N N NN

ACIDO CITRICO DENTES EXPOSTOS A PLACA-

210130

GRUPO III-D
Foto 12 leitura | 28 leitura | 3% leitura | Nota Foto
(1500x)

I I I R
220132 2 2 8 2
220134 3 8 8 8
220136 3 3 3 3
210120 3 2 8 3
210122 3 8 8 3
220144 2 2 2 2
220146 2 2 2 2
220148 3 3 3 3
210128 3 8 8 3

3 3 3 3
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310248

EDTA 24%
EDTA DENTES NAO EXPOSTOS A PLACA-
GRUPO IV-C
Foto 12 leitura | 22 leitura | 3% leitura | Nota Foto
(1500x)

I I I I
310212 4 4 4 4
310214 4 2 4 4
310216 3 8 8 3
310218 4 4 4 4
310220 4 4 4 4
310222 4 4 4 4
310224 4 4 4 4
310226 4 4 4 4
310228 4 4 4 4
310230 4 4 8 4

EDTA DENTES EXPOSTOS A PLACA-
GRUPO IV-D
Foto 12 leitura | 22 leitura | 3? leitura | Nota Foto
(1500x)

I I I R
310232 1 1 1 1
310234 1 1 1 1
310236 4 2 4 4
310238 4 4 4 4
310240 4 4 4 4
310242 4 4 4 4
310244 8 4 4 4
310246 4 4 4 4
310247 4 4 4 4

4 4 4 4
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Anexo 4

Tabela 2- Distribuicdo da frequéncia dos escores referentes aos
diferentes graus de remocdo de smear layer conforme o0 agente
condicionante utilizado para as diferentes amostras.

TETRACICLINA EDTA 24% AC CITRICO 1% AC CITRICO 25%

O NOOULA WNR

©o

Legenda: escore (1-4);

CEP- Controle exposto a placa; CNEP- Controle ndo exposto a
placa;

EP- Exposto a placa; NEP- Nao exposto a placa
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