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1 INTRODUCAO



1 INTRODUCAO

Estudos de Andreasen (1985)° demonstraram que 30,0% das
criangas sofrem algum tipo de traumatismo na primeira denticao até os 7 anos de
idade e 22,0% na denticdo permanente até a faixa etaria de 14 anos,
considerando somente os dentes anteriores. Assim sendo, mais de 50,0% das
criangas até 14 anos sofrem algum tipo de traumatismo, desde uma simples
fratura de esmalte até a avulsao dentaria.

A avulsdo, segundo Ferreira (1986)%, é a extracdo de parte de
um 6rgdo por arrancamento. Avulsdo dentaria ¢ considerada como a completa
exarticulagdo do dente de seu alvéolo. Cerca de 15,0% das lesdes traumaticas
resultam em avulsdo, preferencialmente na faixa etaria entre 7 ¢ 10 anos
(Andreasen, 1985)°.

A literatura referente ao assunto confirma que o primeiro 6rgao
do corpo humano a ser transplantado foi um dente. A primeira descricdo de um
dente transplantado data do século 9 d.c (Kusek, 1965)*. Histologicamente, todo
dente reimplantado mostra algum grau de alteragdao no ligamento periodontal. A
presenga de um ligamento periodontal intacto ¢ o fator mais importante para
assegurar o reparo de um dente transplantado ou reimplantado (Barret; Kenny,
1997)".

O reparo do ligamento periodontal apds o reimplante de dentes
avulsionados tem sido examinado em uma série de estudos. O resultado desses
estudos mostra que somente em 25,0% dos casos o reparo acontece (Andreasen,
1975; Andreasen et al., 1995; Andreasen; Andreasen, 2001)8’12’9.

Quando o ligamento periodontal ¢ rompido no momento da
avulsdo, a porcao ligada a parede alveolar mantém sua vascularizagao
permanecendo integra. Entre as duas por¢des do ligamento periodontal rompido,
forma-se um coagulo sangiiineo que mantém o dente umedecido, além de servir
como substrato para a proliferacao do tecido conjuntivo. A por¢ao do ligamento

periodontal que permanece aderida ao cemento perde a sua nutricdo que devera
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ser reparada as expensas dos vasos sangiiineos que invadem o coagulo. Assim,
enquanto a revascularizacdo nao se refaz, o ligamento periodontal nas
proximidades do cemento pode manter sua integridade , em pontos onde o
mecanismo de nutri¢do por difusdo for eficiente e sofrer degeneracao nos outros
locais (Gabrielli ,1988)*°.

O reimplante imediato ¢ um dos fatores que mais contribuem
para o reparo do ligamento periodontal. Quando o dente ¢ reimplantado
imediatamente apds a avulsdo, a taxa de reparo do ligamento periodontal varia
de 85,0% a 97,0% (Andreasen et al., 1995)12.

Nao obstante o reimplante imediato seja o tratamento ideal para
o restabelecimento do suprimento de nutrientes para as células do ligamento
periodontal da superficie radicular, algumas situacdes, infelizmente, podem
retardar o reimplante. Quando isto ocorre, o dente deve ser conservado em um
meio que mantenha a viabilidade das células do ligamento periodontal até que o
tratamento possa ser realizado (Harkacz; Carnes Jr.; Walker III, 1997)29.

Em animais experimentais foi demonstrado reparo quase idéntico
do dente reimplantado imediatamente e dentes reimplantados com 18 minutos de
atraso (Andreasen, 1981)°. No entanto, um estudo clinico recente relatou que o
reimplante imediato, mesmo ap6s cinco minutos, foi o fator mais critico para o
reparo periodontal. Além disso, esse estudo também relatou que o atraso do
reimplante, mesmo sendo tdo pouco quanto de oito minutos, pode tornar a
probabilidade de reparo periodontal menor que 50,0% (Andreasen et al., 1995)'%,

Dentre as alteragdes poOs-operatorias observadas em reimplantes
dentérios tardios, a literatura é concordante no sentido de que a reabsor¢ao
cemento-dentindria torna-se a mais significativa, nao s6 pela sua constancia mas
também por constituir uma das maiores causas de insucesso (Gabrielli,1988)%.
Estudos clinicos em humanos e experimentais em animais tém demonstrado que
a reabsorcdo estd diretamente relacionada com periodo de tempo extra-alveolar
(Andreasen, 1981)°.

Segundo Blomlof et al. (1983)'°, as lesdes causadas pela avulsio
levam a reabsorcao superficial de 1,0% a 10,0% dos casos, mas ndo levam a

reabsor¢des inflamatorias ou por substitui¢do. Esses tipos de reabsorgdes sio
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influenciadas por fatores, como, periodo de tempo extra-alveolar e as condic¢des
de conservacgao do dente avulsionado.

O prolongado periodo de conservagdo a seco leva a todos os
tipos de reabsorcao, um fendmeno também registrado nos estudos em macacos
(Andreasen, 1981)°. A maior influéncia do periodo extra-alveolar a seco aparece
imediatamente pela necrose das células do ligamento periodontal. Mesmo
periodos curtos a seco (30 minutos) mostram severas perdas das células do
ligamento periodontal (Andreasen; Bodin, 1990)™.

O efeito negativo do periodo a seco sobre o reparo do ligamento
periodontal parece ser mais marcante quando comparado ao da polpa.
Conservacgao a seco do dente avulsionado por um periodo entre 10 e 20 minutos
resulta em 24,0% de reparo do ligamento periodontal e em 36,0% de reparo da
polpa. Esse fendmeno ¢ provavelmente relatado pelo fato de que a polpa, em
contraste com o ligamento periodontal, estd mais protegida contra os efeitos
deletérios da dissecagao (Andreasen; Borum; Andreasen, 1995)”.

Esses resultados sdo concordantes com um estudo recente in
vitro que examinou a influéncia do tempo extra bucal e do meio de conservagao
na capacidade de proliferagdo das células progenitoras do ligamento periodontal.
Apo6s 30 minutos a seco, em temperatura ambiente, a porcentagem de células
viaveis foi menor do que 3,0%. Os achados desse estudo sugerem que o
progndstico desfavoravel para dentes reimplantados, mesmo apds periodo de
tempo extra bucal curto, pode ser devido ao rdpido declinio na capacidade
proliferativa das células do ligamento periodontal (Lekic et al., 1996)*.

Se o reimplante imediato nao € possivel, se a manutencao a seco
¢ extremamente prejudicial, dentes avulsionados devem ser conservados em um
meio fisiolégico. E aconselhado armazenar o dente avulsionado em meio (imido
com a finalidade de manter-se a vitalidade do ligamento periodontal (Hammer;
Reed; Stanley, 1970)*. O resultado da desidratagio ¢ freqilentemente a
anquilose do dente avulsionado devido a um periodo extra bucal de mais de 15
minutos, incidéncia essa que diminui quando o periodo extra bucal decorre no

meio tmido (Cvek; Granath; Hollender, 1974)23 .
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Viérios trabalhos indicaram que a saliva era melhor meio de
conservagdo do que a seco. Para Blomlof: Otteskog (1980)'°, a saliva é um bom
meio de conservagao para periodos extra-alveolares curtos. Apds a conservacao
em saliva por uma hora, menos de 50,0% das células podem ser recuperadas.
Depois de trés horas, a 37°C em saliva, todas as células estdo mortas.

De quatrocentos casos clinicos de dentes avulsionados
pesquisados por Andreasen et al. (1995)'2, a maioria foi armazenada na cavidade
bucal (em saliva), os outros meios foram solucdo salina e 4gua de torneira. A
utilizagdo clinica de saliva como meio de conservagdo, apesar da sua
disponibilidade, tem como desvantagem o risco de o paciente engolir o dente
avulsionado, além da atividade dos microrganismos e das enzimas salivares.

A conservacdo em dgua de torneira, por ser hipotonica e
contaminada, tem mostrado ser tdo danosa para as células do ligamento
periodontal quanto a seco. A solugdo salina tem se mostrado boa por curtos
periodos de tempo, no entanto, nem sempre esta disponivel no local onde os
acidentes ocorrem, o que limita o seu uso (Blomlsf et al.,1983)".

Apoés estudos de Blomlof; Otteskog (1980)16, Blomlof;
Lindskog; Hammarstrom (1981)"" e Blomlof et al. (1983)*° abriu-se boa
perspectiva para utilizagdo clinica do leite como meio de conservacao de dentes
avulsionados.

Comparagdes entre o leite e a saliva avaliando-se a viabilidade
das células do ligamento periodontal t€ém mostrado ser o leite superior a saliva.
Estudos avaliando a viabilidade de fibroblastos retirados do ligamento
periodontal de dentes humanos extraidos, e colocados em cultura de células apds
a estocagem em leite, concluiram que o leite ¢ melhor que a saliva, ndo apenas
em relagdo ao numero de células viaveis, mas também na capacidade de
recupera-las. O numero de células vidveis, apds uma a trés horas de estocagem
em leite, diminuiu somente em 30,0% (Blomlof; Otteskog, 1980)16. Para esses
autores, o leite ¢ um bom meio de conservacao para periodos extra bucais mais
longos (até 6 horas) porque contém também substincias nutritivas como,

aminodcidos, carboidratos, além de o leite comercial ser pasteurizado.



INTRODUCAO 24

Blomlsf; Lindskog; Hammarstrom (1981)"7 verificaram que,
apods oito semanas do reimplante de dentes de macacos conservados em leite por
1,2 e 3 horas, houve menos reabsor¢ao do dente armazenado no leite do que na
saliva. Observaram também que a inflama¢do do ligamento periodontal
aumentou com o maior tempo de conservacao no leite, assim como na saliva,
mas a rea¢ao inflamatoria foi maior na saliva.

Estudos tém sido conduzidos para examinar caracteristicas do
leite, bem como de outros meios , os quais facilitam a viabilidade das células do
ligamento periodontal. Osmolaridade, pH e condutividade foram avaliados e
tem sido sugerido que a composi¢do quimica do meio € menos importante que a
osmolaridade (Lindskog; Blomlof, 1982)%.

O leite foi sugerido como um meio de estocagem para dentes
avulsionados, principalmente por ter uma osmolaridade fisioldgica. A
osmolaridade do leite ¢ de 250,0 mOsm/kg, proxima a do soro, sendo a da saliva
menor que 60,0 ou 70,0 mOsm/kg.

Do levantamento de quatrocentos casos de avulsdo dentéria
realizado por Andreasen et al. (1995)'* nenhum dente foi armazenado no leite.
Embora o leite seja mencionado como meio de conservagao alternativo a saliva e
a solug¢do salina em estudos experimentais in vitro ou em animais, as suas
implicagdes em termos clinicos nao foram ainda verificadas.

Para Rozenfarb; Kupietzky; Shey (1997)° sdo necessarias outras
alternativas para substitui¢do do leite bovino quando da sua indisponibilidade.
Esses autores encontraram resultados semelhantes ao do leite quando utilizaram
a albumina do ovo de galinha para preservagao de fibroblastos de pele humana.

O guia da Associagio Americana de Endodontia (1994)
recomendou para tratamento de dentes permanentes avulsionados a solucao
salina balanceada de Hank (HBSS) como o meio de armazenamento mais
adequado, mas, ndo estando esta disponivel, o leite ¢ sugerido, seguido de
solucdo salina, saliva e dgua.

Estudos avaliando a utilizacdo da HBSS como meio de
conservagdo foram realizados por Trope; Friedman (1992). A HBSS é um meio

utilizado para cultura de tecidos e estende significativamente o periodo de
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vitalidade das células. A 3M (3M Health Care — St Paul, USA) desenvolveu um
dispositivo denominado save a tooth que permite acondicionar € remover o
dente avulsionado sem causar dano adicional as fibras do ligamento periodontal.
Trope; Friedman (1992) afirmam que, quando um dente avulsionado é
colocado imediatamente na HBSS, o tempo passa a ndo ser um fator critico. Em
um tempo extra-alveolar de até 24 horas nesta solugcdo, nao foi detectado o
aparecimento de nenhuma reabsorgao.

Varios estudos avaliaram o uso da solucao salina da HBSS e do
Viaspan como meios para preservacao da integridade das células do ligamento
periodontal (Hiltz; Trope, 1991; Doyle; Dumsha; Sydiskis, 1998)3 024 0 Viaspan
(Belzer VW-CSS, Du Pont Pharmaceuticals — Wilmington, EUA) ¢ normalmente
utilizado para o transporte de orgdos a serem transplantados. Hiltz; Trope
(1991)*° compararam a HBSS e o Viaspan com o leite, utilizando células
fibroblasticas humanas in vitro. Os resultados mostraram que, até as seis
primeiras horas, ndo houve diferenca significativa entre os trés meios. Apds esse
periodo, as propriedades do Viaspan e da HBSS se sobrepuseram as do leite. A
osmolaridade da HBSS estd entre 270,0 ¢ 290,0 mOsm/kg e a do Viaspan ¢ de
320,0 mOsm/kg.

Apesar da existéncia de meios de estocagem de qualidade
superior , tais como HBSS e Viaspan, a falta de disponibilidade desses produtos
no lugar e na hora do acidente fazem a sua recomendacao questionavel.

Estudos tém mostrado experimentalmente que dentes envolvidos
com filme de plastico por uma hora ndo apresentaram mais reabsor¢des do que
dentes que foram reimplantados imediatamente (Blomlof et al., 1983)". Do
levantamento realizado por Andreasen et al. (1995)'%, de quatrocentos dentes
avulsionados cinco tinham sido envolvidos por filme de plastico e todos
apresentavam reabsor¢do. Devido ao limitado nimero de casos , as razdes nao
puderam ser determinadas.

Trabalhos experimentais foram também realizados em ratos,
empregando-se a gelatina incolor, com maior ou menor diluigdo em agua
(Panzarini; Saad Neto, 2001)* e a solu¢do de agua de coco verde (Aguiar,

2002)' como meios alternativos de conservacdo de dentes avulsionados. No
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entanto, os resultados mostraram-se inferiores quando comparados com o leite
bovino.

Admite-se que a vida média do dente reimplantado em condigdes
favoraveis seja de cinco a dez anos. O sucesso tem sido utilizado para referir a
presenca de um dente reimplantado que esta livre das indesejaveis seqiielas,
como: anquilose, reabsor¢do, infecgdo ou patologias periapicais. Sobrevivéncia
tem sido inapropriadamente usada como sindénimo de sucesso. Sobrevivéncia ou
tempo de funcao clinica ¢ o tempo entre o reimplante e a extra¢ao e nao pode ser
considerada sucesso (Andreasen et al., 1995)"2,

O fato de o leite ser considerado na literatura um meio
apropriado para a conservacdo de dentes ¢ fundamentado basicamente em
pesquisas laboratoriais € em animais que diferem de seres humanos. Existem
poucos trabalhos utilizando a clara do ovo de galinha como meio para
conservacao de dentes avulsionados, sendo este, no entanto, um meio facilmente
disponivel (Velasco-Bohorquez, 1993; Carvalho Junior, 1995; Rozenfarb;
Kupietzky; Shey, 1997)54’21’50. Ainda, em 2001, Andreasen; Andreasen
indicaram a saliva como o melhor meio de conservacgao.

Embora amplamente estudados, os reimplantes apresentam
muitas questdes a serem ainda esclarecidas. As publicacdes recentes voltam-se
para as respostas bioldgicas que ocorrem apds os reimplantes. A literatura, muito
longe de equacionar os problemas relacionados aos meios de conservagdo de

dentes avulsionados, ao contrario, estimulou a realizacdao deste estudo.
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Em 1980, Blomlof et al.'® testaram as propriedades do leite para
conservacao da vitalidade das células do ligamento periodontal. Vinte e trés
incisivos superiores de sete macacos foram utilizados. Imediatamente apos a
extragdo, 21 dentes foram colocados em tubos de cultura de tecidos, contendo
10,0 mL de leite, saliva ou solucdo salina, e estocados por uma, duas ou trés
horas a 20°C. Dois dentes por grupo foram armazenados por uma ou duas horas,
a0 mesmo tempo que o grupo armazenado por trés horas contendo trés dentes
cada. Os dois dentes restantes foram usados como controle e congelados
imediatamente apoOs a extracdo. Apds os periodos de armazenamento, os dentes
foram lavados em solugdo salina e congelados. Secc¢des transversais em cinco
niveis diferentes foram feitas nas raizes. A seguir, os cortes foram submetidos a
coloracdo histoquimica para lactase e succinase desidrogenase, utilizadas para
sinalizar células vitais. Os cortes foram examinados por dois observadores e a
intensidade da coloragdo foi calculada. Os resultados evidenciaram que, com o
passar do tempo, havia uma perda rapida da atividade enzimatica das células do
ligamento periodontal armazenadas em saliva. No leite, mesmo apos trés horas,
houve somente uma perda insignificante da atividade enzimatica. Concluiram que
o leite pareceu oferecer melhores condicoes de estocagem para dentes
avulsionados do que a solugao salina ¢ a saliva.

Continuando a linha de pesquisa, Bloml6f; Otteskog (1980)'
avaliaram entdo a viabilidade das células do ligamento periodontal, apds a
conservacao em leite ou saliva. A saliva foi coletada de quatro individuos, sem
doenca periodontal, e estocadas a —20°C. Foram obtidas culturas de células de
ligamento periodontal humano e adicionados 2,0 mL de saliva, leite ou meio de
Eagle. As culturas de células foram armazenadas a 4°C, 20°C e 37°C, por
periodos de 60, 120 e 180 minutos. A viabilidade foi avaliada apos as culturas
terem sido tripsinizadas e o nimero total de células contadas. O didmetro das

c¢lulas foi mensurado, usando-se uma microescala ocular para avaliagdo do
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edemaciamento. A largura das zonas de células livres foi mensurada a cada dia,
por dez dias, para avaliacdo do reparo,utilizando-se um microscopio invertido
Leitz. Os resultados mostraram, apds a estocagem em saliva, que o nimero de
células vidveis decresceu com o aumento do tempo e da temperatura. O mesmo
nao ocorreu apos a conservagao no leite, uma vez que quase todas as células
permaneceram vidveis em todos os periodos experimentais. O didmetro das
células aumentou em aproximadamente 30,0%, apos armazenamento na saliva, e
permaneceu do mesmo tamanho, apos armazenamento no meio de Eagle e no
leite. Na cultura com meio de Eagle, o reparo da ferida experimental foi obtido
apos trés dias; um periodo de cultivo adicional de um a dois dias foi necessario
para refazer a zona de células livres quando o meio foi o leite. Apos quatro dias
de estocagem na saliva, a aparéncia da zona de células livres era a mesma e a
largura foi mensurada com dificuldade. Concluiram que o leite foi superior a
saliva como meio de conservacao.

Um ano depois, em 1981, Blomlof; Lindskog; Hammarstrom'’
avaliaram o reparo periodontal de dentes de macacos reimplantados, apds
armazenamento em leite ou em saliva. Nove macacos foram usados nesse
experimento. Dois incisivos laterais inferiores de cada macaco foram extraidos.
Um dos incisivos foi colocado no leite e o contralateral na saliva, em tubos de
cultura de tecido. Quatro dos seis dentes remanescentes foram imediatamente
reimplantados e dois foram deixados a seco por uma hora antes do reimplante.
Apos uma, duas ou trés horas no leite ou na saliva, os dentes foram lavados em
solugdo salina e reimplantados. A contengdo foi realizada e, apos oito semanas,
os animais foram sacrificados. Os dentes foram removidos em bloco, fixados,
desmineralizados, embebidos em parafina, seccionados e corados pela
hematoxicilina ¢ eosina. Todos os cortes foram examinados em microscopio
optico e avaliados de acordo com Andreasen (1975)%. Os resultados mostraram
mais intensa inflamagao no ligamento periodontal dos dentes conservados a seco
e que tinham permanecido na saliva por trés horas. As reabsorc¢des inflamatorias
aumentaram com o tempo de conservacao na saliva bem como no leite. A area
de reabsorcdo, apds conservacao no leite, foi significantemente menor do que
apés a conservagao na saliva, em todos os periodos de tempo. Blomlof;

Lindskog; Hammarstrom (1981)" concluiram que todo dente avulsionado
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deveria ser reimplantado imediatamente. Quando isto nao for possivel, deve ser
conservado em um meio com osmolaridade semelhante a do leite; se o leite nao
estiver disponivel, para evitar ressecamento, deve ser armazenado em saliva.

Andreasen, em 1981° utilizou incisivos de macacos para
examinar a influéncia do periodo de armazenamento extra-alveolar no
desenvolvimento de reabsorcao. Foram extraidos 151 incisivos laterais inferiores
com formagao radicular completa. Os meios experimentais utilizados
consistiram em diferentes formas de armazenamento: 1. a seco; 2. em solucdo
salina; 3. em saliva; 4. em agua de torneira. Apos terem sido armazenados
por periodos de 0, 18, 30, 60, 90 ¢ 120 minutos, em temperatura ambiente, os
dentes foram reimplantados. Os incisivos centrais vizinhos serviram como
controle. Os animais foram sacrificados apos oito semanas € a por¢do anterior da
maxila foi preparada para exame histométrico. As condi¢cdes periodontais foram
classificadas, segundo Andreasen (1975), em: normal; com inflamagdo do
ligamento periodontal sem reabsor¢cdo radicular; reabsor¢do de superficie;
reabsor¢do inflamatoria; reabsorcao por substituicdo (anquilose). Os resultados
mostraram que a  reabsor¢do de superficie nao foi maior que 11,0%
independente das condi¢des de armazenamento. A conservacdo de dentes em
solugdo salina e saliva foi seguida por uma frequéncia moderada de reabsorcao
inflamatoria (10,7% a 19,0%), que aumentou apos 90 e 120 minutos (24,0% a
31,7%); o armazenamento em agua de torneira resultou em 35,0% desse tipo de
reabsorcao, apos 120 minutos. Dentes deixados a seco mostraram alta freqiiéncia
de reabsorcdo inflamatéria (61,0%), apoés 30 minutos. A reabsor¢do por
substituicdo esteve mais relacionada com a exposicdo dos dentes a seco,
tornando-se proeminente (19,5%), apds 60 minutos. A dgua de torneira
favoreceu o aumento da reabsor¢ao por substitui¢ao que foi de 23,5%, apds 120
minutos. Um menor percentual (33,0%) de ligamento periodontal normal foi
verificado, ap6s 120 minutos, em dentes colocados em dagua de torneira,
comparando-se ao uso da solucdo salina e saliva (61,7% e 61,0%
respectivamente). Concluiu-se que a preservacao de dentes em saliva, antes do
reimplante, € importante quando o armazenamento em solucdo salina, em
situacao clinica, nao for possivel.

Lindskog; Blomlof (1982)* verificaram in vitro os efeitos de
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meios de armazenamento com osmolaridades e composi¢des diferentes na
viabilidade e integridade da membrana celular. Os meios de conservacao
utilizados consistiram em 4agua de torneira, solugcdo de sucrose com duas
osmolaridades diferentes, saliva humana, leite com baixo teor de gordura,
solugdo salina e meio de cultura de tecido. Foram obtidas culturas de células
de ligamento periodontal humano. As solucdes experimentais foram adicionadas
as placas de cultura incubadas a 20°C, por periodos de 15, 60 e 180 minutos. Foi
utilizado um osmoOmetro para a analise da osmolaridade. As cé¢lulas foram
examinadas sob microscopia eletronica e contadas com o auxilio do
hemocitometro. A osmolaridade do meio de cultura de tecido, solucdo salina e
leite variou entre 242-291 mOsm/kg. A saliva apresentou uma osmolaridade de
71 mOsm/kg e a adgua de torneira de 16 mOsm/kg. O meio de cultura de tecido
manteve a membrana celular intacta e a adesdo entre as células. As células
armazenadas em solucdo isotonica de sucrose, em solucdo salina ou leite
mostraram pequenos orificios nas membranas celulares que apareceram apos
15 minutos. A saliva e a solu¢do de sucrose (66 mOsm/kg) determinaram uma
marcante redu¢do no numero de células, apos 15 minutos, bem como o
afrouxamento da adesao celular, mas o dano mais severo as membranas foi
verificado no armazenamento das células em saliva. Apos 60 minutos, a
membrana das células do grupo da saliva apresentou sulcos, onde bactérias
foram freqlientemente encontradas. O armazenamento de células do ligamento
periodontal em agua de torneira, por 15 minutos, resultou na completa
desintegracio da membrana celular. Em relagdo a viabilidade celular, o
armazenamento em leite, em solucdo salina ou em sucrose isotonica nao reduziu
acentuadamente o numero de células viaveis. Ao contrario, a manutencao das
células em saliva, por trés horas, proporcionou viabilidade de apenas 10,0%; a
solu¢do de sucrose, com 66 mOsm/kg, em periodo similar, manteve 35,0% de
células vidveis. Nao houve sobrevivéncia celular em trés horas de
armazenamento em agua de torneira. Concluiram os autores que a composicao
do meio de armazenamento seria de menor importincia na manutencdo da
viabilidade e integridade da membrana celular, em periodos superiores a trés
horas, se esse meio possuisse osmolaridade fisioldgica.

Matsson et al. (1982)*' realizaram um estudo experimental em cées
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para determinar se incisivos permanentes avulsionados mantidos a seco e, a
seguir, imersos em solugdo isotdnica (solu¢do salina balanceada de Hank),
apresentavam melhor reparo do ligamento periodontal. A amostra foi constituida
de 36 dentes com formacdo radicular completa, divididos em seis categorias em
condigdes diferentes de armazenamento extra-alveolar. Foi extraido de cada
animal um incisivo para formagdo de cada uma das seis categorias. Os dentes
extraidos foram deixados sob as seguintes condigdes: 1. a seco, em temperatura
ambiente, por periodos de 15, 30 e 60 minutos; 2. em meio Umido (solucdo
salina balanceada de Hank), entre 5°C e 10°C, por 30 e¢ 60 minutos; 3.
combinacdes de exposicao a seco, seguida pela conservacdo em meio umido. O
tratamento endodontico foi realizado uma semana apds o reimplante. Os caes
foram sacrificados trés meses apds o reimplante dos dentes e as pré-maxilas
submetidas ao tratamento histologico. As superficies radiculares seccionadas
foram classificadas em: 1. normal; 2. reabsor¢cdo com anquilose; 3. reabsor¢do
sem anquilose. Os referidos autores observaram que os dentes deixados a seco
por 15 minutos, seguidos ou ndo de armazenamento em meio umido, bem como
aqueles colocados diretamente em solucdo isotOnica mostraram sitios sem
reabsorcao variando entre 82,0% e 86,0%. Com o aumento do tempo de
exposicao a seco para 30 minutos, com posterior manutengdo dos dentes em
meio umido durante o mesmo periodo, o nivel de sitios normais reduziu para
75,0%. Sessenta minutos de exposi¢ao a seco resultou na diminuicao de 50,0%
de sitios normais. A auséncia de anquilose foi verificada quando os dentes foram
deixados a seco por 15 minutos, seguindo-se o armazenamento em solucio
isotonica por 30 minutos, bem como a imersao direta dos dentes em meio umido.
O aumento do tempo de exposicao a seco para 30 minutos com armazenamento
em solu¢do de Hank, durante tempo similar, resultou em 5,0% de sitios de
reabsorcdo com anquilose, o que aumentou consideravelmente para 13,0%,
quando os dentes permaneceram a seco por 60 minutos. Concluiram parecer
vantajoso que dentes avulsionados, mantidos a seco por 15 minutos ou mais,
sejam colocados em solugdo isotdonica por cerca de 30 minutos antes do
reimplante.

Blomlof et al. (1983)* estudaram o uso do leite como meio de

armazenamento  para dentes avulsionados durante longos periodos extra-
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alveolares. Foram extraidos quarenta incisivos  superiores de macacos,
submetidos a endodontia fora do alvéolo, antes de serem armazenados e
reimplantados. Os meios de conservagao utilizados foram leite pasteurizado e
saliva humana. Vinte dentes constituiram o grupo do leite e dezesseis dentes o
grupo da saliva. Os periodos experimentais foram de duas e seis horas. Oito
dentes foram reimplantados imediatamente e quatro dentes deixados a seco, por
uma hora. O sacrificio dos animais ocorreu oito semanas apds o reimplante
dentdrio. As porgdes anteriores das maxilas foram preparadas para andlise
histologica. As reacdes teciduais foram avaliadas de acordo com a classificagao
de Andreasen (1975)°. O grupo do leite, apds seis horas, apresentou reparo
periodontal semelhante (79,0%) aquele do grupo da saliva e do leite, apos duas
horas de armazenamento (85,0% e 90,0%, respectivamente). O reimplante
imediato dos dentes resultou em 94,0% de reparo. A reabsor¢ao de superficie
foi maior no periodo de seis horas tanto no grupo da saliva (26,0%) quanto no
grupo do leite (21,0%), em relacdo ao periodo de duas horas. Esse tipo de
reabsor¢ao foi verificado em 14,0% dos dentes armazenados em saliva ¢ em
10,0% dos dentes mantidos no leite. Entretanto, a reabsorcao de superficie foi
menor no periodo extra-alveolar de seis horas de armazenamento em leite ou
saliva do que no periodo de uma hora a seco (34,0%). Maiores areas de
anquilose foram encontradas no armazenamento em saliva por seis horas
(40,0%) e nos dentes deixados a seco (51,0%). Menores areas de anquilose
foram detectadas no grupo da saliva em duas horas de armazenamento (1,0%).
O grupo do leite mostrou auséncia de anquilose. Concluiram os autores que o
leite € superior a saliva como meio de armazenamento de dentes avulsionados.
Lindskog; Blomlsf: Hammarstrom (1983)* testaram in vitro o
leite e a saliva como meio de conservacao de dentes de macacos. Os dentes
extraidos foram mantidos nos meios por 1, 3 e 6 horas. No grupo controle, os
dentes foram extraidos e mantidos em temperatura ambiente, por 60 minutos e,
a seguir, em todos os grupos os dentes foram lavados e incubados no meio de
cultura com Timidina-H® por 24 horas. Os dentes foram fixados e preparados
para auto-radiografia com a técnica da emulsdo liquida. Durante o periodo de
conservagao foram medidos a osmolaridade, a condutividade, o pH do meio e o

numero de bactérias vidveis. Os resultados, no microscopio eletronico de
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varredura, mostraram numerosas bactérias aderidas ao ligamento periodontal,
quando o meio de conservagao foi a saliva, e nenhuma bactéria foi encontrada
quando o meio de conservagao foi o leite. A condutividade e pH do leite e da
saliva foram similares enquanto a osmolaridade do leite foi muito maior. Os
dentes foram seccionados e avaliados com auto-radiografia. A superficie do
ligamento periodontal foi rapidamente lesada quando conservada em saliva. Os
cementoblastos incorporaram Timidina-H> apos seis horas de conservagdo no
leite, mas nao quando conservados na saliva pelo mesmo periodo de tempo. Os
autores concluiram que a baixa osmolaridade combinada com bactérias torna a
saliva menos recomenddvel do que o leite para conservagdo de dentes
avulsionados por longos periodos de tempo.

Portolani (1983)*, por sua vez, observou histologicamente as
ocorréncias pos-operatdrias de dentes de ratos reimplantados, apds estocagem
extra-bucal em leite. Foram constituidos dois grupos, cada um com 33 animais.
No grupo controle, o primeiro molar superior esquerdo foi extraido e
imediatamente colocado em 10,0 mL de solugao salina e, no grupo experimental,
os dentes foram imersos em 10,0 mL de leite pasteurizado comercial, em
temperatura ambiente. Os periodos de imersao foram de 15 a 30 minutos € 3, 6 €
12 horas para subgrupos constituidos por seis animias, sendo trés do grupo
controle e trés do grupo experimental. A seguir os dentes foram lavados com
solucdo salina e reimplantados. Os animais foram sacrificados aos 15, 30 e 90
dias pds-operatdrios, e as pecas processadas ¢ coradas pela hematoxilina e eosina
para estudo morfologico. Os resultados indicaram que o leite ndo atuou como
meio de preservagdo da vitalidade do ligamento periodontal em nenhum dos
tempos testados. Concluiu-se que o leite ndo impede a regeneracao do ligamento
periodontal, ndo impede a migracdo do epitélio gengival e direcao apical e ndo
contribui para o restabelecimento da aderéncia epitelial apds o reimplante.

Moura (1990)* também avaliou histologicamente o periodonto
de dentes de caes reimplantados apds estocagem por uma hora em leite
pasteurizado, sob diferentes temperaturas. Foram utilizados vinte incisivos de
cinco caes, os quais foram divididos em cinco grupos de quatro dentes cada,
sendo: grupo I - controle: reimplantados apds a extragao: II — a temperatura

inicial e final do leite foi de 10°C; III — a temperatura inicial do leite foi de 10°C
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¢ a temperatura ambiental foi de 25°C; IV — a temperatura inicial e final do leite
foi de 25°C; V — a temperatura inicial e final do leite foi de 37°C. Apds o periodo
de estocagem no leite, cada dente foi lavado em solugdo salina e reimplantado
com pressao digital. Em seguida foi realizada a contenc¢ao semi-rigida, a qual foi
removida apos duas semanas. Quatro semanas apds o reimplante, os animais
foram sacrificados e as pegas removidas. Apos a descalcificagdo, as pegas foram
desidratadas, incluidas em parafina e cortadas longitudinalmente. Os cortes semi-
seriados com 6,0um de espessura foram corados pela hematoxilina de Harris e
eosina a 1,0% e pelo Tricromico de Masson. Os resultados foram apresentados
de maneira descritiva, considerando-se os seguintes tipos de reabsor¢ao cemento-
dentinaria: 1. inativa (sem reparo, parcialmente reparada, reparada); 2. ativa (sem
reparo, parcialmente reparada, reparada). A ocorréncia de reabsorcao inativa foi
observada em 20,83% dos tercos no grupo I, subiu para 44,44% no grupo Il e
45,83% no grupo III e caiu para 20,83% no grupo IV; no grupo V, subiu para
33,33% dos tergos analisados. Foi constatado que, nos grupos I e V, ndo havia
reabsor¢cao aiva. No grupo II foi observada reabsor¢do ativa em 22,22% dos
tergos analisados, no grupo III em 20,83% e no grupo IV em 12,50%. Concluiu-
se que, quanto a ocorréncia de reabsorcdo cemento-dentindria em geral, a
temperatura de 25°C ou 37°C ofereceu melhor resultado do que 10°C ou quando
esta variou de 10°C a 25°C; quanto a ocorréncia de reabsorcdo cemento-
dentindria ativa, a temperatura de 37°C ¢ melhor do que 25°C, no sentido de
diminuir sua incidéncia.

Hiltz; Trope (1991)* compararam in vitro o efeito de meios de
conservacao de dente avulsionado sobre a vitalidade dos fibroblastos de labio
humano. Foi obtida cultura de célula do labio humano em placas que foram
divididas em trés grupos: 1. com Viaspan; 2. com leite integral fresco; 3. com
solu¢do salina balanceada de Hank. As placas foram mantidas em temperatura
ambiente por periodos de 2, 6, 12, 24, 48, 72, 120, 144 e 168 horas. A vitalidade
das células em suspensao foi medida em um hemocitometro usando-se o teste de
exclusdo pelo azul de tripan. Em duas horas, o Viaspan manteve, em média, a
vitalidade celular em 86,0%, o leite preservou em 76,7% e a solugdo salina
balanceada de Hank em 80,6%. Em seis horas, a quantidade de células vitais foi

reduzida para 83,7% no Viaspan, 68,2% no leite e 69,8% na solucdo salina
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balanceada de Hank. Em 12 horas o leite reduziu em 56,6% a vitalidade celular,
enquanto o Viaspan e a solucdao salina balanceada de Hank reduziram-na em
apenas 27,1% e 29,5%, respectivamente. No periodo de 24 horas, o Viaspan
manteve 76,7% de células vitais, a solugdo salina balanceada de Hank manteve
71,3%, no entanto, o leite preservou somente 20,2%. O Viaspan reduziu a
quantidade de células vitais em 38,8%, em 48 horas, porém a solucao salina
balanceada de Hank reduziu em 62,0%. O leite reduziu em quase 100,0% sua
efetividade em 48 horas. Em 72 horas, o Viaspan manteve 52,7% das células
vitais, enquanto a solu¢do salina balanceada de Hank manteve 27,2% e o leite
tornou-se nao-efetivo a partir desse periodo. Nos periodos de 144 e 168 horas,
apenas o Viaspan foi efetivo mantendo 33,0% e 37,6% de vitalidade celular,
respectivamente. Concluiram os pesquisadores que o Viaspan parece ser
promissor como um poderoso meio de armazenamento de dente avulsionado.
Nordenvall, em 1992%, relatou o caso de um paciente de 14 anos
de idade que sofreu avulsdo dentaria e foi atendido 12 horas apds o acidente. O
dente foi armazenado no leite comum resfriado, apds 5 a 10 minutos do acidente.
Ao chegar a clinica, o dente foi transferido para solucdo fisiolégica em
temperatura ambiente e  tratado endodonticamente. A raiz foi irrigada
abundantemente com solugdo salina fisioldgica, durante todo o procedimento
endodontico, ¢ o dente foi imerso nessa solugdo até que o alvéolo fosse
preparado para o reimplante. Apds o reposicionamento dentario, foi colocado no
canal radicular a Calasept e realizada uma contencao semi-rigida. O paciente foi
instruido acerca da dieta e da higiene; antibidticos e vacina antitetanica foram
prescritos. A contengdo foi removida apos dez dias. O acompanhamento foi
feito em 1, 3, 6, 12, 18, 24, 36 ¢ 48 meses. Aos trés meses, o dente apresentava
mobilidade normal. Aos seis meses, a mobilidade inexistia, indicando anquilose,
mas as radiografias ndo mostraram ocorréncia da reabsor¢ao por substituicao, o
contorno periodontal permanecia espesso, € o curativo foi trocado. Aos 12
meses, nao existia sinal de infraposicdo, o dente voltou a exibir alguma
mobilidade, a percussdao na direcdo axial ndo era sugestiva da presenca de
reabsorcao por substituicdo. As radiografias mostraram que a raiz do dente havia
estreitado, mas a lamina dura circundava a raiz completamente. Foi conseguido o

selamento apical e o canal radicular obturado. Nos periodos controle de 18, 24,
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36 ¢ 48 meses, a situagdo clinica do dente permaneceu a mesma do controle de
12 meses. A reabsor¢dao de superficie cessou, a partir de dois anos, apos o
reimplante. Faltando um més para completar 60 meses de acompanhamento, o
dente foi exposto a um novo trauma, causando fratura de raiz e perda do
elemento dentdrio. A raiz foi preparada para o estudo histologico. Sob a
microscopia foram observados fragmentos da membrana periodontal com
auséncia de inflamacgao, areas do cemento que haviam sofrido reabsor¢ao e
dentina estavam cobertas por células semelhantes a fibroblastos, as lacunas
reabsortivas exibiam reparo, mas sitios ativos de reabsor¢do estavam também
presentes. Nao foi observada reabsorcao por substituigao.

Em 1992, Krasner; Person®® realizaram uma pesquisa clinica
para determinar se o sucesso dos reimplantes de dentes avulsionados era
influenciado pelo armazenamento. Contactaram os cirurgioes-dentistas que
prestaram atendimento a 34 pacientes, os quais foram vitimas de traumatismo
com avulsdo dentdria e cujos dentes avulsionados foram transportados por meio
do Sistema Emergencial de Preservacao de Dente (solug¢do salina balanceada de
Hank). Enviaram um questiondrio a esses profissionais que continha a
identificacdo do paciente, a data da avulsao e a especificagdo dos dentes, bem
como as datas de proservagdo, os achados clinicos e radiograficos, o tempo
decorrido entre a avulsdao e a colocagdo do dente no Sistema e o tempo total
decorrido do dente fora do alvéolo. Solicitaram copias das radiografias para
diagndstico e para acompanhamento. Os dentes foram avaliados clinica e
radiograficamente nos intervalos de tempo: 3, 6, 9, 12, 18 ¢ 24-30 meses. Com
base nos achados enviados pelos profissionais, os dentes foram divididos em trés
grupos: 1. sucesso em grande escala; 2. sucesso moderado; 3. insucesso. Os
dentes que ndo apresentaram sinais de reabsor¢do estavam com mobilidade
dentro do normal e sem sintomatologia e foram enquadrados no grupo de
sucesso em grande escala sendo 85,3% . Os dentes que mostraram sinal de
reabsorcdo, mobilidade dentro do normal e auséncia de sintomatologia foram
considerados como sendo do grupo de sucesso moderado sendo 5,9%. Os dentes
que apresentaram severa reabsor¢dao € mobilidade anormal constituiram o grupo
do insucesso sendo 8,8%. A maior parte dos dentes (97,0%) foi deixada a seco

por até¢ 60 minutos antes de serem colocados no Sistema, mas 91,0% foram
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englobados nos grupos de sucesso em grande escala (84,8%) e moderado
(6,0%). Nesse estudo, 70,6% dos dentes permaneceram fora do alvéolo por
periodos entre 61 e 360 minutos, dentre os quais 83,3% foram colocados no
sucesso em grande escala e 8,3% foram agrupados no sucesso moderado, sendo
que apenas 25,0% daqueles 70,6% permaneceram fora do alvéolo num tempo
que excedeu a 120 minutos. Os autores atribuiram o sucesso a acessibilidade a
um meio de 6tima quimica e protecdo mecanica para dentes avulsionados.
Concluiram que os fluidos de preservacao e os artificios de prote¢ao de dente
sdo de dificil acesso no momento do acidente. Defenderam o uso eletivo do
Sistema Emergencial de Preservagdo de Dente.

Ainda em 1992, Trope; Friedman® examinaram histologicamente
o reparo periodontal e a reabsor¢do radicular de dentes de cdes reimplantados,
apds terem sido armazenados em diferentes meios por variados periodos de
tempo. Foram utilizados seis incisivos alternados de 12 caes. Os dentes, apos
terem sido extraidos, foram armazenados a 4°C nos seguintes meios: 1. Viaspan
ou leite, nos intervalos de 6, 12, 24 e 36 horas; 2. Viaspan ou solugdo salina
balanceada de Hank, nos intervalos de 36, 48, 72 ¢ 96 horas. Quatro dentes
foram imediatamente reimplantados (controle negativo) e quatro dentes
permaneceram a seco por uma hora, antes do reimplante (controle positivo).
Apds os periodos de armazenamento, o reposicionamento dos dentes foi
realizado. Seguindo-se oito semanas, os caes foram sacrificados, € os dentes
reimplantados receberam a preparagdo para o estudo histoldgico. Os resultados
foram obtidos por meio de observagdo microscopica. O periodonto de cada
parte seccionada da superficie radicular foi classificado como apresentando
reparo ou reabsor¢do, de acordo com Andreasen (1987). Os dentes do grupo
controle positivo exibiram alta incidéncia de reabsor¢do por substituigao
(89,21%), enquanto os do grupo controle negativo ndo mostraram qualquer tipo
de reabsor¢ao. No grupo do Viaspan, de 6 para 48 horas, a reabsor¢cao por
substituicdo aumentou significantemente, apesar de ter reduzido nos periodos
de 72 e 96 horas. Entre 6 e 12 horas, ndao foi observado nenhum tipo de
reabsor¢cao mas, nos periodos de 48 e 96 horas, ocorreu aumento da incidéncia
da reabsor¢ao inflamatéria. Os dentes armazenados no Viaspan, durante 6 e¢ 12

horas, apresentaram reparo periodontal completo, similar estatisticamente ao que
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foi encontrado nos periodos de 72 ¢ 96 horas. O armazenamento de dentes no
leite, por seis horas, resultou em baixa incidéncia de ambos os tipos de
reabsor¢ao; o reparo periodontal mais completo ocorreu nos dentes conservados
no Viaspan. Os dentes do grupo da solugdo salina balanceada de Hank
mostraram resultados de reparo periodontal semelhante aos daqueles
armazenados no Viaspan. Concluiram os pesquisadores que estudos futuros
devem estar direcionados para bactérias e células inflamatorias presentes no
alvéolo, atentando-se para determinar a importancia delas no sucesso dos
reimplantes dentarios, apos longos periodos de armazenamento em diferentes
meios.

Velasco-Bohérquez (1993)* realizou um estudo com o propdsito
de analisar histologicamente o reparo do periodonto de inser¢do e da polpa de
incisivos superiores de ratos que foram extraidos e imediatamente imersos no
leite bovino pasteurizado, em saliva artificial ou na clara do ovo de galinha, antes
de serem reimplantados. Foram utilizados 54 ratos, divididos em trés grupos de
18 animais. Apos a exodontia, os dentes dos animais do grupo I foram colocados,
imediatamente, em 35,0 mL de leite bovino. No grupo II, os dentes foram
colocados na saliva artificial e, no grupo III, na clara do ovo de galinha. O pH
dessas solugdes foi determinado registrando, respectivamente, os seguintes
valores: 6,69, 6,30 e 9,38. Decorridas duas horas para todos os grupos, cada
dente foi removido por sua por¢do mais coronaria, irrigado com soro fisioldgico,
em seguida com 0,2 mL de Rifocina M 75 mg. Na seqiiéncia, cada dente foi
reimplantado. A contenc¢do foi realizada com fio de seda 4-0. Os animais foram
sacrificados aos 10, 30 ¢ 60 dias apos o reimplante. As pecas obtidas foram
preparadas e coradas pela hematoxilina e eosina para estudo histoldgico.
Concluiu-se que o leite bovino pasteurizado mantém parcialmente a vitalidade
dos remanescentes do ligamento periodontal, contudo, ndo impede as
reabsor¢oes radiculares; a clara do ovo de galinha mantém parcialmente a
vitalidade dos remanescentes do ligamento periodontal cementario, sé que
potencializa as reabsorcdes; a saliva artificial ndo mantém a vitalidade dos
remanescentes do ligamento periodontal cementario e potencializa as reabsorc¢des
sem substituicdo. Assim, nenhum dos meios estudados manteve a vitalidade das

células da polpa; o leite bovino pasteurizado e a clara do ovo de galinha
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permitiram a substitui¢do do estroma da polpa por tecido conjuntivo e formacao
de trabéculas dsseas, e a saliva artificial interferiu na organizagdo do estroma da
polpa com formagao de microabscessos.

Em 1994, Patil; Dumsha; Sydiskis* examinaram in vitro a
cfetividade do leite e da solucdo salina, como meios de armazenamento de
dente, e a viabilidade das células do ligamento periodontal usando a técnica de
coloragdo do diacetato fluorescente (FDA). Foram extraidos 32 pré-molares de
pacientes jovens por razoes ortodonticas. Os dentes foram divididos em grupos
controle (positivo € negativo) e grupo experimental. Os 12 dentes de cada grupo
experimental foram expostos ao ar por dez minutos e a seguir armazenados por
duas horas nos meios de conservacdao que consistiram em: 1. leite (leite integral
homogeneizado pasteurizado com vitamina D); 2. solucdo salina (0,9% de
solucdo salina isotonica estéril para lentes). Os quatro dentes do grupo controle
negativo foram deixados a seco por duas horas, a 22°C, e os quatro dentes do
controle positivo foram imediatamente tripsinizados, centrifugados no meio de
cultura de tecido e armazenados no gelo. A viabilidade das células do ligamento
periodontal foi determinada pelo uso de uma solucdo de diacetato fluorescente a
4°C. As células foram colocadas em contato com o corante, mantidas em
local escuro, por 30 minutos, em temperatura ambiente e, a  seguir,
armazenadas no gelo. O numero de células viaveis foi obtido com o uso de um
hemocitémetro e sob microscopia com comprimento de onda ultravioleta. Os
resultados demonstraram que, apos duas horas de armazenamento, ndo houve
diferenga significante entre o numero de células vidveis por dente no leite (9,44 X
10°), na solucdo salina (7,83 X 10°) e no controle positivo (8,65 X 10°). Ao
contrario, um niimero insignificante de células viaveis (0,29 x 10°) foi observado
nos dentes do grupo controle negativo. Concluiram os investigadores que a
viabilidade das células do ligamento periodontal pode ser mantida deixando-as
dez minutos a seco, seguindo-se com o armazenamento de duas horas em leite
ou solugdo salina. Os resultados sugerem que tanto o leite como a solugdo salina
podem ser considerados meios eficientes de armazenamento de dente
avulsionado quando o tempo de preservagdo nao exceder duas horas.

Andreasen; Borum; Andreasen (1995)'"' analisaram uma amostra

bem documentada clinicamente de incisivos permanentes avulsionados e
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reimplantados com formagado radicular incompleta, verificando-se o efeito do
armazenamento extra-alveolar sobre o desenvolvimento da raiz e sobre a
vitalidade da polpa. Foram estudados 28 incisivos, armazenados a seco, em
solugdo salina ou saliva. A classificacio relacionada a continuidade de
crescimento da raiz, apds o reimplante, foi realizada da seguinte forma: 1.
normal, quando a raiz alcangou o mesmo comprimento que o do grupo controle
(dente homologo que nao sofreu injaria); 2. parcial, se a raiz atingiu um
comprimento menor comparado aquela do grupo controle; 3. interrompido,
quando o desenvolvimento radicular nao progrediu. Os resultados obtidos
mostraram que, dos 28 dentes analisados, 15 desenvolveram necrose pulpar,
dentre os quais apenas um desenvolveu completa formagao radicular; quatro
dentes mostraram crescimento radicular parcial e houve interrupgdo total do
crescimento em dez dentes. A formacgao radicular incompleta ou completa foi
significantemente maior na presenga de vitalidade pulpar comparada a necrose.
Os referidos autores observaram vitalidade pulpar em 13 incisivos, sendo que a
formacao completa da raiz ocorreu em seis; o desenvolvimento parcial foi
verificado em cinco e a interrupcao total do crescimento da raiz foi detectada em
dois; do total observado, cinco apresentaram anquilose, dez anos apos a injuria.
Existiu uma tendéncia de o armazenamento extra-alveolar a seco, por periodos
inferiores a 45 minutos, proporcionar formagdo radicular completa com maior
freqliéncia, embora a relacdo estabelecida entre o armazenamento a seco € em
meio umido ndo tenha sido significante.

Fatores clinicos e radiograficos relacionados ao trauma com
avulsdo, armazenamento extra-alveolar ¢ tratamento subseqiiente que
contribuiram para o reparo do ligamento periodontal foram analisados por
Andreasen et al. (1995)". Quatrocentos incisivos permanentes avulsionados e
reimplantados de pacientes constituiram a amostra desse estudo. Esses dentes
foram submetidos a condi¢des de armazenamento a seco e¢/ou umido. A amostra
foi acompanhada por periodos de at¢ dez anos e analisada com base nas
seguintes categorias: 1. reparo periodontal normal; 2. reabsor¢ao de superficie; 3.
reabsor¢do inflamatdria; 4. anquilose; 5. combinagdes (2-4). Dos quatrocentos
dentes analisados, o reparo periodontal foi observado em 24,0%, a reabsor¢ao

de superficie estava presente em 4,5%, a inflamatoria foi detectada em 30,0% e
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a reabsorc¢ao por substituicdo ocorreu em 64,0% dos casos. Dos 27 dentes que
foram reimplantados imediatamente, cinco foram lavados antes do reimplante,
sendo que quatro apresentaram reabsor¢do, dentre os quais dois lavados em dgua
de torneira ¢ um deles umedecido em saliva. Dos 33 dentes conservados em
meio umido (saliva ou solugdo salina), dez mostraram reparo, sendo que
periodos de armazenamento extra — alveolar em meio umido superiores a
20 minutos foram acompanhados pela redu¢ao do reparo periodontal. A
combinacdo das condigdes seco/umido resultou num nivel de reparo
significantemente menor em dentes armazenados por longos periodos (20
minutos ou mais). Pareceu que a solugdo salina reduziu consideravelmente o
reparo do ligamento periodontal nos grupos de dentes mantidos a seco por
periodos superiores a nove minutos. Nao houve diferenga significante entre o
armazenamento a seco ¢ a combinagdo seco/solucdo salina. Dos 36 dentes
conservados em agua de torneira por até¢ 20 minutos, 27 deles ndo mostraram
reparo periodontal. Dos 14 dentes que foram armazenados em solu¢do salina
feita em casa, apenas nove ndo apresentaram reabsor¢do. Em todos os dentes
colocados em solugdes esterilizantes (alcool, cloroamina, Cetavlon, alcool etilico)
foi diagnosticada reabsorcdo. O armazenamento de cinco dentes em sacos
plasticos resultou na reabsor¢ao de quatro deles. Concluiram os pesquisadores
que, nos casos em que o reimplante imediato ndo possa ser realizado, o
armazenamento na cavidade bucal (saliva) ou em solugdo salina ¢
preferencialmente indicado.

Carvalho Junior (1995)*' desenvolveu um estudo histolégico com
o objetivo de avaliar a influéncia do tempo de imersdo de dentes de ratos
extraidos e mantidos na clara do ovo de galinha de granja, antes de serem
reimplantados. Para realizar o citado trabalho foram utilizados 48 ratos divididos
em quatro grupos de doze animais. Apds a extragdo do incisivo superior direito
de cada animal, o dente foi irrigado com soro fisiologico. No grupo I, os dentes
foram imediatamente reimplantados e nos grupos II, Il e IV foram imersos na
clara do ovo de galinha de granja por, respectivamente, 1, 3 ¢ 5 horas. O pH da
clara do ovo foi determinado ap6s uma hora, pH=9,30, e ap6s trés e cinco horas,
pH=9,28. Decorridas 1, 3 e 5 horas, os dentes foram irrigados com soro

fisiologico e com Rifocina M (75 mg). Em seguida, reimplantados e a contencdo
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realizada com fio de sutura 4-0. Os animais de cada grupo, em numero de
quatro, foram sacrificados aos 10, 30 e 60 dias apds o reimplante. Cada pega foi
fixada em solugdo de formol a 10,0%, em seguida descalcificada, desidratada,
clarificada e, posteriormente, seccionada em trés partes, realizando-se dois cortes
transversais. As por¢des foram incluidas em parafinas, cortadas com seis
micrometros de espessura e coradas pela hematoxilina e eosina para estudo
histologico. Os resultados mostraram que a manutengdo do dente em clara do
ovo de galinha de granja por 1 hora difere dos mantidos por 3 e 5 horas. As
alteracoes dos fibroblastos, cementoblastos, pericementoblastos ¢ das fibras
colagenas foram observadas com o aumento do tempo de imersao. Concluiu-se
que, independente dos procedimentos realizados, todos os grupos exibiram
quantidade semelhante de ligamento periodontal cementario, mas com diferenca
de qualidade; a qualidade do ligamento periodontal foi afetada pelo aumento do
tempo de imersao; a inflamacdo do periodonto esta relacionada com a lesdo na
superficie radicular; a clara do ovo de galinha de granja ndo ¢ favoravel para
preservar a vitalidade do ligamento periodontal por mais de uma hora e as
alteracOes pulpares foram maiores quando se aumentou o tempo de manutengao
do dente na clara do ovo de galinha de granja.

Alagam et al. (1996)* compararam a eficicia de varios meios de
armazenamento sobre a viabilidade das células do ligamento periodontal pela
mensuragdo da atividade da lactase desidrogenase como indicio de morte celular.
Foram extraidos 43 pré-molares humanos por razdes ortodonticas ¢ divididos
em trés grupos de 11 dentes. As solu¢des experimentais consistiram em: 1.
solugdo salina balanceada de Hank; 2. solu¢ao Custodiol, utilizada para o
transporte de 6rgaos humanos; 3. solucdo salina estéril. Os dentes foram imersos
em cada solucdo, imediatamente apds a extracdo. Dez dentes utilizados como
controle foram imersos na solucdo salina balanceada de Hank. A fase de
preparagdo consistiu na raspagem de restos de tecido da superficie da raiz de
todos os dentes, excluindo-se wuma janela de 0,5cm X 0,5cm em que
permaneceram tecidos periodontais. Os periodos usados para mensuracao da
lactase desidrogenase foram 2, 6, 24, 72 e 168 horas. A atividade dessa enzima
foi medida usando-se o Technicon RA-XT de auto-andlise. Foi observado o

aumento da enzima com o tempo, demonstrando que a morte celular aumentava
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com o tempo e esse achado foi estatisticamente significante. Os niveis da lactase
desidrogenase no grupo da soluc¢do salina foram significantemente maiores que
no grupo da solucgdo salina balanceada de Hank e da solu¢do Custodiol em
todos os periodos de tempo. Os grupos da solugdo salina balanceada de Hank e
da solugdo Custodiol ndo mostraram diferencas significantes em relagdo aos
niveis de viabilidade celular. Os niveis da enzima no grupo controle foram bem
mais baixos, comparados aos grupos experimentais, o que foi estatisticamente
significante. Concluiram os autores que outros estudos serdo necessarios para
determinar a rela¢do entre niveis da lactase desidrogenase e necrose do ligamento
periodontal.

Também foi avaliada de forma comparativa, em 1996, por
Huang; Remeikis; Daniel”, a viabilidade das células do ligamento periodontal
humano em meios de armazenamento disponiveis. Foram obtidas culturas de
células do ligamento periodontal de dentes humanos, expostas a quatro diferentes
meios de armazenamento: 1. leite integral (Dominick’s vitamin D); 2. solucao
de lente de contato Alcon Opti-Free (solugdo salina estéril, 0,05% edetato
dissodico e 0,001% poliquaternario); 3. solucdo de lente de contato K-Mart
(solugdo salina esteril tamponada, acido sorbico e edetato sddio). A temperatura
de incubacao (37°C) foi reduzida para 4°C e para 20°C. As células que foram
colocadas em contato com a solugdo salina balanceada de Hank, em temperatura
ambiente, faziam parte do grupo controle. As placas de cultura de células com
os meios de conservagdo foram incubadas por 0, 1, 3, 6, 10, 16, 24, 48, 72 ¢ 96
horas. As células foram contadas pela observagao direta e por meio de
fotografias. Dependendo da morfologia apresentada, as células foram divididas
em duas categorias viaveis e ndo-viaveis. As solucdes de lente de contato
apresentaram os piores resultados na manuten¢do de células viaveis em ambas as
temperaturas, a maior parte das células tornava-se arredondada e murchava. A
solugdo salina ndo foi melhor. Apos trés horas de incuba¢do, nenhuma ou poucas
células permaneciam vidveis em ambas as temperaturas. Os melhores resultados
foram obtidos com o leite quando a temperatura foi reduzida para 20°C, 78,6%
das células permaneceram vidveis, € ao serem reduzidas para 4°C, 38,5%
estavam viaveis, no periodo de uma hora. Apos 48 horas, a 4°C, pouquissimas

c¢lulas mantiveram sua forma original, mas a 20°C uma propor¢do significante
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(23,6%) de células viaveis foi observada. A solugdo salina balanceada de Hank
(controle) foi a mais eficiente na manutengao da forma original da célula, sendo
que 46,8% das células permaneceram aderidas a cultura, apds 72 horas. Nao
foram observadas cé¢lulas aderidas a cultura em qualquer dos meios de
armazenamento, apos 96 horas. Concluiu-se que o bom meio de armazenamento
ndo deve ser somente capaz de manter a viabilidade das células do ligamento
periodontal, mas estar disponivel no local do acidente. O leite, em temperatura
ambiente, ¢ um bom meio de armazenamento para as células do ligamento
periodontal. Os aitores ndo recomendaram solugdes de lente de contato como
substituto da solugao salina.

Ainda em 1996, Lekic et al.”” examinaram in vitro a integridade
da membrana celular, a capacidade de adesdo e a clonogenicidade das células
do ligamento periodontal humano em diferentes temperaturas, periodos de
duracdo extra-alveolar e meios de armazenamento. Foram extraidos 24 pre-
molares humanos, conservados em leite, e deixados a seco a 4°C e a 23°C, nos
periodos de 15, 30, 60 e 120 minutos. A seguir, foi feita a coleta de células da
superficie da raiz. A avaliagdo das células com membranas intactas foi realizada
por meio da coloragdo com BCECF/AM e com o auxilio de um hemocitometro.
A eficiéncia da adesdo celular foi estimada, apds intervalos de 3 e 6 horas
(obtengdo de cultura de células), pela contagem eletronica de células soltas
tripsinizadas dividida pelo nimero de células unidas. A porcentagem de células
com capacidade clonogénica foi avaliada pela contagem do numero de coldnias
formadas, dividido pelo nimero de células produzidas, multiplicado por 100. Os
dentes armazenados no leite e a 4°C exibiram altas porcentagens de células
positivas para o corante em relacdo aqueles deixados a seco e a 23°C. A
porcentagem absoluta entre condi¢cdes mais favoraveis (leite, 4°C, 15 minutos) e
menos favoraveis (seco, 23°C, 120 minutos) foi somente de 30,0%. A adesao
celular foi significantemente maior em dentes conservados no leite a 4°C. A
maior diferenga de adesdo celular ocorrida entre condi¢des melhores (leite a
4°C) e piores (seco a 4°C) foi de 43,0%. Dentes armazenados no leite e a 4°C
mostraram alto percentual de clonogenicidade, enquanto em condi¢des a seco (=
30 minutos) ou no leite a 23°C, os valores foram baixos (< 3,0%). Houve uma

diferenca absoluta de 26,0% analisando-se condigdes otimas (leite a 4°C) e
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menos favoraveis (seco a 4°C) associadas a capacidade clonogénica. O numero
de células com membranas intactas, capacidade de adesdo e clonogenicidade foi
reduzindo com o aumento do periodo de tempo extra-bucal. Concluiram os
autores que a avaliacdo in vitro de viabilidade celular baseada na inclusao do
corante nao estd relacionada intimamente com a sobrevivéncia clinica dos dentes
reimplantados como a capacidade clonogénica, visto que a inclusao do corante
mede somente a integridade da membrana.

Soares (1997)’!, por sua vez, avaliou comparativamente a
eficacia de diferentes meios de conservacdo de dentes avulsionados, em rela¢ao
as suas capacidades de preservagdo das células e das fibras do ligamento
periodontal. Os meios avaliados foram: os leites tipo B e C, a solucdo fisiologica
€ a manutencao a seco. Em cada um desses meios foram armazenados, por 120
minutos, cinco pré-molares humanos, extraidos cirurgicamente por indicacao
ortodontica. Apds esse periodo, os dentes foram fixados em formol a 10,0%, por
60 dias, e descalcificados para a obtengdo de cortes semi-seriados. Como
controle, foram utilizados trés dentes, fixados logo apds a realizagdo das
extragdes. Apos a coloragdo com hematoxilina e eosina, os cortes foram
avaliados qualitativamente através de microscopia optica. Concluiu-se que existe
diferenca estatisticamente significante entre os grupos de dentes que foram
conservados em meio umido e aqueles que permaneceram a seco; os dentes
armazenados em solu¢do salina apresentaram os melhores resultados quanto a
viabilidade das células e fibras do ligamento periodontal; a solucdo fisioldgica e o
leite tipo C podem ser considerados meios de conservagdo de dentes
avulsionados, ¢ o leite tipo B foi o que apresentou os resultados menos
favoraveis.

Um experimento foi realizado por Harkacz; Carnes Jr.; Walker
[11*°, em 1997, para determinar se o fluido de reidratacdo Gatorade servia
como um meio de armazenamento temporario adequado para manter a
viabilidade das células do ligamento periodontal de dentes avulsionados e
comparar leites com teores de gordura variaveis. Culturas de células foram
obtidas do ligamento periodontal de dentes humanos. Os meios de conservagao
experimentais consistiram de adgua de torneira (controle negativo), saliva, leite

desnatado, leite a 0,5%, a 1,0%, a 2,0% de teor de gordura, leite integral e



REVISAO DA LITERATURA 47

Gatorade. As placas de cultura de células com os meios de conservagao foram
incubadas por 15, 30, 60, 90, 120, 150, 180 e 210 minutos. O pH foi medido e
a osmolaridade determinada. Os resultados mostraram que o Gatorade nao foi
capaz de manter a viabilidade das células do ligamento periodontal, a qual foi
reduzida em 15 minutos para 50,0%, em 30 minutos para 15,0% ¢ em 60
minutos para 5,0%. As células do ligamento periodontal incubadas com leite
desnatado mantiveram a viabilidade em 75,0% até o periodo experimental de
210 minutos. A saliva diminuiu a viabilidade das células em 50,0% até 90
minutos, a qual continuou decrescendo e com 210 minutos apenas 25,0% das
c¢lulas se mantiveram viaveis. Noventa por cento das células mantiveram-se
viaveis apos 30 minutos em leite desnatado ou a 0,5%, enquanto em leite com
maior teor de gordura, leite a 2,0% ou integral, a viabilidade foi reduzida para
75,0%. A viabilidade celular também foi significantemente maior apos 210
minutos. O Gatorade apresentou pH entre 2,91-2,92 e a osmolaridade de 407
mOsm/L, enquanto o leite apresentou o pH entre 6,63-6,75 ¢ a osmolaridade
entre 275-278 mOsm/L. A saliva apresentou o pH entre 6,76 — 7,35 ¢ a
osmolaridade de 62 mOsm/L. A dgua de torneira apresentou o pH entre 7,40 —
7,49 e a osmolaridade de 3mOsm/L. Concluiram os pesquisadores que o
Gatorade nao foi apropriado como meio de armazenamento de dentes
avulsionados, sendo similar a 4gua de torneira. O teor de gordura também afetou
a viabilidade das células, sugerindo que leites com menores teores de gordura sao
mais apropriados.

Em 1997, Hupp et al.® avaliaram in vitro a vitalidade das
células do ligamento periodontal de dentes extraidos de cades indicada pela
timidina tritiada, apds trés periodos de armazenamento em solug¢do salina
balanceada de Hank, Viaspan e meio condicionador. Foram utilizados 46 dentes,
incisivos e pré-molares de cdes. Subseqiientemente as extracdes, os dentes
foram armazenados nos trés diferentes meios, em temperatura ambiente, por
periodos de 6, 48 e 96 horas. Os dentes do grupo controle ndo foram
submetidos a periodos de armazenamento. Apods terem sido mantidos sob as
condi¢des de armazenamento, os dentes foram colocados em meio de cultura de
tecido suplementado com timidina tritiada por 24 horas. A seguir foi realizada a

preparagdo histologica. Por meio de auto-radiografias foi medida a quantidade de
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células semelhantes a fibroblastos associadas a membrana periodontal
remanescente. O nimero de células mitoticas foi consideravelmente menor em
96 horas, comparando-se com os periodos de 6 ¢ 48 horas, os quais nao
apresentaram entre si diferencas significantes. Em 96 horas, a solugdo salina
balanceada de Hank e o Viaspan foram significantemente piores na preservacao
da vitalidade de fibroblastos em relacdo ao controle ¢ ao meio condicionador.
Somente a solucdo salina balanceada de Hank mostrou um ntmero de células
vitais remanescentes significantemente diferente. Concluiram os autores desse
estudo que o meio condicionador e o Viaspan devem ser analisados com relacao
ao reparo de dentes reimplantados.

Pettiette et al. (1997)* examinaram histologicamente o reparo
periodontal de dentes extraidos de cdes, armazenados a seco e, a seguir,
embebidos em meios enriquecidos antes do reimplante. Foram utilizadas 104
raizes de incisivos e pré-molares que foram tratadas endodonticamente antes de
serem extraidas. Trés grupos de 32 raizes permaneceram a seco por 30, 45 ¢ 60
minutos. Cada um desses grupos foi dividido em quatro subgrupos de oito
raizes, sendo que em um deles os dentes permaneciam a seco por determinado
periodo e eram reimplantados sem serem embebidos em solu¢do de
armazenamento (controle positivo). Os dentes dos outros trés subgrupos foram
armazenados a seco durante os periodos mencionados e, posteriormente,
colocados por 30 minutos na solugdo salina balanceada de Hank, no Viaspan ou
no meio condicionador, antes de serem reimplantados. Oito raizes
adicionais foram extraidas e imediatamente reimplantadas no alvéolo
(controle negativo). Seis meses apos os reimplantes dentarios, os cdes foram
sacrificados. As superficies radiculares foram  avaliadas e classificadas de
acordo com Andreasen, 1987. O melhor reparo periodontal (89,0%) ocorreu no
grupo de dentes que foram reimplantados imediatamente. O aumento do tempo
de exposicdo a seco, sem a embebicdo das raizes nos meios de conservagao
(controle positivo), resultou na queda progressiva do reparo (72,0% para 39,0%
para 31,0%) nos periodos relacionados. O armazenamento no meio
condicionador ndo modificou as condi¢des de reparo obtidas no controle positivo.
A embebicao das raizes na solucdo salina balanceada de Hank nao favoreceu o

reparo apds 30 minutos (57,0%) e 45 minutos (23,0%), mas beneficiou o grupo
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de 60 minutos (reparo de 49,0%). O Viaspan proporcionou um aumento
substancial no reparo em todos os periodos (66,0%, 66,0% e 61,0%,
respectivamente). Considerando-se os dentes individualmente, a embebicao na
solug¢do salina balanceada de Hank ou no meio condicionador ndo aumentou o
numero de raizes com bom reparo. O grupo controle positivo, nos periodos de
45 e 60 minutos, resultou em reabsorcao significantemente maior que o controle
negativo, o que foi também verificado nos subgrupos do meio condicionador. O
Viaspan proporcionou o melhor reparo e seus resultados foram iguais aqueles
obtidos no controle negativo. Concluiram os autores que: 1. para que seja obtido
o nivel mais alto de sucesso, o reimplante imediato do dente avulsionado deve
ser realizado; 2. um dente avulsionado que foi deixado a seco por 30 minutos
deverd ser reimplantado imediatamente sem embebicdo; 3. dentes que forem
deixados a seco por 45 ou 60 minutos poderdao ser beneficiados por meio da
embebicao no Viaspan por 30 minutos.

A conveniéncia do uso de uma variedade de meios de transporte
de dente associada a viabilidade das células do ligamento periodontal, em

1.*, em 1997. Foram

diversos periodos de tempo, foi pesquisada por Olson et a
obtidas culturas de células do ligamento periodontal de terceiros molares e pré-
molares humanos extraidos por razdes ortodonticas. Os meios de conservacao
experimentais consistiram em leite integral, Gatorade, Save-a-Tooth (SAT), Save-
a-Tooth (SAT) com fator de crescimento. As células expostas ao meio de cultura
de tecido constituiram o grupo controle positivo. O grupo controle negativo foi
composto de células mantidas a seco. Os autores realizaram o experimento
testando os periodos de tempo de 1, 2,4, 8 e 12 horas. Os resultados
foram obtidos medindo-se a densidade Optica das células submetidas ao reagente
MTS/PMS (Promega). O Gatorade manteve a menor quantidade de células
viaveis de todas as outras solu¢des experimentais, incluindo-se o controle
negativo, o que foi estatisticamente significante at¢ o periodo de oito horas. Em
uma hora, o SAT com o fator de crescimento e a cultura de tecido mantiveram

um numero sgnificantemente maior de células viaveis que as outras solugdes,

seguido pelo SAT e pelo leite. Em duas horas, o SAT com ou sem fator de
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crescimento ¢ o leite mostraram-se os mais adequados, ap6s o meio de cultura,
na manuten¢do da viabilidade celular. A partir do intervalo de tempo de quatro
horas, o leite destacou-se como a solucdo testada que manteve o maior numero
de células vidveis, seguido pelo SAT com fator de crescimento e pela cultura de
tecido. No periodo de oito horas, o Gatorade e o SAT nao foram diferentes na
preservacdo do menor numero de células com capacidade clonogénica,
comparando-se inclusive com o controle negativo. Em 12 horas, a manutencao
a seco, 0 SAT e o Gatorade conservaram um numero bem mais baixo de células
vidveis que as outras solugdes. Concluiram os pesquisadores que o Gatorade nao
seria um meio de transporte apropriado para dente avulsionado. A adi¢dao do
fator de crescimento ao SAT pode aumentar o numero de células vidveis.

Ainda em 1997, Rozenfarb; Kupietzky; Shey™ verificaram o
efeito de diferentes meios de conservagao de dentes na viabilidade de fibroblastos
da pele humana e compararam as osmolaridades. As cultura de células foram
preparadas em placas e divididas em cinco grupos: 1. com albumina do ovo de
galinha; 2. com leite bovino integral pasteurizado; 3.com saliva humana; 4.
exposi¢do a seco; 5. com cultura de tecido. Foram adicionados 3,0 mL de meio
experimental as placas nos periodos de 15, 45 e 90 minutos. As placas
foram examinadas utilizando-se um microscopio de inversdo Nikon. A
osmolaridade do meio foi mensurada por um osmémetro automatico. Os
resultados mostraram que, apos 15 minutos, ndo foi observada diferenga entre
viabilidade de fibroblastos na cultura de tecido (98,6%); na albumina do ovo
(81,4%) ou no leite bovino (86,8%); o numero de células viaveis nao foi
reduzido significantemente. Entretanto, células armazenadas na saliva humana
apresentaram um decréscimo na viabilidade significante. A exposi¢ao das celulas
a seco resultou na nviabilidade celular apds 15 minutos. Depois de 45 minutos,
a cultura de tecido preservou a viabilidade celular em 92,8%, enquanto a
albumina a preservou em 74,0% e o leite bovino em 80,0%. Seguidos 90
minutos, a cultura de tecido manteve viavel as células em 87,6%, a viabilidade

diminuiu significantemente no leite (67,6%) e a albumina do ovo de galinha



REVISAO DA LITERATURA 51

manteve a viabilidade em 70,2%. A osmolaridade do meio de cultura de tecido,
do leite e da albumina do ovo variou entre 251— 298 mOsm/kg, enquanto a saliva
mostrou-se hipotonica com uma osmolaridade de 73,0 mOsm/kg. Concluiu-se
que a albumina poderia ser a mais adequada solugdo estéril de armazenamento
encontrada em casa.

Doyle; Dumsha; Sydiskis (1998)* avaliaram in vitro o efeito da
reidratagdo de células do ligamento periodontal humano na solu¢do salina
balanceada de Hank ou no leite, associado a viabilidade apds periodos extra-
bucais de exposicao a seco. Foram extraidos 49 dentes humanos (molares, pré-
molares e dentes anteriores) divididos em nove grupos experimentais ¢ em dois
grupos controles. Os periodos de armazenamento a seco, em temperatura
ambiente de 22°C, consistiram de 30, 60 e 90 minutos. O periodo de reidratacao
na solucdo salina balanceada de Hank (a 22°C) ou no leite homogeneizado com
vitamina D (a 4°C) foi de 15 minutos. Faziam parte do grupo controle positivo
as células que nao eram deixadas a seco e do grupo controle negativo, as células
que eram deixadas a seco por um periodo de duas horas. A contagem de células
viaveis e ndo vidveis foi feita por meio de um hemocitometro. A viabilidade
celular no grupo controle positivo foi de 51,0%, enquanto no controle negativo
foi de 2,7%. No periodo de 30 minutos, 25,5% das células do grupo mantido
apenas a seco permaneceram viaveis, 30,0% das células do grupo reidratado na
solu¢do salina balanceada de Hank estavam vidveis, enquanto a reidratagao no
leite mantinha 21,4% de viabilidade celular. No periodo de 60 minutos, 20,6%
das células do grupo de exposi¢do a seco permaneceram viaveis, 24,7% das
c¢lulas do grupo que foi armazenado na solug¢do salina balanceada de Hank,
apds a exposi¢do a seco, estavam viaveis e 16,0% de viabilidade foi observada
no grupo de células reidratadas no leite. No periodo de 90 minutos, 7,0% das
células do grupo mantido apenas a seco permaneceram viaveis, 8,5% das
células do grupo conservado na solu¢ao salina balanceada de Hank, apds
exposi¢cdo a seco, mantiveram sua viabilidade e 13,7% daquelas reidratadas

no leite ficaram viaveis. Concluiram os autores que pesquisa futura,
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incluindo estudos in vitro, € necessaria para a investigacdo completa dos efeitos
benéficos produzidos pela reidratacdo durante o tratamento de dente avulsionado.

Ainda em 1998, Hupp et al.** estudaram o reparo histologico de
dentes de caes transplantados seguindo-se parametros de armazenamento
idénticos aos estabelecidos em uma investigacdo prévia e relataram o reparo
histoldgico do ligamento periodontal relacionado a viabilidade das cé¢lulas indicada
pela timidina tritiada. Foram selecionadas 92 raizes de cinco caes. Os canais das
46 raizes antes do transplante foram tratados endodonticamente. Quarenta e seis
raizes foram extraidas para fornecerem alvéolos para os subseqiientes
transplantes (raizes doadoras), as quais foram armazenadas em meio
condicionador com suplemento de timidina tritiada. As raizes, antes de serem
transplantadas, foram conservadas no meio condicionador (17 raizes) ou na
solugdo salina balanceada de Hank (16 raizes), sem timidina tritiada, apds
extragdo. Os periodos de armazenamento foram 6, 48 e 96 horas. Os dentes
foram transplantados para alvéolos receptores pods-extragao. Os dentes do grupo
controle foram transplantados imediatamente apds extragdo sem
armazenamento. Seis meses apds o transplante, os caes foram sacrificados e os
dentes preparados para avaliacao histologica. A aparéncia da superficie radicular
foi classificada de acordo com Andreasen (1987). A porcentagem de completo
reparo do ligamento periodontal, reabsor¢do inflamatdria e por substituicdo de
cada grupo foi calculada e estatisticamente comparada. Os resultados mostraram
que, no grupo de raizes armazenadas no meio condicionador, o reparo foi
consideravelmente maior (71,4%), houve menor reabsor¢do  inflamatoria
(24,4%) e por substituigdo (5,2%), em detrimento ao grupo da solucao salina
balanceada de Hank, que proporcionou um reparo completo do ligamento
significantemente menor (41,0%), comparado também ao controle (67,0%), bem
como uma reabsor¢ao inflamatoria muito maior (45,1%) em relagdo ao controle
(23,0%). As raizes armazenadas em meio condicionador ndo apresentaram
diferencas significantes de reparo comparadas ao grupo controle. Existiu uma

correlagdo positiva entre viabilidade das células do ligamento periodontal,
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indicado pela presenca da timidina tritiada, e o reparo histologico em dentes
armazenados em meio condicionador. Concluiu-se que, embora o meio
condicionador possa ndao ser uma opg¢do pratica no momento para o
armazenamento de dentes, a confirmag¢dao de sua superioridade por pesquisas
futuras poderd torna-lo largamente acessivel e, entdo, uma alternativa viavel
como meio de armazenamento.

A viabilidade das células do ligamento periodontal humano
associada a meios de armazenamento foi investigada por Lekic; Kenny; Barrett®®,
em 1998. Foram extraidos vinte pré-molares por indicagdo ortodontica, sendo
quinze rapidamente armazenados em saliva recém-colhida a 23°C, por 15
minutos, em copos plasticos envolvidos por gelo. A seguir, os dentes foram
divididos em trés grupos de cinco, sendo armazenados a 4°C, nos seguintes
meios: 1. saliva; 2. leite; 3. solu¢ao salina balanceada de Hank. Os cinco dentes
restantes serviram como controle positivo ¢ foram imediatamente colocados no
meio de Eagle, a 4°C. Os dentes foram mantidos nas condi¢des descritas por 30
¢ 60 minutos. Foi obtida uma cultura de células de ligamento periodontal. Os
resultados foram analisados pela observagdo em um microscopio invertido. Em
30 minutos, a saliva manteve 7,6% das células viaveis, o que foi reduzido para
1,5% em 60 minutos. A diferenca de capacidade clonogénica das células
armazenadas no leite ou na solucdo salina balanceada de Hank nao foi
significante em 30 minutos. Porém, em 60 minutos, a solugdo salina balanceada
de Hank manteve 5,9% das células vidveis, enquanto o leite manteve 3,5%.
Imediatamente apds a extracdo, o armazenamento no meio de Eagle preservou
21,0% das celulas vidveis, o que foi reduzido para 16,0% em 60 minutos.
Concluiram os pesquisadores que o dente avulsionado armazenado em saliva e
transferido, logo que possivel, para o leite frio preserva a viabilidade das células
e, entdo, favorece o bom reparo e a retencdo do dente reimplantado a longo
prazo.

Em 1999, Ashkenazi; Sarnat; Keila"” compararam in vitro a

viabilidade, a mitogenicidade e a capacidade clonogénica das células do
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ligamento periodontal humano em seis diferentes meios de armazenamento.
Foram obtidas culturas de células do ligamento periodontal de dentes humanos
extraidos. Os meios de conservacao utilizados consistiram em: 1. leite com baixo
teor de gordura (1g/100g); 2. meio de cultura de tecido; 3. meio de Eagle; 4.
Viaspan; 5. meio condicionador; 6. solucdo salina balanceada de Hank. As
placas com cultura de células com os meios de armazenamento experimentais
foram incubadas a 4°C, por 2, 8 ¢ 24 horas. A capacidade mitogé€nica das
células foi avaliada por meio da incorporagdo radioativa de timidina. A
capacidade clonogénica foi obtida pelo nimero de colonias formadas dividido
pelo nimero de células produzidas multiplicado por 100, refletindo a
probabilidade de cada colonia surgir a partir de uma célula. Em duas horas, o
Viaspan e o meio condicionador diminuiram a viabilidade celular em 2,0% e
3,0%, respectivamente, comparando-se ao gupo controle (células incubadas no
meio de cultura de tecido a 37°C, 5,0% CO,). Houve uma redugao significante
na viabilidade das células (4,0%-7,0%) armazenadas no meio de Eagle, Viaspan
e meio condicionador em oito horas. No periodo de 24 horas, todos os meios
experimentais favoreceram o decréscimo da viabilidade, sendo que o grupo do
leite a reduziu em apenas 2,0%, o da solugdo salina balanceada de Hank em
5,0% e o grupo do Viaspan reduziu em 12,0%. O leite e a solu¢dao salina
balanceada de Hank mostraram-se melhores que o Viaspan e o meio
condicionador em todos os periodos. As células armazenadas no meio de Eagle e
na cultura de tecido apresentaram alto indice de agregagdo, apos 24 horas. Com
relacdo a mitogenicidade, no periodo de duas horas, todos os grupos
experimentais apresentaram alta capacidade mitogénica, variando de 10,0% a
50,0% comparando-se ao controle, excetuando o meio condicionador (21,0%).
Em oito horas, o Viaspan manteve uma baixa capacidade proliferativa
(90,0%), em relagdo aos outros meios testados. Por outro lado, as células
incubadas no leite e na solugdo salina balanceada de Hank mostraram maior
mitogenicidade (115,0% e 107,0%) que as do grupo controle (100,0%). Apds 24

horas de incubagdo, a capacidade proliferativa reduziu significantemente no
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grupo do Viaspan (61,5%), do meio condicionador (76,0%), do meio de Eagle
(81,0%) e do meio de cultura (83,5%); apenas o leite e a solugdo salina
balanceada de Hank mostraram resultados comparaveis ao controle (97,0% e
102,0%, respectivamente). Na analise da capacidade clonogénica, essa foi
reduzida significantemente apenas apos 24 horas, exceto no grupo do leite. As
c¢lulas armazenadas no leite e na solucao salina balanceada de Hank mantiveram
alta capacidade clonogénica comparando-se com outros meios experimentais,
mas reduzida em 38,0% em relacio ao controle. A clonogenicidade dos
fibroblastos armazenados no leite, apos duas e oito horas, foi relativamente baixa
comparando-se com os outros meios testados, entretanto, apos 24 horas, foi
reduzida em 14,0%, enquanto os outros meios reduziram de 40,0% a 77,0%,
significando que o leite, em 24 horas, apresentou alta capacidade clonogénica
(7,5%). Concluiram os autores dessa investigacdo que a reducao na viabilidade,
quando avaliada exclusivamente pelo teste de azul de tripan, ndo mostrou
correlacdo com a efetividade clinica do meio de armazenamento de dente. A
mitogenicidade e a capacidade clonogénica mostraram resultados diferentes, mas
o teste de clonogenicidade mostrou diferencas estatisticas mais sensiveis entre os
varios meios € periodos de incubacdo testados. A solucdo salina balanceada de
Hank foi o meio mais efetivo na preserva¢dao da viabilidade, mitogenicidade e
capacidade clonogénica dos fibroblastos armazenados a 4°C, apds 24 horas,
seguida pelo leite.

Lin et al.*, em 2000, investigaram in vitro se o fenotipo das
células recolonizadoras da superficie da raiz de um dente extraido era afetado
pelas condicOes de armazenamento. Foram utilizados pré-molares humanos
extraidos por razdes ortodonticas, divididos em quatro diferentes condic¢des
experimentais: 1. armazenamento em cultura de tecido - «MEM (imido) a 4°C,
por 30 e 120 minutos; 2. exposi¢ao a seco por 30 e 120 minutos. As culturas de
células foram obtidas de ligamento periodontal humano. Utilizaram a analise
imunohistoquimica para a detec¢do de células osteogénicas e fibrogénicas no

espaco periodontal pela coloragdo de proteinas intra celulares identificadoras. A
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técnica da imunofluorescéncia foi empregada por meio do uso de anticorpos
especificos. Apos a coloragdo intra nuclear, as células foram incubadas por dez
minutos, em temperatura ambiente. Os resultados foram obtidos pela observagado
feita num microscopio fluorescente e por meio de fotografias. A intensidade do
brilho nas cé€lulas foi estimada por um fotometro. Os resultados indicaram que
ndo houve diferenca na intensidade de coloracdo para o colageno tipo III, que
exibiu um brilho moderado nas diferentes condicoes de armazenamento. O
padrao de coloragdo para o colageno tipo XII foi mais intenso nas células do
ligamento periodontal conservadas em meio imido. Houve um aumento da
expressao da actina do musculo liso no grupo de células deixado a seco por 30
minutos, comparadas ao grupo conservado no meio umido. As células que foram
deixadas a seco por 120 minutos apresentaram coloracdo mais intensa para a
osteopoetina e fosfatase alcalina. Concluiram os investigadores que uma melhor
compreensao dos mecanismos envolvidos no reparo do ligamento periodontal
traumatizado pode conduzir a meios de tratamento mais racionais, apos lesdo ao
periodonto, e que a otimizacdo dos meios poderd promover a sobrevivéncia de
c¢lulas necessarias para o reparo e regeneracao do ligamento periodontal.
Panzarini; Saad Neto (2001)* realizaram um estudo piloto com o
objetivo de verificar a influéncia da gelatina incolor com maior ou menor diluigao
de 4gua como meio para manter a integridade do ligamento periodontal
cementario. Como parametros comparativos foram empregados o leite bovino
pasteurizado e a manutencao do dente em meio ambiente. Foram utilizados vinte
ratos para a realizacdo deste estudo. Os dentes extraidos foram imediatamente
imersos, em numero de cinco, em trés meios: leite bovino pasteurizado, gelatina e
gelatina com maior diluigdo de dgua. Os dentes foram mantidos por trés horas em
geladeira a 14°C e apos trés horas em meio ambiente (£26°C). Os dentes
mantidos em meio ambiente sobre a bancada permaneceram por seis horas e
constituiram o quarto grupo experimental e de controle. Os autores concluiram
que o emprego da gelatina com diluigdo recomendada pelo fabricante ou a mais

diluida em 4gua apresentaram resultados inferiores aos observados com leite
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bovino pasteurizado. Constataram que a gelatina com maior diluicao de agua
quando comparada com a convencional preservou melhor os remanescentes do
ligamento periodontal cementario.

Aguiar (2002)' propds-se a avaliar, através de estudo histoldgico,
a influéncia da solu¢do de agua de coco verde sobre a superficie radicular de
dentes extraidos e reimplantados, quando comparada ao leite pasteurizado em
relacdo a presenca e a natureza da reabsorcdao radicular e da anquilose, por
periodos de tempo determinados. Foram utilizados oitenta ratos (Ratfus
novergicus, Albinus Wistar), do sexo masculino, que tiveram seus dentes
extraidos, armazenados nas solugdes propostas e em seguida reimplantados. Os
ratos foram divididos em grupos conforme o tipo de solugdo e tempo de
armazenagem: grupo | (leite pasteurizado; trinta minutos), grupo II (leite
pasteurizado; noventa minutos), grupo III (dgua de coco verde in natura; trinta
minutos) e grupo IV (dgua de coco verde in natura; noventa minutos). Os
animais de cada grupo foram sacrificados, nos periodos de 10, 30, 60 e 90 dias.
Os resultados obtidos mostraram que a reabsorc¢ao inflamatoria foi o fendémeno
mais freqiiente, em especial no grupo IIl. Os dentes conservados em leite
pasteurizado por 30 minutos e aqueles imersos em agua de coco por noventa
minutos demonstraram baixos indices de reabsor¢do e anquilose quando
comparados com aqueles dos demais grupos. O autor concluiu que ha forte
influéncia do meio e do periodo de permanéncia extra-alveolar sobre o reparo
periodontal dos dentes reimplantados. Foi observada uma relagcdo inversamente
proporcional entre a presenca da reabsor¢dao superficial e o aparecimento das
demais reabsor¢des. Independente do grupo avaliado, a maioria dos espécimes
exibiu reabsorc¢ao radicular.

Em 2003, Pearson et al.*® desenvolveram um experimento para
determinar a eficacia de varios substitutos do leite comparados ao leite bovino, na
manutencdo da viabilidade das células do ligamento periodontal de dentes
humanos avulsionados. As células do ligamento periodontal foram obtidas de

terceiros molares, extraidos recentemente e cultivadas no meio de Eagle. Os
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meios foram colocados no refrigerador com leite (controle positivo), leite
reconstituido com vitaminas, leite em p6 ou um dos leites com formulagdes de
bebés (Similac ou Enfamil). A agua de torneira foi usada como controle negativo.
As culturas foram incubadas com o meio experimental a 37°C por 1, 2, 4 ou 8
horas. A viabilidade das células foi determinada pela proliferacao celular, com
absorbancia de 450nm. Os resultados indicaram que em uma hora ndo houve
diferencga estatisticamente significante entre a viabilidade das células do leite e dos
seus substitutos. Em duas horas, o Enfamil ¢ o Similac apresentaram-se
significantemente melhores que o leite, todos os outros leites em po e substitutos
mostraram-se piores. Em oito horas, todos os substitutos foram inferiores ao
leite. Os resultados sugerem que o Enfamil, que ¢ um leite enriquecido, que nao
requer conservacao e tem uma validade de dezoito meses, € 0 meio mais efetivo
para conservacdo de dentes avulsionados quando comparado ao leite

pasteurizado por até no minimo quatro horas.
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O objetivo deste experimento é avaliar microscopicamente o
ligamento periodontal humano, aderido ao dente extraido, apds o periodo de
tempo extraaveolar de uma hora, tendo sido utilizados como meios de
conservacao o leite bovino pasteurizado, a clara do ovo de galinha e a sdiva

artificial.



4 MATERIAL E METODO



4 MATERIAL E METODOS

4.1 PROCEDIMENTOS CLINICOS

Para este experimento foram selecionados pacientes que tinham
pré molares superiores e inferiores com indicagdo de extracdo, por finalidade
ortodontica. Através de exame clinico e radiografico foram selecionados
quarenta pré molares higidos, uni ou birradiculados com vitalidade pulpar , com
rizogénese completa e com integridade periodontal.

Os pacientes , de ambos os sexos e na faixa etaria entre 12 ¢ 25
anos, foram provenientes da Clinica de Cirurgia da Faculdade de Odontologia de
Aragatuba da Universidade Estadual Paulista e da Clinica de Cirurgia da
Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de Goias.

Previamente aos procedimentos os pacientes foram esclarecidos e
assinaram um consentimento informado e uma autorizagdo (Anexo I),
concordando em contribuir com este estudo.

Obtida a autorizacdo do paciente e munido da indicagdo, por
escrito, de exodontia dos pré molares, feita pelo ortodontista (Anexo II), foram
iniciados os procedimentos clinicos com a realizacdo da anti-sepsia extra bucal
com alcool-iodado a 0,3%. Para a anti-sepsia intra bucal o paciente fez bochecho
com Periogard (Gluconato de Clorexidina a 0,12% - Colgate Palmolive -
Osasco, SP). Posteriomente, o dente indicado foi anestesiado, realizada a
sindesmotomia, luxacdo seguida da extracdo a forceps, de maneira menos
traumadtica possivel, evitando a ocorréncia de fratura radicular e da tdbua Ossea.
Apbés a exodontia, foi realizada a sutura e os pacientes receberam as
recomendagdes pos-operatorias de rotina. Em seguida a remocgao das suturas, no
sexto dia pos-operatorio, o paciente foi reencaminhado ao ortodontista.

Todo material e instrumental utilizados neste experimento foram

esterilizados em autoclave a 120°C por 20 minutos.
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4.2 TRATAMENTO DOS DENTES EXTRAIDOS

Apds a exodontia, o dente foi deixado a seco por 10 minutos,
sobre uma gaze esterilizada, em temperatura ambiente (29°C), para, a seguir, ser
transferido, segurando-o pela sua coroa com auxilio de uma pinga clinica para
um recipiente de plastico, de tamanho e forma iguais para todos os grupos,
devidamente rotulado e contendo 30,0 mL do meio de conservacao a ser testado.
Os meios foram mantidos em temperatura ambiente antes do inicio do
experimento.

Assim, foram constituidos quatro grupos com dez dentes cada, a
saber:

Grupo I - Emprego de leite pasteurizado comercial (Parmalat

integral, Sao Paulo, S.P.)

Grupo II - Emprego da clara do ovo de galinha (Granja Saito,

ovos tipo grande, Bela Vista de Goias, GO.)
Grupo III - Emprego de saliva artificial (Apothicario-
Farmacia de Manipulagdo — Aragatuba — S.P.)

Grupo IV - Grupo de controle, sendo os dentes extraidos
colocados imediatamente no recipiente com formol
neutro a 10,0%.

Decorrido o periodo de tempo pré-estabelecido de 60 minutos,
segurando-se a por¢do coronaria com uma pinga, os dentes dos grupos I, II e III
foram lavados com 10,0 mL de soro fisioldgico (Cloreto de Sodio 0,9% - In
Halex Istar — Industria Brasileira, Goiania — GO.) empregando-se seringa tipo
Luer e agulha hipodérmica 30x4. Imediatamente foram transferidos para frascos
de plastico, individuais, devidamente identificados, contendo 30,0 mL de formol
neutro a 10,0% e mantidos no minimo por 48 horas . A seguir foram
encaminhados para o Laboratorio de Microscopia do Departamento de Cirurgia e
Clinica Integrada da Faculdade de Odontologia de Aracatuba da Universidade

Estadual Paulista, para estudo microscopico .

4.3 PROCESSAMENTO LABORATORIAL
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Apo6s a fixagdo no formol neutro a 10,0%, as pecas foram
lavadas em d4gua corrente e, a seguir, foram submetidas ao processo de
desmineralizagdo em solucdo de 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA —
Dinamica Reagentes Analiticos). Decorridos sessenta dias, foi considerado
finalizado o processo de desmineralizacdao, quando a raiz dentaria se apresentou
com consisténcia borrachoide, sem resisténcia ao corte por uma lamina de
microtomia.

Finalizando o processo de descalcificagdo, os dentes foram
seccionados em trés partes, realizando-se trés cortes transversais. Esses cortes
permitiram a divisao aproximada dos dentes em tergos cervical, médio e apical.
Em seguida, os tercos passaram por desidrata¢do, diafanizacdo e imersao em
parafina, para posterior inclusdo em blocos de parafina. Cortes semi-seriados de
seis micrometros de espessura foram obtidos utilizando-se um microtomo. Os

cortes foram corados pela hematoxilina e eosina para o estudo da microscopia.

4.4 PROCEDIMENTOS PARA OBTENCAO DOS RESULTADOS

Os cortes microscopicos, sendo trés amostras de cada dente em
um total de trinta amostras de cada grupo, foram avaliados com auxilio de um
microscopio (Carl Zeiss, Alemanha) com um aumento de 20X e 40X. A analise
dos resultados foi realizada de forma descritiva e quantitativa.

4.4.1 ANALISE DESCRITIVA

Procedeu-se a descri¢do dos fendomenos histopatologicos, sendo

todos os eventos relatados e relacionados de acordo com cada grupo (Anexo III).

4.4.2 ANALISE QUANTITATIVA
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Um corte de cada terco foi submetido a uma analise quantitativa,
sendo selecionados trés campos para a contagem de células por mm?.

O namero de células do ligamento periodontal foi quantificado
por meio de andlise morfométrica, utilizando microscopio optico contendo um
reticulo de integragdo em rede quadrada (Carl Zeiss, Alemanha -
4740680000000). Uma lente objetiva de 40X foi utilizada para a contagem . O
lado (L) do reticulo de integracdo, obtido por meio de uma lamina milimetrada,
corresponde a 0,31mm. Determinou-se a area do reticulo (A) pela expressao

matematica A=(L?) o que resultou em A=0,096 1 mm?>.

Para cada amostra foi analisada uma area total de 0,058mm?>, as
c¢lulas do ligamento periodontal foram quantificadas nos tergos cervical, médio e
apical de cada amostra, sendo contadas as células mais superficiais de trés
campos, correspondendo a duas fileiras de dez quadrados, totalizando sessenta
quadrados por amostra. Foi registrado o numero total de células do ligamento
periodontal encontrado na area total percorrida e dividido este numero por esta

area, obtendo-se o nimero de células por milimetro quadrado (mm?).

4.43 ANALISE ESTATISTICA

A média do nimero de células do ligamento periodontal por mm?
e respectivos desvios-padroes, observados em cada ter¢co e em cada grupo, foi
analisada e trabalhada estatisticamente, por meio de analise de variancia (Anova)
seguida pelo teste de Tukey. O valor do nivel de significancia considerado foi

quando menor que 0,05.

4.5 CRITERIOS DE AVALIACAO
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Por meio da microscopia Optica foi realizada uma analise
descritiva das células e fibras do ligamento periodontal. Foram observadas a
aderéncia dos remanescentes do ligamento periodontal ao cemento, a
organizagao dos feixes de fibras coldgenas, a celularidade, as caracteristicas dos

vasos sangiiineos e a presenc¢a ou auséncia de areas de necrose (anexo III).
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5.1 ANALISE DESCRITIVA

Todos os espécimes, independentemente do meio de conservagao
anterior a fixagao em formol tamponado a 10,0%, exibem desgarramento e areas
de compressao do ligamento periodontal.

Na andlise qualitativa e quantitativa foram avaliadas mais
especificamente areas tecnicamente melhor processadas, em que o ligamento
periodontal manteve-se aderido ao cemento e ndo mostrava alteracoes
decorrentes do processamento.

O tecido conjuntivo proprio do ligamento periodontal ¢ formado
por um estroma de fibras (essencialmente constituido por feixes de fibras
colagenas — 90,0%) e de substancia fundamental, em que as células, os vasos

sangliineos e os linfaticos e as fibras nervosas estdo entrelacados.

5.1.1 GRUPO I - LEITE BOVINO PASTEURIZADO

Os dentes deixados a seco por dez minutos e, a seguir, mantidos
no leite bovino pasteurizado por uma hora apresentam o tecido conjuntivo do
ligamento periodontal com feixes de fibras coldgenas nitidos e com orientacao
inicialmente perpendicular. Em seguida, apresentam-se com orientacao
encurvada, envolvendo feixes de capilares e vénulas. O ligamento periodontal
mostra-se com celularidade preservada, com esparsas dreas onde patenteia-se
uma reducao no niamero de fibroblastos.

Estas alteracoes sao observadas em areas descontinuas ¢ ocorrem
em todos os niveis submetidos a analise (Fig.1 e 2 — Terco cervical; Fig.3 e 4 —
Terco médio; Fig. 5 e 6 — Tergo apical). Quando a redugdo da celularidade ¢
perceptivel, também os feixes de fibras colagenas perdem sua nitidez e

orientacao.
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Os vasos sangiiineos por vezes mostram-se dilatados, mas com
endotélio preservado. Os restos epiteliais de Mallassez sdo perceptiveis e bem

preservados. Os cementoblastos sao pouco evidenciados.

5.1.2 GRUPO II - CLARA DO OVO DE GALINHA

Os dentes deixados a seco por dez minutos e, a seguir, mantidos
na clara do ovo de galinha por uma hora apresentam o tecido conjuntivo do
ligamento periodontal com feixes de fibras colagenas nitidos e com orientagdo
perpendicular, em seguida tornando-se tangentes a superficie dentaria.
Simultaneamente, aparecem encurvados envolvendo feixes de capilares e
vénulas.

O tecido conjuntivo do ligamento periodontal apresenta uma
redu¢do do nimero de células em algumas areas. Esses campos com mais baixa
celularidade ocorrem em todos os tercos analisados (Fig. 7 e 8 — Tergo cervical;
Fig. 9 e 10 — Ter¢o médio; Fig. 11 e 12 — Tergo apical). Os feixes de fibras
coldgenas, nessas areas apresentam-se desorganizados.

Os vasos sangliineos estdo preservados, ocasionalmente
dilatados, e exibem redu¢do do nimero de células endoteliais. Os restos epiteliais

de Mallassez podem ser observados. Os cementoblastos sao pouco evidenciados.

5.1.3 GRUPO III - SALIVA ARTIFICIAL

Os dentes deixados a seco por dez minutos e, a seguir, mantidos
na saliva artificial por uma hora apresentam o tecido conjuntivo do ligamento
com feixes de fibras coldgenas nitidos e com orientagdo perpendicular, em
seguida tornando-se mais tangentes, paralelos, com areas de desorganizagdo e

com espacos entre as fibras.
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O tecido conjuntivo exibe uma expressiva redu¢do na
celularidade, sendo que as areas de celularidade reduzida ocorrem de maneira
descontinua e tem intensidade variavel, em todos os ter¢os analisados (Fig. 13 e
14 — Terco cervical; Fig. 15 e 16 — Terco médio; Fig. 17 e 18 — Tercgo apical).

Em alguns campos podem ser identificados fantasmas de células.
Nessas areas os feixes de fibras colagenas perdem sua nitidez e apresentam-se
menos preservados.

Os vasos sangiiineos tém um calibre variavel e por vezes
mostram-se dilatados, e com reducdo do nimero de células endoteliais. Os restos
epiteliais de Mallassez estdo perceptiveis e preservados. Os cementoblastos sao

pouco identificados.

5.1.4 GRUPO 1V - CONTROLE

Os dentes extraidos e imersos, imediatamente, no formol
tamponado a 10,0% apresentam o tecido conjuntivo do ligamento periodontal
bem preservado. A partir do cemento, os feixes de fibras colagenas mostram-se
bem nitidos e com orientagdo perpendicular. Em seguida, revelam-se
encurvados, envolvendo feixes de capilares e vénulas.

O tecido conjuntivo apresenta-se com grande numero de células,
rico em fibroblastos, em todos os ter¢os analisados (Fig. 19 e 20 — Terco
cervical; Fig. 21 e 22 — Ter¢co médio; Fig. 23 e 24 — Tergo apical), os vasos
sangliineos apresentam-se com endotélio evidenciado e preservado, e pode ser
observada a presenca de pequenos agregados epiteliais identificados como restos

de Mallassez. Os cementoblastos sao pouco evidenciados.



5.2. ILUSTRACOES DA ANALISE DESCRITIVA

5.2.1. GRUPO I- LEITE BOVINO PASTEURIZADO

Figura 1 - Terco cervical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Celularidade preservada, mas com esparsas areas de redugéo do
numero de fibroblastos (HE- 20X)

Figura 2 - Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE-
40X)
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Figura 3 - Terco médio- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Redugdo da celularidade e discreta perda da nitidez das fibras
colagenas (HE- 20X)

Figura 4 - Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE-
40X)
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Figura 5- Tergo apical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Celularidade preservada, mas com esparsas areas de redugdo do
numero de fibroblastos e vasos dilatados com endotélio preservado (HE-
20X)

Figura 6- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE-
40X)

5.2.2. GRUPO II- CLARA DO OVO DE GALINHA
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Figura 7 - Tergo cervical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Redugdo do numero de fibroblastos, de células endoteliais e
desorganizagdo dos feixes de fibras colagenas (HE- 20X)

Figura 8 - Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE-
40X)
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Figura 9 - Tergo médio- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Redugdo do numero de fibroblastos e feixes de fibras colagenas
envolvendo capilares e vénulas (HE- 20X)

Figura 10 - Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)
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Figura 11-Tergo apical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Redug@o do numero de fibroblastos e desorganizagdo dos feixes
de fibras colagenas (HE- 20X)

Figura 12- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)

5.2.3. GRUPO III- SALIVA ARTIFICIAL



RESULTADOS

76

Figura 13-Tergo cervical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Expressiva redu¢do do numero de fibroblastos, de células
endoteliais e importante desorganizagdo dos feixes de fibras colagenas
(HE- 20X)

Figura 14- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)
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Figura 15-Tergo médio- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Expressiva redugdo do numero de fibroblastos, de células
endoteliais e importante desorganizagdo dos feixes de fibras colagenas
(HE- 20X)

p

Figura 16- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)
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Figura 17-Tergo apical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Expressiva redu¢do do numero de fibroblastos, presenca de
restos celulares e importante desorganizagdo dos feixes de fibras
colagenas (HE-20X)

Figura 18- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)

5.2.4. GRUPO IV- CONTROLE
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Figura 19-Tergo cervical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Celularidade preservada, com vascularizagdo normal e feixes de
fibras colagenas nitidos (HE- 20X)

e Sl (i

Figura 20- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)
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Figura 21-Tergo médio- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Fibroblastos e células endoteliais preservados. Presenga de vasos
sangiiineos com caracteristicas normais (HE- 20X)

Figura 22- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)
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Figura 23-Tergo apical- Remanescentes do ligamento periodontal aderidos ao
cemento. Celularidade preservada e com vascularizagdo normal (HE-
20X)

Figura 24- Fotomicrografia ilustrando quadro em destaque na figura acima (HE- 40X)
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5.3 ANALISE QUANTITATIVA

Areas do ligamento periodontal dos dentes humanos extraidos, e
que foram deixados a seco por dez minutos e mantidos por uma hora em
diferentes meios de conservagdo (Grupos I, II e III) e dos dentes que foram
extraidos e imediatamente imersos no formol neutro a 10,0% (Grupo IV) foram
classificadas segundo os grupos, contado o numero de células, por mm?, por
tercos e no total, e os valores obtidos foram submetidos a analise de variancia e o
teste de Tukey.

Nas Tabelas 1, 2 e 3 estdo expressos a média, o desvio-padrao, o
numero de amostras, a analise de variancia, e o teste de Tukey, referentes a
avaliacio quantitativa do niimero de células, por mm? dos tercos cervicais do
ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes meios (Grupo I — leite
bovino; Grupo II — clara do ovo de galinha; Grupo III — saliva artificial; Grupo IV

— Controle).

Tabela 1 — M¢dia, desvio-padrao e numero de amostras, referentes a avaliacao
. . , , 2 . .
quantitativa do niumero de células, por mm~, dos tergos cervicais do

ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes meios de

conservacao
Grupo Média D.Padrao Numero
Grupo | 2,765.00000 599.783000 10
Grupo II 3,020.10000 397.624000 10
Grupo 111 2,225.40000 683.301000 10

Grupo IV 3,492.70000 1,117.891000 10
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Tabela 2 — Analise de variancia referente a avaliagdo quantitativa das células do
terco cervical do ligamento periodontal, proporcionada pelos

diferentes meios de conservagao

Fonte de variacao Soma de Graus de Quadrado “F” Probabilidade
quadrados  liberdade médio

Entre tergos  8366849.00 3 2788949.67 4.9927 .00535609

cervicais dos grupos

Residuo 20109833.4 36 558606.483

Total 28476682.4 39

Tabela 3 — Comparacdes individuais, apos aplicacdo do teste de Tukey, entre os
tercos cervicais dos diferentes grupos, quanto a avaliagdo quantitativa
das células do ligamento periodontal, por mm?, proporcionada pelos

diferentes meios de conservagao

Comparagcio Diferenca Valor critico SignificAncia
Grupo I x Grupo II -255.100 900.570 NS
Grupo I x Grupo III 539.600 900.570 NS
Grupo I x Grupo IV -727.700 900.570 NS
Grupo II x Grupo 111 794.700 900.570 NS
Grupo II x Grupo IV -472.600 900.570 NS
Grupo I x Grupo 1V -1,267.300 900.570 SIGNIFICANTE

NS = nio significante
Nivel de significancia: 5,0%

De acordo com os resultados podemos perceber que houve uma
redugdo significante no ntmero de células do terco cervical do ligamento
periodontal dos dentes conservados em saliva artificial quando comparado com o

grupo controle.



RESULTADOS 84

Nas Tabelas 4, 5 e 6 estao os resultados referentes a média, o
desvio-padrao, o nimero de amostras, a analise de significancia, e o teste de
Tukey, das amostras dos ter¢os médios, proporcionada pelos diferentes meios de

conservacgao.

Tabela 4 — M¢édia, desvio-padrao e numero de amostras, referentes a avaliagao
quantitativa do nimero de células, por mm? dos tercos médios do

ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes meios de

conservacao
Grupo Média D.Padrao Numero
Grupo I 2,454.80000 405.501000 10
Grupo II 2,472.90000 687.812000 10
Grupo III 2,230.50000 639.239000 10
Grupo IV 3,778.80000 1,541.382000 10

Tabela 5 — Analise de variancia referente a avaliagdo quantitativa das células do
terco médio do ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes

meios de conservagao

Fonte de variacao Soma de Graus de Quadrado “F” Probabilidade

quadrados  liberdade médio

Entre tergos médios  14912448.9 3 4970816.30 5.8104 .00240346

dos grupos
Residuo 30798032.6 36 855500.906

Total 45710481.5 39
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Tabela 6 — Comparagdes individuais, apos aplicacao do teste de Tukey, entre os

tercos médios dos diferentes grupos, quanto a avaliagdo quantitativa

das células do ligamento periodontal, por mm?, proporcionada pelos

diferentes meios de conservagao

Comparagio Diferenca Valor critico SignificAncia
Grupo I x Grupo II -18.100 1,114.490 NS
Grupo I x Grupo 111 224.300 1,114.490 NS
Grupo I x Grupo IV -1,324.000 1,114.490 SIGNIFICANTE
Grupo II x Grupo II1 242.400 1,114.490 NS
Grupo II x Grupo IV -1,305.900 1,114.490 SIGNIFICANTE
Grupo III x Grupo IV -1,548.300 1,114.490 SIGNIFICANTE

NS = ndo significante

Nivel de significancia: 5,0%

De acordo com os resultados pode-se observar que nao houve

uma diferenga estatisticamente significante na redug¢do do numero de células dos

tercos médios do ligamento periodontal entre os dentes mantidos em leite bovino,

clara do ovo de galinha e saliva artificial, embora seja notada diferenca

estatisticamente significante quando comparados com o grupo controle.

Nas tabelas 7, 8 ¢ 9 estdo expressos a média, o desvio-padrao,

numero de amostras, a analise de variancia, e o teste de Tukey, referentes a

avaliacio quantitativa do numero de células, por mm?, dos tercos apicais do

ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes meios de conservagao.
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Tabela 7 —

Média, desvio-padrao e nimero de amostras, referentes a avaliagao
quantitativa do numero de células, por mm?, dos tercos apicais do

ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes meios de

conservagao
Grupo Média D.Padrao Numero
Grupo | 1,461.60000 808.760000 10
Grupo 11 1,628.80000 420.801000 10
Grupo III 1,965.10000 667.646000 10
Grupo IV 2,720.20000 689.364000 10
Tabela 8 — Analise de variancia referente a avaliagdo quantitativa das células do
terco apical do ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes
meios de conservagao
Fonte de variacao Soma de Graus de Quadrado “F” Probabilidade

quadrados  liberdade médio

Entre ter¢os apicais 9349924.28 3 3116641.43 7.1151 .00071292

dos grupos
Residuo 15769246.5 36 438034.625
Total 25119170.8 39
Tabela 9 — Comparagdes individuais, apos aplicagdo do teste de Tukey, entre os
tercos apicais dos diferentes grupos, quanto a avaliagdo quantitativa
das células, por mm?, do ligamento periodontal, proporcionada pelos
diferentes meios de conservagao.
Comparacio Diferenca Valor critico Significancia
Grupo I x Grupo 11 -167.200 797.480 NS
Grupo I x Grupo III -503.500 797.480 NS
Grupo I x Grupo IV -1,258.600 797.480 SIGNIFICANTE
Grupo II x Grupo III -336.300 797.480 NS

Grupo II x Grupo IV -1,091.400 797.480 SIGNIFICANTE
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Grupo III x Grupo IV -755.100 797.480 NS

NS = nio significante
Nivel de significancia: 5,0%

De acordo com os resultados pode-se observar que apenas o
grupo da saliva artificial, no terco apical, ndo mostrou uma redugdo significante,
quando comparado ao grupo controle.

Apo0s a obtengao dos resultados de acordo com os ter¢os de cada
dente, foi avaliado o nimero total de células, por mm?, por dente, e realizada a
analise comparativa entre os diferentes grupos.

Nas tabelas 10, 11 e 12 estdo expressos a média, o desvio-
padrao, o numero de amostras, a analise de variancia, ¢ o teste de Tukey,
referentes a avaliagio quantitativa do numero de células por mm?, do ligamento

periodontal de cada grupo, proporcionada pelos diferentes meios de conservagao.

Tabela 10 — Média, desvio-padrao e nimero de amostras, referentes a avaliagao
. . ’ J4 2 M
quantitativa do numero de cé€lulas, por mm°, do ligamento

periodontal de cada grupo, proporcionada pelos diferentes meios de

conservacao
Grupo Média D.Padrao Numero
Grupo | 2,227.13000 827.879000 30
Grupo II 2,373.93000 767.887000 30
Grupo III 2,140.30000 652.676000 30
Grupo IV 3,330.57000 1,216.331000 30

Tabela 11 — Analise de variancia referente a avaliagdo quantitativa das células do
ligamento periodontal entre grupos, proporcionada pelos diferentes

meios de conservagao

Fonte de Soma de Graus de Quadrado “F”» Probabilidade

variacao quadrados  liberdade médio

Entre grupos 27248415.0 3 9082804.99 11.4232 p=0.00000128
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Residuo 92233907.0 116 795119.888 p<0.05
Total 119482322 119

Tabela 12 — Comparagdes individuais, apos aplicacao do teste de Tukey, entre
as amostras dos diferentes grupos, quanto a avaliacdo quantitativa
das células do ligamento periodontal, proporcionada pelos diferentes

meios de conservagao

Comparacio Diferenca Valor critico Significancia
Grupo I x Grupo II -146.800 600.290 NS
Grupo I x Grupo 111 86.830 600.290 NS
Grupo I x Grupo IV -1,103.430 600.290 SIGNIFICANTE
Grupo II x Grupo III 233.630 600.290 NS
Grupo II x Grupo IV -956.630 600.290 SIGNIFICANTE
Grupo III x Grupo IV -1,190.270 600.290 SIGNIFICANTE

NS = ndo significante
Nivel de significancia: 5,0%
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De acordo com os resultados pode-se observar que houve uma
redugdo significante no numero de células do ligamento periodontal dos dentes
imersos em meios de conservagdao quando comparados com o grupo controle,
mas esta diferenca nao foi significante entre os grupos do leite bovino, clara do
ovo de galinha e saliva artificial. Estes resultados podem ser visualizados no
Grafico 1.

Grafico 1 - Média do numero de células do ligamento periodontal por mm? e
seus respectivos desvios-padroes proporcionados pelos diferentes

meios de conservagao
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6 DISCUSSAO

6.1 DA METODOLOGIA

O estudo de reimplantes tardios esta diretamente
relacionado a clinica, uma vez que € nesta situagdo que se encontra a maior
parte dos casos de avulsdao e, portanto, ¢ onde a traumatologia dentaria
deve procurar respostas para muitas davidas que persistem.

A maioria dos estudos tem sido realizada em dentes de
macacos (Andreasen, 1981°%; Blomlbf:; Lindskog; Hammarstrom, 1981)17,
de ratos (Carvalho Jr, 1995)21, de caes (Moura, 1990; Pettiette et al.,
1997)42’48 e cultura de células (Alagam et al., 1996; Ashkenazi; Sarnat;
Keila, 1999; Hiltz; Trope, 1991)6’13’30. Sdo poucos os estudos encontrados
na literatura utilizando-se dentes humanos (Andreasen, 1975; Andreasen;
Bodin, 1990; Soares, 1997)8’10’51. Para este estudo, foram selecionados
pacientes com indicagdo de exodontia de pré molares, por finalidade
ortodontica, com o objetivo de avaliar o aspecto microscopico do
ligamento periodontal humano apods a conservacdo em diferentes meios.
Andreasen (1981)° considera que procedimentos de extracdo usados
experimentalmente ndo tém analogia direta com o trauma de avulsdo
porque o ligamento periodontal sofre maiores danos durante a extragao do
que com a avulsdo. Para dimensionar os danos causados pela extragao, foi
realizado um grupo controle, em que os dentes foram extraidos e imersos
imediatamente no formol neutro a 10,0%.

O tratamento ideal para o dente avulsionado ¢ o reimplante
imediato (tempo maximo de 5 minutos). Infelizmente o reimplante
imediato ndo ¢ uma realidade. A falta de esclarecimento do paciente, de
seus familiares ou de quem o atende prolonga o tempo de permanéncia
extra-alveolar do dente avulsionado (Trope, 1995; Barret; Kenny,
1997)°*!*, Somente a saliva esta sempre disponivel no local do acidente.
Outro meio de conservacdo (leite bovino ou clara do ovo de galinha) que
possa ser costumeiramente obtido a curto prazo demanda o tempo, no

minimo, de dez minutos. Por isso optamos por trabalhar com dentes



DISCUSSAO 92

expostos ao meio ambiente por dez minutos, simulando a condi¢do clinica
do tempo necessario para se obter o meio de armazenamento.

Foi selecionado como meio de conservagao o leite bovino
pasteurizado por ser um meio umido e acessivel. Os trabalhos que
concluem ser o leite um meio de armazenamento apropriado sao
fundamentados em Blomléf (1981)"°, Blomlsf; Otteskog (1980)'°. No
entanto, a condicdo clinica ¢ diferente da condigdo experimental, em que o
dente ¢ acondicionado imediatamente no leite, sem periodo extra-alveolar
a seco. Para analise comparativa com o leite bovino, foi utilizada a clara
do ovo de galinha, em fun¢do de ser um meio também disponivel e com
baixo indice de contaminagdo, e a saliva artificial por ser um meio pouco
pesquisado.

O tempo de uma hora em que os dentes permaneceram
imersos no meio foi determinado considerando-se o tempo gasto pelo
paciente entre o traumatismo, a localizacdo de um dentista, o deslocamento
até o local de atendimento e o reimplante.

Estudos de Blomlof; Otteskog (1980)'° afirmam que a
vitalidade das células do ligamento periodontal poderia ser dependente da
temperatura do meio de conservagdo. Moura (1990)** mostrou que a
temperatura do leite bovino pasteurizado, entre 25°C e 37°C, manteve a
vitalidade das células do ligamento periodontal e que a variagdo da
temperatura do leite durante o periodo de transporte foi prejudicial a
vitalidade das células do ligamento periodontal. Para que nao fosse
introduzida outra variavel no estudo, trabalhou-se com a temperatura
ambiente de aproximadamente 29°C.

Para a andlise dos resultados foi empregado o corte
transversal, o qual permite que uma maior extensao da superficie radicular
e do ligamento periodontal sejam analisadas. Outra razdo foi o fato de a
avaliacdo quantitativa, nesse tipo de corte, fornecer uma idéia mais
objetiva das condi¢des do dente. Os cortes foram realizados nos tercos
cervical, médio e apical.

Andersson et al. (1987)* recomendaram para avaliagio
estatistica de estudos pelo método histomorfométrico amostra de oito
espécimes para que diferencas de magnitude razoavel fossem detectadas

estatisticamente. Neste estudo, foram utilizados dez espécimes de cada
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grupo, sendo que, de cada espécime, foram avaliadas trés amostras (terco
cervical, médio e apical), totalizando trinta amostras de cada grupo. Em
cada amostra foram analisados trés campos, totalizando nove campos para
cada dente e noventa para cada grupo.

Para a analise descritiva, os cortes foram avaliados
primeiramente em um aumento de 20X, para que a lamina pudesse ser
percorrida inteiramente e para que todas as alteragdes perceptiveis
pudessem ser anotadas. A seguir, as areas selecionadas foram analisadas
em um aumento de 40X, o que permitiu uma visualizacdo melhor do
tecido.

Muitos dos meios de conservacdao mantém a vitalidade das
células do ligamento periodontal, mas reduzem a viabilidade. A vitalidade
da célula pode ser definida como sua capacidade de produzir energia para a
manuten¢ao das fungdes organicas basicas, enquanto a viabilidade ¢ a
possibilidade de multiplicagdo celular (Patil; Dumsha; Sydiskis, 1994;
Lekic et al., 1996)*°>7 O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do meio
de conservagcdo sobre o ligamento periodontal na manutengdo da
organiza¢do e de suas células, portanto ndo foram utilizadas técnicas para
determinar a viabilidade das células. A andlise quantitativa foi realizada
com aumento de 40X auxiliada por um reticulo de integracdo. Foram
contadas as células das camadas externas do ligamento periodontal, nao
sendo possivel determinar a vitalidade ou viabilidade destas através da
metodologia empregada.

No tergo cervical sdo freqiientemente observadas lesdes da
superficie radicular decorrentes da exodontia (Zanneta-Barbosa, 1988;
Velasco-Bohorquez, 1993)°°** devido a ponta ativa do férceps. Como o
trauma nessa regido ¢ comum, e seria uma varidvel que poderia falsear a
andlise estatistica, foi também realizada a andlise quantitativa dos tercgos
médio e apical. Os nossos resultados mostraram que entre os tergos
cervicais, ndo houve diferenga estatisticamente significante na redu¢ao do

2

numero de células por mm*, entre os grupos I, Il e IV, apenas entre os

grupos IIl e IV, o que pode ser devido a uma reducdo no ntimero de células
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do grupo da saliva artificial potencializada pela atuagao do forceps nesta
regido. Entre os tercos médios houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos I, II e IIl quando comparados ao controle,
resultados estes que confirmam os dados da analise total dos dentes, e
confirmam que o ter¢o médio representa uma amostra fidedigna. Entre os
tergos apicais, continuou havendo diferenca estatisticamente significante
entre os grupos [ e I, e o grupo IV (controle), mas nao foi observada uma
reducdo significativa com relagio ao nimero de células por mm?, entre o
grupo da saliva artificial e o grupo controle, denotando que amostras sé do

tergo apical talvez ndo sejam tdo confiaveis.

6.2 DOS RESULTADOS

De acordo com a metodologia empregada no presente
estudo, os resultados mostraram diferencas entre os eventos microscopicos
descritos no ligamento periodontal, quando o dente foi conservado em leite
bovino pasteurizado (Grupo I) e em clara do ovo de galinha (Grupo II) e
comparados a saliva artificial (Grupo III). Mesmo sendo percebidas
alteragdes na organizacdo dos feixes de fibras colagenas, ¢ reducdao da
celularidade quando a conservagdo do dente foi realizada na saliva
artificial, esta diferenca ndo se mostrou estatisticamente significante
quanto ao namero de células por mm?, entre os grupos I, IT e III.

Estes resultados podem ser atribuidos ao tempo de sessenta
minutos, que foi estabelecido na metodologia. Trabalho relatado na
literatura, com cultura de células de fibroblasto de pele humana, mostrou
que em até quarenta e cinco minutos o leite bovino mantém 80,0% das
células vidveis e que, apds uma hora e meia, a viabilidade diminui
significantemente (Rozenfarb; Kupietzk; Shey, 1997)°. Estes resultados
sdo discordantes de trabalhos realizados por Olson et al. (1997)*, também
com cultura de células de fibroblasto, s6 que de ligamento periodontal
humano, e de Hiltz; Trope (1991)*°, com fibroblastos de ldbio humano, nos
quais o leite bovino foi capaz de manter um numero significante de células

viaveis, 76,7% até duas horas, e de 69,8% até seis horas.
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Pesquisas com ligamento periodontal de pré molares
humanos extraidos cirurgicamente (Patil; Dumsha; Sydiskis, 1994; Lekic
et al., 1996)*°*" mostraram que a viabilidade das células pode ser mantida
deixando-as dez minutos a seco seguindo-se o armazenamento de até duas
horas no leite bovino. Contrariamente aos nossos resultados, observou-se
que até duas horas ndo houve diferenca estatisticamente significante entre
o nimero de células viaveis por dente no leite bovino (9,44x10°) ¢ o grupo
controle (8,55x10°).

Para autores como Blomlof; Otteskog (1980)'¢ ¢ Blomlof et
al. (1983)%°, o tempo e a temperatura ndo influenciam a quantidade de
células do ligamento periodontal de dentes de macacos e de humanos, até
seis horas, quando o meio de conservagao € o leite bovino. Com relagao ao
tempo, Velasco-Bohorquez (1993)>*, depois de pesquisar em ratos,
concluiu que no periodo de duas horas, correspondente a seis horas no
homem, o leite bovino mantém parcialmente a vitalidade dos
remanescentes do ligamento periodontal e ndo impede reabsorgdes
dentarias.

Com rela¢do a temperatura, Moura (1990)** avaliou o leite
bovino a 10°C, 25°C e 37°C e com variagao de 10°C para 25°C. Observou
que as temperaturas de 25°C e 37°C ofereceram melhores resultados e que
a variagdo na temperatura levou a ocorréncia de maior numero de
reabsor¢des em dentes de cdes. Também Huang; Remeikes; Daniel
(1996)*!, trabalhando com cultura de células de ligamento periodontal
humano, obtiveram um maior nimero de células viaveis (78,6%) quando o
armazenamento no leite bovino foi realizado a 20°C do que a 4°C (48,5%),
no periodo de uma hora. Esses resultados contrariam autores que afirmam
que a baixa temperatura do leite tem a vantagem de inibir o crescimento
bacteriano e prevenir o azedamento (Ashkenazi; Sarnat; Keila, 1997)".

Este trabalho foi realizado com leite bovino pasteurizado,
mantido em temperatura ambiente (29°C). Utilizou-se uma temperatura
proxima ao que pode ser encontrado no local do acidente, sempre buscando
a similaridade com as situagdes clinicas. Os resultados mostraram que a
conservacdo dos dentes no leite bovino a esta temperatura, por sessenta
minutos, manteve a nitidez e a organizacao dos feixes de fibras coldgenas

do ligamento periodontal, ainda que em areas esparsas houvesse redugao
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da celularidade. O fato do leite ser pasteurizado, segundo Ashkenazi;
Sarnat; Keila (1997)", faz com enzimas sejam inativadas, as quais
poderiam lesar fibroblastos.

Alguns autores (Harkacz; Carnes Jr.; Walker III, 1997;
Ashkenazi; Sarnat; Keila, 1999)29’13, pesquisando em cultura de células de
ligamento periodontal humano, notaram que o teor de gordura do leite
bovino poderia alterar o nimero de células vidveis; em trinta minutos o
leite bovino desnatado manteve 90,0% de células viaveis e o leite integral
75,0%. Sugeriram que os leites com menor teor de gordura sdo mais
apropriados para conservacdao de dentes avulsionados. Contrariamente,
Olson et al. (1997)*, também pesquisando em cultura de células de
ligamento periodontal humano, mostraram que o leite bovino integral era
capaz de manter um numero significante de células vidveis.

Segundo Consolaro (2002)* o leite, por ser uma secregio
glandular, produto derivado de tecidos de natureza epitelial, contém o fator
de crescimento epidérmico ou epitelial (EGF) em sua constitui¢do. O
embebimento do dente no leite permeia os remanescentes aderidos a
superficie dentaria de EGF e dificulta a proximidade do tecido 6sseo a
superficie dentaria, diminuindo a probabilidade de reabsor¢do por
substituicao.

A osmolaridade do leite bovino similar ao fluido extra
celular (250-270 mOsm/kg) assim como a presenga em sua composicao de
substancias nutricionais como, aminoacidos, carboidratos e vitaminas, que
favorecem a manutencdo de células vidveis, apesar de ter sido verificado
que o leite possui o pH ligeiramente acido, variando entre 6.63 e 7.20
(Lekic et al. 1996, Harkacz; Carnes Jr., Walker III, 1997)37’29.

Em controvérsia aos trabalhos anteriores, foi demonstrado
que o leite bovino ndo tem capacidade de reconstituir metabolitos celulares
perdidos e, conseqiientemente, restaurar a viabilidade das células. As
cé¢lulas permanecem vivas, mas sem energia de ions suficientes para
repopularizar a superficie radicular (Hiltz; Trope, 1991; Trope, Friedman,
1992)*%%3, O fato de o leite ser considerado um meio apropriado para a
conservacdo de dentes ¢ fundamentado basicamente em pesquisas
experimentais que diferem da condi¢do clinica. Existe apenas o relato de

um caso de dente humano reimplantado, apos ter sido armazenado no leite
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bovino resfriado, o qual foi acompanhado por quatro anos, e a seguir
extraido por causa de fratura radicular devido a novo traumatismo. A
analise microscopica deste dente mostrou ligamento periodontal normal e
areas de reabsor¢Oes reparadas, mas também sitios ativos de reabsorgao
estavam presentes (Nordenvall, 1992)*. Dos quatrocentos dentes
avulsionados e reimplantados apos a permanéncia em diferentes meios,
pesquisados por Andreasen et al. (1995)'2, ndo foi encontrado que alguns
deles tivesse sido conservado em leite.

Seria considerado ideal para conservacdo de dentes
avulsionados o meio que além de ser facilmente obtido no local do
acidente mantivesse tanto a vitalidade, quanto a viabilidade dos
fibroblastos do ligamento periodontal. E necessario uma rapida
repopularizacdo pelos fibroblastos da superficie desnuda da raiz, para que
se evite o ataque dos osteoclastos nesta area (Ashkenazi; Sarnat; Keila,
1999)",

Os resultados da andlise microscopica descritiva mostraram
que o ligamento periodontal de dentes conservados em clara do ovo de
galinha (Grupo II) apresentaram feixes de fibras coldgenas nitidos, assim
como quando a conservagdo foi feita no leite bovino. No entanto, em
algumas amostras do grupo da clara do ovo de galinha puderam ser
observadas areas de desorganizacdo. Campos com reducgdo da celularidade
aconteceram em todos os ter¢os analisados, mas nao foi estatisticamente
significante esta diferenca quando comparada aos grupos I e III, apenas
quando comparada ao grupo controle.

Rozenfarb; Kupietzky; Shey (1997)°° trabalhando com
cultura de células dos fibroblastos de pele humana observaram que a clara
do ovo de galinha mantém, em até quarenta e cinco minutos, 74,0% de
c¢lulas vidveis e apdés uma hora e meia, 70,0%, sendo, melhor que o leite
no periodo mais longo. Ao contrario, Velasco-Bohorquez (1993)°, apos
pesquisas em ratos, concluiu que a clara do ovo de galinha ndo ¢ favoravel
para manter a vitalidade do ligamento periodontal por duas horas, o que
equivaleria a seis horas no caso de se usarem dentes humanos,
potencializando as reabsor¢des radiculares. Carvalho Jr. (1995)%', também
realizando estudos em ratos, observou que a destrui¢do da superficie

radicular estd diretamente relacionada com o aumento do tempo em que o
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dente fica imerso na clara do ovo de galinha. Afirmou que a clara de ovo
de galinha ndo ¢ favoravel para preservar a vitalidade do ligamento
periodontal em ratos, a partir de uma hora, o que equivaleria a trés horas
no caso de pesquisa feita com dentes humanos.

Para Carvalho Jr. (1995)*' o periodo de uma hora permitiria
a manuten¢do da vitalidade do ligamento periodontal num estagio
classificado como necrobiose que teria a tendéncia para evoluir para a
necrose: como os dentes, neste estudo, foram mantidos na clara do ovo de
galinha, por periodo de sessenta minutos, ndo se pdde caracteriza-lo como
um meio nao-favoravel a manutengao de dentes avulsionados. Talvez, apos
experimentos com dentes humanos extraidos, mantidos na clara do ovo de
galinha, por periodos mais prolongados de tempo, se possa estabelecer este
limite entre ser um meio favoravel ou desfavoravel.

A visao de que a clara do ovo de galinha pudesse ser o meio
ideal para conservagdao de dentes avulsionados, & medida que se estuda a
seu respeito mostra fatores quantitativos e qualitativos que podem
interferir na preservacdo da vitalidade das células do ligamento
periodontal. O fator qualitativo seria referente a casca, a cdmara de ar, a
clara e a gema, que podem sofrer influéncias desde a formacdo até o
consumo do ovo. Os fatores que podem influenciar sdo a alimentagdo, a
idade, os cuidados com a ave, seu metabolismo, as doengas adquiridas e o
emprego de vacinas. Os fatores ambientais, como a temperatura, a umidade
relativa do ar e os cuidados no armazenamento, também influenciam a
qualidade do ovo (Gardner, 1975)%".

Gardner (1975)*” observou que para o bom armazenamento
do ovo, a temperatura deveria estar abaixo de 13°C, e a umidade relativa
do ar em torno de 70,0%, para se evitarem a perda de peso e a
contaminacdo por fungos. Ainda, a caixa e as embalagens para
acondicionamento dos ovos deveriam receber tratamento criterioso para
conserva-los e diminuir contamina¢des. A medida que ovo envelhece, o
albimen denso vai se tornando liquido, devido as reagdes quimicas que
ocorrem no seu interior. Assim a clara do ovo pode sofrer mudangas de pH
com o passar do tempo. Nao s6 o tempo interfere no pH do albumen como
também o avicultor pode empregar recursos para que esse pH fique acima

8.7. E sabido que mantendo-se este pH se consegue remover a casca com
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mais facilidade, apdés o cozimento do ovo, sendo, comercialmente,
considerado um bom ovo.

Velasco-Bohorquez (1993)°* mensurou o pH da clara do ovo
de galinha e obteve o valor de 9.38. Para essa pesquisadora a
potencializacdo das reabsor¢des radiculares, encontradas em seu estudo em
dentes de ratos, apOs a conservacdao em clara do ovo de galinha por duas
horas, pode ser atribuida, além do pH, a grande quantidade de proteinas
que poderiam atuar como corpo estranho.

Apesar de ndo ter sido estatisticamente significante a
diferenca no nimero de células entre o grupo da saliva artificial (Grupo
IIT) e do leite bovino (Grupo I) e da clara do ovo de galinha (Grupo II),
microscopicamente, podem ser observadas maiores areas de
desorganizacdo dos feixes de fibras coldgenas e uma expressiva redugao no
numero de células quando comparados com os grupos I e II. O efeito da
saliva sobre as células do ligamento periodontal vem sendo estudado
através de pesquisas experimentais com dentes extraidos de macacos
(Blomlof et al., 1980)39’18, cultura de células (Lindskog; Blomlof, 1982;
Harkacz; Carnes Jr.; Walker III, 1997; Rozenfarb; Kupietzky; Shey, 1997;
Lekic; Kenny; Barrett, 1998)28’29’50’36, in vivo em macacos (Andreasen,
1981; Blomlof et al., 1983)%*° ¢ em observacdes clinicas e radiograficas
(Andreasen; Borum; Andreasen, 1995; Andreasen et al., 1995)“’12.

Rozenfarb; Kupietzky; Shey (1997)°, realizando estudo
com cultura de células de fibroblastos da pele humana, observaram um
decréscimo significante na viabilidade das células apds quinze minutos de
armazenamento na saliva humana. Pesquisando também com cultura de
cé¢lulas de fibroblasto de ligamento periodontal de dentes humanos,
Harkacz; Carnes Jr.; Walker III (1997)% relataram que a saliva humana
diminui a viabilidade das células em 50,0% até noventa minutos, a qual
continua decrescendo, ¢ com duzentos e dez minutos apenas 25,0% das
cé¢lulas se mantém viaveis.

Os resultados encontrados nesta investigacdo estao de
acordo com resultados de trabalho realizado por Velasco-Bohorquez
(1993)*, ao afirmar que a saliva artificial parece interferir na organizagio
dos feixes de fibras colagenas, que a lesao do ligamento periodontal parece

ser devido aos componentes da saliva, ou por ser uma solucdo hipotdnica
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com osmolaridade de 73,3/mOsm/kg, bem como por ser seu pH 6,3
ligeiramente acido. Esse pH ¢ diferente do pH de 7.1 observado na saliva
humana (Blomlof; Lindskog; Hammarstrom, 1981; Lindskog; Blomlof,
1982)'7%°. Talvez essa ligeira acidez da saliva artificial ¢ a sua baixa
osmolaridade tenham favorecido a redu¢do do numero de células no grupo
da saliva artificial.

Para Blomlof et al. (1980)18; Blomlof; Lindskog;
Hammarstrom (1981)"7 e Lindskog; Bloml5f (1982)*°, o aumento do tempo
de imersdao do dente, mesmo na saliva humana, ocasiona a perda da
atividade enzimatica da célula do ligamento periodontal. Esses autores,
apos trabalhos em macacos, observaram que em sessenta minutos, a
membrana da célula do grupo da saliva humana mostrou sulcos, onde
foram encontradas bactérias. Segundo Lindskog; Blomléf; Hammarstrom
(1983)*, 0 aumento de reabsor¢des radiculares pode estar relacionado com
a necrose do ligamento periodontal que, permanecendo sobre a superficie
radicular induz esta patologia. Tanto ¢ verdade que os espécimes mantidos
na saliva artificial exibiram uma maior quantidade de reabsorg¢ao
inflamatoria.

Apesar de os estudos (Andreasen, 1981)° in vivo em
macacos demonstrarem indices de reparo superiores a 60,0% em duas
horas de conservagdo de dentes em saliva humana, posteriormente foi
observada uma redu¢do marcante no reparo de dentes humanos mantidos
em saliva por mais de vinte minutos e reimplantados, em estudo clinico e
radiografico realizado por Andreasen et al. (1995)'2.

Lindskog; Bloml6f; Hammarstrom (1983)*° mostraram
numerosas bactérias aderidas ao ligamento periodontal de dentes extraidos
de macacos quando o meio de conservacgao foi a saliva. Concluiram, nesse
estudo, que a baixa osmolaridade da saliva combinada com bactérias torna
a saliva menos recomendavel do que o leite bovino.

Nos espécimes do grupo controle desta pesquisa (Grupo 1V),
no qual os dentes foram extraidos e imersos, imediatamente, no formol
tamponado a 10,0%, microscopicamente, os feixes de fibras colagenas
mostravam-se bem nitidos e organizados. O ligamento periodontal
mostrou-se preservado exibindo um grande nimero de células e vasos

sangiiineos com caracteristicas normais. Segundo Andreasen (1987)" o
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trauma da superficie radicular pela extragdo lesa os remanescentes do
ligamento periodontal, principalmente nas areas mais convexas. O trauma
da extracdo sobre o cemento, fibras colagenas, células cementoblasticas e
fibroblastos interfere na organizacao das fibras e na vitalidade das células.

Apesar de o trauma da exodontia poder causar estas
alteracdes no ligamento periodontal, o ntmero de células por mm?
apresentou-se significativamente maior no grupo controle do que nos
demais grupos deste estudo, e o ligamento periodontal, microscopicamente
manteve-se com caracteristicas normais.

No presente estudo, muito embora ndo tenha havido
diferenca estatisticamente significante, quanto ao nimero de células por
mm? entre os grupos avaliados, do ponto de vista microscopico, na analise
descritiva foram evidentes as alteragdes na organizacdo dos feixes de
fibras colagenas do ligamento periodontal. Assim, podemos entender que
houve diferenca na qualidade do ligamento periodontal entre os grupos
cujos dentes foram conservados em leite bovino pasteurizado, clara do ovo
de galinha e saliva artificial, e obviamente, o grupo controle.

A vista do conjunto dos resultados descritivos, entre os
grupos avaliados a qualidade do ligamento periodontal se apresenta melhor

no grupo do leite bovino pasteurizado.
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Diante do exposto, e dentro das condigbes experimentais

estabel ecidas, pode-se concluir que:

1 — A qualidade do ligamento periodontal foi afetada pelos meios

de conservagao quando comparada com o grupo controle.

2 — Houve diferenca, estatisticamente significante, no nimero de
células por mm? entre o grupo controle (Grupo V) e agueles que foram
mantidos a seco por dez minutos e, a seguir, imersos em leite bovino (Grupo ),
clara do ovo de gainha (Grupo Il) e sdliva artificial (Grupo 111), pelo periodo de

uma hora.

3 — N&o houve diferenca estatisticamente significante entre o
nimero de céulas por mm? entre os grupos de dentes conservados no leite
bovino pasteurizado (Grupo 1), na clara do ovo de galinha (Grupo Il) e saiva
artificial (Grupo I11).
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ANEXO | — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

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

nacionalidade, , portador de RG ne
residente a
na cidade de Estado de :

concordo voluntariamente em participar da pesquisa “Avaliacdo microscopica do
efeito de diferentes meios de conservacdo sobre o ligamento periodontal de
dentes humanos extraidos cirurgicamente”, desenvolvida pelo cirurgido-dentista
Hugo Alexandre de Souza e declaro que tome ciéncia e fui esclarecido de
maneira a ndo restarem quaisquer davidas sobre a minha participagdo no estudo,
de acordo com os termos abaixo relacionados:

1- Fui esclarecido de que a referida pesquisa tem por objetivo analisar o tecido
gue envolve o dente apos ele ter sido extraido e conservado, em variados
meios. Para isso, terel que ter em maos o pedido do ortodontista indicando a
exodontia do dente.

2- Fui esclarecido de que a redlizagdo da pesquisa em nada muda a rotina de
exodontia de dentes que ndo estdo incluidos na pesquisa, € que receberel
informacdes e orientacOes pos-operatorias.

3- Estou ciente de que possuo plena liberdade para desistir da referida pesquisa,
retirando meu consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhuma

penalizagao.

4- Estou ciente de que os dados e resultados obtidos na pesquisa seréo
utilizados para fins didaticos e de divulgacéo em revistas cientificas brasileiras
ou edtrangeiras, porém, sera garantido o sigilo da minha identidade,
assegurando a minha privacidade.



5- Estou ciente de que ndo receberel qualquer remuneracdd COMO
compensacao.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais
esclarecimentos, dato e assino este termo de consentimento, por estar de pleno
acordo com o teor do mesmo.

Goiania, de 2002

Assinatura do paciente

Pesquisador responsavel



ANEXO Il —INDICACAO DE EXODONTIA

Goiania, 17 de Setembro de 2002

Encaminho o paciente Fabricio David Jorge para que sgja realizada exodontia dos
dentes de nimero 14, 24, 34 e 44, ou sgja,

Primeiro pré-molar superior direito

Primeiro pré-molar superior esquerdo

Primeiro pré-molar inferior esquerdo

Primeiro pré-molar inferior direito,

Para dar continuidade ao tratamento ortodontico.

Atenciosamente,

Joaquim Henrique Figueiredo
Ortodontista CRO-2977



ANEXO |11 —ANALISE DESCRITIVA

LAMINA

CELULARIDADE

VASCULARIZAGAO

NECROSE

FEIXESDE FIBRAS
COLAGENAS

Dilatados

Colahados

Normais

Ausente

Nitidos
Orientados

Espessados
Desor ganizados

DENTE 1

DENTE 2

DENTE3

DENTE 4

DENTES

DENTE 6

DENTE 7

DENTE 8

DENTE9

DENTE 10
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