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1.INTRODUCAO

A regeneragdo do periodonto de insercdo perdido em decorréncia da
doenca periodontad € um processo muito complexo, paticulamente devido as
caacterigicas  anatdmicas, com paticipacdo de uma supeficie mingdizada
avacular (a supeficie radicular) e a poscéo transgengivd do dente, sob influéncia
do meio bucd (Amar & Chung, 1994). Além diso, ha necessdade da participacéo de
um grande nimero de tipos cdulares incduindo clulas epitdias ogteoblagtos,
cementoblastos, cdulas do ligamento periodontd e fibroblastos do tecido gengiva
(Cdlens, 199%).

Eda complexidade == reflete nos resultados pouco dgnificaivos e
imprevisiveis obtidos com as diferentes técnicas ou tergpias regenerdivas (Blom &
d., 1992). Dentre edas, encontramos os retahos reposcionados (Ellegaard e 4.,
1974), agentes para condicionamento da supeficie radicular (Garett e d., 1978),
materias ogeocondutores (Banett et d., 1989), materias odeoindutores ou
osteogénicos (Quintero et d., 1982) e a regeneracdo tecidud guiada (Nymen e 4.,
1982, Gottlow, 1984).

Atudmente, a tentativa de compreensito dos eventos hiolGgicos
relacionados a regeneracdo periodontal tem ddo o ponto chave paa dcangar O
Sucesn com edas tergpias. Até 0 momento, sabe-se que 0 processo de cicatrizagdo de

feridas periodontais requer o recrutamento (migragdo) de cdulas do tecido conjuntivo



do ligameto peiodontd paa o dtio, proliferacdo destas clulas e sintee de
componentes do tecido conjuntivo (Melcher, 1976, Nyman & d., 1980; Batold & 4d.,
1996).

Ede processo descrito anteriormente € coordenado por  mediadores
originados das propriss cdulas envolvidas na coagulacddo ou inflamacdo tais como,
plaquetas, macrdfagos,  leucdctos  polimorfonudeares,  linfécitos e fibroblastos.
Devido ap envolvimento de uma grande variedade de cdulas neste processn, uma
complexa interacdo entre estas € mediada pela liberacdo loca de citocinas (Bartold et
d., 1996).

Um dos tipos de dtocina que vem sendo pesquisado com badante
intensdade nos dltimos anos sfo os faiores de crescimento. Estes S50 modificadores
da regposta bioldgica, de naureza polipeptidica, produzidos por diversos tipos de
cdulas e com capacidade paa influenciar a quimiotaxia, proliferacdo e funcdo
scretora tanto de maneira autécring, estimulando a mesma cdula responsave  pea
Sua dntese, quanto de maneira pardcring, afetando outras cdulas nas proximidades da
cdula responsive por sua sintese (Terranova et d., 1989; Graves & Cochran, 1994),
podendo anda serem produzidos em delerminado Orgéo ou tecido e pogteriormente
secretados na corrente sanguineg, agindo como  horménios endocrinos (Blom & d.,
1992).

Os fatores de crescimento de fibroblastos basco (BFGF) e &cido (aaFGF)
edd0 entre as substéncias com potencid para estimular a regeneracéo periodonta,

tendo ddo avdiados tato por esudos in vivo (Miki e d., 1994,1996; Murekami €



d., 1999, Rossa ¥ e d., 2000), quanto in vitro (Teranova & Wiskgo, 1988,
Tearanova e d., 1989, 1993, Tekayama e d., 1997,1998). Edtes foram identificados
por volta de 1940, quando subgéncias extraides do tecido encefdico humano
edimulaam a proliferacdo de fibroblastos em cultura (Thomeaz & GimenezGdlego,
1987).

Atudmente, stbe-se que as duas formas do FGF sfo encontrados em
diversos tecidos (por exemplo, conjuntivo e 0sse0), unindo-se a0S MESMOS receptores,
atuando como quimiotaicos e coordenando a mitose de cdulas endotdias e de uma
vaiedade de cdulas mesenquimas induindo, fibroblastos ogteoblastos condrocitos
e cdulas musculares lisas (Cdlens, 1996). Entretanto, 0 b-FGF tem demongrado ser
30 a 100 vezes mas quimiotd&ico compaado a0 aFGF (Thomaz & Gimenez
Gadllego, 1987).

O fao de dguns estudos (Tekayama et d., 1997, 1998, Shimazu e 4d.,
1999; Murekami et d., 1999) terem identificado a expressio de receptores (FGFR-1 e
FGFR-2) expecificos paa o bFGF nas cdulas do ligamento periodontd, parece
judtificar a utilizagZo desta substéncia na terapia regenerativa periodontd.

Além disso, Gao @ d. (1996) encontraram aravés de técnicas
imunohigoquimicas a presenca de bFGF em fibroblastos e cdulas endotdias do
ligamento periodonta, tato no dtoplasma como no nideo e tanbém na matriz
extracdlular. Edtes autores supde que o b-FGF amazenado € liberado quando o

tecido sofre dgum tipo de agressfo, edimulando a angiogénese, a migracéo e



proliferacdo de fibroblestos, dém da diferenciacdo de cdulas mesenquimais em
osteohlastos, cementoblastos e fibroblastos nos estagios iniciais da cicatrizacéo.

Redmente, Tearanova & Wiskgd (1988) verificaam o efeito quimiotético
do b-FGF sobre cdulas do ligamento periodontd, utilizando como subdrato blocos
de dentina tratados com o b-FGF. Enquanto que, Murakami & d. (1999), Miki et d.
(1994, 199%6) e Rossa ¥ e d. (2000) golicando moddos de estudo em animas,
obsarvaam a regeneracdo de tecidos minedizado (oss0 dveodlar e cemento
radicular) e ndo mingdizado (ligamento periodontd) em diferentes tipos de defetos
(sse0s que receberam este fator de crescimento.

Entretanto, estudos (Teranova & d, 1989; Blomlof & Lindskog, 1995;
Gamd a d., 1998) tém demondrado que a “snear layer” formada gpGs os
procedimentos de ragpagem e gplanamento, diminuem a adesfio dedtes faores de
crexcimento quando gplicados nas supeficies radiculares, e que o condicionamento
destas supeficies com dgum agente quimico desminerdizante aumentaia eda
adesdo.

40 porque sugeree que 0 ocondiconamento quimico promove uma
remogdo da “smear layer”, obtendo-se a abertura dos tlbulos dentindrios, exposcéo
de fibras colagenas e da matriz orgénica do cemento ou denting, tornando a superficie
radicular mais adequada para a retencdo dos fatores de crescimento (Blomlof, 1996),
a adesio cdular e a inser¢do de fibras colégenas (Aukil & Pettersson, 1987; Blomlof

& Lindskog, 1995).



Um dos agentes quimicos mas utilizados em estudos regenerdivos
(Baker e d. 1983, Teranova et d., 1986, Ldfety e d., 1993), indusve com
relatos de aumento da adesfo dos faores de crecimento a supeficie radicular € a
tetraciclina (Terranova e d., 1989; Gamd e d., 1998, Teranova et d., 1987). Ede
agente quimico a0 remover a snex layer da supefide dentindia, desmingdiza-a
pacadmente, expondo fibras colagenas, favorecendo entdo, a unido da fibronecting,
uma dlicoproteina da mariz extracdula que tem aividade quimiotaica paa
fibroblastos, e edimulando, desta mandra, a adesfo e a proliferacdo destes sobre a
supefice radicular (Teranova & d., 1987). Por outro lado, 0 condicionamento com
tetracidina inlbe a adesfo de laminina e a subseguente quimiotaxia e insercdo de
cdulas epitdias (Taranova et d., 1987). Além diso, a tetraciclina tem demongrado
inbir in vitro a aividade da colagenase e a resbsorcdo Gssea, € quando aderida a
wupaficde dentinaia mantém-se diva nesta condicdo, sendo liberada como um
compodo antimicrobiano (Teranova e d., 1987, Baker e al., 1983; Wikejo & 4d.,
1986).

Com mesma findidade, vaios outros agentes quimicos
desminerdizantes podem s empregados. Um dedes € o EDTA, um agente queante
de pH neutro, capaz de remover a smear layer e expor as fibras coldgenas, mantendo
a integridede degtas (Blomlof & Lindskog, 1995). Ede embora anda néo tenha ddo
estudado, associado a dgum modificador da respodta biologica, tem a capacidade de

favorecer a migracdo, insercdo e expressio fenotipica de fibroblastos responsavels



peo desenvolvimento de um sisema de fibras orientadas na supeficie traada (Pitaru
et dl., 1984; Pitaru & Melcher, 1987; Zaman & d., 2000; Babay, 2001).

Portanto, pode-s2 supor que o pré-condicionamento da supeficie
radicula com dgum agente quimico desminerdizante, e subsegliente gplicagdo de
modificadores da respoda biologica como os faores de crescimento polipeptidicos
tenham €feito snégico na regeneracdo do ligamento  periodontal  locdizado na
interface superficie radicular-tecido pelo acentuamento da sdecdo, migracdo e
proliferacdo das céulas de insercéo.

Sendo assim, a proposta do presente estudo foi avdiar o efeito do faor
de crexcimento de fibroblastos basco (b-FGF) aplicado em supeficies radiculares de
dentes humanos envolvidos periodontamente, condicionadas ou néd com doridrato

detetracidlinaou EDTA.



2.REVISAO DA LITERATURA

HA caca de 30 anos, um dos principas objetivos da tergpia
peiodonta é promover a regeneacdo dos tecidos periodontais perdidos em
decorréncia da progressio da doenca periodontal destrutiva. Visando, entdo, acancar
a completa neoformacéo de dvedlar, cemento radicular e ligamento periodontd,
vaias moddidades de tralamento, incluindo a regeneracdo tecidud guiada (Nyman et
d. 1982, Gottlow, 1984), o condicionamento quimico da superficie radicular (Garett
et d., 1978) e a implantacdo de materias osteoindutivos ou osteogénicos (Quintero et
d., 1982), vém sendo golicados na préica dinica, no entanto, com  resultados pouco
previsves do ponto de vida dinico. Provavdmente, id0 ocorra devido ao fato de
que, enquanto os evertos higologicos rdacionados com este processo tém ddo
extensamente edudados, pouco anda s ssbe bre 0s eventos bioguimicos e
celulares associados a regeneracéo periodontd.

Assm, aguns estudos (McCulloch & Bordin, 1991; Rtau et d., 1994,
Wiskgd & d., 1992) tém gdo direcionados paa uma mehor compreensio dos
complexos processos ligados a regeneracéo periodontd €, atudmente, sabe-se que as
cdulas do ligamento periodonta exercem um pagpd crucid neste processo, sendo,
entdo, fundamenta a migracdo, insrcéo e proliferacéo deste tipo cdular sobre a
upefice radicular previamente exposta a doenca, a fim de promover a sintee de

componentes do teddo conjuntivo e a diferenciagd em outros tipos cdulares como



0s cementoblastos e ogteoblastos. Além disso, também ha necessidade de migracdo e
proliferaci0 de cdulas endotdiais vasculaes, j& que um dos eventos bioldgicos
essenciais em quaquer processo regenerdivo é a neovascul arizaczo.

Edtudos reativamente recentes (Teranova &  Wiskgd 1987,
Taranova & d., 191; Tearanova, 1993, Cdlens, 1996; Gianncbile & d., 1996) tém
proposto a utilizacdo de cetas substéncias proteicas com edrutura e fungéo
semehantes aos hormoénios, denominadas fatores de crescimento  polipeptidicos
Edes apresentan potentes agdes bioldgicas, podendo assm, edimularem  eventos
celulares importantes no processo regenerativo periodonta (Terranovaet d., 1991).

Alguns autores (Graves & Cochran, 1994; Teranova & Wiskdgo,
1987) tem, desde entéo, estudado os vaios fatores de crescimento in vitro verificando
que edes S0 produzidos por diversos tipos cdulares, podendo exercer suas fungdes
de forma autocring, auando sobre a mesma cdula responsave pela sua sintese, ou
pa&ring quando auam a digéncda sobre clulas proximes aos seus dtios de
producdo. Quanto as wuas agbes hioldgicas a denominecdo de “fatores de
crexcimento” é imprecisa, pois S0 na redidade multifuncionals, edimulando dém do
ceximento, uma grande vaiedade de dividades cdulaes como: quimiotaxia,
proliferacéo, diferenciacéo e as fungbes secretoras das cdulas, podendo inibir, e ndo
gpenas edimular todas estas fungdes cdlulares (Callens, 1996).

Na verdade, edtes fatores de crescimento estéo relacionados tanto com
0 processo reparativo, sendo liberados pdas cdulas do tecido injuriado e por cdulas

inflamatorias (Terranova e d., 1991), como com O proceso de renovagdo ceular,



execendo um importante pape no edabdecimento e manutencdo da arquitetura
tecidud normd (Terranova, 1993).

Em rdacdo egpecificamente ap processo  regenerdivo  periodontd,
dguns faores de crescimento (fator de crescimento derivedo de plaguetes - PDGF,
fator de trandformacdo de crescimento beta - TGF-b, fator de crescimento de cdulas
endotdiais - ECGF, faior de crescimento de fibroblastos bésico - b-FGF e fator de
cecimento derivado do ligamento periodonta - PDL-CTX) parecem ser mas
rdevantes influenciando este processo de mandra podtiva  edimulando  a
quimiotaxia, funcbes secretoras ou anda a proliferacdo das cdulas do ligamento
periodontd (Terranova e Wiskg6, 1988, Teranova e d. 1991; Teranova, 1993;
Giannobile et d., 1996). Dentre edes, o0 b-FGF tem demonstrado bom potencid para
eda findidede, edimulando a quimiotaxia (Teranova & Wikgo, 1988) e
proliferacdo de clulas do ligamento periodontd (Terranova e d., 1989; Tekayama e
d., 1997, 1998) e vem sendo objeto dos edudos in vitro (Terranova & Wiskgo, 1988,
Taranova e d., 1989; Takayama et d., 1997, 1998, Murekami et d., 1999; Pdmon
et d., 2000).

Segundo Thomas & GimenezGdlego (1987), o faor de crescimento
de fibroblasto basco foi identificado em 1940, quando substéncias extraidas de tecido
encefdico edimulaam a proliferacdo de fibroblastos em cultura Quase 60 anos

depoiss um esudo redizado por Gao e d. (1996) empregando méodos



imunohistoquimicos, detectou a presenca deste faior de crescimento em fibroblastos,
cdulas endotdiais e matriz extracd ular do ligamento periodontd.

Entretanto, goesr do b-FGF ja esar presente naturdmente no
ligamento periodontd, ete mesmo edudo (Gao e d., 1996) modrou que OS
fibroblastos de tecidos periodontals afetados pela periodontite €/ou gengivite cronica
goresentam uma quantidade inferior deste fator de crescimento e possvemente, uma
reduzida capacidade reparadora Embora anda ndo s saba a seqiéncia tempord
dessa aswociagdo, ou s9a £ a doenca peiodontd leva a uma diminuigdo da
quantidede do b-FGF, ou s ede j& encontrase em baixas quantidedes, tornando os
individuos mas suscetives as formas mas agressvas de doenca  periodontd
degtrutiva

No entatto, judificase a relevancia dos varios estudos in vitro que
avdian o efetto e tanbém, a concentracdo, veiculo e forma de aplicacdo do b-FGF
em cutura primaia de cdulas do ligamento periodontd, ou aé mesmo, em
fioroblastos gengivas e cdulas epitdias gengivas Smulando uma tergpia
periodonta regenerativa com aplicacdo exdgena desta substancia

Ja em 1988, Taranova & Wikgod avdiaam o efeto quimiotdico de
vaias concentragbes do b-FGF associado a outros fatores de crescimento (PDGF,
TG--b e ECGF) ou a proteinas da mariz extracdular (fibronectina e laminind sobre
& cdules do liganento peiodontd, fibroblastos gengivas e clulas epitdias

“sameadas’ sobre blocos de dentina previamente condicionados ou nédo  com



cloridrato de teraciclina na concentracdo de 100mg/mL durante 5 minutos. Os
autores puderam verificar que o b-FGF asocado a fibronecting ECGF, PDGF e
TG-b exerceu um efeito quimiotdtico mas intenso sobre as cdulas do ligamento
periodonta do que sobre os fibroblastos gengivas e nenhum efdto quimiotéico,
sobre as cdulas epitdias E esse efeito quimiotatico era potencidizado quando as
amodtras recebiam previamente o condicionamento quimico.

Resultados semehantes foram observados por Terranova et d. (1987,
1989), empregando a mesma metodologia,  utilizando o faor de crexcimento de
cdulas endotdias (ECGF) em asxociacdo com a fibronecting, e também, empregando
0 bFGF isdladamente Entretanto, neste dltimo edudo (Teranova e d., 1989)
observaram que & incubar os blocos de dentina com 2 x 10° cdulagml de meio de
cultura mais o b-FGF marcado radioativamente durante 24 horss, ocorria um estimulo
da proliferacdo cdular de manera dose-dependente até certo ponto (50 ng b-FGF /
bloco de denting), passando a ser inversamente proporciond a doses maores, e que o
condicionamento  dos blocos denin&ios com doridraio de tetraciclina  na
concentracdo de 50 mg/mL durante 5 minutos aumentava em 2,5 vezes a adsorgéo de
b-FGF a denting, judificando o0 resultado do estudo anterior (Teranova & Wiskgo,
1988).

Do mesmo modo, Takayama et d. (1997, 1998) verificaam que o b-
FGF edimulava a proliferacdo das cdulas do ligamento periodontd de maneira dose

dependente, sendo dcancado efeto maximo na concentracéo de 10 ng de b-FGF mL



de meo de cultura, enquanto que Terranova et d. (1989) mostraram que 0 méaximo de
proliferacd0 cdular ocorreu a 50 ng de b-FGF/ bloco de dentina Provavemente,
vaios faores contribuiram para diferenca de resultados dentre des a diferenca
da fonte de obtencdo do b-FGF, o modo de aplicacdo deste, o tipo e a concentracéo
celular utilizados e o tempo de incubagdo com o fator de crescimento.

No edudo de Teranova et d. (1989), o bFGF foi purificado a partir
da géndula pituitaia bovina e gplicado sobre blocos de dentina previamente
condicionados ou nd com doridraio de tetracidina Com este modo de gplicacéo
nem toda a dose de b-FGF utilizada pode ter 9do adsorvida a dentina ou entéo, nem
todo o b-FGF adsorvido pode ter ddo liberado para auar sobre as cdulas. Ja nos
trabdhos de Takayama e d. (1997, 1998), o b-FGF utilizado era recombinante
obtido de humano e foi colocado diretamente no meio de cultura, dentro de cada
orificio das placas para cultivo cdular, permitindo desta maneira, que toda a dose
empregada edivesse livre para atuar obre as cdulas Além disso, estes autores
(Tekayama @ d., 1997, 1998) incubaram o b-FGF com uma maor quattidade de
cdulas (10 x 10°) durante um perfodo menor de tempo (22 horas) comparado a
Terranovaet d. (1989).

Por outro lado, a quantidade de receptores para 0 b-FGF expresso
peas cdulas do ligamento periodonta podem também ter influenciado as diferencas
encontradas entre os trabahos acima. Como Tekayama e d. (1998) e Shimazu € 4d.
(1999) modraram, as cdulas do ligamento periodontd expressam dois tipos de

receptores paa 0 bFGF, o FGFR1 e FGFR-2, sndo que a proporcio dedta



expressio et dirdamente ligada a capacidadeltaxa proliferativa e grau de
diferenciaci0 cdular. Embora tanto o trabaho de Teranova e d. (1989) quanto os
estudos de Takayama e d. (1997,1998) tenham utilizado como doadores prémolares
periodontamente saudaveis, indicados para extracdo por razdes ortodonticas, fatores
rdacionados a0 hospedero como, vaiagbes genctipicas, envolvimento  Sstémico,
idade e 0 usn de tabaco bem como, 0 nimero de “passagens’ (cultivas) a partir da
cultura inicid & quais as cdulas foram submetidas aé o seu uso, podem também ter
influenciado a quantidade de expressio de receptores paa o bFGF e
conseglientemente, aresposta celular a esta substéncia.

No entanto, um aspecto importante a sr condderado quanto a relacéo
doe de b-FGF/proliferacdo cdular € o fao desta se comportar de mandra dose
dependente até uma certa concentracdo do faor de crexcimento, a qua ofre
vaiagdes entre os trabdhos (Teranova e d. 1989, Takayama € d. 1997,1998)
CcOMO mencionado anteriormente, passando ser inversamente  proporciond a  doses
maores. Segundo dguns autores (Tekayama & d., 1997, 1998, Murkami e 4.,
1999), obsarvacdo pode edtar diretamente associada a0 grau de ocupagdo do
receptores FGFR-1 e FGFR-2 ja que, gods todos os receptores terem Sdo ocupados
pdo b-FGF, o faor de crexiimento resdud que permanece adsorvido a dentina ou no
meo de cultura, pode inibir tanto a migragdo quanto a proliferacdo cdular,
judtificando o por qué, doses maiores promovem um efeito contrario ao esperado.

Outros aspectos como, a expressio génica para componentes da matriz

extracdular foram também edudados, quando da aplicacdo do b-FGF em cultura



primaia de cdulas do ligamento periodonta. Em gerd, os estudos (Giannobile & 4.,
1996, Tekayama e d., 1997, 1998, Pdmon e d., 2000, Murskami & d. 1999;
Shimazu et d., 1999 tém rdaado que o b-FGF promove uma diminuicgo na
expressio de genes para coldgeno tipo |, aumenta a expresséo para a colagenase-l e
néo dtera para o coldgeno tipo Il e fibronectina Além diso, induz também, a uma
diminuicdo da aividede da fodfatase dcdina e conseglientemente, a formagéo de
nddul os minerdizados pelas cdulas do ligamento periodontd.

Entretanto, a diminuicdo da dividade da fodfaase dcdina induzida
pdo b-FGF paece s revesved, jA que Murekami et d. (1999) observaram a
fomacdo de nodulos mingdizados pdas odulas do ligamento periodontd @0
ubdtituirem um meio de cultura contendo10 ng b-FGF mL por outro, sem o fator.

Porém, Shimazu et d. (1999) veificaan em seu trabdho que a
dividade da fodaase dcdina nas cdulas do ligamente periodontd ndo esa
smplesmente relacionada a presenca ou ndo de b-FGF no meo de cultura mas Im,
a0 grau de diferenciacdo celular e consequentemente, a quantidade de receptores para
0 bFGF expressos por estas cdulas. Quando as cdulas do ligamento periodonta da
5 passsgem foram incubadas com 0,03 a 3ng b-FGHmL de mdo de cultura uma
maior quantidade de receptores, FGFR-1 e FGFR-2 foram detectados pda andise de
RT-PCR e consegiientemente, uma menor dividade da fodfaase dcdina observada
O contr&io ocorreu quando os autores utilizaram as mesmas concentragdo de b-FGF

e as mesmas céulas, mas na 207 passagem.



Edes dados sugerem, que ede fator de crescimento pode ser
fundamentd na fase inicdd da regeneracdo periodontd por condituir um importante
reguador da dividade de remoddamento do colageno tipo | no ligamento
periodontd, dém de ser um potente quimiotdico e mitdgeno paa as cdulas
encontradas neste tecido.

No entanto, estes achados néo podem ser consderados conclusivos, ja
gue uma das limitagdes dos edudos in vitro, é que estes ndo S0 redizados na
presenca de outros fatores de crescimento, céulas e demais substéncias (componentes
da mariz extracdular), as quas estd0 presentes eou o liberadas naturdmente na
aea da lesio peiodontd, e que podem modular ou modificar a acdo da substénda
testada, no caso 0 bFGF (Taranova & Wiskg6, 1987; Giannchile & d., 1996).

Porém, podemos afirmar que existemn motivos para grandes esperances
na utlizacdo do b-FGF na tergpia regenerdiva do periodonto, embora anda sga
necessxio a redizacdo de estudos in vitro para avdiar o efeito deste fator de
crecimento sobre cultura primé&ia de odeoblastos originaios do dvedlar de
suporte, ja que a regeneracdo periodontal compreende também a neoformacdo Gssea.
Além disso, € importante esclarecer também, o red papd de cada um dos fatores de
crecimento na regeneracdo periodonta, e como a funcdo de cada um ddes é

orquestrada durante este processo.



3.PROPOSICAO

O propdsito do estudo foi avdiar aravés da microscopia detrénica de

varredura o efeito do fator de crescimento de fibroblastos bésico (bFGF) gplicado em

superfices radiculares previamente condicionadas com doridrato de tetracidina ou

EDTA namorfologia e denddade de fibroblastos.



4MATERIAL E METODO

4.1 - SELECAO DAS AMOSTRAS

Fo utilizado um totd de 50 dentes anteriores extraidos de pacientes
tratados na Clinica de Cirurgia e Traumaologia Buco-Maxilo-Facid da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP, segundo protocolo gprovado peo Comité de
Etica em Pesjuisa desta Indituicido. Para ser doador os pacientes ndo poderiam
goresentar qualquer problema sgémico que pudese interferir no periodonto  como,
diadbetes e dteragbes hormonas, serem fumantes, e no caso de mulheres, estas néo
poderiam estar grévidas ou amamentando.

Foram incduidos na amodra, somente dentes de pacientes com
diagndgtico dinico compativd com periodontite crénica (Heming et d., 1999), que
goresentavam 2/3 ou mas de perda de insercéo periodonta, sem funcdo medtigatdria,
com ou sem presenca de cdculo e que ndo tinham ddo submetidos a raspagem e
gplainamento radicular por no minimo 3 meses prévios

Logo gpds a extragdo, os dentes foram armazenados em solucdo sdina
estéril® sob refrigeracio (< 10°C) para poderior manipulacdo. Para o preparo inicid
dos dentes, uma ranhura horizontd foi confeccionada com uma fresa tronco-conica®
em dta rotacdo sob refrigeracdo continua na dtura do periodonto remanescente (Fig.

1), com o intuito de ddimitar como &ea de trabdho goenas a regido da supeficie

® Cloreto de sodio 0,9% - Fresenius Kabi, Campinas, SP - Brasil
® KG Sorense- FG 1342, Bras|



radicular exposta aos agentes eioldgicos locais Entéo, com o auxilio de uma curea
de Gracey 56° previamente afiada, um Unico operador redizou 30 movimentos de
raspagem e gplanamento radicular nas porgdes dent&ias medas e distas que
encontravamse em contato com a placa becterianalcdculo dent&io com o objetivo

de obter uma superficie visudmente limpaelisa

42 - PREPARO, ESTERILIZACAO E DISTRIBUICAO DAS

AMOSTRAS

Apds a ragpagem e aplanamento radicular, utilizando-se um disco
diamantado, as coroas dos dentes foram seccionadas 2mm  gpicdmente a juncdo
cemento-esmdte (Figural), sendo sempre irrigadas com &gua proveniente da seringa
tripice do equipc® da Clinica de Periodontia da Faculdade de Odontologia de
Araraguara — UNESP, para evitar superaguecimento das amostras. A seguir, estes
foram seccionados longitudindmente, na regido média da supeficie vedibular da raz
nas mesmas condicdes descritas anteriormente, a partir do corte da coroa aé o dpice,

obtendo-se duas porgdes. mesd edigd (Figura ).

SiZ
S &
i Figura 1 — Preparo dasamostras
.......J|........ Ranhura horizonta
Corte 1 — Secgéo da coroa

* Neumar, S0 Paulo, SP - Brasil Corte 2 — Secceo daraiz

*Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP- Brasil



Entéo, utilizando-s2 0 disco diamantado, blocos de dentina locdizados
nas porcdes mesas e digas submetidas a raspagem e agplanamento radicular foram
obtidos, condituindo uma amodra de 2mm de espesura € com goroximedamente 4

mn? de superficie de &ea As 90 amostras obtidas foram esterilizadas em autodave e
dviddass em 3 grupos de acordo com o traamento recebido pda supefice
dentindria, sendo 30 amodiras para cada grupo e 10 amodiras para cada subgrupo:

Grupo A - Sem condicionamento quimico (controle):

A.1) Raspagem e gplanamento radicular (RAR)
A.2) RAR + golicagéo de 50 ny/mL de b-FGF
A.3) RAR + gplicacso de 125 nymL de b-FGF
Grupo B - Condicionamento com cloridrato de tetraciclina:
B.1) RAR + condicionamento
B.2) RAR + condicionamento + gplicacdo de 50 ng/mL de b-FGF
B.3) RAR + condicionamento + gplicacdo de 125 ng/mL de b FGF
Grupo C - Condicionamento com EDTA:
C.1) RAR + condicionamento
C.2) RAR + condicionamento + gplicacéo de 50 ng/mL de b-FGF
C.3) RAR + condicionamento + gplicacéo de 125 ng/mL de b FGF



4.3 - PREPARO DO CLORIDRATO DE TETRACICLINA E
B-FGF
O doridrato de tetraddind foi dissolvido em &gua destilada para a

obtencdo de uma concentracdo find de 50mg/mL e o b-FGF* fa diluido em mdo
Eagle® para obtengdo das concentragdes de 125 nymL e 50 ngymL.

4.4 - TRATAMENTO DOSBLOCOS DE DENTINA

As amosras do grupo 1 receberam apenas a ragpagem e gplanamento
radicular redizada antes da obtengdo dos blocos de dentingg como descrito
anteriormente.

Para 0 grupo 2, 0 qud recebeu previamente o condicionameto com o
doridrato de tetraciding!, estafoi aplicadana concentracio de 50 mg/mL durante 3
minutos (Sterrett, 1997), utilizando-se bolinhas de dgoddo edeilizadas, sendo edas
renovadas a cada 30 segundos.

No grupo 3, o EDTA gd 24% pH 7 fo aplicado utilizando-se uma
espdula N° 7 ederilizada, permanecendo durante 3 minutos (Zaman & d., 2000). Ao
término do tempo de golicacdo de cada agente quimico desminerdizante, os blocos de
dentinaforam lavados com 10 mL de solucéo sdina estéil.

Nas amodras tratadas com o0 b-FGF, este foi gplicado nas suas devidas

concentragOes permanecendo em contato com estas durante 5 minutos.

J Farmécia Santa Paula, Araraguara- SP
¥ Sigma, St Louis, MO - USA
© Cultilab, Campinas. SP - Brasil



45 - LINHAGEM CELULAR
A linhagem cdular utilizada nete experimento era condituida por

cdulas McCoy™, mantidas em frascos para cultura® (25 cm? de &ea de crescimento
cdular) contendo meio Eagle® suplementado com 75% de soro fetd bovino e 40
nymL de gentamicina® . O cultivo era redizado em uma incubadora® com umidade

controlada de gproximadamente 98% e temperatura de 37°C.

46 - DETERMINACAO DO CRESCIMENTO E DA

VIABILIDADE CELULAR

Apbs o tratamento dos blocos de dentina como descrito anteriormente,
estes foram colocados nos orificdos de placa para cultivo cdular® (24 orifidos — 38
cn? de &ea de crescimento celular), sendo que cada orificio recebeu ImL de meio
Eagle® sem cdulase 1 mL de solucio do meio Eagle® contendo 1 x 10° cdlulas/mL.

Edas placas foram incubades durante 24 horas, com umidade

controlada de aproximadamente 98% e temperatura de 37°C.

* Instituto Adolf Lutz, Sdo Paulo, SP - Brasil

* Corning Incorporation, NY - USA

¥ Garamicina (60 mg) — Laboratorio Schering Plough, Rio de Janeiro, RJ - Brasil
* Nuare US Autoflow — Model NU 4500, Pymouth, MN - USA



4.7 - PREPARO DASAMOSTRAS PARA A MEV

Apbs as 24 horas, as amodras foram removidas da incubadora, 0 meio
de cultura pipetado e estas lavadas com solugéo sdina de Hanks® para remocéo de
cdulas ndo adeidas a supeficie dentindia. Entdo, as amodras foram fixadas em
glutarddeido® a 25% por 15 minutos, e desidratadas em etanol nas concentragbes de
10, 30, 50, 70, 90 e 100%, sendo 15 minutos para cada concentragdo, permanecendo
gods edta etapa, em temperatura ambiente por 24 horas.

Em sguida, as amodras foran coladas em “stubs’ metdicos
utilizando-se uma midura de esmdte incolor com grefite em pd, sendo identificadas
de acordo com cada grupo, e levadas a0 dessecador a vacuo?, onde permaneceram por
3 dias para desdratacéo.

As amodras foram entdo, metdizadas com ouro(20nm) e levadas ao
microscopio  eetronico de varedura® do Indituto de Quimica de Araraguaa —
UNESP paa exame e fotomicrogrefias®. As fotomicrografias' foram redizadas em
um aumento de 500x em 3 aess centras de cada amodra, sendo edtas equidigantes,
paa poderior avdiagdo da denddade de fibroblastos e em um aumento de 1000x,

para descricBo damorfologia cdular.

9 Pirex Labware— Corning, San Nicolas- México
# Jeol JSM — T330A
® Filme Fujifilme Neopan SS 120, Gréo Fino, Tokyo - Japdo



4.8 - ANALISE DASAMOSTRAS
ApGs cdibracdo, os examinadores redizaram as leturas de todas as

fotomicrogrefias. Nas fotomicrografias com aumento de 1000x, para a descricdo da
morfologia cdular, gplicou-se 0 escore propogto por Gamd et d., 1998, modificado:
0 =semcdulas (Figura?2)
1 = c8ulas com formato arredondado (Figura 3)
2 = cdulas com formato achatado (Figura 4)
3 = combinag2o de cdlulas achatadas e arredondadas (Figura 5)
Nas fotografiass com aumento de 500x, paa andise da densidade
cdular, foi utilizado o escore proposto por Jenkins et d., 1988, modificado:
0 = nenhuma cdlula ou cdulas ocasiond mente presentes (Figura 6)
1 = cdulas sam formago de nenhuma confluéncia (Figura 7)
2 = formagéo de confluéncia celular ssm cobertura tota (Figura 8)

3 = formacdo de uma densa camada cdular ocupando toda a érea avdiada (Figura 9)

4.9 - CALIBRAC}AO DOS EXAMINADORES

Os 3 examinadores redizaram 2 ldturas, cada uma em 40
fotomicrografias sdecionadas  dedtoriamente, de forma cega Os dados foram
avdiados para concordancia intra e inter-examinador, peo teste Kappa, redizado

para cada dupla de examinadores (ver anexas).



4.10 - ANALISE ESTATISTICA

As diferencas eddidicamente dgnificantes entre os grupos foram
avdiadas usando a regressfo por &vores através das técnicas de CHAID (Chi-Square
Automatic Interative Detection) e CART (Classfication and Regresson Trees). Edas
técnicas S0 gplicadas em  estudos  condtituidos por dados multivariados e com
diferentes tipos de varidve's categbricas.

Ambas as técnicas G0 denominadas de hierarquicas pedo fato de
fazerem uma paticdo inidd do conjunto de dados em subgrupos segundo uma
vaiavd condderada mas dgnificante e dentro de cada um dos subgrupos, rediza
uma nova particdo, em funco de uma segunda variave mais dgnificativa e assm por
diante. A dassficacdo escolhe os objetos ou individuos em eagpas, produzindo uma
sgléncia de paticdes segundo a ordem de influéncia das medidas usadas como
discriminantes ou dassficadoras, resultando em uma é&vore de dassificago.

O diagrama de Arvores é composto basicamente por:

N6

Pai

NG N6

filho filho




A técnica CHAID proposta por Kass, 1980, € uma extensio da técnica
de AID (Automatic Interative Detection) paa 0 caso em que a vaiavd dependente
for categdrica Nesta Stuacio, utilizase a edtatistica x° de Pearson como critério
Otimo de sdecio do agrupamento de categorias. Para cada vaidvel independente,
edudamse todas as paticdes e agrupamentos das categorias em  sub-grupos,
procurando a particBdb ou agrupamento que tem o maor vaor da estatistica X* num
cruzamento com avariavel dependente.

A técnica de CART propogta por Breman et d., 1984, funciona da
mesma forma que a CHAID, utilizando agui, uma medida de homogeneidede dentro

do no ao invés do Qui-quadrado.

5.RESULTADO

5.1 - ANALISE DESCRITIVA

Neste esudo, para a avdiacdo da densdade celular foram
condderadas 30 fotomicrogrefias para cada subgrupo formado e, para a avdiacdo da
morfologia celular, 10 fotomicrografias para cada subgrupo. Como ocorreu uma
perda de um bloco de dentina e portanto, de trés fotomicrogrefias para avdiacdo da

densidade e uma para avadiacd da morfologia, o tota de amodras (fotomicrografias)

foi de 267 e 89, respectivamente.



No Quadro 1, encontra-se representada a classficagdo da densidade
ceular paa os trés grupos de traamento (grupo sem  condicionamento,
condicionamento com tetracidina e condicionamento com EDTA), ssgundo a dose de
b-FGF. Em rdacdo as amodras do grupo condicionado por tetraciding, pode-se notar
que no grupo controle, com dose de b-FGF igud a O pg, a maor pate das amodras
(66,7%) apresentou presenca de cdlulas sem formacdo de confluéncia (categoria 1)
(Figura 10), enquanto que nos grupos que receberam 50 ou 125 pg de b-FGF, houve
uma maior concentragdo das amodiras (56,7%) na caegoria 2, ou sga com formacéo
de confluéncia cdular ssm coberturatotal da &rea avdiada (Figura 11).

Para 0 grupo condicionado com EDTA, as amostras que receberam as
doses de 0 ou 125 pg de b-FGF goresentaram em sua maoria 66,7% e 53,3%,
respectivamente, formacdo de uma densa camada cdular, ocupando toda a &ea
avdiada (categoria 3) (Figura 12), enquanto que as amodras tratadas com 50 pg de b
FGF, concentramam-se mas na categoria 2 (66,7%), modrando desta maneirg,
formagéo de confluéncia cdular sem coberturatota da &reaavdiada (Figura 13).

Esta mesma obsarvacdo foi vdida para as amostras que ndo receberam
nenhum tipo de condicdonamento quimico, na qud veificase também, que uma
maior freqiiéncia dos blocos de dentina tratados com 0 ou 125 pg de b-FGF , 50,0% e
46,7%, repectivamente, goresentaram formagdo de uma densa camada cdular,
ocupando toda a &ea avdiada (categoria 3) (Figura 14), enquanto que agqueles
tratados com 50 pg do fator de crescimento, foram mais representados pela categoria

2 (Fgura1s).



Quadro 1. Contagens da classficacéo de Densdade.

. Valor Por centagens
Condicionamento| b-FGF 0 1 5 3 Total o 1 > 3
0 0 5 10 15 0 00 167 333 500
NENHUM 50 3 3 13 11 0 10.0100 433 367
125 1 7 8 14 0 3377233 267 467
Subtotal 4 15 31 40 0] 44 16.7 344 444
0 2 20 8 0 0 6.7 667 267 0.0
TETRACICLINA 50 0 7 1/ 6 ) 0.0 233 56.7 200
125 0 6 17 7 0 00 200 567 233
Subtotal 2 33 42 13 90 22 367 46.7 144
0 0 0 10 20 0 0.0 00 333 66.7
EDTA 50 0 0 18 9 2/ 0.0 00 667 333
125 0 9 5 16 0 0.0 300 167 B33
Subtotal 0 9 33 45 87 0.0 103 37.9 517
0 2 25 2 35 D 22 278 311 389
GLOBAL 50 3 10 48 26 8/ 34115 8552 209
125 1 22 0 37 D 117244 333 411
Total Global 6 57 106 98 | 267 | 2.2 213 39.7 367

No Quadro 2, encontrase representada a classficagdo da morfologia

celular paa os trés grupos de tratamento. Como pode-se observar no  grupo

condicionado com tetraciding, as amodras do grupo controle (0 pg de b-FGF)

gpresentaram quase que na sua totdidade (90%) cdulas achatadas (categoria 2) como

mostra a Figura 16. Por outro lado, nos blocos de dentina que receberam as doses de

50 ou 125 pg de faor de crescimento, a fregiéncia entre as categorias 2 e 3 foi

digribuida de manera uniforme, com praticamente metade dos casos gpresentando

supefices cobetas com clulas achaiadas (Figura 17) e a outra metade, com

combinacéo de cdulas arredondadas e achatadas (Figura 18).




Quadro 2: Contagens da classificacéo de Morfologia

- Valor Por centagens
Condicionamento| b-FGF 1 5 3 Total 1 5 3
0 0 7 3 10 0.0 70.0 300
NENHUM 50 0 6 4 10 0.0 60.0 400
125 0 2 8 10 0.0 20.0 800
Subtotal 0 15 15 30 0.0 50.0 50.0
0 0 9 1 10 0.0 90.0 10.0
TETRACICLINA 50 0 4 6 10 0.0 400 600
125 0 5 5 10 0.0 50.0 50.0
Subtotal 0 18 12 30 0.0 60.0 40.0
0 0 3 7 10 0.0 300 70.0
EDTA 50 [ 0 4 5 9 0.0 444 55.6
125 [ 1 3 6 10 100 300 60.0
Subtotal 1 10 18 29 3.4 345 621
0 0 19 11 0 0.0 633 36.7
GLOBAL 50 0 14 15 2 0.07483 1T
125 1 10 19 ) 3.3 333 633
Total Global 1 43 45 89 1.1 48.3 50.6

Paa a amodras condicionadas por EDTA, veificase uma
predomindncia da caegoria 3, ou sga combinacdo de cdulas aredondadas e
achatadas (Figura 19) nos trés grupos (0, 50 e 125 ug de b-FGF), destacando- 0
grupo controle (O pg) onde o vaor percentud desta categoria foi 0 maor de todos,
com 70% dos casos.

Os blocos de dentina tratados gpenas com 0 ou 50 pg de b-FGF, sam
nenhum tipo de oondiconamento quimico, goresataram em sua maoria cdulas
achatadas (Figura 20), cujos vaores percentuas foram de 70 e 60%, respectivamente.
Por outro lado, nos blocos de dentina que receberam a dose de 125 pg de b-FGF,
houve uma brusca inversio, predominando a combinagdo de cdulas aredondadas e

achatadas (Figura 21), com 80% dos casos.




52 - REGRESSAO POR ARVORE PELA TECNICA CHAID, PARA
VARIAVEL DENSIDADE

Com o obetivo de dicotomiza-se a avdiacdo das amostras em menor
densddade cdular (presenca de cdulas sem formecdo de confluénci@) ou maor
denddade (formacdo de confluéncia cdula) e asim, discriminar mehor  os
resultados, na classficacdo por &vore para a vaidve densidade celular, a caegoria O
e 1 foram agrupadas numa nova categoria, representada o nimero 1 e as caegorias
2 e 3, numa nova categoria, representada peo nimero 2.

Com eda nova caegorizagio, veificase aravés da  Arvore
representada pea Figura 22 que, embora a grande maoria das amodras (76,40%)
tenham apresentado a categoria 2 para densidade celular, houve uma diferenca
edatigicamente dgnificante entre as amodras que receberam os trés diferentes tipos
de condiconamento quimico, dividindo o grupo totd de amodras em ramo 1
(condicionamento com EDTA), ramo 2 (nenhum condicionamento) e ramo 3
(condicionamento com tetracicling).

No grupo formado pelas amodras condicionadas com EDTA, obsarva-
S anda, que a dose do fator de crescimento influenciou na densidade celular, ja que
0s subgrupos tratados com as concentragbes de 0 ou 50 pg goresentaram 100% das
Suas amodras na caegoria 2 (ramo 4) enquanto que, 0 subgrupo representado pela
dose de 125 g de b-FGF, teve 70% das suas amostras com categoria 2 e 30% com

caegorial (ramo 5).



A doxe de bFGF também promoveu diferencas edatisicamente
dgnificantes entre as amodras condicionadas com tetraciclina Neste grupo, a néo
golicacdo do b-FGF levou os blocos de dentina a gpresentarem uma menor densdade
celular, sendo a maoria das amodras (66,7%) representadas pela categoria 1 (ramo 6)
enquanto que, 78,33% das amosiras condicionadas com 50 ou 125 pg do fator de
crescimento foram representadas pela categoria 2 (ramo 7).

Edas diferencas edatidticas quanto a dose do fator de crescimento em
relacdo a densidade celular ndo ocorreram no grupo representado pelas amostras sem
condicionamento quimico prévio, ja que os trés subgrupos (0, 50 e 125 g de b-FGF)
goresentaram 78,89% das suas amodtras na categoria 2, ndo gerando desta maneira,
ramificacbes como obsarvado na Figura 22. Entretanto, s eda categoria for
subdividida novamente em 2 e 3, veificase que 27 a 43% das amodras concentram-
e nacaegoria2 e 37 a50% na categoria 3 (Figura 1a - anexas).

Pode-se notar @inda, que o ramo 6 da Arvore € o que mais fortemente
prevé a categoria 1 (Tabela 1a - anexos) enquanto que, o0 ramo 4 , 0 que mais prevé a
categoria 2, sendo um nd puro (100% das observagbes so da categoria 2) (Tabea 2a

- anexas).
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53 - REGRESSAO POR ARVORE PELA TECNICA CART, PARA
VARIAVEL MORFOLOGIA

Para a classficacdo por &vore para a variavd morfologia celular, pdo
fao de no ter goresentado nenhum resultado O e agpenas um resultado classficado
como 1, as caegorias 1 e 2 foram agrupadas numa nova categoria, representada pelo
ndmero 2 enquanto que, a categoria 3 foi mantida.

Pda Arvore &baixo (Figura 23), podese notar que houve uma
diferenca eddidicamente dgnificante quanto a morfologia celular entre as amostras
que receberam a dose de 0 pg de bFGF e agudas tratadas com 50 ou 125 pg do fator
de crexcimento. Desta maneira, 0 grupo totd de amodras se divide em ramo 1,
representado pelas amodtras controle, ou sga, sem gplicacdo do fator de crescimento,
na quad a maoria das amodras (63,33%) goresentaram categoria 2, € ramo 2,
condituido pelas amostras que receberam agplicacdo do fator de crescimento, sendo
que, 57,63% dedtas foram representadas pela categoria 3.

Dentro do grupo das amodras tratadas com 0 pg de BFGF, verificase
anda, que houve diferenca entre os blocos de dentina condicionados com EDTA e
agueles condicionados com tetracidina ou sem nenhum condicionamento prévio. Os
blocos de dentina précondicionados com EDTA (ramo 3) tiveram 70,00% das ues
amodras com caegoria 3 enquanto que, os blocos que néo receberam nenhum
condicionamento ou foram condicionados com tetraciding, goresentaram 80,0% das
amodras com categoria 2, condituindo assm o ramo 4, sendo este ramo, 0 que mas

fortemente prevé esta categoria (Tabda 3a - anexos).
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Figura 23— Diagrama de Arvore paravaiave Morfologia

Em rdacdo as amodlras tratadas com o b-FGF, a dose do fator de

crexcimento  também promoveu diferengas quanto a morfologia celular entre os

blocos de dentina que receberam o b-FGF na concentragdo de 50 pg/mL (ramo 5), e

agudes traados com 125 pg/mL (ramo 6). No ramo 5, veificase que houve um

equilibrio entre a porcentagem de amostras com categoria 2 (48,28%) e com categoria



3 (51,72%) enquanto que, no ramo 6, a grande maoria das amodras (63,33%) foram
classficadas na categoria 3.

Além diso, o tipo de condidonamento quimico golicado nos blocos
de denting, também promoveu diferencas na morfologia cdular dentro dos grupos
tratados com o fator de crescimento de fibroblastos basico. Para as amostras tratadas
com 50 pg de bFGF (ramo 5), a austnda de condicionamento quimico prévio fez
com gue a maoria das suas amodras (60,0%) agpresentasse categoria 2 (ramo 7)
enquanto que, oS grupos pré-condicionados com EDTA ou teracidina (ramo 8)
gpresentaram 57,89% das suas amodtras com combinacdo de cdulas arredondadas e
achatadas (categoria 3).

Essa mesma divisio ocorreu entre as amodras do ramo 6, as quas
foram traadas com 125 pg de b-FGF. Entretanto, a maoria (80,0%) dos blocos de
dentina que ndo receberam nenhum condicionamento quimico (ramo 9) apresentaram
caegoria 3, sendo este ramo 0 que mas prevé eda categoria (Tabeda 4a - anexos).
Enquanto que, 550% dos blocos condicionedos com EDTA ou teracidina tiveram

categoria 3 (ramo 10).



6.DISCUSSAO

Os edudos asociados a regeneracdo  periodontd tém Sdo
direcionados cada vez mas a promover um maor entendimento dos complexas
procesos associados a ede evento (McCulloch & Bordin, 1991; Wiskgo & d., 1992,
Pitau et d., 1994). Atudmente, acreditase que as cdulas do ligamento periodontd
s fundamentas paa a regeneacdo dos tecidos periodontais perdidos em
decorréncia da progressio da doenca periodonta destrutiva, sendo necessaria a sua
migracéo, insercdo e proliferacdo sobre a superfice radicular, visando a sintee de
componentes do tecido conjuntivo e a diferenciacd em outros tipos cdulares como
0s ogteoblastos e cementoblastos.

Asociado a ese conceto, corsiderase também, que exigem certos
mediadores quimicoss como os faores de crexcimento, envolvidos com a
coordenagdo de todos eventos cdulares, sendo o fator de crescimento de
fibroblastos bédsico um destes mediadores que podem ter importante participacdo no
processo de regeragdo periodonta  (Teranova & Wiskgo, 1988, Teranova e d.,
1989; Batold et d., 1996; Takayama et d., 1997, 1998) . Edudos tém detectado a
presenca deste fator de crexcimento no citoplasma e nideo de fibroblastos do
ligamento periodontal (Gao et d., 1996) bem como, a expressfo de receptores de
membrana especificos para este fator nestas mesmas cdulas (Tekayama et d., 1997,

1998, Shimazu & d., 1999; Murekami & d., 1999). Além diso, dguns autores tém



mostrado através de estudos in vitro, o efeto do b-FGF na proliferacdo (Terranova et
d., 1989, Tekayama e d., 1997, 1998), na migracdo de cdulas do ligamento
periodontd (Terranova & Wiskg6, 1988) e na sintee de componentes da matriz
extracdular (Giannobile et d., 1996; Tekayama et d., 1997, 1998, Murekami et 4d.,
1999; Shimazu et d., 1999; PAmon et d., 2000).

Entretanto, grande parte dos estudos citados acima (Takayama et d.,
1997, 1998, Murekami e d., 1999; Shimazu & d. 1999; Pdmon & d., 2000) séo
redizados gplicando-se metodologias as quais ndo Imulan uma Stuagdo dinica, ja
que 0 b-FGF € colocado diretamente em contato com as cdulas a0 ser diluido no
meio de cultura, permanecendo incubado com estas durante longos periodos de tempo
(30 minutos - 22 horas). Diferentemente do presente estudo, no qua diluiu-se 0 b-
FGF no meo de cautura golicando-o poderiormente sobre blocos de dentina
provenientes de dentes com comprometimento periodonta, 0s quas permaneceram
em contaeto com o fator de crescimento durante 5 minutos em temperatura ambiente.

Além diso, os blocos de dentina receberam condicionamento quimico
prévio com doridraio de tetraciciina ou EDTA, pois estudos anteriores demonstraram
que aravés da desminerdizacdo da superficie radicular hd expodcdo de uma matriz
coldgena rica em fibronectina (um componente da matriz extracdular) a quad etimula
a migragdo, insxcdo e orientagdo de fibroblastos (Terranova et d., 1986; Terranova
& Wiskgo, 1988), e que eda propria matriz aua como um acabouco, promovendo

uma maior retencdo dos fatores de crescimento (Terranova et d., 1989).



Os reaultados revdaram que a aplicacdo do b-FGF nas doses de 50 ou
125 pg/mL promoveu um aumento da densdade cdular gpenas paa as amodras
condicionadas com dloridrato de teraciding, jA que a maoria destes blocos de

dentina tratados com o faor de crescimento goresentou formecdo de confluéncia

cdula pacd ou totd (Fgura 22 — ramo 7) enquanto as amodras condicionadas e
ndo tratadas com o faor de crescimento agpresentaram cdulas em sua supeficie
porém, sem formaco de nenhuma confluéncia (Figura 22 — ramo 6).

Esses dados estéo de acordo com as observages prévias de Terranova
& Wiskgod (1988) os quas veificar)am haver uma maor quimiotaxia das cdulas do
ligamento periodontd quando o b-FGF ou outros fatores de crecimento (Fetor de
Crexcimento de Cédulas Endotdias — ECGF, Faor de Crescimento Derivado de
Plaguetas - PDGF e o Fator de Trandormacdo de Cresmento b - TGF-b) eram
aplicados em aupeficdes dentinaias previamente condicionadas com cloridrato  de
tetracicling, e de Teranova e al. (1987;1989), que rdaaran haver um aumento da
proliferacdo cdular, devido a maor adsorcdo do b-FGF a dentina desminerdizada
pelatetraciclina

Ese mesamo resultado, ou sga aumento da denddade cdular gpds
golicacdo do b-FGF ea egperado no grupo das amodras condicionadas com EDTA,
ja que eda subgténcia atua td como a tetracicling, promovendo uma desminerdizacéo
da supeficie dentinaia com exposcéo de fibras colégenes do tipo |, supostamente

favorecendo a adesfio do b-FGF e conseglentemente, a proliferacdo  celular.



Entretanto, embora 0 grupo condiciorado com EDTA tenha goresentado um maior
nimero de amostras com confluéncia cdular parcid ou totd quando comparado as
amodras condicionadas com teracidina e @ ndo condicionadas (Figura 22), a
aplicacdo ou néo do b-FGF néo influenciou nesses resultados (Figura 22).

Como na liteatura anda nd ha edudos asociando O
condiconamento com EDTA e a gilicagdo de dgum tipo de faor de crescimento,
ndo exigem subsidios paa explica o porqué do diferente comportamento dedtas
amostras quando comparadas aguelas desminerdizades com tetracidina quanto a
denddade celular. Provavedmente, as diferencas nas caracteriticas quimicas das duas
substancias podem estar influenciando os resultados.

De um lado, o doridrato de tetracidina que, por goresentar pH baixo,
dissolve a aupefice minerdizada, dém de pemanecer adsorvido a denting,
diminuindo a capacidade de adesfio cdula e desta mandra a denddade de
fibroblastos (Frantz & Polson, 1988; Blomldf & Lindskog, 1995, Serett e d., 1997,
Zaman e d. 2000). CondicBo essa compensada quando o b-FGF fo utilizado, em
ambas as dosagens (Figura 2a — anexos). Por outro lado, o EDTA que, por auar como
um agente quelante de pH neutro, presarva a integridede das fibras  colagenas
expodas (Blomlof, 1996, Blomlof e d. 1997), favorecendo a adesdo cdular, néo
havendo provavemente, grandes mudancas com a golicagd do b-FGF. No entanto,
possivels efeitos snégicos entre EDTA/b-FGF podem ndo ocorrer devido a

incompetibilidade quimica destas substéncias ou tdvez, o EDTA tenha a capacidade



de desnaturar o b-FGF, ou de ocupar receptores especificos paa ese fator de
crescimento nas cdulas.
Quanto as amostras ndo condicionadas quimicamente, os resultados

indicaram haver proliferacdo de fibroblastos em suas superficies, com formagdo de

confluéncia cdular independente da dose de faor de crescimento gplicada (Figura
22). Eses achados contrariam os dados apresentados no estudo de Gamd & 4.
(1998), os quais utilizaran uma metodologia Smilar a0 presente edudo, porém com
agplicacdo do faor de creximento derivado de plaquetas (PDGF) e o faor de
cecimento parecido com insulina (IGF). Os autores encontraram uma  maor
densdade celular nas amosiras ndo condicionadas e tratadas com os faores de
crescimento quando comparadas aquelas que ndo receberam o PDGF €lou IGF.

Entretanto, embora exigam diferencas em reacdo as propriedades e
caracteridicas dos faores de crescimento utilizados nos dois estudos, era esperada
uma maior concentragdo de cdulas nas amodras ndo condicionadas e tratadas com o
b-FGF, td como ocorreu no estudo de Gamd et d. (1998). Porém, deve-se consderar
que edtes autores utilizaram cultura primaia de cdulas do ligamento periodontd, as
quas goresentam uma maor dificuldade de proliferacd in vitro comparadas aos
fibroblastos de linhagem continua.

Provavdmente, este fator ou sga diferencas quanto ao tipo cdular
utilizado, tenha proporcionado aos blocos de dentina gpenas ragpados e agplainados
manuamente goresentarem uma maor denddade cdular quando comparados aos

resultados obtidos por Zaman & d. (2000), Rompen & d. (1999) e Babay (2001),



embora nos dois Ultimos trabahos ndo h& indicacdo da forma de sdecdo das aress
escol hidas nas amostras para a obtencdo das fotomicrografias.

Em rdacdo a morfologia cdular, os resultados indicaram que as
amodras tratadas com o b-FGF goresentaram combinagdo de cdulas arredondadas e
achatadas (Figura 23) enquanto que, a maoria dos blocos de dentina do grupo
controle (sem gplicacdo de b-FGF) apresentaram gpenas cdulas achatadas em suas
superficies (Figura 23). De acordo com Gamd e d. (1998), os fibroblastos achatados
S0 indicaivos de cdulas firmemente adeidas a supeficie dentindia, pois
apresentam  projegdes  citoplaamndticas, e os fibroblastos aredondados sfo cdulas
pobremente aderidas devido a0 processo de morte cdular causado, por exemplo, por
ubstncias citotoxicas, ou sfo cdulas em processo de mitose.

Pda andlise das fotomicrografias do estudo (Figuras 13, 15, 18 e 19), a
grande maoria ou sendo, quae a totdidade das cdulas aredondadas encontramse
com procesos  citoplasmdticos, num  aspecto sugestivo de modificagdo para um
formato achatado, enquanto outras estdo em evidente processo de mitose (Figura 5a —
anexos), sugerindo, entéo, vitdidade cdular. Desta mandra, pode-se condderar uma
condicdo mas favorave, a asdacdo dos dois tipos de morfologia cdular do que a
presenca somente de cdulas achatadas, pois na posshilidade de divisio cdular, eta
havendo s multaneamente, um aumento da densidade.

Embora subjetivo, este raciocinio sugere que, O traamento com o b-
FGF recebido peas amodtras pareceu sr mais favoravd, principdmente quando a

doe de 125 pg foi gplicada nos blocos de dentina Porém, pode-se condderar o



condicdonamento quimico prévio recebido peas amodras como um faor que
também influenciou na morfologia cdular. Condderando as amodras que receberam
aplicacdo de b-FGF (50 ou 125 pg), as diferatas quanto a morfologia cdular foram
encontradas entre as amodras condicionadas e as ndo condicionadas previamente a
aplicacdo do b-FGF, ja que os dois tipos de agentes quimicos utilizados, tetraciclina e
EDTA, promoveram resultados Smilares com a maoria das suss amodras
gpresentando combinacdo de morfologia cdular (Figura23 — ramos 8 e 10).

Para 0 grupo de amostras ndo condicionadas, a dose de 125 g de b-
FGF favoreceu a presenca de combinacio de cdulas aredondadas e achaadas
enquanto que as amodras tratadas com a dose de 50 pg goresentaram uma maor
freqiéncia de cdulas achatadas (Figura 23 — ramos 9 e 7). No entanto, esta possivel
“influéncia benéficd’ da dose de 125 ng de b-FGF nédo e refletiu em maior densdade
cdular em reacdo a dose de 50 ng (Fgura 22 — ramo 2). Esta gparente incoeréncia
dos resultados pode s devida ap reduzido tempo de observacdo deste experimento
(24 horas) ou a0 reduzido tempo de condiconamento com b-FGF recebido peas
amodras (5 minutos).

No entanto, estes resultados diferem nas amodras que receberam 0O
condicionamento quimico prévio, mas nd foran traadas com o b-FGF. Nedas
amodras, o condicionamento com o EDTA mogrouse mais favordvel a combinacéo
de fibroblastos aredondados e achatados em comparacdo a0 condicionamento com

tetracidlina ou a ausincia de condicionamento (Figura 23 — ramos 3 e 4). Uma



possivel  explicacdo para diferencas seria o fao de que as supeficies
dentinrias nd condicionadas ou condicionadas com  tefraciding, embora  tenham
proporcionado a adesfo celular, podem ndo ser favorévels para a sua proliferacéo.

Nese sentido, anda que o coondicdonamento com tetracidina
proporcione exposcdo de coldgeno tipo I, e conseqlentemente de  fibronecting,
upodamente esimulando a adesfio de fibroblastos, devido a0 reduzido pH deste
agente quimico, podem ocorrer efeitos prgudicias sobre a proliferacdo cdular. Além
disso, a tetraciclina pemanece adsorvida a raiz, sendo liberada lentamente por peo
menos 48 horas no meio de cultura (Frantz & Polson, 1988), 0 que pode ter dterado
as caracterigticas deste meio e, destamaneira, a proliferacéo dos fibroblastos.

Assm, as caacteridicas quimicas dos agentes desminerdizantes
utilizados para condicionamento radicular parecem influendar também a morfologia
cdular td como ocorreu na densdade. Ede fao pode explicar porque nas amosiras
tratadas com cloridrato de tetraciclina o tratamento com o b-FGF néo 0 levou a um
aumento da denddade cdular, como também promoveu uma mudanca na morfologia
cdular, favorecendo a combinacZo de fibroblastos achatados e aredondados (Figura
23 — ramos 8 e 10). Neste casn, a Uposcio € que o uso do b-FGF tenha
“compensado” os efeitos ddetérios do doridrato de tetracidina observados no  grupo
condicionado, mas sem gplicagio do b-FGF (Figuras 2a e 3a— anexos)

Ja nos grupos condicionados com EDTA, a aplicacdo do b-FGF parece

ndo exercer efdto sobre a morfologia dos fibroblastos, pois em ambas Stuagbes



(EDTA asociado ou ndo a0 bFGF) obsava-se uma maor fregliéncia de amosras
com combinacgo de cdulas arredondadas e achatadas (Figura 4a— anexaos).
Entretanto, embora ndo tenha sdo observado diferencas em rdacdo a

morfologia e denddade cdular entre 0s grupos de amodras condicionadas com 0

EDTA e tratadas ou ndo com o BFGF, a literatura sugere que a utilizagdo deste fator
de crescimento in vitro pode ter efeitos sobre diversas fungdes dos fibroblastos como
a expressio de genes rdacionados a sSintese de cetos componentes da matriz
extracdular, como coldgeno tipo |, tipo Ill, fibronectina e colagenase (Giannobile e
d., 1996; Tekayama & d., 1997, 1998, Murekami & d., 1999; Shimazu & d., 1999,
Pdmon e d. 2000), e mesmo sobre outras cdulas, como as cdulas endotdias,
influenciando na sua migracéo, proliferacéo e morfologia (Gao et d., 1996), os quas
néo foram avdiados

Além diso, dguns fatores rdacionados a metodologia do presente
edudo tas como, tipo cdular utilizado, modo e tempo de gplicacdo do bFGF, e
processamento das amodtras devem ser condderados quando os resultados obtidos
s andisados Em rdagdo ao tipo cdular, enquanto a maoria dos esudos utilizou
cultura priméaia de cdulas do ligamento periodontd, no presente estudo, empregou-
s fibroblastos de linhagem continua Edas clulas por terem um grau de
diferenciacdo muito reduzido, podem expressar em menor quantidade os receptores
especificos paa o b-FGF (FGFR-1, FGFR-2, FGFR-3 e FGFR-4), diminuindo a
cgpacidade de atuacdo do fator de crescimento, o que levaria segundo Takayama et d.

(1997, 1998) e Shimazu et d. (1999), aumamenor proliferacéo cdular.



Quanto a0 nodo e tempo de gplicacdo deve-se condderar que 1) a0
dilur o b-FGF no meo de cultura, ese pode ter mudado as propriedades fiscas eou
quimicas do faor de crescimento, dém do que, nem toda a dose do BFGF empregada

pode ter 9do adsorvida & dentina e pogteriormente liberada para auar sobre as cdulas

e 2) diferentemente dos estudos que incubaram as amostras com 0 BFGF durante um
tempo vaiavd de 30 minutos (Terranova & d., 1987, Terranova & Wiskgo, 1988;
Terranova e d., 1989) a 22 horas (Tekayama et d., 1997,1998), a aplicacdo neste
esudo foi de 5 minutos em temperatura ambiente, visando smular 0 emprego dinico
diminuindo entdo, o tempo de contaio do faor de cresciimento com os blocos de
dentina.

Com relagdo ap processamento, ao colocar os blocos de dentina no
dessecador a vacuo é provave que uma dteracdo da morfologia cdular tenha
ocorrido, j& que ndo € possivd controlar a quantidede de pressfo gerada no interior
deste e nem mesmo, 0 tempo necessAi0 para promover a desidratacdo das amostras,
condicBo que poderia s controlada caso tivesse Sdo utilizado o dessecador de ponto
critico. Entretanto, durante o desenvolvimento do estudo este equipamento ndo edava
digponive naregiéo.

Mesmo congderando todas edas limitagbes, principamente quanto ao
tipo odular utilizado, pode-se ecreditar que exigem motivos para grandes esperancas
na utilizacdo do b-FGF na tergpia regenerdiva do periodonto, ja que este influenciou
postivamente a densdade e morfologia dos fibroblastos E preciso sdientar que

gpenas por meio da redizacdo de mas estudos, tanto ‘in vitro” quanto ‘in vivo”, serd



possivd compreender melhor 0 modo de acdo dos faores de crescimento, bem como
as influéncias da dose ou concentracdo e forma de gplicacdo sobre os diferentes tipos
cdulares que compde 0 periodonto. A patir dete conhecimento, podera ser possive
avdia o potencid de uma eventud combinaco de fatores de crescimento para

utilizacdo dinica



7.CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados conclui-se que:

1) O condiconamento de supeficies dentindias com faor de
crexcimento de fibroblastos basco influenciou tanto a denddade como a morfologia
dos fibroblagtos utilizados no estudo;

2) Paa a amodras que previamente foram condicionadas com
cloridrato de tetraciding, ambas as doses de b-FGF promoveran um amento na
denddade cdular e uma modificacdo na morfologia dos fibroblastos consgente com
umamaior aividade de divisto cdular;

3) A glicagdo do bFGF em supefices dentinaias condicionadas
previamente com EDTA n&o proporcionou beneficios dgnificativos a densdade e

morfologia cdular em rdac@o agueles ja obtidos com o uso do préprio EDTA,



8. ANEXOS

8.1 - CALIBRACAO DOS EXAMINADORES

8.1.1 - DADOS DA CALIBRACAO INTRA-EXAMINADOR

Morfologia
Examinador 1
1° exame 2° exame Total
2 3
2 9 2 11
3 1 8 9
Total 10 10 20
Kappa = 0.700
Z=3146, p= 0002
Examinador 2
1° exame 2° exame Total
2 3
2 8 2 10
3 1 9 10
Total 9 1 20
Kappa = 0.700
Z =3146; p=0.002
Examinador 3
1° exame 2° exame Total
1 2 3
1 1 1 2
2 8 1 9
3 1 8 9
Total 1 10 9 20
Kappa = 0.736

Z =3956; p < 0.0001




Denddade

Examinador 1
1° exame 2° exame Total
0 | 1 | 2 | 3
0 1 1
1 7 7
2 7 2 9
3 3 3
Total 1 7 7 5 20
Kegppa= 0.853
Z =5.868; p<0.0001
Examinador 2
1° exame 2° exame Total
0 | 1 | 2 | 3
0 1 1
1 6 1 7
2 8 2 10
3 2 2
Total 1 7 7 5 20
Kappa = 0.768
Z=5124; p<0.001
Examinador 3
1° exame 2° exame Total
0 | 1 | 2 | 3
0 1 1 2
1 3 1 4
2 7 1 8
3 2 4 6
Total 1 4 10 5 20
Kappa = 0.632

Z =4478; p<0.0001




8.1.2 - DADOS DA CALIBRACAO INTER-EXAMINADORES

Marfologia

Examinador 1 (E1) x Examinedor 2 (E2)

El E2 Total
2 3

2 9 2 11
3 1 8 9
Total 10 | 10 20
Kgopa= 0.700
Z = 3146, p<0.001
Examinador 1 (E1) x Examinador 3 (E3)

El E3 Total

1 2 3

2 8 3 1
3 2 1 6 9
Total 2 9 9 20
Kgopa= 044
Z = 2368, p=0.008
Examinador 2 (E2) x Examinador 3 (E3)

E2 E3 Total

1 2 3

2 8 2 10
3 2 1 7 10
Total 2 9 9 20
Kgopa= 0545

Z = 2828; p=0.002




Denddade

Examinador 1 (E1) X Examinedor 2 (E2)

E1l Total
0 1 2 3
0 1 1
1 7 7
2 9 9
3 1 2 3
Total 1 7 10 2 20
Kappa=0.921
Z =5928; p<0.0001
Examinador 1 (E1) x Examinacbr 3 (E3)
El Total
0 1 2 3
0 1 1
1 1 4 2 7
2 6 3 9
3 3 3
Total 2 4 8 6 20
Kappa= 0571
Z = 4.246; p < 0.0001
Examinador 2 (E2) x Examinador 3 (E3)
E2 Total
0 1 2 3
0 1 1
1 1 4 2 7
2 6 4 10
3 2 2
Total 2 4 8 6 20
Kappa= 0.496

Z =3778 p< 00001




8.2 - TABELAS DE GANHOS PARA A VARIAVEL DENSIDADE

8.2.1 —-GANHOSPARA A CATEGORIA 1:

Na tabda 1a encontrase a avdiacdo do ganho para a categoria 1. Pode-se
notar que, 0 ramo 6 € o que mas fortemente prevé a categoria 1, enquanto que o ramo

4, € 0 que menos explica esta categoria.

Tabeda la: Ganhos paraacaegoria 1.

Node Node: n  Node: % Resp: n Resp: % Gain (%) Index (%)
6 30 11.24 2 34.92 73.33 310.79
5 30 1124 9 14.29 30.00 12714
7 60 247 13 20.63 2167 91.83
2 0 33.71 19 30.16 2111 89.47
4 57 21.35 0 0.00 0.00 0.00

8.2.2—-GANHOSPARA A CATEGORIA 2

Na tabela 2a, encontrase a avdiacdo do ganho para a categoria 2. Pode-se
notar que, o ramo 4 € o que mais fortemente prevé a categoria 2, sendo um nd puro
(100% das obsarvaghes S0 da categoria 2), enquanto que o ramo 6, € 0 que menos
explica esta categoria

Tabela 2a: Ganhos paraa categoria 2.

Node Node:n Node % Resp: n Resp: % Gain (%) Index (%)
4 57 21.35 57 2194 10000 130.88
2 0 3371 71 34.80 78.89 103.25
7 60 247 47 2304 78.33 10252
5 30 11.24 21 10.29 70.00 91.62
6 30 1124 8 392 26.67 34.90




8.3 — TABELA DE GANHOSPARA VARIAVEL MORFOLOGIA

8.3.1 -GANHOSPARA A CATEGORIA 2

Na tabda 3a temse a avdiacdo do ganho para a caegoria 2. Pode-se
obsarvar que o ramo 4 é o que mas fortemente prevé a caegoria 2, enquanto que o
ramo 9, é 0 que menos explica esta categoria.

Tabeda 3a: Ganhos paraacaegoria 2.

Node Node:n Node % Resp: n Resp: % Gain (%) Index (%)
4 20 247 16 36.36 80.00 161.82
7 10 11.24 6 1364 60.00 121.36
10 20 247 9 2045 45.00 91.02
8 19 2135 8 18.18 4211 85.17
3 10 11.24 3 6.82 30.00 60.68
9 10 11.24 2 4.55 20.00 4045

8.3.2 - GANHOS PARA CATEGORIA 3:

Na tabela 4a, encontrase a avdiacdo do ganho para a categoria 3. Pode-se
obsarvar que o ramo 9 é o que mas fortemente prevé a caegoria 3, enquanto que o

ramo 4 € 0 que menos explica

Tabela 4a: Ganhos paraa categoria 3.
Node:

Node n Node: % Resp: n Resp: % Gain (%) Index (%)
9 10 11.24 8 17.78 80.00 15822
3 10 1124 7 15.56 70.00 13844
8 19 21.35 11 24.44 57.89 11450
10 20 247 1 24.44 55.00 108.78
7 10 1124 4 8.89 40.00 79.11
4 20 247 4 8.89 20.00 39.56




84 — ANALISE DO AJUSTE DO MODELO / TAXA DE MA-
CLASSIFICACAO

Uma forma de andisar a fdta de guse do moddo consse em segparar uma
amodra especificamente para iso, e fazer a contagem do nUmero de individuos que
foram dassficados erroneamente, cdculando-se assim, a Taxa de Mé-classificagao.
Para cdcular a Taxa de Ma-classificacdo, dvide-se a amnostra em duas partes, sendo
que a primeira parte € a anodra propriamente dita, com a qua se condtrdi a avore, e
a sgunda, € a amostra em teste, cujos dementos srdo classficados segundo a &vore

criada pea primera pate. A probabilidade de classficar erroneamente um demento
da segunda amostra é denominada Taxa de Méa-classificacao.

8.4.1 — TAXA DE MA-CLASSIFICACAO PARA A ARVORE DA VARIAVEL
DENS DADE

Tabda 5a: Matriz de M& Classificaco.
Categoria observada

Categoria
predita 1 > Total
1 2 8 30
2 41 196 237

Total 63 204 267




8.4.2 - TAXA DE MA-CLASSIFICACAO PARA A ARVORE DA VARIAVEL
MORFOLOGIA

Tabda 6a: Matriz de Ma Classificaczo.
Categoria observada

Categpria
predita 1 2 Total
1 22 8 30
2 22 37 59
Total a4 45 89

8.5—Figuras
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RESUMO

O objeivo do pressnte estudo foi avdiar in vitro o €dto do condiconamento
radicular com faor de crescimento de fibroblastos basco (b-FGF) sobre a morfologia
e denddade de fibroblastos Para td, blocos de dentina com 4 mm? de &ea de
aupeficde foram obtidos de raizes de dentes humanos extraidos devido severo
envolvimento  periodontd, sendo  indrumentados menudmente e autoclavados.
Noventa amodras foram sdecionadas desgtoriamente e didribuidess em 3 grupos
segundo o tratamento de supeficie prévio ap condicionamento com o b-FGF sm
tratamento — controle, 50 mg/mL de doridrato de tetracidina e EDTA a 24%. As 30
amodras de cada um destes 3 grupos foram didribuides em 3 subgrupos quanto a
dose de BFGF. 0 pg/mL — controle 50 pg/mL e 125 pg/mL. Apds os tratamentos, as
amodras foram incubadas a 37° C e 98% de umidade com 2mL de meo Eagle, sendo
ImL com fibroblastos de linhagem continua (cdulas McCoy) na concentracdo de 1 X
10° cdulasmL e ImL  meio sem odulas, por 24 h. Apss as 24 h, as amostras foram
submetidas a preparo de rotina para MEV e entéo, fotomicrografadas nos aumentos

de 500X (denddade cdular) e 1000X (morfologia cdula). Em seguida, as



fotomicrografias foran avdiadas por 3 examinadores treinados, cdibrados,
independentes e cegos, os quas verificaam morfologia e densdade cdular segundo
0s escores propogtos por Gamd et d. (1998) e Jenkins et d. (1988), respectivamente.
A aplicacio da Andise de Regressio pda Técnica da Arvore demonstrou haver
diferencas eddidicamente sgnificantes para a densdade cdular (p<0,0001) entre os
grupos EDTA, tetracidina e controle, sendo que também houve diferencas entre as
doses de 050 pg e 125 pg de bFGF nas amodras condicionadas com EDTA
(p<0,0001) e entre as doses de 0 e 50/125 pg de bFGF nas amostras condicionadas
com tetraciclina  (p<0,0001). Esa mesma técnica mostrou haver diferencas
sgnificativas quanto a morfologia cdular entre as amodtras tratadas ou ndo com b-
FGF, sendo que a dose de 125 pg, demondrou anda, ser mas favorave do que a de
50 pg Condui-se que o tratamento das superficdes dentindias com o b-FGF
influenciou tanto a densidade como a morfologia, embora nas amostras condicionadas
com o EDTA ede faor de crexcimento ndo tenha proporcionado beneficios

ggnificativos em relagéo apsjaobtidos com o uso desta substncia

Pdavraschave: Regeneracdo tecidud guiada, fator de crescimento de fibroblastos

fibroblastos.



SILVERIO, K. G. The effect of fibroblast growth factor on the root surfaces
conditioning with tetracycline HCl or EDTA at the morphology and density of
fibroblast . Sudy in vitro. Araaquara, 2002. 83p. Dissertacdo (Mestrado em
Periodontia) — Faculdade de Odontologia, Universdade Estadud Paulisa

ABSTRACT

The am of this sudy was to evauae in vitro the effect of the root surface
conditioning with badc fibroblast growth factor (b-FGF) about morphology and
densty of fibroblasts. Dentin dices of with 4 mnf of surface area were obtained from
roots of teeth extracted due to severe periodonta involvment. These were scded and
deilized. Ninety samples were randomly didributed into 3 groups according to
tretment before application of bFGF non-treated — control; 50mg/mL of
tetracycline HCl and EDTA 24%. The thirty samples of each group were distributed
into 3 subgroups according to the concentration of b-FGF 0 pgmL — control; 50
pgmL  and 125 pg/mL. After treatments, the samples were incubated at 37°C and
98% humidity with 1mL of Eagle Medium with 1 x 10° celsmL of fibroblast from
continuos lineege (McCoy Cdls) plus ImL this solution without codls during 24
hours. The samples were submitted to routine preparation for SEM and photographed
a 500x (dendty cdula) and 1000x (morphology celular). Three independent and
blind examinas evduaed the fibroblast’'s morphology and density, according to
Gamam e d. (1998) and Jenkins et d. (1998), regectively. Classfication and

Regresson Trees tes results indicated dgnificant differences on the dengty



(p<0,0001) among EDTA, tetracydine and control groups with aso differences
between concentrations of  0/50pug and 125ug of bFGF a the samples conditioning
with EDTA (p<0,0001) and between concentrations of O and 50/125 pg of b-FGF a

the samples conditioning with tetracyding(p<0,0001). The results of this test to

morphology indicated dSgnificant differences between trestment or non-trestment
with b-FGF, and that concentration of 125 pg demondrated to be more favorable than
the concentration of 50 pg. In concluson, the trestment of root surfaces with b-FGF
influenced the densty and morphology, however a the samples conditioned with
EDTA previoudy to the application of b-FGF, there was no improvement on the

results over those obtained solely with EDTA.

Keywords Guided tissue regeneration regeneration; fibroblass growth factor;

fibroblasts.
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