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“E assim, depois de muito esperar,
num dia como outro qualquer, decidi triunfar...

Decidi ndo esperar as oportunidades e sim, eu mesmo buscéa-las.

Decidi ver cada problema como uma oportunidade de encontrar uma solucéo.
Decidi ver cada deserto como uma possibilidade de encontrar um oasis.
Decidi ver cada noite como um mistério a resolver.

Decidi ver cada dia como uma nova oportunidade de ser feliz.

Naquele dia descobri que meu Unico rival

nao era mais que minhas proéprias limitacées

e que enfrentéa-las era a Unica e melhor forma de superé-las.
Naquele dia, descobri que eu ndo era o melhor

e que talvez eu nunca tenha sido.

Deixei de me importar com quem ganha ou perde.

Agora, me importa simplesmente saber melhor o que fazer.

Aprendi que o dificil ndo é chegar la em cima, e sim deixar de subir.
Aprendi que o melhor triunfo que posso ter

é ter o direito de chamar a alguém de "Amigo".

Descobri que o amor é mais que um simples estado de enamoramento,

"o amor é uma filosofia de vida".
Naquele dia, deixei de ser um reflexo dos meus escassos triunfos passados

e passei a ser a minha prépria ténue luz deste presente.
Aprendi que de nada serve ser luz se ndo vai iluminar o caminho dos demais.

Naquele dia, decidi trocar tantas coisas...
Naquele dia, aprendi que os sonhos sdo somente para fazer-se realidade.

E desde aquele dia ja ndo durmo para descansar...

Agora simplesmente durmo para sonhar.”

Walt Disney
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INTRODUCAO

Um dos objetivos do tratamento periodontal regenerativo €
promover a inser¢cdo de tecido conjuntivo sobre a superficie radicular
acometida pela doenca periodontal. Tem sido demonstrado que os dentes
de pacientes com periodontite sdo hipermineralizados e contaminados
com substancias citotoxicas, especialmente o lipopolissacarideo — LPS
(HATFIELD e BAUMHAMMERS, 1971; ALEO et al. 1974; LOPEZ, 1984),
0 qual representa o agente principal a ser vencido, para se obter uma
nova insercado de tecido conjuntivo em raizes acometidas pela doenca
periodontal.

O calculo dental e o biofilme bacteriano sdo considerados
importantes fatores etioldgicos locais da doenca periodontal. A populacdo
bacteriana destas formas de agressdo e seus produtos metabdlicos
invadem os tecidos periodontais de tal forma, que suas toxinas fixam-se a
superficie do cemento e, como conseqiéncia, torna-se uma fonte
constante de irritacao tecidual, responséavel pela destruicdo progressiva e,
muitas vezes irreversivel, das estruturas periodontais de sustentacao.

O procedimento clinico que visa a remocao destes agentes
etiolégicos locais denomina-se “raspagem e aplainamento radicular”
porém muitas vezes, esta ndo se mostra totalmente efetiva na remocao

de depdsitos mineralizados da superficie radicular. Além disso, este
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tratamento gera smear layer, uma camada contendo remanescentes de
calculo dental, cemento contaminado, toxinas bacterianas e biofilme
(JONES e O’LEARY, 1978; BLOMLOF et al., 1996). Algumas pesquisas
tém demonstrado que esta camada pode interferir na reparacao
periodontal (BAKER et al., 2000; ISIK et al., 2000; HANES et al., 1991).
Assim sendo, estudos realizados tanto in vitro quanto in vivo tém
enfatizado o condicionamento radicular como coadjuvante a raspagem,
para remover smear layer e expor fibras coldgenas da dentina ou do
cemento, 0 que poderia auxiliar a reparacdo das estruturas periodontais
perdidas (LAFFERTY et al., 1993; BLOMLOF et al., 2000).

Véarios agentes quimicos tém sido propostos para esta
finalidade, incluindo acido citrico, acido etilenodiaminotetracético (EDTA),
o cloridrato de tetraciclina, entre outros. Dentre estes, o acido citrico foi
um dos primeiros a ser empregado. Apesar de alguns autores mostrarem
maior insercdo conjuntiva, cementogénese e neoformacéo 0ssea, outros
acreditam que a necrose causada nos tecidos adjacentes devido ao seu
baixo pH, o contra-indica (KASSAB e COHEN, 2003; BLOMLOF e
LINDSKOG, 1995a, 1995b; GARRETT et al., 1978; REGISTER e
BURDICK, 1976).

As tetraciclinas, apesar de seu pH também baixo, foram
empregadas inicialmente devido ndo s6 a sua capacidade de remover
smear layer, mas também por ser um agente bactericida capaz de ser

adsorvido na superficie dental e liberado lentamente por até 14 dias
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(CHRISTERSSON et al., 1993; STABHOLZ et al., 1993a, 1993b). Outras
vantagens de sua aplicacdo sao: promocao da adesao e proliferacdo de
fibroblastos e inibicdo da acdo do horménio da paratiredide, responsavel
em parte pela reabsorcdo 0ssea (LAFFERTY et al., 1993; STABHOLZ et
al.,1993a, 1993b; GOLUB et al.,, 1994; JEONG et al.,, 1994; BABAY,
2001).

Uma alternativa proposta as substancias de baixo pH foi o
EDTA, o qual, de modo diferente aos agentes anteriores, nao
desmineraliza a superficie e sim, quela os ions célcio, removendo a matriz
inorganica, preservando a rede de fibras colagenas (BAKER et al., 2005;
GAMAL e MAILHOT, 2003; KASSAB e COHEN, 2003; BERGENHOLTZ e
BABAY, 1998; BLOMLOF et al., 1996; BLOMLOF e LINDSKOG, 1995a,
1995b).

Outra substancia com propriedade quelante semelhante ao
EDTA é o citrato de sodio. Apesar de ndao serem encontrados estudos
onde ele € empregado na biomodificacao radicular, que € 0 processo no
qual agentes quimicos sdo empregados na remocdo de smear layer e
exposicao fibras colagenas, trabalhos testando sua toxicidade e cinética
molecular justificam a tentativa deste trabalho em utiliza-lo para este fim.
Ele € o anticoagulante de escolha para bolsas de sangue, pois apresenta
menor grau de toxicidade celular do que o EDTA (DEWAN et al., 1982).
Outro fator importante € que o citrato de sédio apresenta constante de

ligacdo ao ion calcio mais baixa do que o EDTA, sugerindo uma reacao
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mais controlada, podendo tornar sua remocdo da superficie dental mais
facil (NISHIOKA et al., 2002). Segundo Lan et al. (1999), o citrato de sédio
apresenta caracteristicas citotoxicas para fibroblastos gengivais menos
acentuadas do que o acido citrico.

A formacdo e adesdo do coagulo sanguineo constituem a fase
inicial do processo de cicatrizacdo dos tecidos periodontais (HIATT et al.,
1968; POLSON e PROYE, 1983; WIKESJO et al., 1992). A rapida
aderéncia do coagulo sangliineo sobre a raiz promove a formacdo de
uma barreira capaz de diminuir a migracdo apical do tecido epitelial
(WIKESJO et al., 1991; CATON e GREENSTEIN, 1993). Dessa forma, a
exposicdo de fibras colagenas dentais, pela aplicacdo de agentes
quimicos, pode promover a ativacao e agregacao plaquetéria, culminando
na formacdo de uma rede de fibrina insolavel, a qual pode atuar como
arcabouco para adesdo e proliferacdo de células do tecido conjuntivo
(STEINBERG e WILLEY, 1988; JENNY e MANN, 1989; BAKER et al.,
2005).

Assim, parece oportuno avaliar a adeséo e estabilizacdo da
rede de fibrina sobre a superficie radicular, apds a aplicacdo de agentes
quimicos para remocdo de smear layer, na tentativa de justificar os

diferentes resultados encontrados na literatura.
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REVISAO DA LITERATURA

Devido a maioria dos trabalhos na literatura utilizarem mais
de uma substancia no condicionamento radicular, dificultando realizar
uma revisdo do conteudo literario separadamente para cada um dos
agentes quimicos, os estudos abaixo foram organizados por ordem
cronoldgica.

Ha alguns anos sabe-se que a utilizagdo de instrumentos
manuais, rotatorios, sbénicos e ultra-sbnicos promove a formacdo e
deposicdo de smear layer, também conhecida como camada de
esfregaco. Alguns estudos sugerem que esta camada pode atuar como
barreira fisica entre os tecidos periodontais e a superficie radicular, o que
levaria a inibicdo de insergdo do tecido conjuntivo sobre a raiz dental e
formagdo de um epitélio juncional longo (BAKER et al., 2005; ABI
RACHED, 2003; BAKER et al., 2000; ISIK et al., 2000; PILATTI, 2001;
SAMPAIO, 1999; HANES et al., 1991).

Dessa forma, varios estudos tém sido realizados na tentativa
de encontrar o melhor agente para remogao de smear layer, permitindo a
visualizag&o dos tubulos dentinarios, exposi¢cao das fibras colagenas tanto
da superficie da dentina quanto do cemento e que promova a

descontaminagdo da superficie radicular recoberta por endotoxinas
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bacterianas, sem causar danos extensos aos tecidos periodontais
adjacentes.

Um dos primeiros trabalhos foi realizado por Register e
Burdick em 1975, onde os autores avaliaram histologicamente, em 1000
dentes de caes e gatos, se a aplicacdo de diferentes acidos (com
diferentes pH) e tempos de aplicacdo poderiam influenciar a
cementogénese e a reinsercdo de fibras colagenas sobre a superficie
dental. Com essa finalidade, defeitos ésseos foram cirurgicamente criados
simulando um estagio avangado da doenga periodontal com destruicao
Ossea circunferencial. Os autores concluiram que a aplicagao de acidos
da maneira correta, ou seja, de forma a limpar a superficie e expor fibras
colagenas, estimula a nova formagao cementaria e insercdo de fibras
colagenas sobre a superficie dental. Além disso, nos dentes onde foi
aplicado o acido citrico (pH 1,0) durante 2 ou 3 minutos, houve maior
deposicdo de matriz de cemento e revascularizacdo mais rapida do
retalho.

No ano seguinte (1976), os mesmos autores avaliaram a
eficiéncia da aplicagdo de uma solugao saturada de acido citrico (pH 1,0)
durante 2 minutos, na formagdo de nova inser¢ao conjuntiva em cées.
Defeitos dsseos foram criados ao redor dos dentes e apdés um periodo de
cronificacdo, onde foi detectada inflamagdo gengival, retalhos
mucoperiosteais foram realizados para raspagem e aplicacédo do acido.

Dessa forma, pela anélise histoquimica e morfoldgica dos periodos iniciais
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e finais (12 meses) apos cirurgia, os autores concluiram que houve
imbricamento mecanico do cemento neoformado sobre a superficie
radicular desmineralizada, com penetracdo do tecido cementario na
embocadura dos tubulos dentinarios. Além disso, verificaram que apoés
trés meses de cirurgia, houve reinser¢dao do tecido gengival sobre a
superficie dental afetada pela doenga periodontal crénica e limpa pelo
acido. Outros resultados obtidos foram: reparo de defeitos &sseos
interproximais de uma parede por reinsegdo conjuntiva, grande
porcentagem de falha no reparo de defeitos de furca e dsseos horizontais,
e completo reparo 6sseo alveolar apds 12 meses, com presenca de fibras
ligamentares entre o tecido 6sseo e o cementario neoformado. Os autores
afirmaram que o condicionamento radicular com acido citrico € uma
modalidade de tratamento valida no reparo de defeitos dsseos na terapia
regenerativa periodontal.

Em 1978, Garrett et al. examinaram, em dentes extraidos
por motivo de doenca periodontal avangada, os efeitos da aplicagao de
solugédo saturada de acido citrico (pH 1,0) sobre a superficie radicular.
Apds analise em microscopia eletronica de varredura (MEV), os autores
concluiram que o uso deste acido aumenta a quantidade de
irregularidades na superficie dental e o numero de fibras colagenas
expostas, além disso, afirmam que sua aplicagcdo s6 tem efeito sobre
superficies previamente raspadas para remoc¢ao do cemento, pois este se

apresenta hipermineralizado pelo comprometimento periodontal.
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Ririe et al. em 1980, realizaram retalhos em dentes de caes
e raspagem e o condicionamento radicular com acido citrico (pH 1,0 por 3
minutos). As amostras foram avaliadas sob microscopia 6ptica de luz e
por microscopia eletrbnica de varredura. Os autores concluiram que
houve maior reparo tecidual nos animais onde foi realizado a
desmineralizagao radicular e que o mecanismo de agao provavel foi a
interdigitacdo entre as fibras colagenas da dentina e as fibrilas do tecido
conjuntivo. Quanto a formacao de cemento, os autores citam nao terem
verificado grande diferenga entre os grupos, porém sugeriram a realizagao
de um estudo mais longo.

Com a finalidade de avaliar clinicamente os efeitos da
aplicagao do acido citrico sobre a superficie radicular em humanos, Cole
et al. (1981) verificaram que, 6 meses apds a cirurgia a retalho pela
técnica de Widman modificada em paciente com bolsas periodontais
profundas, 60% dos pacientes apresentaram ganho no nivel de insergéao
de pelo menos 2 mm, enquanto no grupo onde nao foi feita a
biomodificagédo, apenas 43% dos pacientes atingiram essa meta.

Ainda em 1981, Renvert e Egelberg realizaram a raspagem,
por meio de realizacdo de retalho, em dentes com bolsa periodontal =
6mm de profundidade, sendo que um grupo foi apenas raspado e outro
além deste procedimento, recebeu a aplicagao de acido citrico (pH 1,0)
por 3 minutos. Apds 6 meses das cirurgias, o grupo onde foi realizada a

biomodificagdo apresentou ganho médio no nivel de insergéo clinica de 2
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mm, enquanto no grupo controle a média foi de 1,15 mm. Dessa forma, os
autores citam ser a favor da aplicagao do acido citrico, uma vez que além
de melhores resultados clinicos, ndo observaram necrose significante do
retalho e nem hipersensibilidade dentinaria em seus pacientes. Eles
ressaltam que a técnica deve ser realizada cuidadosamente em areas
com possibilidade de inspecgao visual.

Com a finalidade de avaliar o efeito antimicrobiano da
solugao saturada por acido citrico (pH 1,0), Daly (1982) cultivou bactérias
presentes em bolsas periodontais antes e apds tratamento, que consistiu
da raspagem e irrigacdo com soro fisiolégico (Grupo1) e raspagem
seguida pela aplicagdo da ja citada solugao acida por 3 minutos (Grupo
2). O autor concluiu que a aplicagdo de acido citrico diminuiu
significantemente o niumero de bactérias viaveis aerébias e anaerdbias.
No Grupo 1, onde foi realizada a irrigagdo com soro fisioldgico, nao foram
encontradas diferengas antes e apds raspagem. Segundo o estudo, este
efeito € devido ao baixo pH do acido citrico e que ele deve ser
considerado na remocao de residuos de tecido mineralizado aderido na
superficie dental (smear layer).

Lasho et al. (1983) avaliaram em MEV, 50 dentes humanos
extraidos devido a doenga periodontal avangada, se a raspagem e o
alisamento radicular eram suficientes na descontaminacdo da raiz € na
remogao de smear layer ou se havia necessidade de emprego de algum

agente quimico. Vinte e cinco dentes foram levemente raspados apenas
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para remocao de calculo, e os demais foram raspados vigorosamente até
obter aparente remocgao de todo cemento, obtendo uma superficie lisa e
polida. Logo apés, irrigacdo com solugdo salina foi realizada em 5
amostras, que foram armazenadas como controle. Os agentes quimicos
comparados foram: 1) Aplicacdo de solugao saturada de acido citrico por
3 minutos; 2) Solugado de EDTA a 15% por 5 minutos; 3) Hipoclorito de
soédio por 5 minutos; 4) Hipoclorito de sddio por 5 minutos associado ao
acido citrico por 30 segundos e 5) Deoxicolato de sodio a 2% por 1 minuto
seguido pelo uso de fracdo IV1 de Chon’s durante 1 minuto. As
superficies que tiveram apenas o calculo dental removido apresentaram
poucas fibras colagenas expostas apds condicionamento quimico. Os
autores constataram que as substancias dos grupos controle, 3 e 5,
mesmo apods raspagem, nao foram suficientes para remogao de smear
layer radicular. Além disso, relataram a necessidade do uso de agentes
condicionadores como acido citrico, EDTA ou combinacédo de hipoclorito
com acido citrico, em associagao a raspagem, para exposi¢ao das fibras
colagenas da superficie dentinaria. Os autores ainda ressaltam que o
EDTA promoveu altera¢gdes na morfologia das fibras colagenas.

O grau de irritagao pulpar pela utilizagdo de acido citrico foi
avaliado por Yeung e Clarke em 1983. Para isso, os pesquisadores
realizaram retalhos na vestibular de pré-molares de cées da raga Beagle e
confeccionaram um defeito 6sseo, simulando deiscéncia 6ssea vestibular,

de cerca de 7 mm. Em seguida, realizaram a raspagem destes dentes e
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dividiram os animais em 2 grupos: controle, onde foi aplicada solugao
salina; experimental |, aplicacdo de solugdo de acido citrico a 20%
topicamente por 3 minutos e experimental I, acido citrico a 50% usado do
mesmo modo anterior. Apos 1, 7, 14, 28 e 56 dias da cirurgia, os dentes
foram analisados histologicamente sob microscopia o6ptica de luz.
Nenhuma alteracao pulpar (inflamacao, degeneragado e calcificagao) foi
encontrada nos grupos controle e acido citrico a 20% em qualquer
periodo. Ja apds 1 dia da utilizagdo do acido a 50%, pequena alteragéo
pulpar reversivel foi encontrada. Os autores concluiram que este acido é
incapaz de promover alteragbes pulpares nocivas, quando utilizado
criteriosamente para remover smear layer.

Cogen et al. (1984) avaliaram o crescimento de fibroblastos
sobre superficies radiculares de dentes extraidos por severo
acometimento periodontal. Os elementos dentais foram divididos em
quatro grupos: sem tratamento (controle); raspagem e aplainamento
radicular; aplicagdo de solugéo de acido citrico saturada (pH 1,0) por 3
minutos e raspagem seguida pela aplicagdo do &acido. Apenas as
superficies raspadas, condicionadas ou nao, mostraram condi¢cdes de
crescimento para as células, sendo que a aplicacédo de acido citrico sobre
a superficie raspada, aumentou ligeiramente a quantidade de células
aderidas. Desta forma, os autores concluiram que a aplicacdo da solucao
de acido citrico sobre a superficie radicular raspada, auxilia na adesao e

proliferagcédo dos fibroblastos provenientes do ligamento periodontal.
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Dreyer et al.,, também em 1984, avaliaram em babuinos
(Papio ursinus), o grau de mineralizagao da superficie radicular afetada ou
nao pela doenca periodontal e o efeito do condicionamento radicular por
acido citrico sobre elas. Os autores concluiram que a superficie radicular
contaminada € hipermineralizada e que a aplicacdo do acido deve ser
realizada apds a raspagem para maior limpeza e exposi¢cao de fibras
colagenas.

Em 1985, Hanes et al. analisaram o efeito do
condicionamento radicular com acido citrico sobre superficies radiculares,
na insercdo do tecido conjuntivo e epitelial em ratos. Metade das
amostras foi apenas raspada e irrigada com soro fisiolégico enquanto que
a outra metade foi raspada e condicionada pela solugao de acido citrico
(pH 1,0 por 3 minutos). As amostras foram implantadas verticalmente no
dorso dos animais, sendo que cada amostra permaneceu com uma
porcao fora do dorso (exposta ao meio ambiente) e outra submersa no
tecido conjuntivo. Apés 1, 3, 5 e 10 dias da implantagéo, os animais foram
sacrificados e as pecgas analisadas morfologica e histometricamente sob
microscopia Optica de luz. Os autores verificaram que no grupo
condicionado por acido, maior numero de células e fibras estavam
aderidas a superficie em relagdo ao grupo controle, além de nenhuma
migracao apical do tecido epitelial ser observada.

Com finalidade de testar os diferentes efeitos da solugdo de

tetraciclina na regeneragao periodontal, Claffey et al. em 1987 utilizaram
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pré-molares de caes da raca Beagle, expondo 6 mm da porgao radicular
abaixo da juncado cemento-esmalte, por meio da remogéo cirurgica do
0sso alveolar. As raizes permaneceram expostas ao ambiente bucal por
trés meses, sem controle de placa, para contaminagao radicular. Apos
este periodo, as raizes foram cirurgicamente expostas e condicionadas
com cloridrato de tetraciclina (TTC HCI) a 1% (pH 2,6) e o retalho
reposicionado coronalmente. Apds seis meses, 0s animais foram
sacrificados e o elemento dental, juntamente com os tecidos periodontais
adjacentes, foram removidos em bloco para analise histolégica. Segundo
os autores, nova insercao de tecido conjuntivo, que se estendia desde a
jungado cemento-esmalte até a base do defeito, foi obtida na maioria das
amostras ndo havendo, portanto, migracao epitelial e formacgéao de epitélio
juncional longo. Além dos autores ressaltarem a exceléncia da reparagao
tecidual, eles afirmaram que a aplicacao da tetraciclina, por sua atividade
antimicrobiana, deve ser considerada em procedimentos periodontais
regenerativos.

Em um trabalho utilizando a mesma metodologia de
implantacéo radicular vertical em dorso de ratos, Frantz e Polson (1988)
aplicaram duas concentracbes de tetraciclina (100 e 200 mg/cc) por 5
minutos na superficie da raiz. Os autores constataram que a aplicagao
das solugdes de tetraciclina aumentou o numero de células e fibras
aderidas sobre a superficie dental, ndo havendo diferengas entre as duas

concentracdes. Além disso, eles ressaltam que mesmo apoés 10 dias de
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avaliagao, o tecido aderido sobre a superficie radicular ndo apresentava
caracteristicas morfologicas de um tecido conjuntivo inserido.

Em 1988, Adriaens et al. apds avaliarem a penetragao de
bactérias odontopatogénicas nos tubulos dentinarios, sugeriram o uso de
agentes condicionadores e antimicrobianos na descontaminagao
radicular, uma vez que eles observaram que o tratamento periodontal
convencional por meio da raspagem, nao elimina as bactérias presentes
no interior dos tubulos. De acordo com o estudo, tanto os tubulos
dentinarios, quanto riscos e depressdes na superficie geradas pela
instrumentacédo, poderiam agir como reservatorios para as bactérias
periodontopatogénicas.

Bal et al. (1990), avaliaram a formacéo do coagulo em raizes
de seis dentes humanos afetados pela doenca periodontal. Cada dente foi
dividido em trés areas: ligamento periodontal intacto (ter¢co apical),
raspagem (terco médio) e raspagem associada ao condicionamento (tergo
cervical). O condicionamento foi realizado em trés dentes com solugao de
acido citrico 1% por 3 minutos e, nos demais trés dentes, com solugao de
TTC HCI 50 mg/ml por 3 minutos. Os dentes foram extraidos,
condicionados e reimplantados em seus alvéolos originais. Apos 5
segundos, 1 minuto e 3 minutos, os elementos dentais foram removidos
definitivamente do alvéolo. A analise por meio de microscopia eletronica

de varredura (MEV) mostrou que ap6s 3 minutos, as raizes tratadas pela
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tetraciclina apresentavam coagulo em estagio de formagdo mais
avangado em relagao ao grupo tratado com acido citrico.

Um estudo in vitro com dentes bovinos, avaliou a superficie
dentinaria radicular apds raspagem e alisamento radicular, associada ou
nao ao condicionamento com acido citrico (pH 1,0) ou cloridrato de
tetraciclina a 0,5% durante 5 minutos. Os autores concluiram que a
solugao de tetraciclina promoveu desmineralizagado da dentina peritubular
em menor grau do que o acido citrico e que maiores concentragdes desta
solugdo sao necessarias para uma consistente remocao da smear layer
resultante da instrumentacao (HANES et al., 1991).

Neste mesmo ano, Handelsman et al. trataram defeitos
0sseos, a maioria de 3 paredes (89%), de 18 pacientes por meio da
técnica de regeneragcdo tecidual guiada. Os autores dividiram os
pacientes em 2 grupos, onde no primeiro realizaram apenas a raspagem e
no outro, associaram a ela o uso de solugao saturada de acido citrico. Em
todos os pacientes foi verificado ganho médio de 3,5 mm no nivel de
insercao clinica. Os autores concluiram que a utilizagado da membrana de
politetrafluoretileno (PTFE) no tratamento de defeitos com trés paredes,
resultou clinicamente numa significativa melhora nos niveis de insergao e
ganho 6sseo; o tamanho e a morfologia do defeito exerceram influéncia
na quantidade de regeneracgao clinica obtida; em termos de profundidade,
60% do defeito foram preenchidos por tecido 6sseo e o uso de acido

citrico como coadjuvante na descontaminagdo da raiz nao parece



Revisao da Literatura 28

melhorar os ganhos nos niveis de inser¢cao e na quantidade de osso
formado.

Labahn et al. (1992) avaliaram o efeito do acido citrico e
tetraciclina HCI pela forma passiva ou ativa (esfregaco), na superficie
dentinaria radicular de terceiros molares inclusos recém-extraidos,
durante 30, 60, 120 e 240 segundos. Foi concluido que o acido citrico
atua mais profundamente do que o cloridrato de tetraciclina (HCI), levando
a maior dissolugdo da superficie dentinaria, abertura de tdbulos e
formagao de irregularidades tais como depressdes. Além disso, 0 modo
de aplicagdo dos agentes nao exerceu influéncia na morfologia da
superficie radicular, uma vez que as alteracoes foram visiveis em todos os
modos de aplicagao.

Em um estudo avaliando regeneracgao tecidual, Kersten et al.
(1992) avaliaram a qualidade da cicatrizagao de lesdes periodontais infra-
Osseas tratadas (12 defeitos) ou ndo com acido citrico (14 defeitos), apds
raspagem e inclusdo de uma membrana de PTFE. Os pacientes foram
instruidos quanto a higiene bucal logo apds a cirurgia e apos 12 meses do
tratamento, os sitios cirurgicos foram avaliados. Resultados semelhantes
foram obtidos em ambos os grupos e os autores concluiram que o
condicionamento radicular ndo é necessario, com a finalidade de melhorar
os parametros clinicos periodontais.

Em relagdo ao tratamento de furcas, Parashis e Mitsis

(1993) realizaram o condicionamento radicular com cloridrato de
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tetraciclina (100 mg/mL) em lesbes de furca grau |l de pacientes
periodontalmente comprometidos. Os individuos apresentavam lesdes
pareadas com perda de insercao clinica 25 mm. Um total de nove pares
de defeitos foi incluido no estudo, sendo que cada par foi distribuido
aleatoriamente para cada tratamento, e o mesmo individuo apresentou
ambos os tratamentos apds raspagem: condicionamento com tetraciclina
recoberto com membrana PTFE-expandida, ou somente a membrana.
Aproximadamente 4 a 6 semanas apds a cirurgia, as membranas foram
removidas. Seis meses apds a cirurgia inicial, todos os parametros
clinicos, particularmente no nivel de insergao clinica horizontal, mostraram
melhora clinica. Porém, estatisticamente nao houve diferenca significante
entre os sitios tratados apenas com membrana (regeneracao tecidual
guiada) e os sitios onde foi aplicado o cloridrato de tetraciclina.

Dyer et al. (1993) estudaram oito cées da raga Beagle com
doenga periodontal natural. Apés quatro semanas da raspagem e do
alisamento radicular, 4 sitios foram apenas raspados novamente e
recobertos com membrana de PTFE-e, outros 4 foram biomodificados
com acido citrico e recobertos por membrana e mais 4 defeitos foram
tratados com tetraciclina HCI e também recobertos com membrana. Apos
6 semanas as membranas foram removidas e a profilaxia foi realizada 3
vezes por semana com clorexidina, até o final do estudo. Apds 4 meses

apos a cirurgia, as analises levaram os autores a concluirem que a
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aplicagao de acido citrico ou de tetraciclina ndo promove melhora dos
resultados atingidos com a regeneracgao tecidual guiada.

Da mesma forma, ainda em 1993, Fuentes et al. trataram 27
defeitos de furcas grau Il vestibulares, na regido mandibular de 16
pacientes, pela cirurgia a retalho com reposicionamento coronal, com e
sem condicionamento da superficie radicular por acido citrico. Apos
avaliagcao dos parametros clinicos periodontais, os autores verificaram
resultados ligeiramente melhores para o grupo onde foi aplicado o acido
citrico, porém, nao foram encontradas diferengas estatisticamente
significantes. Segundo o estudo, o condicionamento com acido citrico
pode ndo ser uma parte necessaria da técnica regenerativa guiada, no
caso tratamento de furcas mandibulares grau Il.

Porém, apds cinco anos de avaliagao clinica, McClain e
Schallhorn (1993) avaliaram os resultados da regeneracgao tecidual guiada
(RTG) de pacientes tratados apenas com a técnica de RTG ou em
combinacdo com o condicionamento radicular por acido citrico e enxerto
O0sseo autdgeno. Desta forma, os pacientes que receberam tratamento
com acido citrico e enxerto apresentaram melhor manutencdo do quadro
clinico periodontal do que aqueles onde apenas a RTG foi empregada.

Sterrett et al. (1993), tentaram identificar em dentes bovinos,
a concentracido e o tempo de aplicagao ideal para o acido citrico. Quinze
molares tiveram a camada de cemento removida com broca esférica nas

superficies lingual e vestibular. Uma depressao no centro de cada face foi
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realizada para que a substancia empregada nao escorresse. As
concentragbes empregadas foram: 0% (controle), 10%, 20%, 25%, 30%,
35%, 40% e 65%, as quais foram utilizadas durante 1, 2 e 3 minutos. Ao
final de cada periodo, o acido remanescente na cavidade foi recolhido,
por meio de hastes flexiveis de algodao, armazenadas em 10ml de agua
Omega 18 molar para analise em espectofotometria atbmica de absorgéao.
Os resultados evidenciaram que os picos de maior desmineralizagcao, de
acordo com os tempos de 1, 2 e 3 minutos, ocorreram nas concentragdes
de 30%, 25% e 25%, respectivamente. Dessa forma, a desmineralizagao
foi tempo-dependente.

Analises aos 14 e 21 dias apds a biomodificagao radicular, a
respeito do efeito da aplicacdo do acido citrico e da tetraciclina HCI no
desenvolvimento da microvascularizacdo dos tecidos periodontais, com
ou sem regeneracgao tecidual guiada em caes, mostraram que nao houve
nenhuma vantagem na administragdo de acido citrico e tetraciclina HCI na
resposta vascular inicial (WANG et al.,1993).

Em 1994, Sammons et al. avaliaram em 4 caes de raca
indefinida, o efeito do condicionamento radicular na cicatrizagao
periodontal, com ou sem uso de regeneragao tecidual guiada, por meio de
exame auto-radiografico. A colonizagédo celular na area foi avaliada por
meio de injecao de timidina tritiada por via endovenosa, uma hora apés o
procedimento cirurgico. Os resultados sugeriram que o acido citrico e a

tetraciclina HCI podem inibir a proliferagcao celular nos primeiros 3 dias da
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reparacdao tecidual. Apdés 7 dias, as diferencas entre os agentes
condicionantes foram minimas, nao mostrando vantagens sobre a
aplicagcao de agua estéril.

Jeong et al. (1994) avaliaram a aplicagdo subgengival de
dois tipos de gel: o primeiro contendo tetraciclina apenas e um segundo
com combinagao de tetraciclina e acido citrico. Sessenta e quatro dentes
uniradiculares com profundidade de sondagem entre 4 e 6 mm foram
escolhidos para o teste. Os dentes foram divididos em 4 grupos: 1)
raspagem e alisamento radicular apenas; 2) aplicacdo do gel de
tetraciclina; 3) raspagem + gel de tetraciclina; 4) raspagem + gel de
tetraciclina com acido citrico. Os pacientes foram avaliados quanto aos
parametros clinicos periodontais (nivel de placa, sangramento a
sondagem, profundidade de sondagem e nivel de inser¢ao) no dia da
cirurgia (baseline) e apds 2, 4, 8 e 12 semanas do procedimento. Além
disso, nesses mesmos periodos amostras de placa subgengival foram
coletadas e analisadas sob microscopia de contraste de fase para
bastonetes moveis e espiroquetas. Os autores concluiram que todos os
tratamentos levaram a uma diminuigdo da profundidade de sondagem. O
uso combinado da tetraciclina e do acido citrico promoveu maior ganho de
insercao estatisticamente em relacdo a aplicagdo isolada do gel de
tetraciclina (Grupo 2) e que esta combinagdo foi a mais efetiva na
alteragao da microbiota gengival, reduzindo o numero de bacilos no sulco

gengival.
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Ainda em 1994, Trombelli et al. avaliaram as caracteristicas
do cemento e da dentina de raizes de terceiros molares impactados
condicionadas com TTC HCI. Cinco amostras de cemento e outras cinco
de dentina foram distribuidas aleatoriamente para aplicacdo das seguintes
substancias: a) Soro fisioldgico por 1 minuto; b) TTC HCI 62,5 mg/ml por 1
minuto; ¢) TTC HCI 62,5 mg/ml por 4 minutos; d) TTC HCI 125 mg/ml por
1 minuto; €) TTC HCI 125 mg/ml por 4 minutos. Todas as substancias
foram aplicadas por meio de friccdo com bolas de algodao, umedecidas a
cada 30 segundos. Os autores verificaram que nas superficies radiculares
recobertas por cemento, o grupo controle ainda apresentava smear layer
e fibras de Sharpey; ja apds aplicacao de tetraciclina nenhum detrito foi
encontrado, apenas fibras colagenas. Além disso, o tempo de aplicacéo e
a concentracao utilizada nao influenciaram os resultados. Por outro lado,
nas superficies dentinarias, o grupo controle ainda se apresentava
recoberta por smear layer ocluindo os tubulos dentinarios; ja, nos grupos
"b" e "d", havia apenas indicios de smear layer na abertura dos tubulos;
nos grupos "c" e "e", foi detectada auséncia de smear layer e presenga de
fibras da matriz de colageno. A concentragdao também nao influenciou nos
resultados, apenas o tempo de aplicacao.

Trombelli et al. (1995) avaliaram em microscopia eletrénica
de varredura, o efeito de diferentes concentracdes e tempos de aplicacao
do cloridrato de tetraciclina, sobre superficies radiculares de dentes

extraidos por extensa destruicdo periodontal. Todas as substancias foram
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aplicadas por meio de bolas de algodao friccionadas sobre o espécime.
Dessa forma, a aplicagao da solugao salina no grupo controle foi realizada
durante 1 minuto. O cloridrato de tetraciclina foi aplicado nas
concentracdes de 10 e 100 mg/mL durante 1 e 4 minutos. Os resultados
indicaram que em ambas as concentracdes, a tetraciclina foi capaz de
remover smear layer e expor a matriz colagena, sendo que a efetividade
de seu uso estaria mais associada com seu tempo de aplicacdo do que
com a concentragdo, uma vez que a aplicagado por 4 minutos apresentou
melhores resultados que a de 1 minuto.

Seguindo sua linha de estudos de 1993, Sterrett et al. (1995)
avaliaram o efeito da pressao de aplicagao do acido citrico nas superficies
dentinarias. Desta vez, 10 dentes humanos extraidos tiveram sua camada
de cemento cervical removida por meio de fresas e a dentina foi alisada
com instrumentos manuais, enquanto outros 10 dentes foram apenas
raspados com preservacdo do cemento. Uma solugado de acido citrico a
30% (pH 1,62) foi aplicada de 3 maneiras: tépica (passivamente),
levemente esfregada contra a superficie e fortemente esfregada. Em
todos os grupos bolas de algodao foram empregadas para administrar a
substancia durante 3 minutos, sendo a solucdo renovada a cada 30
segundos. Tanto na superficie dentinaria, quanto na cementaria maiores
depressdes e picos foram observados em MEV quando se empregou

friccado (leve ou forte), quando comparada a aplicagao topica.
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Para avaliar a possibilidade de necrose dos tecidos
periodontais, adjacentes a superficies radiculares biomodificadas, por
agentes de baixo pH ou pH neutro, Blomléf e Lindskog (1995a) utilizaram
macacos de 4 anos de idade, nas raizes dos quais foram aplicados acido
citrico, acido fosférico (ambos com baixo pH) e EDTA (pH neutro), durante
uma cirurgia a retalho experimental. Os resultados clinicos de observagao
indicaram que o efeito necrético dos agentes de pH baixo foi evidente
apdés 20 segundos. Além disso, apds 3 minutos, a penetragdo dos
agentes promovia necrose dos tecidos em até V4 da circunferéncia da raiz.
Nao foi observada acao de necrose com relagdo ao emprego do EDTA.
Apos analise sob microscopia optica, concluiram que o EDTA possui a
habilidade de expor seletivamente as fibras colagenas sem causar
necrose. Os autores sugerem que experimentos in vivo sejam realizados
para avaliar por um periodo longo os resultados obtidos.

Com o objetivo de avaliar a textura da superficie radicular e
sua colonizagao por células, Blomlof e Lindskog (1995b) condicionaram a
raiz de dentes acometidos pela doenca periodontal e indicados para
extragdo. Os elementos dentais foram tratados por acesso cirurgico com
acido citrico, EDTA e &acido fosférico. Segundo os autores, o EDTA
comparado com o acido citrico e o acido fosforico, tem melhor acédo na
colonizagao celular e formagao de tecido conjuntivo devido a sua agao
mais seletiva na remocao dos minerais da superficie, promovendo maior

exposicao de fibras colagenas na superficie da dentina. A abundancia do
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colageno € um requisito para a cinética da adesao celular. Ainda,
concluiram que o EDTA, atuando por 3 minutos, ndo causa necrose nos
tecidos adjacentes, pois atua em pH neutro.

Em 1996, Bloml6f et al. avaliaram histologicamente em 26
dentes com severo comprometimento periodontal indicados para
extracdo, os efeitos da aplicagcdo subgengival de EDTA a 24% em
associacao ou nao a raspagem. O EDTA foi mais efetivo quando aplicado
apo6s a raspagem, expondo mais fibras colagenas, e, sem a prévia
raspagem e alisamento radicular, seu efeito € insuficiente para remover a
placa subgengival e atingir seu objetivo. Baseados em seus resultados, os
autores concluiram que o gel de EDTA a 24% aplicado durante 2 minutos
no ambiente subgengival, pode ser usado como adjunto ao tratamento
basico periodontal, uma vez que a placa subgengival tenha sido
previamente removida.

Shapira et al. (1996) estudaram o efeito das endotoxinas
adsorvidas no cemento, de dentes acometidos pela doenca periodontal,
na resposta de mondcitos humanos. Além disso, verificaram a acdo da
tetraciclina na remocao dessas toxinas. Vinte dentes humanos extraidos
por extensa destruicdo periodontal e vinte dentes impactados (controle)
tiveram a camada de cemento removida com brocas, coletada e
congelada. Esse p6 de cemento foi acrescido em 2 meios de culturas para
mondcitos e divididos em dois grupos, cemento sadio e contaminado. Em

outra etapa, esse p6é de cemento contaminado foi misturado a
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concentracdes crescentes (10 a 50 mg/ml) de tetraciclina, durante 3
minutos, lavado com solucédo salina e acrescido também em meios de
cultura para mondcitos. Os autores concluiram que os extratos de
cemento contaminados, mesmo em concentragdes baixas de 0,5 mg/ml,
aumentaram em 10 vezes a secregdao de TNF alfa e IL-1 beta pelos
mondcitos. A tetraciclina, em concentragdes a partir de 50 mg/ml, atuou
como potente inibidor de secre¢do de TNFa, sendo este mais um
mecanismo importante de acdo desta droga na terapia periodontal
favorecendo sua indicagao.

Em um estudo com sonda eletrostatica, Atilla e Baylas
(1996) analisaram a morfologia e o conteudo mineral da superficie do
cemento apos raspagem e aplicagao topica de acido citrico, cloridrato de
tetraciclina e cloridrato de minociclina. Os resultados sugeriram que todos
0s agentes condicionadores causaram desmineralizagdao da superficie do
cemento, mas nao removeram todo o cemento hipermineralizado
resultante da contaminagao radicular, uma vez que, mesmo apos o
condicionamento, os dentes antes contaminados ainda apresentavam
conteudo mineral mais elevado que o grupo controle, constituido por
dentes sadios. Assim, concluiram que o0 mais importante &€ remover
mecanicamente o cemento alterado que aplicar agentes condicionadores
na raiz.

Em um estudo por meio de MEV, Babay (1997) avaliou os

efeitos da irrigagao ultrasénica antes e apds o condicionamento radicular
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com acido citrico ou tetraciclina HCI. O trabalho constou de 6 grupos com
cinco dentes extraidos cada: 1) Irrigacdo com solugao salina; 2) Irrigagao
com solugao salina + aplicagao de acido citrico; 3) Irrigacao com solugao
salina + aplicacdo de tetraciclina; 4) Irrigacdo ultrasénica; 5) Irrigagao
ultrasbnica + aplicagdo de acido citrico e 6) Irrigagcao ultrasénica +
aplicagao de tetraciclina. Apés o uso de acido citrico e tetraciclina, as
amostras foram novamente irrigadas com solugdo salina ou irrigagao
ultrasénica. Os resultados indicaram que apesar dos grupos 2, 3 e 4
serem efetivos na remocdo de smear layer, a irrigacdo ultrasbénica
associada a desmineralizagdo da superficie dentinaria com acido citrico,
foi o método mais efetivo para exposicéo de fibrilas colagenas.

Em um relato clinico, Ben-Yehouda (1997) reportou um caso
de reabsorcao radicular cervical progressiva de um paciente do sexo
feminino, em um procedimento regenerativo periodontal bem sucedido,
onde a tetraciclina foi empregada na desmineralizagéo radicular. O autor
sugeriu a avaliacdo cuidadosa do paciente e das condi¢des locais, para
indicacdo da aplicagdo de substancias desmineralizantes apds o
alisamento radicular, na tentativa de formacao de nova insercéo.

Blomlof et al. (1997) avaliaram o efeito de diferentes
concentracbes do gel de EDTA na remogdo de smear layer e na
exposicdo de fibras colagenas. Dentes extraidos por extenso
comprometimento periodontal foram raspados e as amostras, obtidas da

regido cervical, foram condicionadas com EDTA nas concentragbes de
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1,5%, 5%, 15% e 24% por 2 minutos. Baseado nos resultados, os autores
concluiram que as concentragcoes de EDTA mais efetivas para remogao
de smear layer e exposig¢ao de fibrilas colagenas, dentro de um periodo
de tempo clinicamente aceitavel, foram as de 15% e 24%.

Isik et al., ainda em 1997, avaliaram em MEYV diferentes modos de
aplicagao do cloridrato de tetraciclina, em superficies dentinarias de
terceiros molares impactados. A concentragao escolhida foi de 50 mg/ml,
aplicada por 5 minutos, nos seguintes modos: |) Imersao na solucgao; Il)
Passiva, aplicagao topica com auxilio de bolas de algoddo umedecidas;
[Il) Friccdo por meio de bolas de algodao; IV) Pincel e V) Irrigagcdo com
soro fisioloégico (controle). Os autores verificaram presenga de smear
layer, tubulos obstruidos e auséncia de fibras colagenas nas amostras do
grupo controle. Ja nos grupos experimentais, foi observada remogao dos
detritos com abertura dos tubulos dentinarios e exposicido de fibras
colagenas. Estatisticamente, a friccdo vigorosa mostrou os melhores
resultados. Dessa forma, os autores concluiram que a friccdo da solugao
de tetraciclina com bolas de algoddo € a técnica de escolha devido a
maior exposic¢ao de fibras colagenas.

Em 1997, Sterrett et al. avaliaram a concentracédo e o tempo
ideal de aplicacao do cloridrato de tetraciclina. Molares bovinos tiveram a
camada de cemento removida, com broca esférica, nas superficies lingual
e vestibular. Uma depressao no centro da superficie foi realizada para que

a substancia empregada ndo escorresse. O controle positivo foi a
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aplicagédo de uma solugéo de acido citrico a 30% e o negativo solugéo
fisiolégica. As concentracdes de tetraciclina utilizadas foram: 25, 50, 75,
100, 125 e 150 mg/mL. Os tempos de aplicacdo foram 1, 3 e 5 minutos.
Apods os periodos estabelecidos, trés hastes flexiveis de algodao foram
utilizadas, para cada amostra, para coletar a solugao remanescente na
depressao. As hastes foram colocadas em 2 mL de agua Omega 18 molar
para analise em espectofotometria atdmica de absor¢do. Nenhuma
diferencga significante foi encontrada entre as concentragées de 25 e 50
mg/mL em todos os tempos. Para os demais grupos, os tempos de 3 e 5
minutos promoveram maior desmineralizagdo do que o tempo de 1
minuto. Todos 0s grupos promoveram menor desmineralizacdo do que a
solugao de acido citrico a 30%.

Avaliando os trabalhos publicados na literatura a respeito do
condicionamento radicular, Mendes et al. (1998) verificaram alto grau de
discordancia entre os resultados e atribuiram este fato a alguns fatores
como: tempo de uso da substancia, técnica de aplicacdo, tempo e
condigdes de armazenamento da substancia, concentragao utilizada, grau
de adaptacdo do retalho, estabilizacdo da ferida cirurgica, extensdo da
instrumentacdo mecanica e falta de padronizacado dos sitios. Os autores
acreditam que apesar do condicionamento apresentar potencial bioldgico,
nem sempre mostra resultados clinicos favoraveis pela negligéncia com a

técnica.
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Bergenholtz e Babay (1998) avaliaram por meio de MEV, a
textura radicular de dentes extraidos por comprometimento periodontal
apos aplicacdo de diferentes agentes condicionantes. As substancias
empregadas foram: solugao saturada de acido citrico (pH 1.0), solugao
saturada de tetraciclina HCI (pH 1.8), solucédo de EDTA a 8% e solugao
salina. O tempo e o modo de aplicagao das substancias também foram
variados. Segundo os autores, a superficie radicular deveria ser
primeiramente limpa, polida, friccionada com solugdao salina ou algum
agente acido por pelo menos 10 segundos e depois exposta ao EDTA 8%
por 40 segundos. Dessa forma, a exposicao ao EDTA promoveria uma
superficie biologicamente favoravel a proliferacdo de fibroblastos e
aumentaria a possibilidade de regeneracao de superficies radiculares
expostas. E de acordo com o estudo, estas sugestdes deveriam ser
testadas clinicamente.

Também em 1998, Mayfield et al. avaliaram clinicamente o
resultado do condicionamento da superficie radicular, com gel de EDTA
por 3 minutos, em defeitos infra-6sseos tratados por cirurgia a retalho
convencional. Trinta e seis pacientes com defeito 6sseo =2 5 mm de
profundidade foram avaliados. A conclusdo foi que estatisticamente nao
houve diferengas no resultado clinico entre o grupo condicionado com
EDTA quando comparado com o grupo onde foi feita apenas irrigagéao

com soro fisioldgico (controle).
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Delazari et al. (1999) avaliaram em MEV, o efeito do
cloridrato de tetraciclina tanto na remocao de smear layer quanto na
formagao da rede de fibrina. Vinte e dois dentes humanos uniradiculares,
com indicagdo para exodontia por comprometimento periodontal severo,
foram divididos em 4 grupos: 1) lIrrigagdo com soro fisioldgico; 2)
Aplicacao durante 4 minutos de TTC HCI a 50 mg/mL por meio de fricgao
com bolas de algodao; 3) Soro fisiolégico + imersdo em Tripsina 1% por
20 minutos e 4) Aplicacao de TTC HCI como descrito + imersao em
Tripsina 1% por 20 minutos. Nos Grupos 1 e 2, as raizes foram acessadas
por meio de cirurgia a retalho e raspadas manualmente antes dos
tratamentos descritos, logo apds a aplicacdo do soro fisiolégico e da
tetraciclina, o retalho foi reposicionado coronalmente por 20 minutos antes
da extragao, para permitir completa formagao e estabilizagdo do coagulo.
Ja nos Grupos 3 e 4, os dentes foram extraidos, raspados imediatamente
e os tratamentos descritos foram empregados. Nos Grupos 1 e 2, foi
avaliada a formagdo do coagulo e ambos mostraram superficies
uniformemente cobertas por células sanguineas. Ja os Grupos 3 e 4,
foram utilizados para avaliar o grau de smear layer residual, desta forma,
apo6s aplicagdo de soro fisioldgico, a superficie ainda se apresentava
recoberta por residuos irregulares, ja apos aplicacdo de tetraciclina, os
tubulos dentinarios estavam limpo, abertos e as fibras colagenas

expostas. Diante dos resultados, os autores concluiram que o uso do
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cloridrato de tetraciclina ndo influencia na adesdo de elementos
sanguineos.

Ainda em 1999, Lan et al. avaliaram a capacidade de
adesao e sintese protéica de fibroblastos gengivais humanos, apéds
exposicao a diferentes meios de cultura contendo varias concentracoes
de acido citrico, simulando uma acidose extracelular. Além disso, os
pesquisadores testaram a citotoxicidade de uma solugédo contendo citrato
de sodio, o qual poderia ser usado para neutralizar o pH das solugdes
contendo acido citrico. A adigao do acido ao meio diminuiu seu pH e a
encubacao dos fibroblastos nestas placas gerou os seguintes dados apoés
3 horas: pH 5,2 levou a lise de 47% das células; pH 3,8 levou a 90% de
morte celular; pH < 2,3 levou a morte instantanea das células. O citrato de
sodio, mesmo apos 3 horas de incubagao exerceu baixa toxicidade sobre
os fibroblastos. Os resultados mostraram que a acidez extracelular
promovida pelo acido é téxica para os fibroblastos e que seu uso como
descrito na literatura (pH 1,0), deve ser considerado previamente a sua
aplicacgao clinica.

Em 2000, Isik et al. avaliaram a superficie dentinaria apos
emprego de diferentes concentragdes e tempos de aplicagao do cloridrato
de tetraciclina. Quarenta e oito amostras foram obtidas de terceiros
molares e distribuidas em grupos de acordo com a concentragéo: soro
fisiolégico (controle), 10, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 mg/ml) e tempo de

aplicagcao: 1, 3 e 5 minutos. As substancias foram aplicadas por friccao
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com bolas de algodao, umedecidas nas solugdes a cada 30 segundos. A
presenca de smear layer e a morfologia dos tubulos dentinarios foram
avaliadas e descritas apds analise em MEV. Os resultados indicaram que
independente do tempo de aplicagdo e das concentragbes empregadas, o
cloridrato de tetraciclina removeu smear layer de forma eficiente.

Zaman et al. (2000) realizaram um estudo para avaliar a
aderéncia e orientagcao de células do ligamento periodontal, sobre dentina
e cemento de superficies radiculares apds condicionamento quimico, para
isso coletaram dentes extraidos devido a doenca periodontal. Apds
raspagem, metade da superficie radicular teve a camada de cemento
preservada e a outra metade foi removida para expor a dentina
subjacente. As amostras foram obtidas do terco médio radicular e
divididas nos seguintes grupos: 1) Solugao saturada de acido citrico (pH
1,2); 2) gel de EDTA 24% (pH 7,0); 3) Solucao de cloridrato de tetraciclina
a 100 mg/ml (pH 2,0) e 4) Nenhum tratamento (controle). Os espécimes
foram imersos nas solugbes durante 3 minutos e avaliadas em
microscopio de contraste de fase apdés 1, 3 e 7 dias do tratamento.
Quando comparada cada substancia, variando apenas a superficie
(cemento ou dentina), nenhuma diferengca foi encontrada. Ja entre
substancias, o gel de EDTA e o &cido citrico, quando aplicados em
dentina, mostraram-se melhores, na capacidade de adesao de células do
ligamento, do que a tetraciclina em dentina, o controle e a aplicagao das

trés substancias em cemento. Os autores concluiram que o EDTA e o
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acido citrico podem melhorar a adesdo e orientagdo das células do
ligamento.

Ainda em 2000, Baker et al. apds analisar varios relatos na
literatura de que a estabilizagdo do coagulo é um fator essencial para a
formagao de uma insergcao conjuntiva, avaliaram a adsorcéo e adesao de
elementos sanguineos sobre superficies radiculares desmineralizadas
pelo acido citrico. Superficies dentinarias humanas foram divididas em 4
grupos: raspagem; raspagem + imersao em acido citrico; raspagem +
tecido sanguineo e raspagem + acido citrico + tecido sanguineo. Apos
analisar as fotografias obtidas em MEV, os autores verificaram que as
superficies tratadas com acido citrico estavam livres de detritos e que a
rede de fibrina estava diretamente inserida nelas. Ja nas amostras néo
condicionadas, a presenca de smear layer dificultou a formagdo e a
estabilizacao da rede de fibrina.

Pilatti (2001) realizou um estudo com a finalidade de verificar
a influéncia do tempo, do modo de aplicagéo e da concentragao do gel de
EDTA, no grau de remogédo de smear layer da superficie dentinaria. O
terco cervical, de dentes extraidos por extensa destruicao periodontal, foi
raspado para remog¢ao de cemento e, em seguida, os seguintes
tratamentos foram empregados: irrigagdo com soro fisiolégico (controle) e
aplicagao de gel de EDTA a 5%, 10%, 15%, 20% e 24%, por método de
friccdo ou topicamente com bolas de algodao, durante 1, 2, 3 minutos ou

3 minutos, realizando irrigagdo com soro fisiolégico a cada 1 minuto
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(1+1+1 minutos). Segundo o autor, a aplicagao ativa foi a melhor, exceto
para a concentracado de 5% e que o uso por 3 minutos continuo foi mais
efetivo que 1 minuto.

Babay (2002) coletou 24 dentes humanos extraidos devido a
doenca periodontal severa e delimitou suas por¢des saudaveis e doentes.
Nas areas afetadas pela doenga realizou os seguintes tratamentos:
nenhum tratamento (controle); raspagem com ultrasom; tratamento com
cloridrato de tetraciclina sem realizar qualquer tipo de limpeza; e
raspagem com ultrasom seguida da aplicagdo de TTC HCI. Em seguida,
fibroblastos gengivais humanos foram adicionados sobre as amostras e
incubados durante 72 horas para avaliagdo em MEV. As superficies
tratadas por meio de ultrasom, associado ou nao a tetraciclina,
apresentaram numero significantemente maior de fibroblastos aderidos.
Segundo o autor, nenhuma célula foi encontrada nas superficies
radiculares nao tratadas nem nas raizes apenas condicionadas com o
cloridrato.

Avaliando o grau de remogao de smear layer e a exposi¢ao
de fibras colagenas, na tentativa de encontrar o tempo, modo de
aplicacéo e concentracao ideal para aplicagcédo do cloridrato de tetraciclina,
Abi Rached (2003) utilizou dentes humanos extraidos, que tiveram o
cemento removido por fresa em alta rotagdo e raspados com 50
movimentos por meio de curetas do tipo Gracey 5/6. As 225 amostras

obtidas foram divididas nos grupos que seguem: 1) Soro fisioldgico
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(controle); 2) TTC HCI 10 mg/ml; 3) TTC HCI 25 mg/ml; 4) TTC HCI 50
mg/ml e 5)TTC HCI 75 mg/ml. Em todos os grupos as solug¢des foram
aplicadas durante 1, 2 e 3 minutos nas formas passiva, tdpica (com bolas
de algodao); friccdo ativa com bolas de algodao e friccdo suave com o
auxilio de um pincel. As substancias foram renovadas a cada 30
segundos. Os resultados mostraram que as concentragdes de 50 mg/ml e
75 mg/ml foram as mais efetivas e que a aplicacdo passiva (topica) foi
insatisfatoria para remog¢ao de smear layer e exposicdao de fibras
colagenas. Quanto ao tempo de aplicagado, nenhuma diferenga estatistica
foi detectada entre 2 e 3 minutos, mas ambos foram superiores a
aplicagao por 1 minuto.

Theodoro (2003), avaliou a adesdo de elementos
sanguineos sobre superficies radiculares irradiadas com laser de Er:-YAG
e Diodo e a acao destes lasers sobre as superficies irradiadas. Cento e
vinte amostras de dentes humanos com doencga periodontal foram
raspadas com instrumentos manuais. O trabalho constou de 6 grupos. O
Grupo 1 (controle) ndo recebeu nenhum tratamento; o Grupo 2 aplicagao
tépica de EDTA 24%; o Grupo 3 irradiagdo com laser de Er:YAG (8
Jicm?); o Grupo 4 foi irradiacdo com laser de Er:-YAG (14,2 Jicm?); o
Grupo 5 irradiagdo com laser de Diodo (1,0 W) e o Grupo 6 irradiagao
com laser de Diodo (1,2 W). Apds receberem os tratamentos em 10
amostras de cada grupo foi depositado tecido sanguineo e as outras 10

amostras nao receberam. As fotomicrografias obtidas foram avaliadas
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através de dois indices: adesao de elementos sanguineos e de morfologia
da superficie radicular. Os resultados demonstraram que com relagao a
adesao de elementos sanguineos, ndao houve diferengas estatisticamente
significante entre o grupo controle dos tratados com o laser de Er:-YAG; O
Grupo 5 foi menos efetivo que o controle na adesdao de elementos
sanguineos e o Grupo 2 foi o menos efetivo na adesao de elementos
sanguineos. Concluiu-se que o laser de Er:YAG pode ser utilizado sobre a
superficie radicular nos parametros utilizados no presente estudo sem
promover alteragdes na adesdo do coagulo apesar de provocar
microrugosidades na superficie radicular; o EDTA e o laser de Diodo
podem inibir a adesdo do tecido sanguineos na superficie radicular
apesar de promover uma superficie mais regular.

Em 2004, Sousa avaliou diferentes marcas de EDTA a 24%
na remocgao de smear layer e exposigao de fibras colagenas da superficie
dental. Em raizes de dentes extraidos por doenca periodontal, onde o
cemento foi removido com brocas diamantadas, e a dentina raspada com
curetas tipo Gracey, os seguintes tratamentos foram empregados: A)
aplicagao de soro fisiolégico (controle); B) EDTA (Farmacia Santa Paula);
3) EDTA associado ao detergente Texapon (Farmacia Santa Paula); 4)
EDTA (Pref Gel, Biora); 5) EDTA (E.D.T.A. Gel, Biodindmica). Todas as
substancias foram aplicadas por meio tépico, friccdo suave com pincel e
friccdo vigorosa com bolas de algodao, durante 1, 2 e 3 minutos. O autor

conclui que em todas as marcas exceto para a Biodindmica, que
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apresentou os piores resultados, a aplicagdo do gel de EDTA a 24% pelo
método de friccdo suave (pincel) foi o mais efetivo, independente do
tempo de utilizagao.

Baker et al. (2005) avaliaram o efeito de proteinas
construtoras na adesao do coagulo sobre a superficie dentinaria. Dentes
humanos extraidos foram raspados para remocado de smear layer e a
porcao cervical foi cortada em blocos de 4x6x1 mm. Os espécimes foram
condicionados topicamente com solugao saturada de acido citrico, gel de
EDTA a 24%, albumina de soro bovino e um preparo de proteina da
matriz do esmalte. Sangue humano fresco foi depositado sobre as
amostras por 20 minutos para garantir a completa formagao e
estabilizacdo do coagulo. Imediatamente, seguiram processamento
laboratorial e analise em MEV. O acido citrico limpou totalmente a
superficie abrindo os tubulos dentinarios, o EDTA ainda deixou restou de
smear layer na superficie e as duas solugdes protéicas ndao promoveram
nenhuma alteragdo na camada de residuos. Segundo os autores, a
melhor superficie para retengdo do coagulo foi a condicionada pelo acido
citrico. Os espécimes tratados com EDTA apresentaram menor
quantidade de coagulo, o qual se soltava facilmente da superficie. Ja as
superficies tratadas com proteinas nao foram capazes de reter o coagulo.
Os autores concluiram que o ideal € o uso de uma substancia que remova
smear layer e exponha fibras colagenas para melhor sustentacdo do

coagulo.
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PROPOSICAO

Este estudo tem por objetivo avaliar, por meio de
microscopia eletrbnica de varredura, o grau de adsorcdo e adesado de
elementos sanglineos a superficie radicular, apos tratamento por meio de
raspagem e alisamento radicular associado ou ndo ao uso de diferentes
agentes quimicos: acido citrico, citrato de sédio, EDTA e cloridrato de

tetraciclina.
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MATERIAL E METODOS

O protocolo deste projeto de pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP (Protocolo CEP-FO/Car. n°10/04). Salientamos que
os dentes foram obtidos apdés aprovacdo do Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (Anexos 1 e 2).

Selecao dos dentes

Foram utilizados 75 dentes humanos permanentes, uni ou
multirradiculares, extraidos nas clinicas de Cirurgia, Periodontia e Clinica
Integrada da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Para
inclusdo nesta pesquisa, 0 dente deveria apresentar acometimento
periodontal severo (perda de insercdo de mais da metade do segmento
radicular) e superficie entre a juncdo cemento-esmalte e apice radicular
integra em relagdo a carie, abraséo, restauracdes e marcas de forceps
devido a extracdo. Além disso, 0 paciente ndo poderia ter feito uso de
cigarro em qualquer época de sua vida, uma vez que caracteristicas

como, temperatura subgengival, colonizacdo bacteriana e composicao
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ibnica salivar sdo diferentes entre pacientes tabagistas e nao tabagistas,
podendo levar a maior mineralizacdo da superficie radicular
(BERGSTROM, 2005; VAN WINKELHOFF et al.,, 2001; ZUABI et al.,

1999; TRIKILIS et al., 1999; CUFF et al., 1989).

Preparo dos dentes

Os dentes foram preparados por um unico pesquisador de
acordo com protocolo descrito a seguir.

Apoés a exodontia, os dentes foram lavados para remocéao de
restos de tecidos moles e sangue, sendo em seguida armazenados em
agua filtrada, sendo esta trocada semanalmente, a fim de evitar
acidificacdo do meio e crescimento exacerbado de microrganismos. Para
evitar ressecamento, cada dente foi mantido a temperatura ambiente, em
tubo plastico fechado individual (Eppendorf, New England, USA).

O terco cervical mesial e distal das raizes foi delimitado por
dois sulcos paralelos, confeccionados com auxilio de broca cilindrico-
conica diamantada (n°® 3203, KG Sorensen, Barueri, SP), um na juncao
cemento-esmalte e outro aproximadamente 4 mm do mesmo em direcao
apical (FIGURAS 1 e 2). A area delimitada pelos sulcos foi raspada e
aplainada com 50 movimentos de tragdo ceérvico-oclusal, por intermédio

de curetas manuais novas (Gracey 5/6, Hu-Friedy, lllinois, USA), por um
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anico operador, para garantir a formacdo de smear layer (FIGURA 3)
(SOUSA, 2004; ABI RACHED, 2003; THEODORO, 2003; BATISTA,
2002). A seguir, com auxilio de um disco diamantado montado em baixa
rotacdo (KG Sorensen, Barueri, SP), foram obtidos um fragmento da
superficie radicular mesial e um da distal, medindo aproximadamente 1
mm de espessura e 4 mm x 3 mm de largura e comprimento (FIGURAS 4
e 5). As amostras foram removidas a partir de 1 mm apical a juncéo
cemento esmalte, totalizando 2 amostras por dente, sendo mantidas todas

no mesmo frasco até o dia do tratamento da superficie.

FIGURA 1 — Delimitagao FIGURA 2 — Delimitagcéo do FIGURA 3 -
do sulco na juncdo sulco 4 mm apical ao Raspagem da area
cemento-esmalte. primeiro. delimitada.
FIGURA 4 — Corte com disco diamantado FIGURA 5 — Amostras finais da

para obtencdo da amostra. superficie radicular
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Sobre as amostras as seguintes substancias foram
aplicadas (15 dentes/grupo):

- Grupo | — amostras que receberam irrigagdo com 10 mL
de soro fisioldgico (controle).

- Grupo Il — amostras que receberam tratamento com gel de
EDTA 24% (Farmacia Santa Paula, S&o Paulo, Brasil), aplicado com
auxilio de um pincel, umedecido a cada 30 segundos no gel, durante 3
minutos (SOUSA, 2004; BLOMLOF et al., 1997).

- Grupo lll — amostras que receberam tratamento com acido
citrico 25% (Farmacia Santa Paula, Sao Paulo, Brasil), aplicado
topicamente com auxilio de bolas de algoddo, umedecidas a cada 30
segundos na solucéo, durante 3 minutos (STERRETT et al., 1993, 1995).

- Grupo IV — amostras que receberam tratamento com
solucéo de cloridrato de tetraciclina (Farmacia Santa Paula, Araraquara,
Sdo Paulo, Brasil), na concentracdo de 50 mg/mL, aplicada
vigorosamente por friccdo, com auxilio de bolas de algod&o, umedecidas
na solucdo a cada 30 segundos, durante 3 minutos (ISIK et al., 1997,
2000; ABI RACHED, 2003).

- Grupo V - espécimes receberam tratamento com solucao
de citrato de sédio na concentracdo de 30% (Farmacia Santa Paula, Sao
Paulo, Brasil), aplicada com auxilio de um pincel, umedecido na solucéo a

cada 30 segundos, durante 3 minutos (LEITE et al., 2005).
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Apés o tratamento da superficie, as amostras foram
irrigadas com 10mL de solucéo fisiologica para remocao das substancias
utilizadas. Para a realizacdo desses tratamentos as amostras foram
mantidas em posicdo por intermédio de um suporte plastico e cera

utilidade.

Visualizacado das fibras colagenas

Uma das duas amostras obtidas de cada dente, apés
tratamento com as substancias descritas, foi colocada em um dos orificios
de uma placa de acrilico contendo 96 pocos no total, para verificar se
ocorreu biomodificacdo radicular isto €, se houve remocéo de smear layer
e exposicdo de fibras colagenas. As mostras foram submetidas a
desidratacdo em série crescente de alcoois etilico (30%, 50%, 70%, 80%,
95%, 100%), permanecendo submersas por uma hora em cada. Esta
desidratacdo € necessaria para a aplicacdo do hexametildisilazane —
HMDS (Sigma, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA), substancia
fundamental para visualizar, por meio de impregnacdo, as fibras
colagenas expostas.

Em seguida, foi realizada a aplicagcdo do HMDS na placa de
acrilico. Primeiramente, durante 30 minutos, cada orificio da placa

recebeu 0,75 pL de HMDS + 0,75 uL de alcool absoluto medidos com
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pipeta automatica (Boeco, Hamburg, Germany). Depois de decorrido esse
tempo, a solucéao foi retirada, e os pocos foram preenchidos com 1mL de
HMDS puro, onde as amostras permaneceram por 10 minutos. Toda a
manipulacdo do HMDS foi realizada em capela de ventilacdo acionada,
pois é um produto toxico dotado de propriedades cancerigenas.

Finalizada a aplicacdo do HMDS, cada amostra foi
armazenada em cassete individual forrado com papel filtro, no intuito de
absorver o produto utilizado. Todos os cassetes permaneceram durante
48 horas dentro de placas de petri fechadas para secagem. Logo apoés, as
amostras foram submetidas a avaliacdo em microscopia eletrénica de

varredura (MEV).

Aplicacdo do sangue

Sobre a outra amostra obtida de cada dente, ap6s a
aplicacdo dos agentes quimicos, uma camada de tecido sanglineo foi
depositada. A retirada do sangue e realizacdo dos exames de coagulacao
ocorreu no Laboratério de Hematologia do Nucleo de Atendimento a
Comunidade, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara -
UNESP, com auxilio de uma enfermeira-padrdo e um farmacéutico-
bioquimico. O tecido sangtiineo foi coletado da circulacéo periférica de um
paciente jovem, do sexo masculino, sem doencas sistémicas detectaveis

em hemograma completo e exames de coagulacdo (tempo de coagulagao
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— TC —, tempo de pro-trombina — TP — e tempo de tromboplastina ativada
— TTPA -) por meio de uma seringa de 5 mL e agulha hipodérmica
(Becton Dickinson, New Jersey, USA) (FIGURA 6) (Anexo 3).

A aplicacdo do sangue e o processamento laboratorial da
amostra seguiram o protocolo estabelecido por Baker et al. (2000). O
sangue foi depositado com auxilio de seringa hipodérmica (1 gota por
amostra) sobre as amostras (FIGURA 7) e mantido imével por 20 minutos
em camara plastica humidificadora. Todo o procedimento foi realizado em
ambiente fechado sob temperatura de 37°C (NUKTON et al., 2002;

FUKUDA et al., 2000; WEYLAND et al., 1994).

FIGURA 6 — Puncéo venosa periférica. FIGURA 7 — Deposicao do sangue.

Em seguida os espécimes foram lavados 3 vezes durante 5
minutos, com solucdo de tampéo fosfatado pH 7,0 (PBS), em recipiente
de vidro, sob leve agitacdo mecanica — aproximadamente 60 r.p.m. (Mini-
Rocker Shaker, Boeco, Hamburg, Germany). A seguir, as amostras foram
armazenadas em cassetes plasticos e fixadas em solucdo de formaldeido

1% em solucdo de tampao fosfatado durante 15 minutos. Apos 3 lavagens
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de 5 minutos com solucdo de tampéo fosfatado sob leve agitacdo, foram
incubadas por 10 minutos em 0,02M de glicina em solucdo de tampéo
fosfatado e lavadas novamente por 3 vezes durante 5 minutos. A seguir,
foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em solucdo de tampao fosfatado
durante 30 minutos e lavadas novamente como descrito anteriormente.
Na sequéncia, as amostras foram desidratadas em série crescente de
alcoois etilico: 25%, 50%, 75%, 95% durante 10 minutos em cada
solucéo, passando por 3 lavagens finais de 10 minutos cada, em etanol a
100% e secagem em maquina de ponto critico de CO, (Baltec CPD 030,
Flérida, USA). As amostras seguiram para avaliacdo em microscopia
eletrénica de varredura. A Tabela 1 ilustra a distribuicdo das amostras de

acordo com o tratamento empregado.

Tabela 1 — Distribuicdo das amostras em cada um dos grupos de acordo

com o tratamento a ser empregado

Grupo Controle Acido citrico Citrato de s6dio EDTA Tetraciclina Total

Tratamento
HMDS 15 15 15 15 15 75
Sangue 15 15 15 15 15 75

Total 30 30 30 30 30 150
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Avaliacdo em microscopia eletrénica de varredura

As amostras foram coladas em stubs metalicos e mantidas
em dessecador a vacuo (40/35 Sleeve Top Dessicator, Corning, New
York, USA) por 24 horas e, em seguida foram metalizadas por
recobrimento com liga ouro-paladio (Balt-Tec SCD-050, Flérida, USA),
durante 120 segundos. Os espécimes foram entdo levados para andlise
em microscopio eletrénico de varredura (Jeol-JSM T330-A, JEOL
Technics Co., Tokyo, Japan), operado a 20kV e obtidas fotomicrografias
com auxilio de filme Neopan Acros (Fuji Film 120 SS, Tokyo, Japan). Nas
amostras onde foi aplicado o sangue as fotomicrografias foram obtidas
nos aumentos de 500 e 1000X da area central da amostra, ja naquelas

onde foi aplicado o HMDS, o aumento utilizado foi de 2000X.

Analise das fotomicrografias

As fotomicrografias foram analisadas por 1 examinador
previamente calibrado, treinado e sem conhecimento quanto a
identificacdo das amostras como utilizado por Sousa, 2004; Batista, 2002;
Abi Rached, 2003; Pilatti, 2001; Sampaio, 1999. Para as amostras que
foram apenas condicionadas, ou seja, o tecido sangiineo néao foi

aplicado, o examinador realizou a descricdo morfologica da superficie por
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meio do indice de Biomodificacdo Radicular (IBR), criado para aplicacéo

no presente estudo.

(1) — presenca de cemento/dentina e exposicdo de fibras
colagenas;

(2) — presenca de cemento/dentina sem exposicao de fibras
colagenas;

(3) — presenca de smear layer.

Para a analise das fotomicrografias das amostras que
receberam o tecido sanguineo, foi utilizado um indice de Ades&o de

Elementos Sanguineos (IAES) descrito por Theodoro (2003):

(0) auséncia de rede de fibrina e de células sanguineas;

(1) escassa rede de fibrina e/ou de células sanguineas;

(2) moderada quantidade de células sangiineas e rede de
fibrina mais fina com pequeno entrelagamento;

(3) densa rede de fibrina com grande entrelacamento e

células sanguineas aprisionadas.

Para cada fotomicrografia, o examinador realizou 3 leituras
com intervalo minimo 7 dias entre elas, e ap0s a tabulacéo dos dados, foi

selecionado o indice de maior frequiéncia entre as 3 analises, como sendo
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o indice proposto para a fotomicrografia (Anexo 4). A analise de
concordancia intra-examinador foi realizada por meio de teste Kappa com

5% de nivel de significancia.

Analise estatistica

Por nao  apresentaram distribuicao normal e
homogeneidade, foram utilizados métodos ndo paramétricos para analise
dos dados e o valor adotado como nivel de significancia foi de 0,05. As
variaveis ordinais dependentes “indice de Adesdo de Elementos
Sanguineos” e “indice de Biomodificacdo Radicular’ foram avaliadas
segundo 0s gQrupos experimentais, empregando-se 0 teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis. Em caso de valor de p<0,05 a
comparacao entre os postos medios das amostras foi efetuada, utilizando-
se o teste de Mann-Whitney (GraphPad Prism 4.0, GraphPad Software
Inc., USA).

Além de avaliar o efeito dos tratamentos propostos pelos
dois indices supracitados, foi realizada uma analise para avaliar a
possivel correlacdo entre adesdo de elementos sanguineos e morfologia
da superficie radicular tratada. Para isso, o Indice de Biomodificac&o
Radicular (IBR) foi dicotomizado em termos de exposicdo de fibras
colagenas (1=1; 2 e 3=0) e analisado por meio de teste Qui-quadrado

com 5% de nivel de significancia.
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De forma a ilustrar melhor os resultados obtidos a partir dos
indices atribuidos a cada fotomicrografia (Anexo 4), esta se¢cdo sera
apresentada em duas partes: primeiramente uma descricdo dos achados
nas amostras e as fotomicrografias obtidas, e em seguida, a analise
estatistica para o indice de Ades&do de Elementos Sangiiineos, bem como

para o indice de Biomodifica¢do Radicular.

Analise Descritiva

Amostras ndo submetidas a deposicdo de tecido sangiiineo (Grafico 1):

No Grupo | (controle), representado pela instrumentagcao
mecanica manual seguida apenas por irrigacdo com agua destilada, foi
unanime o IBR 3 na leitura das fotomicrografias (15) (Figura 8),
caracterizado pela presenca de smear layer. Foi evidente a irregularidade
da superficie e em algumas amostras, as ranhuras produzidas pela

instrumentacdo manual.

As amostras do Grupo Il, as quais ap6s instrumentacao

manual foram submetidas a aplicacdo do gel de EDTA, apresentaram em
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sua maioria (11) IBR 2, caracterizado pela auséncia de smear layer,
porém sem a exposicdo de fibras colagenas da superficie radicular
(Figura 9). J4 nas quatro fotomicrografias restantes, foi evidente a

remocao de smear layer e a exposicao de fibras (IBR 1).

Nas amostras do Grupo lll, as quais receberam tratamento
com acido citrico apés a raspagem, pbde-se observar em nove
fotomicrografias a remocao de smear layer e conseqiiente exposicao de
fibras colagenas (IBR 1) (Figura 10). As demais seis fotomicrografias
apresentaram superficie limpa, sem a presenca de smear layer, porém

sem a exposicao da matriz colagena, caracteristica do IBR 2.

No Grupo IV, onde as amostras foram submetidas ap6s a
raspagem a aplicacdo de tetraciclina, pdde-se observar unanimidade do
IBR 2 nas quinze fotomicrografias analisadas (Figura 11). Assim, apesar
da superficie dental ndo apresentar-se recoberta por smear layer, também

nao foi possivel visualizar suas fibras colagenas.

O grupo V, que recebeu aplicacéo de citrato de sédio apds a
raspagem, também foi caracterizado pela auséncia de smear layer
recobrindo a superficie, porém este nédo foi efetivo na exposicao de fibras

colagenas da estrutura dental (IBR 2) (Figura 12).
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Gréfico 1 — Gréfico representativo da distribuicdo das amostras para cada

indice de Biomodificacdo Radicular por grupo experimental.

Amostras submetidas a deposicdo de tecido sangiiineo (Grafico 2):

No Grupo | (controle), representado pela instrumentagcao
mecanica manual seguida apenas por irrigacdo com agua destilada, foi
observado que a maioria das fotomicrografias (8) apresentou IAES 0
(Figuras 13 e 14), caracterizado pela auséncia de rede de fibrina e células
sanglineas aderidas a superficie. A outras seis foi atribuido IAES 1, com
poucas ceélulas aderidas em escassa rede de fibrina e apenas uma
amostra recebeu escore 2, mostrando moderada quantidade de

elementos sanglineos.
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Nas amostras do Grupo IlI, onde apds instrumentacao
manual foram submetidas a aplicacdo do gel de EDTA, oito receberam
escore do IAES 2, com moderada quantidade de células sanglineas e
fina rede de fibrina com pequeno entrelagamento (Figuras 15 e 16). Trés
apresentaram escassa quantidade de células (IAES 1) enquanto que em
outras quatro, ndo foi observada a presenca de elementos sanglineos

(IAES 0).

As amostras do Grupo lll, as quais receberam tratamento
com acido citrico ap6s a raspagem, apresentaram em sua maioria (7)
IAES 3, ou seja, densa rede de fibrina com grande entrelacamento e
células sanguineas aprisionadas (Figuras 17 e 18). Cinco delas foram
caracterizadas pelo IAES 2, com moderada quantidade de elementos
sangiineos, duas pela escassez de células e rede de fibrina enquanto

que uma nao apresentou elementos aderidos a superficie.

No Grupo IV, onde as amostras foram submetidas apos a
raspagem a aplicacdo de tetraciclina, nove amostras apresentaram IAES
1, denotando escassa rede de fibrina e/ou de células sangtineas (Figuras
19 e 20) e outras quatro IAES 0, caracterizado pela auséncia de
elementos sangulineos. Por outro lado, duas amostras apresentaram IAES
2, com moderada quantidade de células sangliineas aderidas em fina

rede de fibrina.
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Ja no Grupo V, que recebeu aplicacdo de citrato de soédio
apos a raspagem, pode-se observar que oito amostras apresentaram
IAES 0, caracterizado pela auséncia de rede de fibrina (Figuras 21 e 22).
Outras cinco fotomicrografias receberam escore do IAES 1, denotando
escassa rede de fibrina e/ou de células sanglineas e as ultimas duas
apresentaram moderada quantidade de células sanglineas, representado

pelo IAES 2, mostrando moderada quantidade de elementos sanglineos.

Gréfico 2 — Grafico representativo da distribuicdo das amostras para cada
indice de Adesdo de Elementos Sangiiineos por grupo

experimental.
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Amostras ndo submetidas a deposicdo de tecido sangiineo:

FIGURA 8 — Grupo | (controle). Superficie radicular coberta por smear

layer (IBR 3). Aumento original 2000X.

FIGURA 9 — Grupo Il (EDTA). Presenca de cemento/dentina sem

exposicao de fibras colagenas (IBR 2). Aumento original 2000X.
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FIGURA 10 — Grupo Il (acido citrico). Presenca de cemento/dentina com

exposicao de fibras colagenas (IBR 1). Aumento original 2000X.

FIGURA 11 — Grupo IV (tetraciclina). Presenca de cemento/dentina sem

exposicao de fibras colagenas (IBR 2). Aumento original 2000X.
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FIGURA 12 — Grupo V (citrato de sédio). Presenca de cemento/dentina

sem exposicao de fibras colagenas (IBR 2). Aumento original 2000X.
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Amostras submetidas a deposicao de tecido sanqiineo:

FIGURA 13 — Grupo | (controle). Auséncia de rede de fibrina e de células

sangiineas (IAES 0). Aumento original 1000X.

FIGURA 14 — Grupo | (controle). Auséncia de rede de fibrina e de células

sanguineas (IAES 0). Aumento original 1000X.
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FIGURA 15 — Grupo Il (EDTA). Superficie radicular coberta por moderada
quantidade de células sangliineas e rede de fibrina mais fina com

pequeno entrelacamento (IAES 2). Aumento original 1000X.

FIGURA 16 — Grupo Il (EDTA). Superficie radicular coberta por moderada
quantidade de células sangliineas e rede de fibrina mais fina com

pequeno entrelacamento (IAES 2). Aumento original 1000X.
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FIGURA 17 — Grupo lll (4cido citrico). Superficie radicular coberta por
densa rede de fibrina com grande entrelagamento e células sanglineas

aprisionadas (IAES 3). Aumento original 1000X.

FIGURA 18 — Grupo lll (4cido citrico). Superficie radicular coberta por
densa rede de fibrina com grande entrelagamento e células sanglineas

aprisionadas (IAES 3). Aumento original 1000X.
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FIGURA 19 — Grupo |V (tetraciclina). Escassa rede de fibrina e de células
sanglineas cobrindo a superficie radicular (IAES 1). Aumento original

1000X.

FIGURA 20 — Grupo |V (tetraciclina). Escassa rede de fibrina e de células
sangilineas cobrindo a superficie radicular (IAES 1). Aumento original

1000X.
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FIGURA 21 - Grupo V (citrato de sodio). Superficie radicular
demonstrando auséncia de rede de fibrina e de células sanguineas (IAES

0). Aumento original 1000X.

FIGURA 22 - Grupo V (citrato de sodio). Superficie radicular
demonstrando auséncia de rede de fibrina e de células sangiineas (IAES

0). Aumento original 1000X.



Resultado 78

Analise Estatistica

Inicialmente foi realizada a avaliagdo da concordancia intra-
examinador, tanto para o indice de adesdo de elementos sangliineos
quanto para o indice de biomodificacdo radicular. Para este fim, foi

realizado o teste Kappa entre os 3 exames de cada indice (Tabela 2).

Tabela 2 — Sintese da comparacao entre as leituras realizadas para cada
indice, por meio do teste Kappa, de acordo com a

classificagao de Fleiss (1981)

indice | Leituras Valor de Kappa Grau de concordéancia
comparadas
IAES |1le?2 0.923 Excelente
le3 0.923 Excelente
2e3 1.000 Perfeita
IBR le?2 0.925 Excelente
le3 0.925 Excelente
2e3 0.888 Excelente

Amostras ndo submetidas a deposicdo de tecido sangiiineo:

O emprego do teste ndo-paramétrico Kruskal-Wallis, para
avaliagdo do efeito das diferentes substancias no Indice de

Biomodificacdo Radicular (IBR), mostrou haver diferenca entre pelo
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menos dois dos tratamentos propostos, resultando em um valor de
H=53.7800, significante porque a ele correspondeu um valor de p<0.0001.
Dessa forma, a hipétese de que todos os tratamentos promoveriam o
mesmo grau de remocao de smear layer foi rejeitada. Devido a indicacéo
de diferenca entre 0s grupos, procedeu-se a comparacdo entre grupos
pelo teste de Mann-Whitney. Pdde-se constatar que todas as substancias
testadas promoveram maior remocao de smear layer do que o0 grupo
controle (I) (p<0.0001), além disso, a aplicacdo de acido citrico (lll) foi
mais efetiva na remocdo desta camada e na exposicdo de fibras
colagenas do que o cloridrato de tetraciclina (IV) (p=0.0051) e o citrato de

sédio (V) (p=0.0051) (Tabela 3).
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Tabela 3 — Valores do teste de Kruskal-Wallis (H), nUumero de amostras
(N), postos médios (R) e o valor de p da comparacado entre

grupos da analise da morfologia da superficie radicular pelo

teste de Mann-Whitney

R
Grupos N Valor de p
H=53.7800

| e Il p<0.0001
| e 1l p<0.0001

| - Controle 15 65.4667
| e IV p<0.0001
| e V p<0.0001
Il e lll p=0.1198
Il - EDTA 15 29.0000 Il elV p=0.2134
eV p=0.2134
; [l e IV p=0.0051

Il - Acido citrico 15 19.0000
Il e V p=0.0051
IV - Tetraciclina 15 37.0000 IV eV p=1.0000

V - Citrato de s6dio 15 37.0000 -

Amostras submetidas a deposicao de tecido sanqiineo:

Ao analisar a hipotese relativa aos efeitos dos tratamentos
realizados sobre o indice de Ades&o de Elementos Sangiiineos, o teste
estatistico de Kruskal-Wallis resultou em um valor de H=25.8200, o qual
foi significante, pois correspondeu a um valor de p<0.0001. Desta forma, a
hipotese de nulidade pela qual todos os tratamentos realizados

resultariam na mesma capacidade de adsorcdo e adesdo de elementos
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sangiineos sobre a superficie foi rejeitada. Procedendo a comparacgao
entre os grupos com a finalidade de detectar entre quais tratamentos
houve diferenca, o teste de Mann-Whitney resultou em diferencas
estatisticas entre os grupos | e Il (p=0.0294), | e lll (p=0.0002), Il e Il

(p=0.0121), Il e IV (p=0.0007) e Il e V (p=0.0003) (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores do teste de Kruskal-Wallis (H), nUumero de amostras
(N), postos médios (R) e o valor de p da comparacado entre
grupos da adesdao de elementos sangiineos pelo teste de

Mann-Whitney

Grupos N i Valor de p
H=25.8200
I e Il p=0.0294
| - Controle 15 26.1000 | e 11l p=0.0002
| e IV p=0.1914
| e V p=0.8846
II'e lll p=0.0121
Il - EDTA 15 42.8000 e IV p=0.1711
eV p=0.0512
Il - Acido citrico 15 59.3667 ll'e IV p=0.0007
[l e V p=0.0003
IV - Tetraciclina 15 34.2000 V e V p=0.2808

V - Citrato de s6dio 15 27.5333
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E importante salientar que em relacdo a adesdo de
elementos sangiineos, que tanto a aplicacado do gel de EDTA a 24% (ll)
quanto da solucdo de acido citrico a 25% (lll) promoveram maior adesao
de células sangiiineas e rede de fibrina mais estavel (p=0.0294 e
p=0.0002, respectivamente) do que o grupo controle. Aléem disso, o acido
citrico mostrou-se mais efetivo do que o EDTA (ll) (p=0.0121), o cloridrato
de tetraciclina (IV) (p=0.0007) e o citrato de sédio (V) (p=0.0003) na

adeséao de elementos sanguineos.

Relacdo exposicao de fibras colagenas e adesdo de elementos sanqgiineos:

Para avaliacdo entre a possivel relacdo entre a exposicao de
fibras colagenas e adesdo de elementos sangiineos, foram utilizados os
dados da Tabela 5. O teste Qui-quadrado apresentou resultado
estatisticamente  significante  (Qui-quadrado=18.6100;  p<0.0001),
sugerindo que a exposicdo da matriz coldgena dental pela biomodificacdo
radicular eleva a quantidade de células sanglineas e a estabilidade da

rede de fibrina aderida a superficie dental.

Tabela 5 — Numero de amostras que apresentavam o indice de
biomodificacdo radicular dicotomizado 0 e 1 em cada

indice para andlise da adesao de elementos sanglineos.

indice de Adeso de Elementos Sangiiineos

Morfologia
0 1 2 3

0 (sem fibras) 23 25 12 2

1 (com fibras) 2 0 6 5
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O principal objetivo da terapia periodontal regenerativa &
obter insercdo de novo tecido conjuntivo as superficies radiculares
previamente expostas a cavidade bucal ou ao ambiente subgengival
dentro de bolsas periodontais. Na literatura ainda ha grande discusséo a
respeito da necessidade da remocdo completa de smear layer e
exposicao de fibras colagenas para se obter nova insercdo de tecidos
periodontais.

Alguns estudos mostraram que a ligacédo da rede de fibrina
ao colageno da superficie dental € necessaria para resultados
satisfatorios da cirurgia plastica periodontal (POLSON et al., 1983, 1984).
Segundo estes autores, a andlise dos eventos iniciais da formacdo do
coagulo, sobre raizes desmineralizadas com acido citrico, sugeriu que a
trombogenicidade da superficie é importante na adsorcédo dos elementos
sanguineos. Além disso, sugere-se que a exposicao de fibras colagenas,
pode melhorar o grau de organizacao do coagulo e retardar a formacéao
de um epitélio juncional longo, promovendo ganho de insercdo clinica
(LARJAVA et al., 1988; STEINBERG et al., 1988).

De acordo com Shuman (2000) a exposicdo de fibras
colagenas favorece duas etapas da formacdo do coagulo: a primeira é a
atuacao na ativacdo da cascata de coagulacdo que da origem a rede de

fibrina e a segunda € a inducdo da adesédo, agregacao e degranulacao
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plaquetéria, resultando na formac&do e maturacdo do trombo. Inicialmente
ocorre a deposicdo de uma camada protéica, seguida pela formacéo e
estabilizacdo da rede de fibrina devido a estimulacdo da degranulacéo
plaquetaria. A morfologia e o grau de maturacdo dessa rede resultam na
quantidade de eritrocitos aderidos a superficie. E importante ressaltar que
a ativacdo das plaguetas leva ndo s6 a formacdo do trombo, mas
também, a liberacdo de moléculas biologicamente ativas que influenciam
no processo de reparo tecidual (HUDSON-GOODMAN et al., 1990).

Muitos pesquisadores jA se propuseram a estudar a
formacdo do coagulo sobre a superficie radicular, desde seus eventos
iniciais até a maturacdo completa, porém poucos trabalhos apresentaram
metodologia adequada para analisar a adsorcdo dos elementos
sangiineos (POLSON e PROYE, 1983; WIKESJO e NILVEUS, 1990;
WIKESJO et al., 1991).

Como citado anteriormente, a metodologia deste estudo
baseia-se no trabalho de Baker et al. (2000), no qual os autores
pretendiam avaliar in vitro, a capacidade de sua metodologia em
diferenciar o potencial de adsorcao e adesao dos elementos sangiliineos a
superficie radicular. Porém, a analise realizada foi apenas qualitativa,
detendo-se na descricdo dos achados microscopicos.

Em 2003, Theodoro propds a avaliacdo das fotomicrografias
por meio de escores tanto para a superficie radicular, que no presente

estudo corresponde ao indice de biomodificacdo radicular (IBR), quanto
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para 0s elementos sanglineos, por meio do indice de adesdo de
elementos sanguineos (IAES), na tentativa de obter dados quantitativos
que permitissem a comparacdo entre grupos. Um diferencial desta
dissertacdo foi a analise de toda a superficie radicular para obtencéo de
uma fotomicrografia que representasse a amostra, ao invés de pré-
estabelecer a area a ser fotografada, além disso, a aplicacdo de um
agente (HMDS) que permitisse visualizar a real ocorréncia da
biomodificacdo radicular pela exposi¢ao das fibras colagenas.

Vale ressaltar que cada substancia foi aplicada de acordo
com a metodologia recomendada pela literatura, com a finalidade de
tentar obter remocdo de smear layer e exposicdo de fibras colagenas,
resultado este obtido em todos os trabalhos de onde os modos de
aplicacao foram retirados. Dessa forma, o EDTA e o citrato de sdédio foram
aplicados na forma de pincelamento sobre a superficie, pois sua agitacao
tende a diminuir a tensédo superficial, aumentando o contato com a raiz e
a efetividade. Ja o &cido citrico e a tetraciclina foram aplicados por meio
de bolas de algodao, sendo que o primeiro entrou em contato com a
superficie topicamente e a segunda solucéo foi friccionada. Para todos os
agentes quimicos, o tempo de 3 minutos foi citado como o mais efetivo
para a exposicao da matriz colagena.

De acordo com Wikesjo et al. (1992) e Polson e Proye
(1983), as forcas mecanicas incidentes no tecido gengival poderiam afetar

a adesdo do coagulo sobre a superficie radicular. Assim, o
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condicionamento radicular seria indicado no aumento da resisténcia as
forcas tensionais, provavelmente pelo imbricamento mecanico entre
fibrina e fibras colagenas. Além disso, como descrito por Ririe et al. em
1980, a desmineralizacdo da superficie radicular leva a uma provavel
interdigitacdo entre as fibras coldgenas dentais e as fibrilas colagenas do
tecido conjuntivo.

Um fato importante a ser esclarecido é a opcao pela nao
remocao completa do cemento, por meio de fresas em alta rotacdo ou
qualquer outro mecanismo, como observado em alguns estudos descritos
na literatura. Coldiron et al. (1990) mostraram que mesmo apos realizar
70 movimentos de raspagem no mesmo local, microscopicamente ainda
era possivel observar ilhotas de cemento em meio a dentina. Dessa
forma, buscou-se aproximar a metodologia 0 maximo possivel dos
procedimentos clinicos, onde em geral, a raspagem da superficie é
realizada por meio de instrumentos manuais e nao ha garantia da
remocao de toda a camada de cemento. Além disso, Zaman et al. (2000)
e Cogen et al. (1984) demonstraram que ndo ha diferencas na adesao de
fibroblastos gengivais a superficie radicular com cemento ou dentina
exposta, e que a aplicacédo de acido citrico e EDTA aumentaram o nimero
dessas células aderidas em relagcdo ao grupo apenas raspado.

Daly (1982) demonstrou que a aplicacdo de agentes
quimicos, como o &cido citrico, na superficie dental € importante na

reducdo do numero de bactérias aerdbias e anaerdbias viaveis, aderidas
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as estruturas periodontais. Aleo et al. (1974) verificaram que alguns
produtos bacterianos eram capazes de permear pela camada de cemento
e se alojar na juncdo cemento-dentinaria. Por outro lado, Nakib et al.
(1982) e Smart et al. (1990) citam fraca adesdo desses metabdlitos a
superficie do cemento, fazendo com que sejam facilmente removidos,
como demonstrado por Wirthlin et al. (1981), Nyman et al. (1988) e
Blomlof et al. (1989). Outro motivo para a ndo remocao completa deste
tecido é que o cemento é fonte de fatores de crescimento, os quais
podem auxiliar no reparo do periodonto apés cirurgias e de acordo com
Mcintyre et al. (2000), serve de protecdo contra agentes
desmineralizantes que podem atuar gerando caries radiculares.

Neste experimento, o &cido citrico promoveu a melhor
superficie para adsorcao dos elementos sanglineos, mostrando coagulos
melhor organizados, resultado que corrobora com o encontrado por Baker
et al. (2005). Sugere-se que esse fato seja decorrente da maior exposicao
de fibras colagenas neste grupo e por seu modo de acdo, uma vez que
agindo como agente desmineralizador tende a ser mais facil sua remocéao
por irrigacdo, quando comparado a uma substancia quelante, a qual se
liga a superficie para remover o ion calcio.

Tanto o EDTA quanto o citrato de sodio sao agentes
quelantes de calcio, os quais podem remover ions calcio que sao
essenciais durante a ativacdo da cascata da coagulacdo, levando a um

retardo na formacédo do coagulo. E provavel que residuos desses agentes
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possam ter ficado ligados a superficie radicular, levando ao retardo na
formacdo da rede de fibrina quando comparado ao grupo onde foi
utilizado o acido citrico, mesmo havendo fibras coldgenas expostas no
grupo do EDTA. Uma outra explicacdo sugerida por Lasho et al. (1983), é
a de que aparentemente, o gel de EDTA causa alterac6es na morfologia
da matriz colagena dental, alterando sua conformacao. Apesar disso, 0
gel de EDTA mostrou melhores resultados que o citrato de sodio e a
tetraciclina.

O colageno e a trombina presentes na lesdo sdo 0s
principais responsaveis pela aderéncia plaquetaria e pela coesdo das
mesmas, ou seja, agregacdo entre si. Segundo Rapaport (1987), a
formacdo da rede de fibrina ocorre devido a ativacdo e degranulacao
plaquetaria. A ligacdo entre colageno e fibrina € mediada por uma
proteina plasmatica denominada fibronectina, a qual depende do fator XIII
da coagulacdo para estabelecer esta unido (POLSON e PROYE, 1983).
Ainda de acordo com estes autores, a fibronectina ndo € um fator critico
para o0 sucesso de um procedimento periodontal visando a insercéo
conjuntiva, mas desempenha papel de grande importancia neste
processo.

Inicialmente, apos a ativacdo das plaquetas, os granulos
alfa, contidos no interior destas células, sdo liberados formando
fibrinogénio, o qual é convertido em fibrina (GANONG, 2005). A medida

que é formada, a rede de fibrina € convertida de malha frouxa de fios
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entrelacados em um agregado denso, cuja coesdo € realizada por
ligacbes cruzadas covalentes catalisadas pelo fator Xlll ativo, o qual
necessita de ions calcio para seu funcionamento (GANONG, 2005).

Dessa forma, por ter comportamento quimico quelante de
calcio, que pode levar a inibicdo da formacdo e aderéncia do coagulo a
superficie dental, no nosso ponto de vista, isso pode explicar o0s
resultados pouco satisfatérios do emprego do gel de EDTA na maioria dos
trabalhos clinicos envolvendo a terapia periodontal (BLOMLOF et al.,
2000; MAYFIELD et al., 1998).

Estudos in vivo utilizando o &cido citrico em animais e
humanos, mostraram nova insercdo do tecido conjuntivo e
cementogénese (CAFFESSE et al., 1985; LOPEZ, 1984), porém outros
ndo observaram diferencas na inser¢cdo conjuntiva e nos parametros
clinicos periodontais, como profundidade de sondagem e nivel de
insercdo (SMITH et al., 1987; KERSTEN et al., 1992). Por outro lado, a
literatura concorda que ha remocéo de smear layer e exposicao das fibras
colagenas (KASSAB e COHEN, 2003).

Pertencente também ao grupo dos agentes de baixo pH, a
tetraciclina € um antibidtico cujo uso foi iniciado na Periodontia, em
pacientes com prognéstico desfavoravel pelo grau avancado da doenca,
sendo utilizadas sistémica ou localmente (LISTGARTEN et al., 1978). Os
estudos mostraram que o cloridrato de tetraciclina, devido ao seu pH

baixo e por sua capacidade de quelar ions calcio, era capaz de
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desmineralizar a superficie radicular. Além disso, alguns trabalhos
sugeriram que a tetraciclina é capaz de inibir a producéo de colagenase e,
conseqguentemente, a reabsorcdo 6ssea, e € capaz de ser adsorvida a
superficie radicular, sendo liberada lentamente por até 14 dias (GOLUB et
al. 1994, GOMES et al. 1994). Tanto seu emprego quanto o de acido
citrico foi questionado por terem sido relatados casos de necrose dos
tecidos periodontais adjacentes ao sitio cirdrgico, o que levaria a
diminuicdo do aporte sangiineo e celular durante o periodo de reparo.

Bal et al. (1990), avaliaram a formacéo do coagulo em raizes
de dentes humanos afetados pela doenca periodontal. Apds raspagem o
condicionamento foi realizado com solucao de &cido citrico 1% ou solu¢éo
de cloridrato de tetraciclina 50 mg/mL. Aos 3 minutos, as raizes tratadas
com tetraciclina apresentaram coagulo em estagio de formacdo mais
avancado em relacdo ao grupo tratado com acido citrico. Este resultado
difere do encontrado neste estudo, onde apés 20 minutos de formacéo do
coagulo, a superficie condicionada pelo &cido citrico mostrou-se mais
favoravel a adesao e organizacao do coagulo em relacéo a tratada com
tetraciclina. De acordo com o teste de coagulacdo pelo método de Lee
and White (HOUGIE, 1961), a maturacdo de um coagulo in vitro a 37°C,
leva entre 4 e 10 minutos para ser considerada completa, portanto, é
provavel que apds os 3 minutos estipulados por Bal e seus colaboradores,
para comparar os coagulos obtidos, os mesmos ainda ndo estivessem

completamente estabelecidos.
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Em 1999, Delazari et al. ndo encontraram diferencas na
quantidade e distribuicdo dos elementos sanglineos entre os dentes com
superficie apenas raspada e aqueles que, apds raspagem, receberam
condicionamento com cloridrato de tetraciclina, semelhante aos resultados
deste estudo.

Zaman et al. (2000) verificaram que a insercao das fibras do
ligamento periodontal em superficies tratadas com &cido citrico, EDTA e
tetraciclina, apresentou 0 mesmo padrao de distribuicdo que o encontrado
para os elementos sanguineos nesta avaliacdo. Assim, o &cido citrico e o
EDTA mostraram-se melhores que a tetraciclina, tanto na adesao quanto
na orientacdo das células do ligamento. Além disso, ndo foram
encontradas diferencas na insercdo das células comparando, dentro da
mesma substancia, superficies de dentina ou de cemento.

Vale ressaltar que o gel de EDTA foi proposto por ser uma
substancia quelante de calcio, com pH neutro, 0 que teoricamente
diminuiria seus efeitos nocivos se aplicado acidentalmente sobre os
tecidos moles periodontais (BLOMLOF et al., 1997). Alguns estudos
mostraram que a adesado celular e o reparo tecidual sdo melhores
utiizando o gel de EDTA se comparado aos agentes de baixo pH,
obtendo 20% de ganho de inser¢cdo com o uso de EDTA e 10% utilizando
acido citrico (BLOMLOF e LINDSKOG, 1995a, 1995b; BLOMLOF et al.,
1996). J&4 Mayfield et al. (1998) e Blomlof et al. (2000) ndo observaram

diferencas nos parametros clinicos pds-cirdrgicos, comparando
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superficies apenas raspadas e raspadas seguidas pela aplicacdo do
EDTA.

Diferente dos estudos de Theodoro (2003) e Leite et al.
(2005), o grupo tratado com EDTA apresentou resultado estatisticamente
superior ao grupo controle. No trabalho publicado em 2005, Leite et al.
verificaram que algum componente presente no gel industrializado (no
caso, EDTA PrefGel da marca Biora) ou o tempo de producdo poderiam
ter influenciado sua acdo na adesdo de elementos sanglineos, visto que
o gel manipulado (Farmécia Santa Paula, Araraquara-SP) ho momento do
uso, apresentou eficacia maior. Desta forma, parece-nos oportuno
verificar o tempo de viabilidade e as alteracdes fisico-quimicas que podem
ocorrer neste gel apds seu preparo e armazenamento. Além da presenca
de algum componente quimico nos EDTA industrializados que possam
interferir no processo de formacao do coagulo, provavelmente dificultando
sua remocao da superficie radicular como proposto por Theodoro (2003).

Em estudos realizados nos anos de 2000 e 2005, Baker et
al. verificaram que a aplicacdo de acido citrico promove maior adeséo e
estabilizacdo dos elementos sangiineos em relacdo a raspagem
isoladamente e também a aplicacdo de EDTA, da mesma forma que foi
verificada neste trabalho. Além disso, observaram que o acido citrico
promoveu melhor limpeza dos detritos da superficie promovendo insercéo
direta da rede de fibrina a superficie dental, o que ja ndo ocorreu nas

superficies tratadas com EDTA, nas quais o coagulo foi obtido em menor
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quantidade e era facilmente destacado devido a fraca adesdo a
superficie.

A aplicacdo tanto de acido citrico quanto de EDTA parece
ressaltar a relacdo entre causa e efeito entre exposicdo de fibras
coladgenas e adesdo de elementos sangiineos. Nestes grupos, onde
foram observadas as maiores quantidades de amostras com fibras
colagenas expostas, também foram obtidas as maiores quantidades de
amostras com IAES 2 e 3, caracterizando moderada a alta quantidade de
elementos aderidos.

Tendo em vista a complexidade do processo de reparo
tecidual, o qual ndo se restringe apenas ao processo de adsorcao e
adesdo do coagulo a superficie dental, h4 necessidade de se realizar
estudos in vivo controlados, para avaliar se os resultados obtidos neste
estudo sdo condizentes com os observados em tecidos periodontais sob

funcao.
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Considerando as limitacbes inerentes a metodologia

empregada e seus resultados, pode-se concluir que:

Todas as substancias empregadas foram capazes de remover

efetivamente smear layer quando comparadas ao grupo controle;

Apenas o acido citrico e o gel de EDTA promoveram maior adeséo
de elementos sanglineos a superficie radicular quando

comparadas ao grupo controle;

A aplicacdo da solucdo de acido citrico a 25% mostrou-se mais
efetiva na adesédo de elementos sanguineos a superficie radicular

guando comparada aos demais agentes quimicos avaliados;

A biomodificagdo radicular, consistindo na remoc¢éao de smear layer
e exposicdo de fibras colagenas, sugere maior adesdo de
elementos sangiiineos a superficie radicular, provavelmente pela
maior possibilidade de estabilizacdo da rede de fibrina pela

interacdo com a matriz coladgena dental;

Ndo apenas a remoc¢do de smear layer, mas também a exposicao
de fibras coldgenas € necessaria para a adesdo do coagulo a

superficie dental.
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RESUMO



LEITE, F.R.M. Efeito do condicionamento radicular com acido citrico,
citrato de sodio, EDTA e tetraciclina na adesdo de elementos
sanglineos. Estudo por meio de microscopia eletronica de varredura.
2006. 138 f. Dissertacdo (Mestrado em Periodontia) — Faculdade de

Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Araraquara, 2006.

RESUMO

A raspagem gera smear layer que contém microrganismos e toxinas,
podendo interferir no reparo periodontal. Por esse motivo, diferentes
substancias tém sido empregadas para remover esta camada e expor fibras
coldgenas da superficie dental. A adesdo de elementos sanglineos a
superficies radiculares desmineralizadas e a estabilizagdo do colageno pelas
fiboras colagenas sdo de extrema importdncia no sucesso da cirurgia
periodontal. O objetivo deste estudo foi avaliar os diferentes padrdes de
adsorcdo e adesdo de elementos sangliineos a superficies radiculares
quimicamente condicionadas. Setenta e cinco dentes foram raspados,
equitativamente divididos em 5 grupos: irrigacdo com agua destilada
(controle), aplicacédo de solucdo de &cido citrico a 25%, solucao de citrato de
sédio a 30%, gel de EDTA a 24% e solucao de cloridrato de tetraciclina a 50

mg/mL. Metade da superficie condicionada foi exposta a sangue fresco e
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preparada para microscopia eletrbnica de varredura. As superficies
radiculares raspadas e condicionadas com EDTA e acido citrico
apresentaram os melhores resultados em relacao ao grupo controle. O acido
citrico também se mostrou mais efetivo na remocdo de smear layer e na
adesdo de elementos sangliineos do que o cloridrato de tetraciclina e o
citrato de sddio. Além disso, a relacdo entre exposicao de fibras colagenas e
adesdo de elementos sanguineos foi positiva. Dessa forma, o emprego de
EDTA e &cido citrico sobre a superficie radicular aumentam a adsorcdo e

adeséao de células sangliineas e a estabilizacdo da rede de fibrina.

Palavras-chave: Raspagem dentéria; aplainamento radicular; sangue; fibrina;

camada de esfregaco; raiz dentéria.



ABSTRACT



LEITE, F.R.M. Effect of the root conditioning with citric acid, sodium
citrate, EDTA and tetracycline on blood elements adhesion. A
scanning electron microscopy study. 2006. 138 f. Dissertacao
(Mestrado em Periodontia) — Faculdade de Odontologia, Universidade

Estadual Paulista, Araraquara, 2006.

ABSTRACT

Root scaling generates a smear layer which contains microorganisms and
toxins that could interfere in periodontal healing. For this reason, different
substances have been used to remove it and to expose collagen fibers
from tooth surface. Blood elements adhesion to demineralized roots and
clot stabilization by collagen fibers are extremely important for the success
of periodontal surgery. The aim of this study was to evaluate the different
patterns of blood elements adsorption and adhesion to root surfaces
chemically conditioned. Seventy five teeth were planed and equitably
divided into five groups: irrigation with distilled water (control), application
of a 25% citric acid solution, 30% sodium citrate solution, 24% EDTA gel
and 50 mg/mL tetracycline hydrochloride. Half of the conditioned surface
was exposed to fresh blood and prepared for scanning electron
microscopy. Planed root surfaces and conditioned with EDTA and citric
acid showed better results when compared to control group. Citric acid

was more effective on smear layer removal and blood elements adhesion
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to root surface than tetracycline and sodium citrate. Also, the relationship
between collagen fibers exposure and blood elements adhesion was
positive. This way, EDTA and citric acid employment on root surface
improve blood element adsorption and adhesion to root surface and fibrin

network stabilization.

Keywords: Dental scaling; root planning; blood; fibrin; smear layer; tooth

root.
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ANEXO 4

Tabela Al — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo controle (G1)

analisado pelo indice de Biomodificacéo Radicular (IBR)

Leituras
Foto (2000x) Escore final
1 2 3
290960 3 3 3 3
290940 3 3 3 3
290975 3 3 3 3
290938 3 3 3 3
290959 3 3 3 3
290942 3 3 3 3
290958 3 3 3 3
290974 3 3 3 3
290964 3 3 3 3
290937 2 3 3 3
290962 2 3 3 3
290963 3 3 3 3
290951 3 3 3 3
290961 3 3 3 3

290957 2 2 2 2
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Tabela A2 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo EDTA (G2)

analisado pelo indice de Biomodificacdo Radicular (IBR)

Leituras
Fotomicrografia (2000x) Escore final
1 2 3
290946 2 2 2 2
290941 1 1 1 1
290955 1 1 1 1
290948 1 1 1 1
290949 2 2 2 2
290945 1 1 1 1
290943 2 2 2 2
290947 2 2 2 2
290954 2 2 2 2
290950 2 2 2 2
290952 2 2 2 2
290956 2 2 2 2
290953 2 2 2 2
290944 2 2 2 2

290936 2 2 2 2
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Tabela A3 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo acido citrico

(G3) analisado pelo indice de Biomodificacdo Radicular

(IBR)
Leituras
Fotomicrografia (2000x) Escore final
1 2 3
280910 2 2 2 2
280902 2 2 2 2
280903 1 1 1 1
290966 2 2 2 2
280911 1 1 1 1
290967 2 2 2 2
280907 1 1 1 1
280904 2 2 2 2
280913 1 1 1 1
280912 2 2 2 2
280914 1 1 1 1
290965 1 1 1 1
280906 1 1 1 1
280905 1 1 1 1

280901 1 1 1 1
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Tabela A4 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo cloridrato de
tetraciclina (G4) analisado pelo indice de Biomodificacdo

Radicular (IBR)

Leituras
Fotomicrografia (2000x) Escore final
1 2 3
280909 2 2 2 2
290970 2 2 2 2
290939 2 2 2 2
290968 2 2 2 2
290969 2 2 2 2
280908 2 2 2 2
280923 2 2 2 2
280924 2 2 2 2
280925 2 2 2 2
280926 2 2 2 2
280927 2 2 2 2
280928 2 2 2 2
280922 3 2 2 2
290932 2 2 2 2

290929 2 2 2 2
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Tabela A5 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo citrato de sédio

(G5) analisado pelo indice de Biomodificacdo Radicular

(IBR)
Leituras
Fotomicrografia (2000x) Escore final
1 2 3

280915 2 2 2 2
290973 2 2 2 2
290930 2 2 2 2
290971 2 2 2 2
290931 2 2 2 2
280917 2 2 2 2
280918 2 2 2 2
280916 2 2 2 2
280919 2 2 2 2
280920 2 2 2 2
290933 2 2 2 2
290934 2 2 2 2
290935 2 2 2 2
280921 2 2 2 2

290972 2 2 2 2
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Tabela A6 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo controle (G1)

analisado pelo indice de Adesdo de Elementos Sangiiineos

(IAES)
Leituras
Fotomicrografia (500x) Escore final
2
290101 0 0
290103 1 1
290105 1 1
290107 0 0
290111 0 0
290113 2 2
290115 1 1
290117 1 1
290981 0 0
290989 0 0
290991 1 1
290993 1 1
290995 0 0
290997 0 0
290999 0 0
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Tabela A7 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo EDTA (G2)

analisado pelo indice de Adesdo de Elementos Sangiiineos

(IAES)
Leituras
Fotomicrografia (500x) Escore final
1 2 3
290119 2 2 2 2
309121 2 2 2 2
290109 2 2 2 2
309123 2 2 2 2
309125 2 1 2 2
309127 1 0 0 0
309129 2 2 2 2
309131 2 2 2 2
309133 2 2 2 2
309135 1 1 1 1
309139 0 0 0 0
309141 1 1 1 1
309143 1 0 0 0
309145 0 0 0 0

309147 1 1 0 1
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Tabela A8 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo acido citrico
(G3) analisado pelo indice de Adesio de Elementos

Sanguineos (IAES)

Leituras
Fotomicrografia (500x) Escore final
1 2 3
309149 2 2 2 2
309137 1 1 1 1
309151 0 0 0 0
309153 3 3 3 3
309155 2 2 2 2
309157 3 3 3 3
309159 3 3 3 3
309161 2 2 2 2
309163 2 2 2 2
309167 1 1 1 1
309169 3 3 3 3
309171 2 2 2 2
290983 3 3 3 3
290985 3 3 3 3

290987 3 3 3 3
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Tabela A9 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo cloridrato

de tetraciclina (G4) analisado pelo indice de Adesdo de

Elementos Sanguineos (IAES)

Leituras
Fotomicrografia (500x) Escore final
1 2 3
290977 0 0 0 0
290979 0 0 0 0
309173 1 1 1 1
309175 1 1 1 1
309177 0 0 0 0
309165 0 0 0 0
309179 1 1 0 1
309181 1 1 1 1
309183 1 1 1 1
309185 1 1 1 1
309187 1 1 1 1
309189 2 1 1 1
309191 2 2 2 2
309193 1 1 1 1

309205 2 2 2 2
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Tabela A10 — Escore atribuido as fotomicrografias do grupo citrato de

sédio (G5) analisado pelo indice de Adesdo de Elementos

Sanguineos (IAES)

Leituras
Fotomicrografia (500x) Escore final
1 2 3
309203 1 1 1 1
309201 1 1 1 1
309199 0 0 0 0
309197 1 1 1 1
309195 0 0 0 0
309207 0 0 0 0
309209 2 2 2 2
309211 0 0 0 0
309213 1 1 1 1
309215 2 2 2 2
309217 1 1 1 1
309219 0 0 0 0
061221 0 0 0 0
061223 0 0 0 0

061225 0 0 0 0




