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“If 1 could be you, if you could be me
For just one hour, if we could find a way
To get inside each other's mind
If you could see you through my eyes
Instead your own ego | believe you'd be
I believe you'd be surprised to see
That you've been blind

Walk a mile in my shoes
just walk a mile in my shoes
Before you abuse, criticize and accuse
Then walk a mile in my shoes

Now if we spend the day
Throwin' stones at one another
‘Cause | will think, *cause I will think
To wear my hat the same way you do
Well, I may be common people
But I'm your brother
And when you strike out
You're tryin' to hurt me
It's hurtin® you, Lord how mercy

Now there are people on reservations
And out in the ghetto
And whether they're for the grace of God
Or you and I,
If I only had wings of a little angel

Don't you know, 1'd fly

To the top of a mountain

And then I'd cry, cry, cry”

Walk AMiile InMy Shoes, ElvisPresley

Composicao: Indisponivel
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RESUMO



Dantas AAR. Efeito do condicionamento radicular com diferentes agentes para a
adesdo de Plasma Rico em Plaquetas e de Células Sangiineas. Estudo in vitro.

[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

RESUMO

A remocdo da smear layer e a exposicdo da matriz coldgena da dentina de
superficies radiculares desprovidas de sua inser¢do conjuntiva tem o potencial de
auxiliar o tratamento e/ou a regeneracdo periodontal. Diferentes substancias tém
sido empregadas para remover esta camada e expor fibras colagenas da superficie
dental. A adesdo de elementos sangliineos a superficies radiculares
desmineralizadas e a estabilizacdo do colageno pelas fibras colagenas sdo de
extrema importancia no sucesso da cirurgia periodontal. O objetivo deste estudo
foi avaliar os diferentes padroes de adsorcédo e adeséo de plasma rico em plaquetas
(PRP) e de PRP + celulas sangiiineas a superficies radiculares quimicamente
condicionadas. Oitenta dentes foram raspados, equitativamente divididos em 5
grupos: irrigacdo com soro fisioldgico (controle), aplicacdo de solucdo de &cido
citrico a 25%, gel de EDTA a 24%, solucdo de cloridrato de tetraciclina a
50mg/mL e solucdo de citrato de sodio a 30%. Metade das superficies
condicionadas foi exposta ao PRP e a outra metade ao PRP e sangue fresco para
avaliacdo com microscopia eletrdnica de varredura. N&o houve diferencas
estatisticamente significantes entre os grupos quando aplicou-se o PRP seguido de
sangue. O EDTA e o acido citrico mostraram-se mais efetivos na remocéo de
smear layer, porém o acido citrico foi o Unico agente que apresentou adesdo de

PRP nas superficies radiculares. Dessa forma, o emprego do PRP sobre a
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superficie radicular pareceu favorecer a adsorcdo e adeséo de células sanglineas e

a estabilizacao da rede de fibrina.

Palavras-chave: plasma rico em plaquetas, camada de esfregaco, &cido edetico,

acido citrico, tetraciclina.



ABSTRACT



Dantas AAR. Effect of the root conditioning with different agents on rich-platelet
plasma and blood cells adhesion. An in vitro study. [Tese de Doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

ABSTRACT

Smear layer removal and collagen fibers exposure may improve periodontal
treatment and regeneration. 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 platelet — rich plasma (PRP) and PRP + blood
cells adsorption and adhesion to root surfaces chemically conditioned. Eighty
teeth were planed and equitably divided into five groups: irrigation with saline
solution (control), application of a 25% citric acid solution, 24% EDTA gel,
50mg/mL tetracycline hydrochloride and 30% sodium citrate solution. Half of the
conditioned surface was exposed to PRP and another half to the PRP and fresh
blood and prepared for scanning electron microscopy. Planed root surfaces and
conditioned with EDTA and citric acid were more effective on smear layer
removal, but citric acid was the only agent that showed blood cells adhesion to
root surface. This way, PRP employments on root surface probably improve blood

element adsorption and adhesion to root surface and fibrin network stabilization.

Keywords: platelet — rich plasma, smear layer, edetic acid, citric acid, tetracycline.
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INTRODUCAO

A doenca periodontal é multifatorial, mas tem como agente
etioldgico principal o biofilme bacteriano, sendo que os produtos metabdlicos
destas bactérias acabam por produzir toxinas capazes de se fixar a superficie do
cemento, promovendo uma constante irritacdo tecidual e destruicdo progressiva
do periodonto de sustentacéo’®.

O tratamento béasico para remocdo destes agressores locais é a
raspagem e o aplainamento radicular (RAR) que, além de muitas vezes, ndo
remover todo o depésito mineralizado presente, promove a formacdo de smear
layer, uma camada de restos de calculo dental, biofilme, cemento contaminado e
toxinas bacterianas?***,

A fim de remover smear layer, Polson, Caton®® (1982) observaram
em seu estudo que raizes comprometidas pela doenca periodontal sofrem
alteracdes, tornando-se inadequadas a adesdo celular e insercdo de fibras
colagenas, apresentando, como um dos motivos, a presenca desta camada de
“debris” na superficie radicular. Aleo et al.? (1975) sugeriam que a falta de nova
insercdo ocorria devido a contaminacdo do cemento e dentina por produtos
toxicos bacterianos como endotoxinas, porém Nalbandian, Cote”™ (1982), por
meio de estudo em raizes saudaveis, observaram que o problema era causado pela
presenca ou auséncia de smear layer.

Um condicionamento radicular que promova a remocdo de smear

layer sem afetar a por¢do organica da matriz e seu potencial indutivo tem sido
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determinado como um importante fator para favorecer a formacdo de cemento,
0sso alveolar e ligamento periodontal, pois as células capazes de sintetizar estes
tecidos podem aderir-se as raizes**?**"".

Varios estudos in vitro e in vivo, com diferentes agentes quimicos
tém sido realizados para avaliar a eficiéncia do condicionamento radicular na
remocdo da smear layer e na exposicdo de fibras colagenas de
dentina1'14'15’82'86'91’92.

Dentre estes, 0 acido citrico foi um dos primeiros a ser empregado.
Apesar de alguns autores mostrarem maior inser¢do conjuntiva, cementogénese e
neoformacdo &ssea, outros acreditam que a necrose causada nos tecidos
adjacentes, devido ao seu baixo pH, contra-indicam o seu uso*®1%41:°58¢,

O Cloridrato de Tetraciclina (TTC HCI), em estudos realizados in

vitro, provocou melhor inser¢do conjuntiva em superficies tratadas, mesmo com

H28,36,105,116 104

baixo p , podendo, segundo Terranova " (1982), haver aumento da
unido da glicoproteina fibronectina a dentina, estimulando a proliferacdo e a
adesdo de fibroblastos, como também promover a supressdo da inser¢do e do
crescimento das células epiteliais®®®". Entre outras propriedades dos TTC HCI,
tem-se: atividade anti-colagenase®, inibicdo da funcdo de osteoclastos”® e da
funcdo dos neutréfilos®, eficiente substantividade'®**™!, capacidade de
manutencdo de sua atividade antimicrobiana por periodos variando de 48 horas™®
a 14 dias®"® e exposicdo de fibras colagenas em baixas concentracdes™.

Uma alternativa proposta as substancias de baixo pH foi 0 EDTA, o

qual, de modo diferente aos agentes anteriores que desmineralizam a superficie
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dentaria, € um potente quelante de ions calcio sendo capaz de remover apenas a
matriz inorganica, preservando a rede de fibras colagenas®*:18:20:3955

Outra substancia com propriedade quelante semelhante ao EDTA ¢
o Citrato de Sodio. Apesar de ndo serem encontrados estudos em que este seja
empregado na biomodificacdo radicular, trabalhos testando sua toxicidade® e
cinética molecular”’ justificam sua escolha para este fim. O Citrato de Sédio é o
anticoagulante de escolha para bolsas de sangue, visto que apresenta menor grau
de toxicidade celular do que o EDTA®*. Outro fator importante é que o Citrato de
Sodio apresenta uma ligacdo ao ion célcio mais fraca em relacdo ao EDTA,
sugerindo uma reacdo mais controlada, o que pode facilitar sua remocao da
superficie dental”’. Segundo Lan et al.*® (1999), o Citrato de Sédio apresenta
caracteristicas citotoxicas para fibroblastos gengivais menos acentuadas do que o
acido citrico.

O tratamento periodontal regenerativo tem como um de Seus
objetivos promover a insercdo do tecido conjuntivo sobre a superficie radicular
acometida pela doenca periodontal. A fase inicial do processo de cicatrizacdo dos
tecidos do periodonto se da pela formacdo e adesdo do coagulo sanglineo,
mediada por proteinas plasméticas, principalmente, o fibrinogénio® 498411,

Para que ocorra a reinser¢do ou nova insercéo do tecido conjuntivo
na superficie radicular deve haver a ades&o da rede de fibrina sobre a raiz’®. Sendo
assim, quanto mais rapida for a aderéncia do coagulo sangiiineo sobre esta
superficie, maior serd a possibilidade de que ndo haja formacdo de epitélio

9,25,53,99

juncional longo®**8, De acordo com alguns autores , uma rede de fibrina
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estavel e insoluvel, promovida pela ativagédo e agregacédo plaquetaria, formaria um
arcabouco, um receptadculo favoravel para a migracdo celular e para o
desenvolvimento do mecanismo de adesao de celulas do tecido conjuntivo.

As  plaguetas  participam  ativamente no  mecanismo
trombodinamico da coagulacdo, emitindo pseudépodos que proporcionam a
adesividade interplaquetaria e conseqiiente formacdo do trombo plaquetario.
Também tém a capacidade de atuacdo por meio da liberacdo de mediadores
quimicos que participam do processo inflamatério e da reparacdo tecidual®.
Sendo assim, tém como fungdes principais, a hemostasia, a coagulacdo sanglinea
e a cicatrizacdo, por meio da liberacdo de fatores de crescimento™>.

Atualmente, o gel de Plasma Rico em Plaquetas (PRP) tem sido
utilizado como um grande aliado na regeneracdo periodontal. Ele € formado por
meio da centrifugacdo do sangue autdgeno, sendo que este concentrado de
plaquetas é ativado pelo cloreto de célcio. O resultado desta ativacao € a liberacdo
de uma cascata de fatores de coagulacdo e fatores de crescimento presentes nos
granulos destas plaquetas™.

Dessa forma, apesar dos estudos ainda serem inconclusivos quanto
a eficiéncia, melhor modo, tempo e concentracdo dos agentes quimicos estudados
na literatura, bem como, se seria viavel a utilizacdo benéfica de PRP e a
estabilizacdo do codgulo sangliineo em superficies radiculares, parece oportuna a

avaliacdo in vitro de alguns agentes condicionantes associados ao PRP e/ou PRP +

sangue.
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REVISAO DE LITERATURA

Devido a extensa presenga de estudos relacionados aos agentes
condicionantes para observar sua atuagao na remog¢ao de smear layer e exposigao
de fibras colagenas, bem como, vasta literatura referente a utilizacdo do Plasma
Rico em Plaquetas (PRP), este capitulo serd dividido em tdpicos para facilitar o
entendimento da proposta desta pesquisa. Cada item seguird sua propria ordem

cronolodgica.

Estudos in vitro com agentes condicionantes:

Em 1978, Garrett et al.t! examinaram, em dentes extraidos por
motivo de doenga periodontal avangada, os efeitos da aplicagdo de solugdo
saturada de 4cido citrico (pH 1.0) sobre a superficie radicular. Apds andlise em
microscopia eletronica de varredura (MEV), os autores concluiram que o uso
deste 4cido aumenta a quantidade de irregularidades na superficie dental e o
nimero de fibras coldgenas expostas, além disso, afirmam que sua aplicagdo s
tem efeito sobre superficies previamente raspadas para remog¢do do cemento, pois
este se apresenta hipermineralizado pelo comprometimento periodontal.

Polson, Proye84 (1982) avaliaram o efeito do condicionamento
acido da superficie radicular desprovida, em sua por¢cdo mais corondria, de

cemento e de fibras do ligamento periodontal. Foram extraidos 12 dentes
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provenientes de quatro macacos e, apds remoc¢do do cemento e do ligamento
periodontal, aplicou-se acido citrico com pH 1.0, nas superficies radiculares,
durante 3 minutos, sendo que, imediatamente apds lavagem com solugdo salina,
procedeu-se o reimplante destes dentes em seus respectivos alvéolos. A avaliagao
histoldgica realizada depois de 1, 3, 7 e 21 dias demonstrou que, no grupo tratado
com 4acido citrico, pode ser observada, inicialmente, a deposi¢do de uma zona de
fibrina contendo leucécitos polimorfonucleares (PMNs) e eritrocitos, sem haver,
contudo, a migragdo apical do epitélio juncional, mesmo nos periodos
subseqiientes, ao contrario dos dentes ndao submetidos ao condicionamento
radicular. Apos 21 dias, houve reinsercao de tecido conjuntivo, sem evidéncias de
cementogénese. Entretanto, os autores puderam observar extensas areas de
reabsor¢ao radicular na porg¢ao intra-alveolar da raiz.

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; aplicacdo de solugdo de acido
citrico saturada (pH 1.0) por 3 minutos e raspagem seguida pela aplicagdo do
acido. Apenas as superficies raspadas, condicionadas ou n@o, mostraram
condi¢des de crescimento para as células, sendo que a aplicacdo de acido citrico
sobre a superficie raspada, aumentou ligeiramente a quantidade de células
aderidas. Desta forma, os autores concluiram que a aplicagdo da solugdo de 4cido

citrico sobre a superficie radicular raspada, auxilia na adesdo e proliferagao dos

fibroblastos provenientes do ligamento periodontal.
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Um dos primeiros trabalhos relacionados ao emprego da
Tetraciclina no condicionamento da superficie radicular, em Periodontia, foi de
Wikesjo et al.''® (1986), os quais avaliaram a capacidade de adsorcio e de
liberagao do cloridrato de tetraciclina marcada, em diferentes concentragdes, a
superficie dentinaria, bem como o aspecto morfologico desta superficie apos
condicionamento com as solu¢des, quando observada ao microscopio eletronico
de varredura. As solugdes com concentragdes superiores a S0mg/mL mostraram
os maiores valores de adsorcao. Valores acima da concentragdo inibitoria minima
(CIM) para a maioria das bactérias patogénicas foram mantidos por periodos de,
no minimo, 48 horas. Frente a analise microscopica, as superficies radiculares
mostraram-se livres de smear layer, com exposi¢do dos tubulos dentinarios,
semelhante ao que se observava com o acido citrico. O emprego do cloridrato de
tetraciclina no condicionamento radicular demonstrou algumas vantagens, como:
1) adsor¢dao a superficie radicular e, como conseqiliéncia, boa substantividade,
mantendo o efeito antimicrobiano por um periodo mais prolongado; 2) inibi¢do da
colagenase; 3) remocgdo de smear layer e exposic¢do de fibras colagenas, podendo
vir a favorecer o processo de regeneragao periodontal.

Frantz, Polson’® (1988) avaliaram o efeito da desmineralizagio da
dentina por cloridrato de tetraciclina na adesdo celular sobre fragmentos de
dentina. As amostras, obtidas de raizes ndo afetadas por periodontite, foram
tratadas com TTC HCL 100mg/mL (pH 1.9) e 200mg/mL (pH 1.7) por 5 minutos.
Um terceiro grupo permaneceu sem tratamento e serviu como controle. Quatro

amostras de cada grupo permaneceram implantadas na superficie dorsal de ratos
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por um dia e quatro amostras permaneceram implantadas por dez dias. Apds
analises histologicas e histométricas, verificou-se que nas superficies tratadas
havia maior nimero de células aderidas, nao havendo diferencas entre os tempos
de implantagdo e as concentragdes de cloridrato de tetraciclina. Entretanto, no
periodo de 10 dias os autores observaram um numero significantemente menor de
células em contato com a superficie dental, ndo havendo formagdo de nova
insercdo. Os autores relataram que o acido citrico, quando utilizado em modelo
experimental semelhante, resultou em maior adesdo celular a superficie dental
com conseqliente nova insercdo. Finalmente, concluiram que as superficies
dentinarias desmineralizadas por cloridrato de tetraciclina promoveram um
substrato que aumentou a adesao celular sem, no entanto, resultar na insercao de
tecido conjuntivo.

Fardal, Lowenberg®” (1990) estudaram, durante 21 dias, o
crescimento de fibroblastos em 120 fragmentos de dentina originados de dentes
saudaveis ¢ com doenca periodontal divididos em 9 grupos de fragmentos
provenientes de: 1) raizes de dentes com doenga periodontal que receberam
raspagem e alisamento radicular (RAR), 2) raizes de dentes com doenga
periodontal que receberam raspagem e alisamento radicular e condicionamento
com acido citrico, 3) raizes de dentes com doenga periodontal que nao receberam
tratamento, 4) raizes de dentes com doenga periodontal que receberam
condicionamento com 4acido citrico, 5) raizes de dentes saudaveis, 6) raizes de
dentes saudaveis que receberam condicionamento com acido citrico, 7) raizes de

dentes saudaveis que receberam condicionamento com &cido citrico e colagenase,
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8) raizes de dentes saudaveis que receberam condicionamento com EDTA e 9)
raizes de dentes saudaveis que receberam condicionamento com EDTA e
colagenase. Os autores concluiram que a associacdo da raspagem e alisamento
radicular com o condicionamento quimico com EDTA ou &cido citrico produziu
uma superficie com biocompatibilidade comparavel a da superficie ndo exposta a
doenga periodontal e que o condicionamento de superficies dentais expostas a
doenca nao apresentou diferenca de biocompatibilidade quando comparado a
superficies que receberam raspagem e alisamento radicular. Além disso, a
exposicao da matriz de coldgeno da estrutura dental por si ndo explica a melhor
biocompatibilidade, uma vez que a digestdo do colageno dental utilizando
colagenase ndo interferiu na biocompatibilidade aferida por meio da adesdo de
fibroblastos as superficies tratadas. Outra observagao relevante ¢ que até os trés
dias de experimento, a adesao celular foi maior nas amostras que receberam RAR
e desmineraliza¢ao quando comparadas as amostras que receberam somente RAR.
Os autores relataram que a descontaminagdo de fragmentos provenientes de
dentes com doenga periodontal por meio de antibidtico ndo tornou estes
fragmentos receptivos ao crescimento celular, ou seja, a descontaminagdo
isoladamente nao foi suficiente para se obter biocompatibilidade.

Ainda neste mesmo ano, Bal et al."’, utilizando microscopio
eletronico de varredura, avaliaram a formacao de coagulo sangiiineo em 6 dentes
extraidos devido a presenca de doenca periodontal. Os dentes foram divididos em
dois grupos individuais. No primeiro grupo, as superficies radiculares sofreram

divisdo em 3 diferentes areas de tratamento: a) ligamento periodontal intacto; b)
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raspagem; 3) raspagem e aplicacdo de acido citrico a 1% (pH 1.0), por 3 minutos.
No segundo grupo, a divisdo foi parecida com a do grupo 1: a) ligamento
periodontal intacto; b) raspagem; 3) raspagem e aplicacao topica de cloridrato de
tetraciclina, por 3 minutos. Em seguida, os dentes foram recolocados em seus
respectivos alvéolos, apos remogao do coagulo sangiiineo, com o intuito de ativar
um sangramento fresco. Os dentes foram removidos nos tempos 0 (em menos de 5
segundos), 1 ou 3 minutos e lavados com solugdo salina estéril. Os resultados
sugeriram que a formagdo do codgulo sangiiineo tem inicio logo nos primeiros
segundos de reimplante dental, sendo que um coagulo mais organizado foi
observado nas superficies tratadas com os acidos e naquelas em que se manteve
intacto o ligamento periodontal. Apos 3 minutos, os autores encontraram
formacdo mais avancada de fibrina nas superficies radiculares tratadas com
cloridrato de tetraciclina, do que naquelas tratadas com acido citrico, devido,
provavelmente, a propriedade de desmineraliza¢do do cloridrato de tetraciclina e
seu efeito antibacteriano.

Em 1992, Labahn et al.’’ avaliaram os efeitos de solucdo saturada
de 4acido citrico e do cloridrato de tetraciclina 100mg/mL em superficies
radiculares submetidas a instrumentagdo. Foram preparados 20 dentes sem doenca
periodontal, os quais, apds raspagem, tiveram divisdo em 3 grupos: 1) grupo
tratado com agua destilada; 2) grupo tratado com acido citrico; 3) grupo tratado
com cloridrato de tetraciclina 100mg/mL. A aplicacdo dos agentes foi feita por
gotejamento passivo ou por esfregacdo ativa, nos seguintes tempos: 30, 60, 120 ou

240 segundos. A andlise ao microscopio eletronico de varredura mostrou que
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ambos os acidos removeram o smear layer e promoveram um aumento no
diametro dos tibulos dentinarios, sendo que houve um aumento superior tempo-
dependente na profundidade de penetragao do acido citrico nos tabulos. Nem a
aplicagdo passiva, nem a ativa causaram alteragdes nas medidas ou na morfologia
das superficies.

Em 1996, Blomlof et al.® avaliaram, histologicamente, em 26
dentes com severo comprometimento periodontal indicados para extragdo, os
efeitos da aplicacdo subgengival de EDTA a 24% em associacdo ou ndo a
raspagem. O EDTA foi mais efetivo quando aplicado apos 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.

Babay’ (1997), por meio de microscopia eletrénica de varredura,
constatou que o uso da instrumentacdo ultrassonica antes e apds o
condicionamento radicular com solucao saturada de acido citrico (pH 1) ou com
solugdo saturada de cloridrato de tetraciclina (pH 1.8), por imersdo, durante 3
minutos, em dentes sem doenga periodontal, promoveu a remogao total de smear
layer, bem como a exposi¢ao de tibulos dentinario e de fibrilas colagenas.

121

Blomlof et a (1997) avaliaram o efeito de diferentes

concentragoes do gel de EDTA na remogao de smear layer e na exposi¢do de
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fibras coldgenas. Dentes extraidos por extenso comprometimento periodontal
foram raspados e as amostras, obtidas da regido cervical, foram condicionadas
com EDTA nas concentragdes de 1.5%, 5%, 15% e 24% por 2 minutos. Baseados
nos resultados, os autores concluiram que as concentragdes de EDTA mais
efetivas para remogao de smear layer e exposicdo de fibrilas colagenas, dentro de
um periodo de tempo clinicamente aceitdvel, foram as de 15% e 24%.

Isik et al.’ 2, ainda em 1997, analisaram em MEV diferentes modos
de aplicacao do cloridrato de tetraciclina, em superficies dentinarias de terceiros
molares impactados. A concentragcdo escolhida foi de 50mg/mL, aplicada por 5
minutos, nos seguintes modos: I) Imersdo na solugdo; II) Passiva - aplicagdo
topica com auxilio de bolas de algodao umedecidas; III) Fric¢do por meio de
bolas de algodao; IV) Pincel e V) Irrigagdo com soro fisiologico (controle). Os
autores verificaram presenca de smear layer, tubulos obstruidos e auséncia de
fibras coldgenas nas amostras do grupo controle. J4 nos grupos experimentais, foi
observada remogao dos detritos com abertura dos tubulos dentinarios e exposi¢ao
de fibras coldgenas. Estatisticamente, a friccdo vigorosa mostrou os melhores
resultados. Dessa forma, os autores concluiram que a friccdo da solugdo de
tetraciclina com bolas de algodao ¢ a técnica de escolha devido a maior exposi¢ao
de fibras colagenas.

Com o objetivo de avaliar o efeito da concentracdo e do tempo de
aplicacdo do cloridrato de tetraciclina, Sterrett et al.'” (1997) realizaram o estudo
da aplicacdo deste acido em 12 depressdes provocadas em 3 molares de bois. As

concentragdes utilizadas foram: 0, 25, 50, 75, 100, 125 ¢ 150mg/mL. No grupo
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controle o condicionamento foi efetuado com acido citrico a 30%. Os tempos de
aplicacdo foram de 1, 3 ¢ 5 minutos. Ao final de cada tempo, uma bolinha de
algodao foi colocada nas depressodes, por 1 minuto, a fim absorver a solugdo e o
calcio dissolvido. Para a avaliagdo do grau de desmineralizagdo, os valores foram
convertidos em “partes por milhao”, em relacao a quantidade de calcio encontrada
em cada bolinha de algodao, por meio de absorcao atdomica espectromorfométrica.
Os resultados demonstraram que a aplicacao, durante 3 minutos, de cloridrato de
tetraciclina a 75mg/mL causou desmineralizagdo tdo efetiva quanto maiores
concentragdes e tempos estudados, sendo que este grau de desmineralizacao foi
bem menor do que o do grupo controle em todos os seus periodos de aplicagao.
Em 1999, Lan et al.’’ avaliaram a capacidade de adesdo e sintese
protéica de fibroblastos gengivais humanos, apds exposi¢ao a diferentes meios de
cultura contendo varias concentragdes de acido citrico, simulando uma acidose
extracelular. Além disso, os pesquisadores testaram a citotoxicidade de uma
solugdo contendo citrato de sodio, o qual poderia ser usado para neutralizar o pH
das solugdes contendo acido citrico. A adi¢ao do acido ao meio diminuiu seu pH e
a encubac¢do dos fibroblastos nestas placas gerou os seguintes dados apds 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 s6dio, mesmo apos 3
horas de incubacdo 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 aplicacdo clinica.
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Delazari et al.>

(1999) avaliaram em MEV, o efeito do cloridrato
de tetraciclina tanto na remog¢do de smear layer quanto na formagdo da rede de
fibrina. Vinte e dois dentes humanos uniradiculares, com indicagdo para exodontia
por comprometimento periodontal severo, foram divididos em 4 grupos: 1)
Irrigagdo com soro fisiologico; 2) Aplicagao durante 4 minutos de TTC HCI a
50mg/mL por meio de fricgdo com bolas de algodao; 3) Soro fisioldgico +
imersdo em Tripsina 1% por 20 minutos e 4) Aplicagdo 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 apos a aplicagdo do soro fisiologico e da tetraciclina, o
retalho foi reposicionado coronalmente por 20 minutos antes da extracdo, para
permitir completa formacgao 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 codgulo e ambos
mostraram superficies uniformemente cobertas por células sangiiineas. Ja os
Grupos 3 e 4, foram utilizados para avaliar o grau de smear layer residual. Desta
forma, apos aplicagdo de soro fisiologico, a superficie ainda se apresentava
recoberta por residuos irregulares; ja apds aplicacdo de tetraciclina, os tubulos
dentinarios estavam limpos, abertos e¢ as fibras coldgenas expostas. Diante dos
resultados, os autores concluiram que o uso do cloridrato de tetraciclina ndo
influencia na adesao de elementos sangiiineos.

No ano de 2000, Zaman et al."*! avaliaram, quantitativamente, a

migragdo, a adesdo e a orientacdo das células do ligamento periodontal sobre
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cemento e dentina provenientes de superficies radiculares acometidas por doenca
periodontal, submetidas a raspagem e alisamento radicular seguida de
desmineralizacdo com agentes de pH baixo e de pH neutro. Os dentes foram
divididos em quatro grupos, de acordo com a solucdo empregada: 1) solucao
saturada de acido citrico (pH 1.2); 2) EDTA a 24% (pH 7.04); 3) cloridrato de
tetraciclina 100mg/mL (pH 2.00); 4) somente raspagem e alisamento radicular
(controle). As solucdes foram aplicadas nas amostras por meio de imersao,
durante 3 minutos. Uma amostra de cada grupo, mas do mesmo dente, foi
colocada em meio de cultura contendo células do ligamento periodontal. Apos 1,
3 e 7 dias, os autores realizaram a avaliacdo com microscopio de contraste de fase,
observando ndo haver diferencas na aderéncia e orientagdo das células do
ligamento periodontal entre cemento e dentina em nenhum dos grupos que
sofreram desmineralizacdo. Entretanto, as amostras de dentina tratadas com
EDTA e écido citrico apresentaram uma maior aderéncia e orientacdo celular do
que no grupo controle, sendo que 0 mesmo ocorreu nas amostras de cemento, uma
vez que nos trés grupos tratados com agentes quimicos, os processos de aderéncia
e orientacdo foram favorecidos. Os autores também destacaram o fato de ndo
haver a necessidade da remocao total de cemento quando for realizado tratamento
quimico radicular.

Ainda em 2000, Baker et al.'? apos analisar varios relatos na
literatura de que a estabilizacdo do coagulo ¢ um fator essencial para a formacao
de uma inser¢do conjuntiva, avaliaram a adsor¢do e adesdo de elementos

sangiiineos sobre superficies radiculares desmineralizadas pelo acido citrico.
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Superficies dentindrias humanas foram divididas em 4 grupos: raspagem;
raspagem + imersao em 4cido citrico; raspagem + tecido sanguineo e raspagem +
acido citrico + tecido sangiiineo. 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
ndo condicionadas, a presenga 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 aplicagdo e da concentragdo do gel de EDTA, no
grau de remogdo de smear layer da superficie dentinaria. O ter¢o cervical de
dentes extraidos por extensa destrui¢ao periodontal foi raspado para remocao de
cemento e, em seguida, os seguintes tratamentos foram empregados: irrigacao
com soro fisiologico (controle) e aplicagdo de gel de EDTA a 5%, 10%, 15%,
20% e 24%, por método de friccdo ou topicamente com bolas de algoddo, durante
1, 2, 3 minutos ou 3 minutos, realizando irrigagdo com soro fisioldgico a cada 1
minuto (I + 1 + 1 minutos). Segundo o autor, a aplicagdo ativa foi a melhor,
exceto para a concentragdo de 5% e que o uso, por 3 minutos, foi mais efetivo que
1 minuto.

Em 2001, Sampaio’> analisou a eficiéncia do cloridrato de
tetraciclina na remocao de smear layer sobre a superficie radicular, em diferentes
concentragdes (10%, 20%, 30%, 40%, 50% e um grupo controle com soro
fisiologico), tempos (1, 2 e 3 minutos de aplicagdo) e modos de aplicagdo (topico

ou fricgdo). Analisando as amostras ao microscopio eletronico de varredura, o
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autor concluiu que: I) quanto as concentracdes utilizadas, a de 10% mostrou-se
superior as outras testadas; II) quanto aos modos de aplicagdo, todas as
concentragdes condicionadas com friccdo foram superiores aquelas testadas com
aplicacdo topica; III) quanto aos tempos de aplicagdo, ndo houve diferencas
significantes, quando se aplicou o cloridrato de tetraciclina de forma topica,
entretanto, observaram-se diferengas significantes nas concentragdes de 10% e
20%, quando se usou a friccao; IV) os tratamentos com fricgdo com a solucdo a
10% (1 e 2 minutos) e a 20% (1 e 2 minutos) mostraram-se superiores,
estatisticamente, aos demais condicionamentos deste estudo.

Babay® (2002) coletou 24 dentes de humanos extraidos em
decorréncia de periodontite severa e delimitou suas raizes em areas saudaveis e
doentes. Nestas ultimas realizou os seguintes tratamentos: raizes ndo tratadas;
raizes raspadas com ultra-som; raizes tratadas com cloridrato de tetraciclina e
raizes raspadas com ultra-som seguida da aplicagdo de cloridrato de tetraciclina.
Apos o tratamento das raizes, fibroblastos gengivais humanos foram adicionados
as mesmas e incubados por 72 horas sendo entdo examinadas pela microscopia
eletronica de varredura. Houve um numero significantemente maior de
fibroblastos aderidos as raizes tratadas com ultra-som e com ultra-som seguido da
aplicacdo com cloridrato de tetraciclina. Nas raizes ndo tratadas e nas raizes
apenas condicionadas nao foi encontrada nenhuma célula.

No ano de 2003, Abi Rached' avaliou, por meio de microscopia
eletronica de varredura, a remogdo de smear layer e a exposi¢do de fibras

colagenas de dentina de superficies radiculares condicionadas com solugdo salina
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ou com cloridrato de tetraciclina nas concentracdes de 10mg/mL, 25mg/mL,
50mg/mL, 75mg/mL, nos tempos de 1, 2 ¢ 3 minutos, utilizando 3 modos de
aplicagdo: tdpica, friccdo vigorosa e fric¢ao suave. Como conclusdo, a autora
observou que o TTC HCI na concentragdo de 50mg/mL, aplicado durante 3
minutos, vigorosamente, obteve os melhores resultados para o objetivo do estudo.

Theodoro'® (2003), avaliou a adesdo de elementos sangiiineos
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 doenca periodontal foram raspadas com instrumentos manuais. O
trabalho constou de 6 grupos. O Grupo 1 (controle) ndo recebeu nenhum
tratamento; o Grupo 2, aplicagdo topica de EDTA 24%; o Grupo 3, irradiagdo
com laser de Er:YAG (8 J/em?); o Grupo 4, irradiacio com laser de Er:YAG (14,2
J/em?); o Grupo 5, irradiacio com laser de Diodo (1,0 W) e o Grupo 6, irradia¢io
com laser de Diodo (1,2 W). Apos receberem os tratamentos, foi depositado
tecido sangiiineo em 10 amostras de cada grupo, enquanto as outras 10 amostras
ndo receberam. As fotomicrografias obtidas foram avaliadas por meio de dois
indices: adesdo de elementos sangiiineos e de morfologia da superficie radicular.
Os resultados demonstraram que com relacdo a adesdo de elementos sangiiineos,
ndo 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
adesdo de elementos sangiiineos ¢ o Grupo 2 foi o menos efetivo na adesdo de
elementos sangiiineos. Concluiu-se que o laser de Er:YAG pode ser utilizado

sobre a superficie radicular, nos parametros utilizados no presente estudo, sem
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promover alteragdes na adesao do coagulo apesar de provocar micro rugosidades
na superficie radicular; o EDTA e o laser de Diodo podem inibir a adesao do
tecido sangiiineo na superficie radicular apesar de promover uma superficie mais
regular.

Em 2004, Sousa’’ avaliou diferentes marcas de EDTA a 24% na
remog¢ao de smear layer e exposicdo de fibras colagenas da superficie dental. Em
raizes de dentes extraidos por doenca periodontal, onde o cemento foi removido
com brocas diamantadas, ¢ a dentina raspada com curetas tipo Gracey, os
seguintes tratamentos foram empregados: A) aplicagdo de soro fisiologico
(controle); B) EDTA 24% (Farmacia Santa Paula); 3) EDTA 24% associado ao
detergente Texapon (Farmacia Santa Paula); 4) EDTA 24% (Pref Gel, Biora); 5)
EDTA 24% (E.D.T.A. Gel, Biodindmica). Todas as substancias foram aplicadas
por meio topico, 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 Biodinamica, que apresentou os piores resultados, a aplicagdo do gel de
EDTA a 24% pelo método de fricgdo suave (pincel) foi o mais efetivo,
independente do tempo de utilizacao.

Baker et al.” (2005) avaliaram o efeito de proteinas construtoras na
adesdo do coagulo sobre a superficie dentinaria. Dentes humanos extraidos foram
raspados para promogdo de Smear layer e a porcao cervical foi cortada em blocos
de 4x6xImm. Os espécimes foram condicionados topicamente com solucio
saturada de acido citrico, gel de EDTA a 24%, albumina de soro bovino ¢ um

preparo de proteina da matriz do esmalte. Sangue humano fresco foi depositado
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sobre as amostras por 20 minutos para garantir a completa formagdo e
estabilizacao do codgulo. Imediatamente, seguiram processamento laboratorial e
analise em MEV. O 4&cido citrico limpou totalmente a superficie abrindo os
tubulos dentinarios, o EDTA ainda deixou restos de smear layer na superficie e as
duas solugdes protéicas nao 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 codgulo, 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 é o uso de uma substancia que remova smear layer
e exponha fibras colagenas para melhor sustentacao do coagulo.

No ano de 2006, Leite® realizou estudo com o objetivo de avaliar
os diferentes padrdes de adsorcao e adesdo de elementos sangiiineos a superficies
radiculares quimicamente condicionadas. Setenta e cinco dentes foram raspados e,
eqiitativamente, divididos em 5 grupos: I) irrigagdo com dagua destilada
(controle); IT) aplicagdo de solugdo de acido citrico a 25%; III) solugdo de citrato
de sédio a 30%; IV) gel de EDTA a 24% e V) solugdo de cloridrato de tetraciclina
a 50mg/mL. Metade da superficie condicionada foi exposta a sangue fresco e
preparada para microscopia eletronica de varredura. As superficies radiculares
raspadas e condicionadas com EDTA e 4cido citrico apresentaram os melhores
resultados em relagdo ao grupo controle. O acido citrico também se mostrou mais
efetivo na remogdo de smear layer e na adesdo de elementos sangiiineos do que o

cloridrato de tetraciclina e o citrato de sédio. Além disso, a relagdo entre
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exposicao de fibras colagenas e adesdao de elementos sangiiineos foi positiva.
Dessa forma, segundo o autor, o emprego de EDTA e 4cido citrico sobre a
superficie radicular aumentam a adsor¢cdo e adesdo de células sangiiineas e a

estabilizacao da rede de fibrina.

Estudos in vivo com agentes condicionantes:

Ririe et al.®” em 1980, realizaram retalhos em dentes de cdes e
raspagem ¢ o condicionamento radicular com acido citrico (pH 1.0, por 3
minutos). As amostras foram avaliadas sob microscopia optica de luz e por
microscopia eletronica de varredura. Os autores concluiram que houve maior
reparo tecidual nos animais onde foi realizado a desmineralizagao radicular e que
o mecanismo de agdo provavel foi a interdigitacdo entre as fibras colagenas da
dentina ¢ as fibrilas do tecido conjuntivo. Quanto a formagdo de cemento, os
autores citam ndo ter verificado grande diferenca entre os grupos, porém
sugeriram a realizagdo de um estudo mais longo.

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

meta.
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Em 1985, Hanes et al.*® analisaram o efeito do condicionamento
radicular com acido citrico sobre superficies radiculares, na inser¢ao do tecido
conjuntivo e epitelial em ratos. Metade das amostras foi apenas raspada e irrigada
com soro fisioldgico enquanto que a outra metade foi raspada e condicionada pela
solucdo 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 porg¢ao fora do dorso (exposta ao meio ambiente) e outra submersa no tecido
conjuntivo. Apos 1, 3, 5 e 10 dias da implantagao, os animais foram sacrificados e
as pecas analisadas morfologica e histometricamente sob microscopia Optica de
luz. Os autores verificaram que no grupo condicionado por acido, maior nimero
de células e fibras estavam aderidas a superficie em relagdo ao grupo controle,
além de nenhuma migragao apical do tecido epitelial ser observada.

Buscando analisar os efeitos da superficie radicular
desmineralizada e a aplicagdo tdpica de fibronectina como adjuntas para o sucesso

. . . . . . .o 11
das cirurgias periodontais reconstrutivas, Wikesjo et al.'”

(1988) criaram defeitos
periodontais horizontais em pré-molares mandibulares de 14 cachorros. Os grupos
de dentes randomizados foram divididos nos seguintes tratamentos: 1) raspagem e
aplainamento radicular (RAR) e condicionamento com 4&cido citrico, por 3
minutos; 2) RAR, condicionamento radicular com &cido citrico, por 3 minutos ¢
aplicagdo de fibronectina canina; 3) RAR e condicionamento radicular com
cloridrato de tetraciclina a 100mg/mL, por 5 minutos; 4) RAR, condicionamento

radicular com cloridrato de tetraciclina a 100mg/mL, por 5 minutos e aplicagdo de

fibronectina canina. Apds 12 semanas foi realizado o sacrificio dos animais e a
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analise histométrica permitiu a verificagdo: a) da incidéncia de defeitos que
apresentaram uma linha de tecido epitelial; b) da quantificagdo de reparo de tecido
conjuntivo; ¢) da regeneragdo de osso alveolar; d) da incidéncia de reabsorcao
Ossea; e¢) da presenga ou nao de anquilose. Como conclusdo geral, os autores
puderam observar que: I) o condicionamento com dacido citrico na superficie
radicular, freqiientemente, resultou em um completo reparo do tecido conjuntivo;
IT) reabsor¢dao radicular e anquilose foram fatores prevalentes na resposta de
cicatrizagdo; III) o acido citrico e o cloridrato de tetraciclina tiveram potencial
similar na inducdo de reparo de tecido conjuntivo nos casos em que houve
reabsor¢ao radicular e anquilose; d) a aplicacdo de fibronectina as raizes
desmineralizadas ndo aumentou a incidéncia de reparo do tecido conjuntivo, bem
como nao alterou a prevaléncia de casos com reabsorc¢ao radicular e anquilose.
Em 1990, Alger et al.’ realizaram cirurgia mucogengival em 22
dentes com doenga periodontal, divididos em 3 grupos: 1) grupo tratado com
raspagem e alisamento radicular; 2) grupo submetido ao condicionamento
radicular com cloridrato de tetraciclina 100mg/mL, por 3 minutos; 3) grupo
submetido ao condicionamento radicular com cloridrato de tetraciclina
100mg/mL, por 3 minutos e com fibronectina humana 10mg/mL, por 5 minutos.
Apobs 90 dias, foi realizada a extragdo de blocos contendo dente, gengiva, 0sso
alveolar e ligamento periodontal, com o intuito de observar, histologicamente, a
utilizagdo dos métodos testados em relagdo a reinser¢do gengival nas raizes
tratadas. Os autores puderam observar que os grupos tratados com cloridrato de

tetraciclina (2 e 3) sofreram pequena reinser¢do ¢ que houve uma tendéncia de
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aumento de inser¢do de tecido conjuntivo no grupo tratado somente com
cloridrato de tetraciclina.

Trombelli, Calura'®

(1993) realizaram uma técnica cirurgica
buscando a regeneragdo tecidual guiada, com o intuito de recobrimento de raizes
expostas devido a recessao gengival. Para isto, utilizaram uma membrana de
politetrafluoretileno (e-PTFE) associada ao tratamento radicular com cloridrato de
tetraciclina em concentracdo de 125mg/mL. Apos 6 semanas, a membrana foi
removida e constatou-se a presenca de um tecido firme e resistente a sondagem
em dois pacientes submetidos a esta técnica. Os autores concluiram que a
associacdo da membrana ao cloridrato de tetraciclina resultou em um eficiente
recobrimento radicular e no desaparecimento do defeito anatémico presente.

Apbs cinco anos de avaliagio clinica, McClain, Schallhorn’™ (1993)
avaliaram os resultados da regeneracdo tecidual guiada (RTG) de pacientes
tratados apenas com a técnica de RTG ou em combinag¢do com o condicionamento
radicular por acido citrico e enxerto dsseo autdogeno. Desta forma, os pacientes
que receberam tratamento com 4cido citrico e enxerto apresentaram melhor
manuten¢do do quadro clinico periodontal do que aqueles onde apenas a RTG foi
empregada.

Andlises aos 14 e 21 dias apos a biomodificagdo radicular, a
respeito do efeito da aplicagdo do 4cido citrico e da tetraciclina HCI no

desenvolvimento da microvascularizagdo dos tecidos periodontais, com ou sem

regeneragdo tecidual guiada em caes, mostraram que nao houve nenhuma
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vantagem na administra¢ao de acido citrico e tetraciclina HCI na resposta vascular
inicial''".

Em 1994, Sammons et al.” avaliaram em 4 cées de raca indefinida,
o efeito do condicionamento radicular na cicatrizagdo periodontal, com ou sem
uso de regeneragdo tecidual guiada, por meio de exame auto-radiografico. A
colonizagdo celular na area foi avaliada por meio de inje¢dao de timidina tritiada
por via endovenosa, uma hora apds o procedimento cirtrgico. Os resultados
sugeriram que o acido citrico e a tetraciclina HCI podem inibir a proliferacao
celular nos primeiros 3 dias da reparagao tecidual. Apds 7 dias, as diferengas entre
os agentes condicionantes foram minimas, ndo mostrando vantagens sobre a
aplicagdo de agua estéril.

Para avaliar a possibilidade de necrose dos tecidos periodontais,
adjacentes a superficies radiculares biomodificadas, por agentes de baixo pH ou
pH neutro, Blomlof, Lindskog'® (1995) utilizaram macacos de 4 anos de idade,
nas raizes dos quais foram aplicados acido citrico, acido fosforico (ambos com
baixo pH) e EDTA (pH neutro), durante uma cirurgia a retalho experimental. Os
resultados clinicos de observacdo indicaram que o efeito necrdtico dos agentes de
pH baixo foi evidente apos 20 segundos. Além disso, ap6és 3 minutos, a
penetragcdo dos agentes promovia necrose dos tecidos em até %4 da circunferéncia
da raiz. Nao foi observada acdo de necrose com relagdo ao emprego do EDTA.
Ap6s andlise sob microscopia Optica, concluiram que o EDTA possui a habilidade

de expor seletivamente as fibras coldgenas sem causar necrose. Os autores
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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
colonizagdo por células, Blomlsf, Lindskog'® (1995) condicionaram a raiz de
dentes acometidos pela doenca periodontal e indicados para extragdo. Os
elementos dentais foram tratados por acesso cirargico com acido citrico, EDTA e
acido fosférico. Segundo os autores, 0o EDTA comparado com o acido citrico e o
acido fosforico, tem melhor acdo na colonizagdo celular ¢ formagao de tecido
conjuntivo devido a sua agdo mais seletiva na remoc¢ao dos minerais da superficie,
promovendo maior exposi¢ao de fibras colagenas na superficie da dentina. A
abundancia do colageno ¢ um requisito para a cinética da adesdo celular. Ainda,
concluiram que o EDTA, agindo por 3 minutos, ndo causa necrose nos tecidos
adjacentes, pois atua em pH neutro.

No ano de 1997, Bouchard et al.”> analisaram 30 pacientes, com
idades entre 21 e 70 anos, que procuraram consultorio particular devido a
presencga de sensibilidade dentaria e recessdo gengival. Os dentes escolhidos para
a pesquisa foram incisivos, caninos e pré-molares, sendo distribuidos nos
seguintes grupos de tratamento: a) Cirurgia subepitelial modificada, seguida por
condicionamento radicular com &cido citrico, pH 1.0, por 3 minutos (grupo
controle) e b) Cirurgia subepitelial modificada, seguida por condicionamento
radicular com cloridrato de tetraciclina 50mg/mL, por 5 minutos. A avaliagdo dos
dados foi realizada no baseline e apds 6 meses da cirurgia. Os autores puderam

observar que ndo houve diferengas no potencial dos efeitos clinicos causados pelo
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acido citrico ou pelo cloridrato de tetraciclina associados a técnica cirurgica,
sendo que, na verdade, os dados apresentados sugeriram que as medidas da area
das superficies com recessdao seriam mais significativas para se avaliar o sucesso
da terapia cirurgica empregada.

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 Osseo > Smm de profundidade foram avaliados. A
conclusdao foi que, estatisticamente, ndo houve diferengas no resultado clinico
entre o grupo condicionado com EDTA quando comparado com o grupo onde foi
feita apenas irrigagdo com soro fisioldgico (controle).

Kassab, Cohen™ realizaram, em 2003, uma revisao de literatura a
respeito da atuacdo de agentes condicionantes na biomodificacdo radicular.
Dentro desta analise, puderam observar que varios estudos ainda devem ser
realizados com agentes de baixos pHs, como o 4cido citrico ¢ a tetraciclina e com
agentes de pH neutro, como o EDTA, uma vez que a remocao de smear layer, in
vitro, ¢ a exposi¢do de fibras coldgenas ndo conseguiram mostrar resultados
satisfatorios na cicatrizagdo da ferida periodontal, quando os mesmos agentes
foram utilizados in vivo. Mesmo assim, como conclusdo, os autores sugerem que
o EDTA nio causa necrose tecidual, enquanto que os agentes de baixo pH podem
levar a tal situagao.

126

Chandra et al.™ (2006) verificaram a adesdo e morfologia de

células V79 (fibroblasto pulmonar de hamster) e de fibroblastos de ligamento
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periodontal humano sobre superficies dentinarias, oriundas de dentes com
periodontite, submetidas a condicionamento com EDTA 24%, 4cido citrico pH
1.0 e TTC HCL 10%. Os resultados mostraram que o comportamento dos dois
tipos celulares foi semelhante e que no grupo tratado com cloridrato de
tetraciclina havia remanescentes de smear layer sem exposigdo de fibras
colagenas. Os demais grupos ndo apresentaram remanescentes de smear layer e

apresentaram maior extensao de exposicao do colageno dentinario.

Estudos com Plasma Rico em Plaguetas (PRP):

As plaquetas sdo fragmentos do citoplasma megacariocito que, por
sua vez, originam-se na medula 6ssea. Elas possuem um aparato de sintese de
proteina rudimentar, portanto, sua fun¢do ¢ o armazenamento e transporte de
fatores de crescimento ¢ de fatores de coagulagdo nela existentes, os quais sdo
liberados quando as plaquetas s3o expostas a agentes como trombina, colageno e
ADP. Conseqiientemente, a liberagdo desses mitdgenos requer uma continua
liberagdo de novas plaquetas*’-''>'%.

O estudo de Gray, Elves™ (1982) propiciou um avango muito
grande no que diz respeito a aplicagdo de fatores de crescimento derivados de
plaquetas (PDGF), quando apresentaram em seus resultados que o PDGF

contribuia para a angiogénese necessaria ao sucesso dos enxertos dsseos. Hoje em

dia, sabe-se que os fatores de crescimento no processo de reparagdo tecidual
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exercem papel fundamental e efetivo na proliferagdo celular, angiogénese,
diferenciacdo e sintese de matriz extracelular, bem como na quimiotaxia®.

Healy, Egan®, em 1984, em estudo clinico apos avaliacdo de 21
pacientes, sendo 12 utilizados como teste e 9 como controle, realizaram uma
coleta de sangue venoso, padronizada matinalmente (as oito horas e trinta
minutos). Avaliaram a acdo do citrato na concentracdo de uma parte de citrato
trisodico a 3.8% para nove partes de sangue e o outro anticoagulante foi o EDTA
em concentragdo de 1.5mg/mL de sangue. A centrifugag¢do foi realizada a 50g,
100g ou 150g por 10 minutos em temperatura de 20°C. Para revelar a adesividade
do PRP foi utilizado o agente receptor 5 hidroxi-triptamina (5 HT). Os autores
obtiveram melhores resultados com o uso de EDTA, refletindo a maior habilidade
para inibir o aglomerado de plaquetas. Chegaram a conclusdo que o método de
centrifugacdo e o tipo do anticoagulante utilizado promoviam diferentes
resultados no PRP obtido, inclusive proporcionando variagdes no numero,
tamanho e reatividade das plaquetas.

Lynch et al.®

, em 1989 avaliaram, por meio de estudo
experimental em trés cdes, a acdo sinérgica da associagdo do PDGF e do fator de
crescimento semelhante a insulina — I (IGF -I), na concentracdo de 1.0pg em
solucdo aquosa gel para regeneracao periodontal. Previamente, os caes receberam
tratamento periodontal com instrumentos sdnicos para controle de tartaro e do
biofilme. Utilizaram em cinco dentes o gel combinado e, em sete dentes, gel

placebo. Foram tomadas radiografias iniciais e realizada a elevacdo de retalho

mucoperiostal para aplicagdo dos respectivos géis. Apos duas semanas, as regioes
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foram submetidas a bidpsia e posteriormente a avaliacao histoldgica. Obtiveram
resultados melhores na regeneragdo periodontal dos dentes tratados com o gel da
associacao dos fatores de crescimento em comparagdo ao grupo controle.

Whitman et al.'"’

(1997) descreveram o gel de plaquetas como um
selante biologico, derivado da coleta de sangue autdégeno imediatamente no
periodo pré-operatorio, contendo alta concentragdo de plaquetas. Destacam ainda
sua aplicagdo clinica em cirurgia maxilo-facial, reconstru¢do mandibular e
procedimentos relacionados a colocacdo de implantes osseointegraveis onde
obtém bons resultados quando associado a enxerto Osseo autogeno. Também
descreve utilizacdo com aparente sucesso em uma variedade de aplicagcdes em
outras areas como a neurocirurgia, otorrinolaringologia, cirurgia geral e cirurgia
da cabega e pescoco.

Carlson® (2000) afirma que o uso do plasma rico em plaquetas
(PRP) ¢ uma estratégia para alcancar a reparacdo tecidual. E efetivada pelos
fatores de crescimento liberados pela acdo plaquetaria: fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento de transformacao beta (TGF-
B), fator de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I). O fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) estd envolvido na reparacao tecidual, pelo papel
duplo das plaquetas como reserva de fator de crescimento e na hemostasia. O
PDGF apresenta numerosos efeitos positivos na reparacao tecidual incluindo a
mitogénese, causando um aumento no numero de células de reparagdo, a
angiogénese e promovendo efeitos sobre outros fatores de crescimento de células.

Dessa forma, resulta na promo¢do de fungdes fibroblasticas e osteoblasticas,
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promocao de diferenciacdo celular e aceleracdo dos efeitos dos fatores de
crescimento sobre outras células, tais como macréfagos. O PDGF ¢ uma
glicoproteina sintetizada e secretada pelos macrofagos e células endoteliais e € o
primeiro fator de crescimento. Os efeitos do PDGF ocorrem quando ele se liga
nos receptores da membrana celular. Esta ligacdo ativa um sinal citoplasmatico
protéico interno que ativa o gene que expressa acao mitotica e angiogénica. O
fator de crescimento de transformacao beta (TGF-B) ¢ envolvido com a reparacao
de tecido conjuntivo e reparacao 6ssea. Quando liberado pela degranulagdo das
plaquetas ou secretado por macréfagos, TGF-B exerce seu efeito nas células
adjacentes, que incluem fibroblastos, células indiferenciadas na medula e pré-
osteoblastos. A mais importante funcdo do TGF-f no tecido dsseo parece ser a
quimiotaxia e mitogé€nese dos osteoblastos precursores e¢ a capacidade de
estimular seu deposito de matriz de coldgeno para reparagdo com tecido
conjuntivo e formagao 6ssea. Os fatores de crescimento semelhante a insulina I -
IGF-I e IGF-II sdo secretados pelos osteoblastos. Durante a formagdo dssea
promovem um aumento do nimero de osteoblastos e conseqiientemente aceleram
a deposi¢do Ossea. Supde-se que a presenca do IGF nas plaquetas possa atuar nas
células precursoras de osteoblastos e nos osteoblastos do endosteo.

Marx® (2001) apresentou & comunidade cientifica consideracdes
importantes relacionadas ao plasma rico em plaquetas, que age como uma porta
para estimulagdo e aceleracdo da cicatrizagdo de tecidos moles e reparagdo Ossea.
Mas, devido a este potencial, muitos profissionais cometem erros, abusos e

aplicacdo incorreta do PRP. Para o resultado adequado do PRP, segundo o autor,
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deve-se obter uma concentragdao de 1.000.000 plaquetas/uL em 5.0ml de plasma.
Pelo fato de ser um procedimento autégeno o paciente esta livre de transmissao de
doengas infecto-contagiosas. O autor destaca ainda, a presenca de sete fatores de
crescimento no PRP: fator de crescimento derivado de plaquetas aa (PDGF AA),
PDGF BB, PDGF AB, fator de crescimento de transformacao f3; (TGFf;), TGFf.,
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento epitelial
(EGF) sendo estes considerados nativos € ndo recombinantes. O autor também
destaca que o PRP ndo apresenta agao osteoindudora, que ¢ efetiva nas proteinas
morfogenéticas o0sseas (BMP), mas que acelera a atividade osteogénica. Além
disso, o PRP deve ser preparado no momento de ser utilizado, pois, dez minutos
apos sua preparacdo ocorre a liberacdo de 70% dos fatores de crescimento e ao
final de uma hora 100%, sendo que sua acdo no sitio cirirgico pode estender-se
por oito dias. O PRP ndo ¢ carcinogénico, nem mutagénico, pois atua nas
membranas celulares e ndo no nucleo celular e promove expressao génica normal.
O uso do PRP ¢ considerado uma nova biotecnologia na odontologia e pode atuar
na engenharia tecidual e celular.

Com relagdo ao uso do PRP em tecidos moles, Petrungaro®' (2001)
apresentou o relato de 3 casos clinicos de pacientes que necessitavam de cirurgias
mucogengivais para recobrimento de recessdes multiplas. A técnica mucogengival
usada foi a de enxerto de tecido conjuntivo sub-epitelial, € 0 mesmo protocolo foi
adotado nos 3 casos. Apds a obtengcdo do enxerto do palato, o mesmo foi
impregnado com o PRP, o leito receptor também foi tratado com PRP, o enxerto

foi colocado em posigdo e suturado. Realizou-se a sutura do leito receptor e, sobre
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esta linha de sutura, aplicou-se o restante do PRP e do plasma pobre em plaquetas
(PPP). Em todos os casos houve recobrimento total das recessdes e aumento da
espessura da mucosa ceratinizada. O autor concluiu que o PRP trouxe beneficios a
técnica, tais como: menor sangramento no leito receptor devido a suas
propriedades hemostaticas, menor dor pods-operatéria devido a maturacdo mais
rapida do enxerto, estabilidade inicial do enxerto devido a suas propriedades
adesivas, além de promover uma revascularizagao mais rapida.

Sanchez et al.”

(2003) publicaram uma revisao da literatura sobre
os fatores de crescimento (FC) presentes no PRP reafirmando suas propriedades
biologicas e o papel do PRP no processo de reparo. Com esta revisao, concluiram
que: o FC, quando ativado, libera os granulos o plaquetérios; os FC liberados
pelas plaquetas induzem as células mesenquimais e epiteliais a migrarem,
dividirem-se e aumentar a formagdo de matriz colagena; o PRP sendo autogeno
elimina a possibilidade de transmissdo de doencas; o PRP melhora o manuseio de
enxertos; quando associado ao osso autdégeno, o PRP parece melhorar a
quantidade e qualidade do osso formado; deve-se evitar a ativagdo do PRP com
trombina para evitar o desenvolvimento de coagulopatias; avangos tecnoldgicos
permitem a obten¢do do PRP com menor volume de sangue coletado; estudos
longitudinais sdo necessarios para avaliar a associacdo do PRP com biomateriais
nos processos de regeneracao ossea guiada (ROG).

Marx”®, em 2004, em revisido de literatura sobre o uso do PRP,

direcionada para evidéncias que suportem seu uso, destaca o seguinte: O PRP nao

¢ apenas um concentrado de plaquetas com seus fatores de crescimento, mas
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também contém trés proteinas sangiiineas que sdo: fibrina, fibronectina,
vitronectina. Estas proteinas sdo responsaveis pela adesdo celular para
osteoindugcdo e agem como matriz para 0sso, tecido conjuntivo € migracao
epitelial. O uso de centrifugas em consultério deve promover a obtengdo de
material estéril e uma precisa separacao das plaquetas das células sangliineas
vermelhas, sem que ocorra a degranulagdo plaquetdria. Em algumas centrifugas de
uso odontologico ndo se obtém o PRP conforme descrito acima, ocasionando
resultados indesejados. O procedimento de obtencdo de plaquetas deve ser
autégeno e nao homodgeno, pois plaquetas de banco de sangue podem produzir
resultados indesejados. As duas centrifugas certificadas pela Food and Drug
Administration (FDA) foram a Smart PreP — Harvest Technologies Inc e Platelet
concentration collection system — PCCS, com obtengdo de concentrado de
plaquetas adequados. As células mesenquimais, epidermais, epiteliais,
fibroblastos e osteoblastos expressam receptores de membrana para os fatores de
crescimento do PRP, que por sua vez estimulam a ativagdo de proteinas
endogenas, que promovem uma sucessao génica normal ¢ induzem a proliferagao
celular, formagao de matriz, sintese de colageno, formacdo dssea etc. Apos a acao
inicial dos fatores de crescimento, que pode permanecer de 7 a 10 dias, ocorre a
acao dos macrofagos dentro da ferida, consumindo as plaquetas exauridas. O PRP
tem um pH de (6.5 a 6.7), comparado com um codgulo sangiiineo maduro de (7.0

a7.2).
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Proposicao

Este estudo tem por objetivo avaliar, por meio de microscopia
eletrbnica de varredura, a remocao de smear layer e exposicao de fibras colagenas
de dentina e o grau de adsorcédo e adesdo de plasma rico em plaquetas e de células
sanglineas a superficies radiculares raspadas, aplainadas e associadas ou ndo ao

uso de diferentes agentes quimicos.
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MATERIAL E METODO

O protocolo deste projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos, da Faculdade de Odontologia de
Araraquara - UNESP (Protocolo CEP-FO/Car. n°10/04 — Anexo 1). Todos o0s
dentes foram obtidos ap6s aprovacdo do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (Anexo 2).

Selecdo dos dentes

Foram utilizados 80 dentes humanos permanentes, uni ou
multirradiculares, extraidos nas clinicas de Cirurgia, Periodontia e Clinica
Integrada da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP. Para inclusao
nesta pesquisa, o0 dente deveria apresentar comprometimento periodontal severo
(perda de insercdo de mais da metade do segmento radicular) e superficie entre a
juncdo cemento-esmalte e apice radicular integra em relacdo a céarie, abrasao,
restauracdes e marcas de forceps devido a extracdo. Além disso, 0 paciente ndo
poderia ser fumante ou ex-fumante, uma vez que caracteristicas como,
temperatura subgengival, colonizacdo bacteriana e composicao iénica salivar sdo
diferentes entre pacientes tabagistas e ndo tabagistas, podendo levar a maior

mineralizagdo da superficie radicular*"**07110.122,
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Preparo dos dentes

Os dentes foram preparados por um Unico pesquisador, de acordo
com protocolo descrito a seguir:

Apds a exodontia, os dentes foram lavados para remocao de restos
de tecidos moles e sangue, sendo em seguida armazenados em agua filtrada,
trocada semanalmente, a fim de evitar acidificagdo do meio e crescimento
exacerbado de microrganismos. Para evitar ressecamento, cada dente (Figura 1)
foi mantido em temperatura ambiente, em tubo plastico individual fechado

(Eppendorf, New England, USA).

FIGURA 1- Dente em eppendorf com agua, apds extracao.

O terco cervical mesial e distal das raizes foi delimitado por dois
sulcos paralelos, confeccionados com auxilio de broca cilindro-conica diamantada
(n® 3203, KG Sorensen, Barueri, SP), um na jungdo cemento-esmalte e outro,
aproximadamente, 4mm do mesmo, em direcdo apical (Figura 2). A érea
delimitada pelos sulcos foi raspada e aplainada com 50 movimentos de tracéo

cérvico-oclusal, por intermédio de curetas manuais novas (Gracey 5/6, Hu-Friedy,
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lllinois, USA), para garantir a formacdo de smear layer'**°"1% (Figura 3). A
seguir, com auxilio de um disco diamantado montado em baixa rotacdo (KG
Sorensen, Barueri, SP), a partir de 1mm apical a juncdo cemento-esmalte (Figura
4), foi obtido um fragmento das superficies radiculares mesial e distal, medindo,
aproximadamente, Imm de espessura, 4mm de largura e 4mm de comprimento
cada, a fim de que houvesse a totalizacdo de 2 amostras por dente (Figura 5),

ficando mantidas no mesmo frasco até o dia do tratamento das superficies.

FIGURA 3- Formagéo de smear layer.
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FIGURAS 4 e 5 - Disco diamantado em baixa rotacédo e obtencdo das duas

amostras, respectivamente.

Todas as amostras sofreram condicionamento com agentes
quimicos ou com soro fisiologico, sendo que metade delas serviu para que se
observasse a capacidade de cada tratamento em expor ou nédo fibras colagenas,
ficando cada grupo (n=16) em suporte plastico (cassete) devidamente codificado
(Figura 6).

Cera utilidade foi colocada dentro de outros cassetes a fim de que a
metade restante se mantivesse em posi¢do (Figura 7) durante a realizacdo dos

tratamentos associados a aplicacdo de PRP (n=8) e de PRP + sangue (n=8).

FIGURA 6 - Cassetes codificados com cada grupo de amostras.
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FIGURA 7- Esquema de amostras dentro de cassete com cera.

As seguintes substancias foram aplicadas sobre todas as amostras
(32 dentes/grupo — Figura 8):

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

- Grupo Il — amostras que receberam tratamento com gel de
EDTA 24% (Farméacia Santa Paula, S&o Paulo, Brasil), aplicado com auxilio de
um pincel, umedecido a cada 30 segundos no gel, durante 3 minutos?* %’

- Grupo Il — amostras que receberam tratamento com acido
citrico 25% (Farmécia Santa Paula, S&o Paulo, Brasil), aplicado topicamente com
auxilio de bolinhas de algoddo, umedecidas a cada 30 segundos na solucéo,
durante 3 minutos'®*%,

- Grupo IV — amostras que receberam tratamento com solugéo de
cloridrato de tetraciclina (Farmécia Santa Paula, Araraquara, Sdo Paulo, Brasil),
na concentracdo de 50mg/mL, aplicada vigorosamente por friccdo, com auxilio de
bolinhas de algoddo, umedecidas na solucdo a cada 30 segundos, durante 3

minutos®>%,
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- Grupo V - amostras que receberam tratamento com solucdo de
citrato de sédio na concentracdo de 30% (Farmacia Santa Paula, S&o Paulo,
Brasil), aplicada com auxilio de um pincel, umedecido na solucdo a cada 30
segundos, durante 3 minutos™®*%*,

Apbs o condicionamento das superficies, as amostras dos grupos 11

ao V foram irrigadas com 10mL de solucdo fisioldgica para remogéo dos agentes

utilizados.

Pincel- Fricgéo Tonico:
incel: vigorosa: opico:
Grupos Il eV Grupo IV Grupo Il

FIGURA 8- Modos de aplicacao das substancias.

Visualizacdo das fibras colagenas

Para verificar a ocorréncia da biomodificacao radicular, isto €, se
havia ocorrido remocédo de smear layer e exposi¢do de fibras colagenas, uma das
duas amostras obtidas de cada dente, ou seja, aquela que sO tinha sido
condicionada com as substancias descritas, foi colocada em orificio individual de
uma placa de acrilico contendo 96 pocos, sendo submetidas a desidratacdo em

série crescente de alcool etilico (30%, 50%, 70%, 80%, 95%, 100%),
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permanecendo submersas por uma hora em cada (Figura 9). Esta desidratacdo é
necessaria para a aplicacdo do hexametildisilazane — HMDS (Sigma, Sigma-
Aldrich Inc., St. Louis, USA), substancia fundamental para visualizar, por meio de
impregnacéo, as fibras colagenas expostas (Figura 10).

Assim, cada orificio da placa de acrilico recebeu 0.75uL de HMDS
+ 0.75uL de alcool absoluto, medidos com pipeta automatica, onde as amostras,
devidamente codificadas, permaneceram por 30 minutos (Boeco, Hamburg,
Germany). Depois de decorrido esse tempo, a solucdo foi retirada e 0s pocos
foram preenchidos com 1mL de HMDS puro, que ficou agindo por 10 minutos.
Toda a manipulacdo do HMDS foi realizada em capela com ventilagdo acionada,
em funcéo de o produto ser toxico e dotado de propriedades cancerigenas.

Finalizada a aplicacdo do HMDS, cada amostra foi armazenada em
cassete individual forrado com papel filtro (Figura 11), no intuito de absorcéo
completa do produto utilizado. Todos o0s cassetes permaneceram, durante 48
horas, dentro de placas de Petri fechadas para secagem. Em seguida, as amostras
foram coladas em stubs metélicos, levadas a um dessecador a vacuo (Figura 12),
receberam metalizacdo com ouro (Figura 13) e submetidas a avaliacdo em

microscopia eletronica de varredura (MEV).
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FIGURAS 10 e 11- HMDS e cassetes individuais forrados com papel filtro,

respectivamente.

FIGURAS 12 e 13- Dessecador a vacuo e amostra metalizada, respectivamente.
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Analise das células sanguineas e rede de fibrina

Para o processamento a seguir, cada grupo ficou dividido da
seguinte maneira ap0s o condicionamento radicular: 8 amostras receberam

aplicacdo de PRP, enquanto as outras 8 amostras receberam PRP e sangue.

a) Aplicacdo de Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

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, foram
coletados 4.5mL de sangue da circulacdo periférica de um paciente jovem (Figura
14), cujo termo de consentimento livre e esclarecido foi devidamente preenchido,
lido, compreendido e assinado (Anexo 3), do sexo masculino, sem doengas
sistémicas detectdveis em hemograma completo e exames de coagulagdo (tempo
de coagulacdo — TC, tempo de pro-trombina — TP e tempo de tromboplastina
ativada — TTPA. Anexo 4) por meio de um tubo (Vacutainer, BD Becton,
Dickinson and Company; Franklin Lakes, NJ, USA), contendo o anticoagulante

citrato de sodio a 3,2% em 10% do volume total (Figura 15).
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FIGURAS 14 e 15- Coleta do sangue para preparo do PRP e sangue em tubo com

anticoagulante, respectivamente.

De acordo com protocolo proposto por Martins®’, em 2003, o tubo
foi centrifugado (Figuras 16 e 17) a 1.100 r.p.m. durante 10 minutos (Centrifuga
Eppendorf 5702, Becton Dickinson, Germany). Apds esta centrifugacdo o mesmo
apresentou-se com duas partes visualmente distintas: série vermelha ao fundo e

série branca acima. Estas séries ficaram separadas por uma ténue nuvem de

leucdcitos (Figura 18).

FIGURAS 16 e 17- Centrifuga e local para centrifugacdo do tubo com

sangue, respectivamente.
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Série Branca
“Nuvem” de leucocitos

Série Vermelha

FIGURA 18- Separacdo das séries branca e vermelha por “nuvem” de

leucécitos.

A serie branca ficou dividida em 3 partes: plasma rico em
plaquetas (PRP), plasma com fator de crescimento (PFC) e plasma pobre em

plaquetas (PPP - Figura 19).

— e

FRAGCAO 3

série branca

sene

vermelha

FIGURA 19- Esquema das séries vermelha e branca apos centrifugacao e

das fracGes da série branca.
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Em seguida foi realizada a pipetacdo meticulosa das fracGes do
plasma, evitando-se turbuléncias no tubo de coleta, por meio de pipetas de volume
variavel (Biohit Proline Pipettor 100-1000uL, Helsinki, Finland), sendo que a
parte utilizada no presente estudo foi somente a do PRP. Para garantir que apenas
0 PRP seria utilizado, padronizou-se o volume a ser coletado em 500uL, o qual foi
transferido para um tubo de coleta neutro (Figura 20). A seguir, o PRP foi ativado
com cloreto de calcio (CaCl) a 10%, na proporcdo de 1.0mL de PRP/50uL de

CaCl. Apos 15 a 20 minutos foi obtido o gel do plasma rico em plaquetas.

FIGURA 20- Pipetagédo do PRP.

A contagem do nimero de plaquetas inicial (no sangue total) e
final (PRP) foi realizada em aparelho eletronico (Coulter T890, Diamond
Diagnostics, USA).

PRP foi aplicado em todas as amostras de cada dente com pincel
macio, a fim de que fosse depositada somente uma fina camada deste material,

uma vez que, conforme citado, 8 delas ainda receberiam uma gota de sangue.
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b) Aplicacdo do Plasma Rico em Plaquetas e do Sangue

Imediatamente apds o pincelamento de PRP sobre as 8 amostras
restantes de cada grupo foi depositada uma gota de sangue fresco. A retirada do
mesmo e a realizacdo dos exames de coagulacdo também ocorreram no
Laboratorio de Hematologia do Nuacleo de Atendimento a Comunidade, da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara - UNESP, com auxilio de
uma enfermeira-padrdo e um farmacéutico-bioquimico. Este foi coletado da
circulacdo periférica do mesmo paciente (Figura 21), por meio de uma seringa de
5mL e agulha hipodérmica (Becton Dickinson, New Jersey, USA).

O sangue foi depositado, com auxilio de seringa hipodérmica (1
gota por amostra) nos espécimes previamente pincelados com PRP (Figura 22),
seguindo-se o protocolo estabelecido por Baker et al.'? (2000), mantendo-os
imdveis por 20 minutos para garantir sua estabilizacdo, sem ressecamento, em

camara pléstica umidificadora. Todo o procedimento foi realizado em ambiente

fechado, sob temperatura de 37°C791,

FIGURAS 21 e 22- Nova retirada de sangue seguida de aplicacdo de uma gota por

amostra, respectivamente.
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Em seguida, todas as amostras foram lavadas 3 vezes, durante 5
minutos, com solucdo de tampao fosfatado pH 7.0 (PBS), em recipiente de vidro,
sob leve agitacdo mecénica — aproximadamente 60 r.p.m. (Mini-Rocker Shaker,
Boeco, Hamburg, Germany). A seguir, nos cassetes plasticos contendo 0s grupos
estabelecidos, os espécimes foram fixados em solucdo de formaldeido 1% em
solucdo de tampdo fosfatado, durante 15 minutos. Apés 3 lavagens de 5 minutos
com solucdo de tampdo fosfatado sob leve agitacdo, foram incubados por 10
minutos em 0,02M de glicina em solucdo de tampdo fosfatado e lavados
novamente por 3 vezes, durante 5 minutos. A seguir, foram fixados em
glutaraldeido a 2,5% em solucdo de tampdo fosfatado durante 30 minutos e
lavados como descrito anteriormente. Na sequéncia, as amostras foram
desidratadas em série crescente de alcool etilico: 25%, 50%, 75%, 95% durante 10
minutos em cada solucao, 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,
Florida, USA). A Tabela 1 ilustra a distribuicdo das amostras de acordo com o

tratamento empregado.



73

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

tratamento a ser empregado:

Acido TTC Citrato
Grupo Controle EDTA Total
citrico HCI de sédio

Tratamento
HMDS 16 16 16 15 16 79
PRP 8 8 8 8 8 40
PRP
+ 8 8 8 8 8 40
Sangue
Total 32 32 32 31 32 159

Avaliacdo em microscopia eletronica de varredura

As amostras foram coladas em stubs metélicos 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 (Figuras 12 e 13). Os
espécimes foram entdo levados para analise em microscopio eletrbnico de
varredura (Jeol-JSM T330-A, JEOL Technics Co., Tokyo, Japan), operado a 20kV
e obteve-se fotomicrografias com auxilio de filme Neopan Acros (Fuji Film 120
SS, Tokyo, Japan).

Nas amostras onde foi aplicado somente 0 HMDS ou o PRP, as

fotomicrografias foram obtidas no aumento de 2000X, ja naquelas onde foram
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aplicados o PRP e 0 sangue, os aumentos utilizados foram de 500x e de 1000X.
Para padronizacdo deste estudo, as analises ao microscopio foram realizadas na

area central de cada amostra.

Analise das fotomicrografias

As fotomicrografias foram analisadas por 1 examinador
previamente calibrado, treinado e sem conhecimento quanto a identificacdo das
amostrasl’14‘62'82'91’97'106.

Para as amostras que foram apenas condicionadas e que receberam
a impregnacdo do HMDS, o examinador realizou a descricdo morfoldgica da

superficie, por meio do indice de Biomodificacdo Radicular (IBR)®?, que observa

0 seguinte (Figuras 23 a 25 — Anexo 5):

(1) — presenca de cemento/dentina e exposigdo de fibras colagenas;
(2) — presenca de cemento/dentina sem exposicédo de fibras colagenas;

(3) — presenca de smear layer.
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FIGURA 25- indice de Biomodificagio Radicular 3
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Para a analise das fotomicrografias das amostras que receberam
somente o PRP, foi utilizada a letra "S™ para presenca e a letra "N" para auséncia
da rede de fibrina (quando somente era vizualizado o cemento ou dentina ao
microscépio eletronico de varredura — Figuras 26 e 27, respectivamente - Anexo

6).

P . el

ZBKV K2, 0080 61246

FIGURA 27- Auséncia da rede de fibrina. Visualizacdo de cemento e/ou dentina.
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Para a analise das fotomicrografias que receberam o PRP seguido
de aplicacdo de sangue, foi utilizado um indice de Adesdo de Elementos

Sangiineos (IAES)™®, descrito a seguir (Figuras de 28 a 31 — Anexo 7):

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

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

(2) moderada quantidade de celulas sanguineas e rede de fibrina
mais fina, com pequeno entrelagamento;

(3) densa rede de fibrina com grande entrelacamento e células

sanglineas aprisionadas.

2909880

FIGURA 28- Indice de Adesdo de Elementos Sangiiineos 0.



FIGURA 31- indice de Ades&o de Elementos Sangiiineos 3.
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Para cada fotomicrografia, 0 examinador realizou 3 leituras com
intervalo minimo de 7 dias entre elas e, ap0s a tabulacdo dos dados, foi
selecionado o indice de maior freqiiéncia entre as 3 analises como sendo o indice
proposto para a fotomicrografia (Anexos 5 e 7). A anélise de concordancia intra-
examinador foi realizada por meio de teste Kappa, ao nivel de significancia de
5%.

As variaveis ordinais dependentes “Indice de Adesdo de Elementos
Sangiiineos” (IAES) e “Indice de Biomodificacdo Radicular” (IBR) foram
avaliadas segundo o0s grupos experimentais, empregando-se 0 teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis, adotando-se como nivel de significancia o valor
de 0,05. Em caso de valor de p <0,05, a comparacdo entre 0s postos medios das

amostras foi efetuada utilizando-se o teste de Mann-Whitney.
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RESULTADO

Planejamento estatistico

Nos objetivos e na metodologia deste trabalho, trés questdes
sobressaem-se:

1. As leituras das fotomicrografias intra-examinador apresentaram
concordancia quando foram avaliados os graus do “Indice de Adesdo de
Elementos Sangiiineos” (IAES)? E quanto aos graus do “Indice de
Biomodifica¢do Radicular” (IBR)?

2. Os tratamentos, a saber: soro fisioldgico; gel de EDTA 24%; acido citrico
25%; solucao de cloridrato de tetraciclina 50mg/mL e solugdo de citrato de
sodio a 30%, exerceram efeitos iguais sobre o “Indice de Adesio de
Elementos Sangiiineos™?

3. Os tratamentos exerceram efeitos iguais sobre o “Indice de
Biomodificacao Radicular”?

Os dois questionamentos explicitos no item 1 inferem as hipoteses
de que “as leituras ndo tiveram concordancia entre si” na avaliacdo dos graus do
IAES (ou do IBR), contra a de que “as leituras apresentaram concordancia entre
si” na avaliagdo dos graus do IAES (ou do IBR). Essas hipdteses foram
verificadas no nivel de significancia de 0,05 com o auxilio da estatistica Kappa (k)
e, como o quociente entre a estimativa da estatistica k e o desvio padrdo dessa

estimativa apresenta uma distribui¢do de probabilidades aproximada da normal
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reduzida (Z), a regra de decisao foi definida com o auxilio de p=P (Z > Z,) —
probabilidade de que a estatistica norma reduzida Z seja maior do que seu valor
observado (Z,) nos dados da amostra— do modo que se segue: se p>0,05, o valor
Z, foi nao significante e a hipotese sob teste foi ndo rejeitada (ou admitida) e, em
caso contrario, se p<0,05, o valor Z, foi significante ¢ a hipdtese sob teste foi
rejeitada (ou nao admitida).

As hipoéteses relativas aos itens 2 e 3 foram verificadas com o
auxilio do teste de Kruskal-Wallis, simbolizado por H, no nivel de significancia
de 0,05 sendo que a regra de decisdo foi definida a partir de p=P (H > H,) —
probabilidade de que a estatistica H seja maior do que seu valor observado (H,)
nos dados da amostra — do modo que se segue: se p>0,05, o valor H, foi ndo
significante e a hipotese sob teste foi ndo rejeitada (ou admitida) e, em caso
contrario, se p<0,05, o valor H, foi significante e a hipdtese sob teste foi rejeitada
(ou ndo admitida).

No caso de o teste de Kruskal-Wallis determinar a rejeicao de uma
das hipoteses, sera necessario aplicar testes adicionais para se identificar o
tratamento que esta condicionando efeito diferente sobre o indice estudado. Como
foram cinco os tratamentos introduzidos nesta pesquisa, sera usado o teste de
Kruskal-Wallis como teste adicional se mais do que dois tratamentos forem
mencionados e o teste de Mann-Whitney se dois tratamentos forem mencionados.
Em relagdo ao teste de Mann-Whitney, se a freqliéncia dos tratamentos for maior

do que 10 deve-se usar a aproximagao norma reduzida Z.
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Andlise Estatistica

Aplicando-se a estatistica k aos dados obtidos experimentalmente,

obteve-se a Tabela 2.

Tabela 2- Freqiiéncia, estimativa para k, desvios padrao da estimativa e p

segundo indices.

indice Frequéncia Estimativa  Desvio Valor de Valor

Padréo Z dep
IAES 40 0,810 0,056 14,464 (s) 0,0001
IBR 79 0,949 0,075 12,653 (s) 0,0001

s = valor significante.

Na Tabela 2, observou-se o valor k=0,810 para o IAES e 0,949
para o IBR, que derivaram os valores Z,=14,464 ¢ Z,=12,653, respectivamente,
sendo que ambos esses valores observados para Z foram significantes porque
p<0,05. Assim, a amostra evidenciou subsidios para se rejeitar a hipdtese de que
as leituras das amostras ndo apresentaram concordancia ao atribuirem os graus
tanto para o IAES quanto para o IBR.

Como as 3 leituras (Anexo 7) apresentaram concordancia em
relacdo aos graus da variavel dependente IAES, atribuiu-se para os seus valores de
analise o grau que correspondeu a freqiiéncia comum a pelo menos duas das

leituras, para a analise da hipdtese de que os tratamentos tenham induzido iguais
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efeitos sobre ela. A aplicacdo do modelo estatistico de Kruskal-Wallis aos dados

desse indice forneceu a Tabela 3.

Tabela 3- Freqiiéncia, postos médios e classificacdo segundo tratamento, em

relacao ao IAES.
Tratamento Frequéncia Posto Classificacdo
Médio

Controle 8 19,06 A

EDTA 24% 8 15,38 A

Acido Citrico 25% 8 23,50 A

TTC HCI 8 19,44 A

Citrato de Sodio 30% 8 25,13 A

Na Tabela 3, observou-se que os postos médios relativos a cada um
dos tratamentos pertencem ao mesmo conjunto A, isto ¢, eles foram
estatisticamente iguais entre si. De fato, obteve-se o valor de H,=3,786 para a
estimativa da estatistica de Kruskal-Wallis, que foi ndo significante porque a esse
valor se correspondeu um p=0,436 na distribui¢io de quiquadrado (y3?) com
quatro graus de liberdade. Assim, houve evidéncia amostral para ndo se rejeitar,
ou seja, admitir a hipétese de que os tratamentos tenham induzido iguais efeitos

sobre o grau do TAES.
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Como as 3 leituras também apresentaram concordancia em relagao
aos graus da varidvel dependente IBR (Anexo 5), atribuiu-se para os seus valores
de analise o grau que correspondeu a freqliéncia comum em pelo menos duas das
leituras, para a analise da hipdtese de que os tratamentos tenham induzido iguais
efeitos sobre ela. A aplicacdo do modelo estatistico de Kruskal-Wallis aos dados

desse indice forneceu a Tabela 4.

Tabela 4- Freqiiéncia, postos médios e classificacdo segundo tratamento, em

relacao ao IBR.
Tratamento Frequéncia  Posto Classificagdo
Médio

Controle 16 67,00 C

EDTA 24% 16 28,63 A

Acido Citrico 25% 16 18,80 A

TTC HCI 15 36,50 B

Citrato de Sodio 30% 16 36,50 B

Na Tabela 4, observou-se que os postos médios relativos a cada um
dos tratamentos pertencem a diferentes conjuntos de postos médios iguais, isto €,
eles foram estatisticamente diferentes entre si. De fato, obteve-se o valor de
H,=56,525 para a estimativa da estatistica de Kruskal-Wallis, que foi significante
porque a esse valor se correspondeu um p=0,0001 na distribuicdo de quiquadrado

(x*) com quatro graus de liberdade. Assim, houve evidéncia amostral para se
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rejeitar a hipotese de que os tratamentos tenham induzido iguais efeitos sobre o
grau do IBR.

A partir dos valores dos postos médios relativos aos tratamentos, na
Tabela 4, foi possivel levantar os questionamentos para a formulacao de testes
adicionais, a saber:

e 0s tratamentos EDTA 24%, Cloridrato. de Tetraciclina e Citrato de Sodio a
30% induziram efeitos iguais sobre o IRB?;

e os tratamentos EDTA 24% e Acido Citrico a 25% induziram efeitos iguais
sobre o IRB?;

e o tratamento Controle exerceu sobre o IBR um efeito maior do que o
exercido pelo tratamento Citrato de Sodio a 30%?.

Aplicando-se o teste de Kruskal-Wallis aos dados do IRB relativos
aos tratamentos do primeiro questionamento acima, observou-se um valor
H,=8,313, que foi significante porque p=0,016 na distribui¢do de quiquadrado
(x*) com dois graus de liberdade, o que nos levou 4 afirmagio de que o tratamento
EDTA 24% apresentou um posto médio menor do que os dos outros dois
tratamentos, Cloridrato de Tetraciclina e Citrato de Soédio a 30%, que
apresentaram postos médios iguais entre si.

Relativamente aos tratamentos que figuram no segundo
questionamento, a aplicagdao da estatistica Z normal reduzida como aproximacao
do teste de Mann-Whitney, pois o nimero de observagdes em cada um deles foi

maior do que 10, resultou num Z,= — 1,811 que foi ndo significante porque
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p=0,126. Desse modo, segue-se que esses dois tratamentos induziram iguais
efeitos sobre o IBR.

Quanto ao terceiro questionamento, devido ao fato de o nimero de
observagdes em cada um deles ter sido maior do que 10, obteve-se um valor Z,= —
5,385 que foi significante porque p<0,0001. Assim, houve evidéncia amostral
para se afirmar que no grupo Controle ocorreu um posto médio maior do que o
ocorrido no Citrato de Sodio a 30%.

A analise conjunta desses trés testes adicionais permitiu a
verificagdo de que o EDTA 24% e Acido Citrico a 25% induziram aos menores
graus do IBR (mesmo conjunto A), seguidos dos tratamentos Cloridrato de
Tetraciclina e Citrato de Sédio a 30% (mesmo conjunto B) vindo a seguir o
tratamento Controle, no qual os graus de IBR foram maiores (conjunto C).

Em relagdo as amostras que receberam somente a aplicagdo de
PRP, nao foi possivel realizar avaliagdo estatistica, visto que nas fotomicrografias
foi utilizada a letra "S" para presenca e a letra "N" para auséncia da rede de
fibrina, conforme citado no capitulo “Material e Método” (Anexo 6). A leitura
destes grupos demonstrou que somente as amostras condicionadas com &cido
citrico 25% e que receberam a aplicagao prévia de PRP evidenciaram uma rede de
fibrina bem definida. Os demais grupos mantiveram-se ou com Smear layer, ou
cemento ou dentina. Nao foi possivel saber se houve exposi¢do de fibras
colagenas apds os tratamentos, visto que estas amostras ndo foram impregnadas
por HMDS. Entretanto, supde-se que isto tenha ocorrido, j& que as amostras eram

sempre provenientes do mesmo dente.
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Para que ocorra a regeneracgdo dos tecidos periodontais perdidos ou
modificados devido a destrui¢do causada por doenca periodontal, € necessario que
a placa bacteriana, o célculo e outras substancias citotoxicas presentes na
superficie radicular sejam removidos**°. A raspagem e o aplainamento radicular
sdo considerados os meios mais efetivos de remocao dos agregados e depdsitos

bacterianos presentes na superficie dental*®®.

Contudo, a acdo mecanica dos instrumentos sobre a superficie
radicular de dentes afetados por doenca periodontal resulta na formacdo de smear

Iaye r.1,14,15,66,91,92,97

, que pode ser prejudicial ao processo de cura, principalmente,
qguando se visa a regeneracdo dos tecidos periodontais e, conseqiientemente, a

obtencdo de uma nova insercao conjuntiva.

O cemento radicular é o Unico tecido calcificado, cuja principal
funcao é inserir as fibras do ligamento periodontal a raiz dental, a fim de sustenta-
la no alvéolo. Quando o dente se encontra acometido por doenca periodontal,
ocorrem alteragdes em sua superficie capazes de impedir ou diminuir as chances

de regeneracéo tecidual®,

Diante disso, grande atencdo tem sido dada a utilizacdo de agentes

quimicos, como meios auxiliares no preparo da superficie radicular

instrumentada, para aumentar a possibilidade de nova insergéo™ 3829197106
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Segundo a literatura®
4,8,9,12,13,16,19,25,26,28,29,31,35,36,39,45,49,56,59,60,63,73,86,105,119,121’ a desmineraliza(;éo de
superficies radiculares destituidas de sua inser¢do conjuntiva tem o potencial de
promover a regeneracdo dos tecidos periodontais. Isto ocorre devido a
descontaminacdo da superficie radicular, remocéo da smear layer e exposicdo da
matriz colagena da dentina e de outras proteinas da matriz que teriam o potencial
de influenciar os eventos de cicatrizacdo periodontal.

De acordo com esta premissa e baseando-se nesta revisdo de
literatura foi preciso determinar qual ou quais 0s agentes condicionantes
(biomodificadores) mais eficientes. Os agentes mais estudados sdo o acido citrico,
o cloridrato de tetraciclina (TTC HCI) e 0o EDTA. Estudos in vivo demonstraram a
capacidade do &cido citrico em favorecer a estabilizacdo do coagulo sanguineo

|l3

sobre a superficie dental™ e a ligacdo entre o coldgeno da matriz orgénica dental e

o do tecido conjuntivo® %+

, que sdo fendbmenos considerados importantes para a
regeneracéo da insercdo conjuntiva'’. Talvez estes tenham sido os motivos para
que houvesse adesao de rede de fibrina somente nestas amostras quando aplicado
puramente PRP.

Embora o EDTA possua alta capacidade para remover smear layer
e expor a matriz colagena da dentina atuando em pH neutro (fato que o torna mais
biocompativel do que o &cido citrico e o cloridrato de tetraciclina), estudos

51,62,63,80

preliminares indicam que este agente ndo favorece a adesdo do coagulo

sangliineo & superficie radicular pelo fato de inibir a coagulagdo sanguinea.
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O cloridrato de tetraciclina € um agente que possui diversas
caracteristicas desejaveis, tais como a capacidade de remover a smear layer®, de
expor a matriz colagena da estrutura dental****-**#%87 de remover endotoxinas da
superficie radicular®, de produzir superficies com afinidade por fibronectina'®,
de adsorver & superficie dental e de ser liberada lentamente (substantividade)'®**,
de inibir enzimas colagenoliticas associadas a destruicdo dos tecidos periodontais
(MMPs)**! de promover a estabilizacdo do coagulo sangiiineo™, além de possuir
acdo antimicrobiana® particularmente contra periodontopatdgenos'®. Em
contrapartida, possui pH 4&cido, sendo que existe uma relacdo inversamente
proporcional entre seu pH e sua concentracdo. Isto é significativo, pois pode
interferir na viabilidade celular'® e nos eventos iniciais do processo de cicatrizacéo
periodontal®*®.

Estudos*® baseados em microscopia eletronica de varredura
revelaram que a desmineralizacdo promovida pelo acido citrico e pelo cloridrato
de tetraciclina promoviam a remocdo de smear layer e a exposicdo de fibras
colagenas de dentina, assim como a acdo quelante do EDTA®%%_ Esta exposicio
de coladgeno dentinério teria seu efeito regenerativo associado ao fato da
fibronectina (proteina extra-celular capaz de mediar processos de adesdo celular)
ter grande afinidade pelo mesmo®®.

Nesta pesquisa, quando aplicado o Indice de Biomodificacio
Radicular nas amostras que haviam sido apenas condicionadas e impregnadas com

HMDS, foi observado que todos os agentes quimicos promoveram a remocao de

smear layer e a exposicdio de fibras colagenas, estando ora de
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acordol,l4,15,19,20,92,97

, ora discordando® da maioria dos estudos revisados na
literatura. Isto talvez ocorra porque neste tipo de pesquisa ndo ha padronizacao
nem critérios para confeccdo de amostras, bem como, no modo, tempo e
concentracdo que deveriam ser aplicados nas superficies radiculares.

Desde 1999, Sampaio® vem desenvolvendo estudos nesta linha de
pesquisa, a fim de encontrar um agente biomodificador que possua caracteristicas
beneficas em relacdo a remocao de smear layer, exposicdo de fibras colagenas de
dentina e adesdo de coagulo sanglineo em raizes comprometidas
periodontalmente, bem como, quais as melhores formas e tempos de aplicacéo
para cada um deles’*#628297.106

Baseando-se nestes estudos'**6282971% o EDTA e o citrato de
s6dio'*®282%7 foram aplicados na forma de pincelamento sobre as superficies, pois
sua agitacdo tende a diminuir a tensdo superficial, aumentando o contato com a
raiz e a sua efetividade™'®*. J& o 4cido citrico e a tetraciclina™*®* foram
aplicados por meio de bolinhas de algod&o, sendo que o primeiro entrou em
contato com a superficie topicamente e a segunda solucdo foi aplicada com
friccdo vigorosa. Para todos os agentes quimicos, o tempo de 3 minutos foi

Citadol,l4,62,82,97,106

como o mais efetivo para a exposi¢cdo da matriz colagena.

De acordo com Wikesjo et al.**® (1992) e Polson, Proye®* (1983),
as forgas mecanicas incidentes no tecido gengival poderiam afetar a adesdo do
coagulo sobre a superficie radicular. Assim, o condicionamento radicular seria

indicado no aumento da resisténcia as forcas tensionais, provavelmente pelo

imbricamento mecéanico entre fibrina e fibras colédgenas. Além disso, como
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descrito por Ririe et al.%”, em 1980, a desmineralizacéo da superficie radicular leva
a uma provavel interdigitacdo entre as fibras coladgenas dentais e as fibrilas
colagenas do tecido conjuntivo.

Um fato importante a ser esclarecido € a opcao pela ndo remocéao
completa do cemento por meio de fresas em alta rotacdo ou qualquer outro
mecanismo, como observado em alguns estudos™**!*8218L92 descritos na

literatura. Coldiron et al.*°

(1990) mostraram que mesmo apo6s realizar 70
movimentos de raspagem em um Unico local, microscopicamente ainda era
possivel observar ilhotas de cemento em meio a dentina. Dessa forma, buscou-se
aproximar a metodologia a0 maximo possivel dos procedimentos clinicos, onde
em geral, a raspagem da superficie € realizada somente com instrumentos manuais
e ndo ha garantia da remocéo de toda a camada de cemento. Além disso, Cogen et
al.?® (1984) e Zaman et al.™® (2000) demonstraram que ndo hé diferencas na
adesdo de fibroblastos gengivais a superficie radicular com cemento ou dentina
exposta e, que a aplicacdo de acido citrico e EDTA aumentaram o nimero dessas
células aderidas em relacdo ao grupo apenas raspado.

Outro motivo para a ndo remogdo completa deste tecido é que o
cemento € fonte de fatores de crescimento, os quais podem auxiliar no reparo do
periodonto apés cirurgias e, de acordo com Mclntyre et al.”* (2000), serve de
protecdo contra agentes desmineralizantes que possam atuar gerando caries
radiculares.

Utilizando macacos, Polson, Proye® (1983) reimplantaram dentes

submetidos a raspagem e alisamento radicular do terco cervical. Em parte da
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amostra a regido raspada foi condicionada com acido citrico (grupo teste). Nas
amostras ndo condicionadas houve formacdo de epitélio juncional longo e as
condicionadas apresentaram ligacéo da fibrina do coagulo sangiiineo com a matriz
organica dental, que posteriormente deu origem a insercdo conjuntiva. Os autores
concluiram que o condicionamento da superficie dental promove a ligagéo entre o
colageno da matriz dental (exposto pelo condicionamento com acido citrico) e a
fibrina do coagulo sangliineo e que essa ligacdo poderia impedir ou dificultar a
migracdo apical do epitélio juncional e favorecer a formacdo da insercéo
conjuntiva®®®.

Em 1988, Selvig et al.** demonstraram por meio de microscopia
eletrébnica a ocorréncia de interdigitacdo entre as fibras colagenas do tecido
conjuntivo e as da matriz dental que foram expostas pelo condicionamento acido.
Baker et al. 2000™ propuseram um modelo experimental in vitro para verificar a
adesdo de células sanglineas as superficies radiculares biomodificadas, no qual os
autores aplicavam sangue sobre as amostras condicionadas com &cido citrico e
aguardavam a coagulacdo. A analise ao microscopio eletrénico de varredura
mostrou a adesdo da rede de fibrina (do codgulo sanglineo) as superficies
radiculares que foram condicionadas, enquanto ndo houve adesdo de coagulo nas
do grupo controle, devido, segundo 0s autores, a presenca de smear layer.

O presente estudo difere dos demais, pois algumas amostras que
receberam somente irrigacdo com soro fisiolégico, quando observadas ao
microscopio eletrénico, continham smear layer e outras, rede de fibrina e adeséo

de células sangliineas. Contudo, ndo se pode esquecer que antes da aplicacdo de
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uma gota de sangue, houve o pincelamento com PRP que, talvez, por ser um gel
contendo alta concentragdo de fatores de coagulagdo e fatores de

Cresciment024,40,50,64,67,69,71

, tenha promovido um imbricamento mecanico entre o
mesmo e o coagulo sangiiineo.

De acordo com Shuman® (2000), as fibras col4agenas dentinarias
favorecem duas etapas da formacéo do codgulo: a primeira € a atuagao na ativagédo
da cascata de coagulacdo que da origem a rede de fibrina e a segunda ¢ a inducéo
da adesdo, agregacdo e degranulacdo plaquetaria, resultando na formacgédo 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
degranulacdo 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 plaquetas leva ndo sé a formacdo do trombo, mas também, a
liberacdo de moléculas biologicamente ativas que influenciam no processo de
reparo tecidual®®.

Anitua et al.® (2004) afirmam que as plaquetas séo conhecidas pelo
papel na hemostasia, onde auxiliam no controle da perda de sangue em locais de
dano vascular. Para fazer isto, aderem-se, agregando-se umas as outras e formam
uma superficie de pré-coagulantes que conduzem a geracdo de trombina e
formacdo de fibrina, caracterizando o coagulo. Plaquetas também liberam
substancias que promovem cicatrizagao tecidual, influenciam na reatividade de
células sanguineas e vasculares, promovem a angiogénese e a inflamacéo. Elas

contém reservatorios de armazenamento de fatores de crescimento, inclusive
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PDGF, TGF-B, e VEGF, como também citocinas e proteinas como CD40L. Os
autores afirmam que o uso das plaquetas (PRP) em cirurgias de implante dentario
com regeneracdo Ossea guiada, € uma situacdo que apressa claramente a
ossificacdo ao redor dos implantes de titanio. O resultado promove redugdes no
tempo requerido para estabilizacdo do implante e uma taxa de sucesso aumentada.

O PRP é um produto derivado do sangue autdgeno por processo
laboratorial, colhido em periodo pré-operatério e rico em fatores de crescimento
originarios dos granulos a-plaquetarios®. A composicdo do PRP é a seguinte:
Plasma - fatores de coagulacéo (fibrinogénio, protombina); Leucécitos - sistema
de defesa; Plaquetas - granulos o-plaquetarios (fatores de crescimento)®®,

Neste estudo foi observada a adesdo de células sangiineas em
todos 0s grupos experimentais que receberam aplicagdo de PRP seguida de
aplicacdo de sangue e, diferentemente das outras pesquisas encontradas na
literatura em que se depositava somente sangue a superficie radicular, como o de
Baker'! (2000), Theodoro'® (2003) e Leite et al.**(2005), Leite®® (2006), houve
presenca de rede de fibrina e de células sanglineas até nas amostras que ndo
foram condicionadas (grupo controle). Provavelmente, a prévia utilizacdo do PRP
nas amostras que tinham apresentado exposicdo de fibras colégenas, devido a
biomodificacdo das raizes, resultou na atragdo da rede de fibrina presente no
coagulo propriamente dito, aumentando a adesdo e adsorcdo de elementos
sanguineos e isto proporcionou um receptaculo favoravel para a migracao celular

no processo de reparacéo tecidual, conforme a hipétese de Anitua et al. (2004)°.
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A analise das amostras que receberam somente a aplicacdo de PRP
demonstrou presenca de celulas sanglineas nas superficies tratadas com &cido
citrico. Por ndo se encontrar estudos na literatura, sugere-se que esse fato seja
decorrente da maior exposicéo de fibras colagenas neste grupo e ao seu modo de
acao, uma vez que possui a propriedade apenas de promover a desmineralizacao
da superficie radicular e isto o torna de facil remocdo pela irrigacdo com soro
fisioldgico. Os outros agentes estudados possuem propriedades quelantes, ou seja,
ligam-se a superficie para remover ions calcio, mas podem acabar se aderindo a
mesma. Outra sugestdo para o ocorrido seria o tempo de contato que o PRP teve
com as superficies radiculares, bem como, o tempo que se levou para aplica-lo
apos sua ativacdo, ja que desconhecia-se a quais grupos pertenciam cada amostra
e, talvez, isto possa influenciar na melhor organizacéo da agregacédo plaquetaria.

O EDTA é um agente quelante de célcio, o qual pode remover ions
calcio que sdo essenciais durante a ativacdo da cascata da coagulacdo, levando a
um retardo na formacéo do coagulo. E provavel que residuos desse agente possam
ter ficado ligados a superficie radicular, levando ao retardo ou diminui¢do na
probabilidade de formacdo da rede de fibrina quando comparado ao grupo onde
foi utilizado o &cido 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 cause alteragdes na morfologia da matriz colagena
dental, alterando sua conformagao.

Dessa forma, por ter comportamento quimico quelante de célcio,

que pode levar a inibicdo da formacdo e aderéncia do coédgulo a superficie dental,
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bem como, capacidade de promover uma fragmentacéo plaquetéria precoce™ isso
possa explicar os resultados pouco satisfatérios do emprego do gel de EDTA na
maioria dos trabalhos clinicos envolvendo a terapia periodontal®*”. Porém, aqui
nesta pesquisa sugere-se, devido a falta de relatos na literatura, que a prévia
aplicacdo de PRP tenha ajudado na adesdo do coagulo sangiiineo em algumas
amostras.

No estudo de Leite®’, em 2006, a aplicacéo tanto de &cido citrico
quanto de EDTA foram as que tiveram as maiores quantidades de amostras com
fibras colagenas expostas e as que obtiveram as maiores quantidades de amostras
com IAES 2 e 3, caracterizando moderada a alta quantidade de sangue aderidos.
Na presente pesquisa, apesar de ndo ter ocorrido diferencas estatisticas entre os
grupos quanto a este indice (Tabela 3, Anexo 7), foi observado que a maioria das
amostras condicionadas com &cido citrico e com citrato de sodio receberam IAES
3, ou seja, apresentaram densa rede de fibrina e grande adesdo sanguinea,
enquanto que os grupos tratados com EDTA ou TTC HCI somente demonstraram
escassa quantidade ou auséncia dos elementos citados (IAES O e 1).

Diferente do que se esperava, 0 grupo tratado com citrato de sodio
apresentou moderada a alta incidéncia (mais de 50%) de adesdo e adsorcdo de
sangue e de rede de fibrina em sua superficie. Por falta de estudos presentes na
literatura, sugere-se que, provavelmente, o uso deste agente quimico na
concentracdo de 30% foi capaz de remover a smear layer e de expor fibras

coldgenas, quelando a quantidade de calcio necessaria para promover a
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biomodificacdo radicular, sendo totalmente removido das superficies por meio de
irrigacao.

Outra provavel hipOtese € a de que este agente sendo, entéo,
potente quelante, ndo tenha sido totalmente removido das superficies radiculares e
tenha, assim, por ser um anticoagulante que promove maior preservacdo da
integridade da membrana plaquetaria®*®, estimulado a formagéo do gel de PRP e
acelerado o processo de coagulacdo, aumentando as chances de influenciar na
reatividade entre as células sangliineas presentes no codgulo com as fibras
colagenas radiculares expostas e cobertas pela agregacdo plaquetaria presente no
PRP.

Trabalhos com fatores de crescimento®®

, Inclusive com plasma
rico em plaquetas®, fundamentaram bases para novas pesquisas em relagdo &
neoformacéo tecidual, maturacéo 6ssea e inclusive cronologia de reparo dsseo’”.
Tendo em vista a complexidade do processo de reparo tecidual, o
qual ndo se restringe apenas ao processo de adsorcdo e adesdo do coagulo a
superficie dental, h& necessidade de se realizar estudos in vivo controlados, para

avaliar se os resultados obtidos neste estudo sdo condizentes com 0s observados

em tecidos periodontais sob fungéo.
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Conclusao

Considerando-se as limitaces inerentes a metodologia empregada

e seus resultados, pode-se concluir que:

= QOcorreu biomodificacdo radicular em todos os grupos, contudo houve
variacao nesta freqliéncia, sendo gque o grupo controle foi o que apresentou
maior quantidade de smear layer, com pouca ou nenhuma incidéncia de

fibras colagenas;

= Nao houve diferencas estatisticas entre os grupos em relacdo a adesdo de

células sanguineas ap6s aplicacdo de PRP e sangue;

= O é&cido citrico 25% e o citrato de sodio 30% apresentaram maior
freqiiéncia de amostras com densa rede de fibrina com grande

entrelacamento e células sanguineas aprisionadas;

= Apo0s aplicacdo somente de PRP, as Unicas amostras que demonstraram
adesdo da rede de fibrina foram as que receberam biomodificacdo com

acido citrico 25%;

» Tanto o grupo controle, quanto aqueles que receberam tratamento
biomodificador demonstraram adesdo do coagulo a superficie dental,
mesmo sem a remocdo completa de smear layer e sem a exposicao de

fibras colagenas;
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= Os resultados sugerem que o PRP tenha favorecido a estabilizacdo do

coagulo a superficie radicular.
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ANEXO 2

unesp 404¥ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

CAMPUS DE ARARAQUARA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

, R.G./CIC ,

(nacionalidade) , (profissdo) , residente
a Rua/ Av. , na cidade de
, Estado , concordo em participar da pesquisa intitulada: “Efeito

do condicionamento radicular na adesiio de células sangiiineas sobre superficies radiculares”.
Fui informado que o objetivo desta pesquisa € analisar, através dos dentes extraidos, a acdo de algumas
substancias quimicas (EDTA, tetraciclina, acido citrico, citrato de sodio e lasers), na quantidade de
sangue que ira se unir sobre a raiz desses dentes. Fui esclarecido que, para tanto, serdo selecionados
pacientes que necessitem extrair seus dentes por doenca periodontal avangada, para a pesquisa.

Apos ter lido e assinado este termo, eu autorizo na doagdo do(s) dente(s) ,

que serdo extraidos na Faculdade de Odontologia de Araraquara, por indicagdo terapéutica, para a
realizagdo deste trabalho citado acima, bem como o uso para a divulgacdo e publicagdo em revistas
cientificas, brasileiras ou estrangeiras, dos dados obtidos na pesquisa. Recebi a garantia de sigilo de
minha identidade, assegurando a minha privacidade.

Fui esclarecido que tenho plena liberdade para desistir da referida pesquisa, retirando o meu
consentimento a qualquer momento, sem sofrer nenhum tipo de penalizagdo, ¢ que tenho plena
liberdade de contactar o pesquisador responsavel, Prof. Dr. José Eduardo Cezar Sampaio, pelo
telefone (016) 201-6374, para obter quaisquer esclarecimentos ou o Comité de Etica em Pesquisa, para
qualquer informagdo adicional em relagdo a pesquisa da qual participo, pelo telefone (016) 201-6432
ou (016) 201 6434.

Desta forma, uma vez tendo lido e entendido tais esclarecimentos e, por estar de pleno acordo

com o que estad escrito acima, dato e assino esse Termo de Consentimento.

Araraquara, de de 200 _.

Assinatura do Paciente Assinatura do Pesquisador
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ANEXO 3

s UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

UNESP ™ CAMPUS DE ARARAQUARA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
Rua Humaitd, 1680 - CEP 14801-903 — Caixa Postal 331 - Fax (0xx16) 201-6314 - Araraquara — SP

Fone: (Oxx16) 201-6343 / e-mail: odsocial@foar.unesp.br / Home page: http://www.foar.unesp.br

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

R sttt e s S e T e R R A 5 portador do RG n°
........................ , com ............. anos, estado civil .................. e residente
B e R R R S R S e 5 s .
eldad ety weo e s e = Relefone uvosu s e , declaro ter sido

esclarecido sobre os seguintes pontos:

1. O trabalho a ser realizado tem cardter cientifico, tendo por finalidade a
tentativa de se descobrir uma técnica nova para adesdo de células do meu
sangue sobre a raiz dental.

2. Ao participar desse trabalho, estarei contribuindo para a tentativa de
melhorar a recuperagdo do tecido gengival e sua saltde nos varios
procedimentos clinicos odontoldgicos.

3. Doarei o que exceder desses 5 mL de tecido sangiiineo a serem retirados,
ap6s a realizagdo dos exames laboratoriais, sendo estes hemograma e
coagulograma, para aplicacdo sobre as amostras dentais.

4. Tenho ciéncia de que os resultados desses exames citados no item 3,
poderdo ser divulgados quando da publicagdo deste trabalho, mas tenho
garantida a preserva¢do de minha identidade.

5. Todo o procedimento poderd ser documentado por meio fotografico, desde
que ndo haja meios para identificar-me.

6. Minha preocupagdo como voluntario deverd se restringir apenas a utilizagdo
deste material.

7. Tenho ciéncia de que a coleta do sangue sera realizada por pessoal
capacitado, sob supervisio de uma enfermeira padrdo para evitar e
minimizar riscos ¢ danos previamente me esclarecidos.

8. Os materiais utilizados para a coleta serdo todos descartaveis.

9. Nio terei nenhuma despesa ao participar desse estudo.

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

11. Qualquer pergunta ou novidade sobre os procedimentos a serem realizados
ou em relagdo a pesquisa, que surgirem durante o periodo experimental,
serdo esclarecidos e respondidos a mim, mesmo que isso implique em
desisténcia.

12. Além disso, tenho ciéncia de que posso me retirar da pesquisa a qualquer
momento, sem sofrer nenhum prejuizo ou causar dano a pesquisa em
andamento, aos pesquisadores ou a qualquer tratamento a ser realizado
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s UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Y
UNESP CAMPUS DE ARARAQUARA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
Rua Humaitd, 1680 - CEP 14801-903 - Caixa Postal 331 - Fax (Oxx16) 201-6314 - Araraquara - 5P
Fone: (0xx16) 201-6343 / e-mail: odsocial@foar,unesp.br / Home page: http://www, foar.unesp.br

do

posteriormente nesta faculdade.

Tomei conhecimento de que o procedimento para coleta de sangue ndo gera
qualquer dano fisico ou financeiro, principalmente em quantidades
inferiores a 100 mL, ndo havendo a necessidade de ser indenizado por parte
da equipe responsavel ou pela instituicao (FOAr/UNESP).

Em caso de problemas ou duvidas devo procurar o pesquisador Prof. Dr.
José Eduardo Cezar Sampaio no telefone (16) 235-2758.

E em caso de reclamagdes, recursos ou notificagdao de anormalidade que nao
possa ser resolvida pelos pesquisadores, deverei entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia, Campus
de Araraquara - UNESP, pelos telefones (16) 201-6432 ou 201-6434.

Assim, apds ter recebido as informagdes sobre a pesquisa intitulada “Efeito

condicionamento radicular na adesio de células sangiiineas sobre

superficies radiculares”, tendo como pesquisador responsavel Prof. Dr. José

Eduardo Cezar Sampaio, consinto na retirada de 10 (dez) mL de tecido

sangiiineo, bem como sua respectiva doa¢fio a esta pesquisa, a fim de posterior

utilizagdo em pesquisa cientifica.

Assinatura do paciente Assinatura do pesquisador responsavel

Pesquisador ... CRO.......................
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ANEXO 4

. imica

centro de nucleo de oo

referencia atendimento hematologia

di agn stica 2 a comunidade mbwwa

biologia molecular

marcadores tumorais

Facaentes FABIO RENATO MANZOLLL LEITE ITdade. ...t 23 Anos

Pl g0« 2 RELNALDO BONF A& Dataeeewet 21/710/2005

LONVERIO. v vvvst Codigo ... 1 350629
Unidade,......5, Q000000 Requisigdo......:
HEMUISHA&AM&
Material: Sangue Metodo: Contador Eletronico Coulter STKS
ERITRUERAMA
VALURES ENCONTRADUS VALORES DE REFERENCIA ADULTO
Hoses Nulher
Pl brdeitos em mLlhides/mmd. ..t b,17 4,50 - 5,00 4,00 = 35,50
Hesmog Loabina am g ol e .. wumowow 17,8 13,0 - 17,0 11,3 - 16,0
Hesma taor i to em mLAG)k e wawen wenE DEal |- 52 -4
Valialla @M Tlasswsunnnnnnnunned B%,3 82 - 98
HulinlMla BM POacvnnannnunannnned 28,8 - 32
. N PR Y R - _ 34,2 32 - 36
Kool @0 swwsnnnawvoasnmmns Ldgh 11,3 - 14,5
Sem alterages mortfotintorials.
L ELILLISNAMA
VALURES ENCONTRADOS VALDRES DE REFERENCIA ADULTO
F por mmi
LEuedeitoBene v nwe 8.300 4,500 a 11.000
Met ol Los _— 0,0 6.0599 a7 2,290 a 7.700
...... 2,0 166 Da & 0a b0
SEmEn Tados e e e 1,0 5.893 30 a 67 2,230 a 7.310
Eosinotl Los i 2,0 166 1a 4 45a W0
Hasoti Lo v 0,0 o 0al 0a 110
LAanTocitos tiploogs.wenwtd 16,0 1.328 20 a 40 00 a 4.400
Lantocitos atiplcogSe.aet 1,0 83 0 0
MONOCL OGS e e mnnwwnuwwnnd By,0 (1T 4alo 180 a 1.100
Responsavel:
Prof. Dr. Asaury Antiquera Leite
CRE-8-7943

AVA
ur}esp"ﬂ%ﬂrBlr “Centro de Referéncia Diagnéstica Professor Dr. Anténio Longo”

faculdades de ciéncias  Rua Expedicionarios do Brasil 1621 Centro Araraquara SP cep 14801-360 fone 16 33016100 www.nac-unesp.org.br
farmacéuticas
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Todaclen wewt @35 ANOS

Datalewwnat 2171072000
Codigo + 350629
Requisigdo......t

Material: Yangue

ML D CUAGLILALAD .8 7 min O s

TEMFL D SAMGRAMEMTU.: 1 min O seq
FRUME DE LAGD . v w e e st Negativo
Rl tRALAal) BU LuakilLl. .2 Completa

LU A DE FLAdUE TAS: 273.000 i

PESFIEL) Dk UL O LNA
Felagdan Facientes/Controle..s 1,20

IR s i i wvm i oo w A dip 2

L) I PROIMEBLIFL AN T LM

FAciente cowenunecvwvennwnnd 31

=

PN TIEDLE whennnanmm "

e lagan Facientes/Controle..: 1,03

AVA

VALDRES DE REFERENCIA METODD

9 a 10 minutos LEE-WHITE
Ate 3 minutos DUKE
Negativo RUMPELL-LEED
Completa

150,000 a 450.000 ELETRONICO STKS

1,02 1,2

1,0 a 1,4
2,5 a 4,0 Controle Terapeutico

segundos

30 segundos

até 1,3 CEFALINA ATIVADA

Responsavel:
Prof. Dr. Amauri Antiquera Leite
CRF-8-7943

unespmﬁ'nrnr “Centro de Referéncia Diagnéstica Professor Dr. Anténio Longo”

faculdades de ciéncias
farmacéuticas

Rua Expedicionérios do Brasil 1621 Centro Araraquara SP cep 14801-360 fone 16 33016100 www.nac-unesp.org.br
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ANEXO 5

IMPREGNACAO COM HMDS
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AMOSTRAS QUE RECEBERAM APLICACAO DE PRP

Grupo

500x

1000x

2000x

3500x

1a

2a

3a

Média

061225

061226

061234

061235

071277

061229

071266

071267

061224

071272

061256

061257

061258

071268

061231

061230

071278

061223

071271

061263

061242

061241

061244

061243

061222

061221

071264

071265

071274

071273

061262

061261

071270
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061237

061236

061239
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061259

061219

061240
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AMOSTRAS QUE RECEBERAM APLICACAO DE PRP E

ANEXO 7

SANGUE
Grupo 500x 1000x 12 24 32 Média

071280 | 071279 3 2 3 3
071292 | 071291 1 1 1 1
071284 | 071283 0 0 0 0

| 071282 | 071281 2 3 2 2
071286 | 071285 2 1 2 2
071288 | 071287 1 1 1 1
071290 | 071289 1 1 1 1
071276 | 071275 3 3 3 3
071302 | 071301 1 1 1 1
071304 | 071303 1 1 1 1
071295 1 1 1 1

I 071298 0 0 0 0
071200 | 071299 0 0 0 0
071297 | 071296 2 1 2 2
071294 | 071293 3 3 3 3
111306 | 111305 2 2 2 2
111322 | 111321 3 3 3 3
111324 | 111323 3 3 3 3
111316 | 111315 0 0 0 0

m 111318 | 111317 1 1 1 1
111312 | 111311 3 3 3 3
111308 | 111307 3 3 3 3
111314 | 111313 0 0 0 0
111310 | 111309 3 2 3 3
111328 | 111327 3 3 3 3
111330 | 111329 2 2 2 2
111326 | 111325 1 0 1 1

Y 111336 | 111335 1 1 1 1
111338 | 111337 3 3 3 3
111334 | 111333 0 0 0 0
111332 | 111331 0 0 0 0
111320 | 111319 3 3 3 3

V 111340 | 111339 1 1 1 1
111342 | 111341 2 2 2 2
111344 | 111343 3 2 3 3
111346 | 111345 3 3 3 3
111348 | 111347 2 2 2 2
111350 | 111349 2 2 2 2
061233 | 061232 3 3 2 3

130
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| 061228 | 061227 | 3 | 3 | 3 | 3 |




Autorizo a reproducdo deste trabalho.
(Direitos de publicagéo reservados ao autor)

Araraquara, 19 de marco de 2008.

ANDREA ABI RACHED DANTAS



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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