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Efeitos dos tratamentos mecanico, quimico e fotodinamico na proliferacdo de células da

granulacdo 6ssea humana sobre raizes dentarias.

A técnica do enxerto de granulacdo 6ssea tem demonstrado bons resultados na recuperacao
do periodonto e na melhora dos parametros clinicos dos dentes com comprometimento periodontal.
Pouco se sabe porém, a respeito de qual tipo de tratamento de superficie radicular se faz mais
condizente com o emprego dessa técnica. O objetivo dessa pesquisa foi avaliar a proliferacdo de
células de granulagdo Ossea sobre fragmentos radiculares com o0s seguintes tratamentos de
superficie: Controle - somente raspagem, EDTA, terapia fotodinamica (PDT- laser InGaAIP - 30mW,
30s, 45J/cm?, 660nm + azul de toluidina), e acido citrico com tetraciclina. Todos os grupos teste
receberam previamente tratamento com raspagem e alisamento com 20 golpes de cureta. Células de
granulacdo 6ssea foram cultivadas em quadruplicata sobre os fragmentos por um periodo de 24, 48 e
72 horas. Apés esse periodo de cultivo os fragmentos foram fixados para andlise em microscopio
eletrénico de varredura (MEV). Cinco campos por fragmento foram usados para a visualizagcéo e
contagem de células aderidas a superficie radicular (centro, campo superior direito e esquerdo e
campo inferior direito e esquerdo). A analise da calibragdo do examinador foi feita através de uma
combinacéo de testes estatisticos como erro casual de Dahlberg, erro sistematico e correlagéo de
Pearson (p<0,05). A analise da amostra foi realizada através do ANOVA de medidas repetidas
complementado por Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0,05). Os resultados demostraram
diferencas estatisticamente significantes, quanto ao numero de células, para as superficies tratadas
com terapia fotodindmica no periodo de 72 h (p<0,05). Através de nossos resultados concluimos que
0 tratamento radicular com terapia fotodinamica favorece a proliferacdo de células de granulacao

6ssea humanas in vitro.

Palavras Chave: Lasers. Fotoquimioterapia. Técnicas de Cultura de Células. Osteoblastos.



The effects of mechanical, chemical and photodynamic treatment on the

proliferation of osseous granulation cells on dental roots.

The osseous granulation graft has been demonstrating good results on the
periodontal healing, resulting the improvement of clinical periodontal parameters.
There are very few knowledge about what kind of dental surface would be more
proper for the application of this technique. The aim of this study was to evaluate the
proliferation of osseous granulation cells on human root fragments treated by
different techniques as scaling and root planning (control), citric acid plus
tetracycline, EDTA and photodynamic therapy (PDT - InGaAIP, 45J/cmz2, 30mW,
30s, 660nm, toluidine blue O). All test groups were previously treated which 20
curette strikes. Osseous granulation cells was culture in quadruplicate on these
fragments for 24h, 48h and 72h. After that, all fragments were fixed and prepared for
analysis in Scanning Electron Microscopy (SEM). Aiming to counting the cells
adhered on the roots, we obtained electron micrographs of 5 areas (center, upper
right and left field, lower right and left field). The examiner calibration was analyzed
by Dahlberg Casual Error measurement, systematic error test and Pearson
correlation test (p<0.05). Statistical analysis was performed by ANOVA, followed by
Tukey test, with a 5% level of significance (p<0.05). There were significant
differences in cell number after 72h culture in favor of PDT group (p<0,05). We can
conclude that the surface treatment of roots which PDT favor the proliferation of

osseous granulation cells in vitro.

Keywords: Lasers. Photochemotherapy. Cell Culture Techniques. Osteoblasts.
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1-Introducéao

A raspagem e o alisamento radicular muitas vezes ndo sao capazes de tratar
com total eficiéncia a doenca periodontal, bem como podem deixar restos de calculo,
placa e particulas de dentina contaminada no interior do sulco ou bolsa periodontal a
ser tratada. Por isso, novos métodos complementares de tratamentos tém sido
utilizados, visando tanto uma melhor desinfeccdo do local bem como a criacdo de
um ambiente mais propicio para a inser¢ao dos tecidos periodontais (GEORGE et al.
2013).

O &cido citrico e a tetraciclina topica sdo 0s agentes que classicamente tem
sido usados como complementares da raspagem e alisamento radicular. O acido
citrico, por possuir PH &cido, tem a capacidade de remover e degradar restos de
smear layer, alterar a superficie radicular, expondo suas fibras colagenas e gerar um
ambiente mais favoravel para a nova insercéo periodontal (SAMPAIO et al., 2009). A
tetraciclina, além de sua atividade antimicrobiana, tem a capacidade se impregnar
sobre a estrutura dentinéria e de ser liberada em sua forma ativa sobre os tecidos
adjacentes a raiz (BAKER et al., 1983). Possue ainda a capacidade de inibir a acao
de enzimas proteoliticas como as MMPs (TUTER et al., 2010; EMINGIL et al., 2004).

O &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) tem sido usado como agente de
condicionamento radicular. Esse agente possui propriedade quelante, isso €,
capacidade de se ligar a ions metalicos, entre eles, o célcio. Por essa razao € usado
em odontologia principalmente nas especialidades de endodontia e periodontia. Uma
de suas finalidades é remover os restos de smear layer deixados pela
instrumentacao radicular no caso da periodontia. Atua também de forma semelhante
aos agentes desmineralizantes, removendo o calcio da superficie radicular e, dessa
forma, alterando a superficie radicular, expondo as fibras colagenas da superficie e
criando um ambiente mais adequado ao processo de nova insercdo (SAMPAIO et
al., 2009).

Uma outra forma de tratamento denominada terapia fotodinamica foi
inicialmente desenvolvida com a finalidade de desinfeccdo dos patogenos ligados a
gengivite e periodontite. Consiste no uso de um fotossensitizador (normalmente um
corante) associado a um fotossensibilizador (luz ou radiacdo eletromagnética
proveniente de um laser) (FOOTE, 1991).
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Quando aplicado no sulco ou bolsa periodontal o fotossensitizador tem a
capacidade de se ligar as bactérias causadoras da doencga periodontal. O contato
com luz proveniente do laser faz com que se desencadeiem reacdes irreversiveis
sobre os patdgenos previamente corados (FOOTE, 1991). Esse tratamento auxilia a
raspagem e alisamento radicular uma vez que pode acessar locais muitas vezes
inacessiveis as curetas.

Células de granulacdo Ossea consistem em células retiradas de um alvéolo
em processo de reparacdo apos a extracdo. Normalmente essas células sdo usadas
para correcao de defeitos 6sseos em periodontia (PASSANEZI et al., 1989). Essas
células sdo passiveis de serem cultivadas em laboratério (BARBOSA, 2012). Em
nosso estudo, nos as cultivamos sobre fragmentos radiculares. Dessa forma, pbde-
se criar um meio de estudo in vitro sobre comportamento dessas células em contato
com raizes tratadas por diferentes métodos de condicionamento radicular.

Desenvolvemos um estudo para responder questdes sobre qual seria o
comportamento dessas células sobre raizes de dentes extraidos por doenca
periodontal. As raizes foram cortadas em pequenos fragmentos e condicionadas
com raspagem, raspagem e acido citrico, raspagem e EDTA e raspagem seguido de
terapia fotodindmica. Células de granulacdo 6ssea foram cultivadas sobre essas
superficies por periodos de 24, 48 e 72 horas. Os resultados demostraram
diferencas estatisticamente significantes, quanto ao numero de células, para as
superficies tratadas com terapia fotodinamica no periodo de 72 h.

Escassos sdo os numeros de trabalhos que tratam sobre o cultivo e
proliferacdo de osteoblastos sobre raizes dentais. Em nossas pesquisas em base de
dados somente dois trabalhos foram encontrados. Schwartz et al. (2000) constatou
gue osteoblastos cultivados sobre superficies de dentina tratadas com tetraciclina
hidroclorada aumentaram sua proliferagcdo. Aléem disso, induziram a uma maior
diferenciacdo celular dos osteoblastos aumentando sua producdo de fosfataze
alcalina e TGF-B1 e PGE2. Outro artigo indicou um aumento na adesdo e
crescimento celular de osteoblastos cultivados sobre superficies de cemento
previamente desmineralizadas com acido citrico (ZHANG; LIU, 1998).

Além dessa lacuna na literatura, até o presente momento ndo foram
encontrados estudos sobre o cultivo de osteoblastos sobre superficies dentarias
tratadas com terapia fotodinamica. Portanto, o presente trabalho trard importantes

informacdes sobre qual € o melhor tratamento de superficie radicular para a
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proliferacdo de osteoblastos humanos. Tal informacdo é necessaria, uma vez que
na regeneracdo Ossea pela técnica da granulacdo déssea, ou até em técnicas
regenerativas mais recentes com biomateriais carregados de células, o0s

osteoblastos sdo colocados diretamente em contato com as raizes.
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19

2-REVISAO DE LITERATURA

2.1 Evidéncias do papel prejudicial da contaminagéo radicular

O principal fator etiolégico da doenca periodontal € o biofilme bacteriano. Os
tratamentos periodontais visam a sua remocdo, porém, quando utilizados apenas
procedimentos convencionais como raspagem e alisamento radicular, as
endotoxinas bacterianas podem permanecer aderidas ao cemento radicular
favorecendo a destruicdo progressiva do periodonto e prejudicando a regeneracao
periodontal. A invasdo bacteriana pode ocorrer até os 300pum mais externos ao
cemento (ADRIAENS et al., 1988).

Hatfield e Baumhammers (1971) testaram a hipdtese de que o biofiime da
doenca periodontal impregnado na superficie radicular poderia ser téxico para a
atividade celular. Para isso, cultivaram células epiteliais em contato com fragmentos
de dentes contaminados por doenca periodontal e inclusos sem contaminacao.
Foram testadas alterac6es morfologicas e de ciclo de mitose nessa células. Para o
grupo de dentes inclusos e grupo controle (sem fragmento dental) as células
cultivadas apresentaram nucleo e membrana celular distinta, média de 2 nucléolos
por células, citoplasma de aparéncia espumosa e projecdes citoplasmatica em
formato estrelado. O indice mitético foi de 2 a 3 em uma aproximacéo de 450 vezes
e ndo houve indicios de vacualizagdo celular. No grupo que continha raizes
periodontalmente comprometidas foram notadas alteracdes celulares irreversiveis.
Foi verificado a presenca de vacualizagao, aglutinagéo de cromatina, e turgor celular
e auséncia de mitose em 24 horas de cultivo em contato com as raizes. Com 48
horas de cultivo notou-se a presenca de picnose, coagulacdo citoplasmatica e
aumento da vacualizacdo. Com 96 horas de cultivo notou-se a total perda das
caracteristicas celulares. Os autores atribuiram as alteracdes morfolégicas ocorridas
nas células aos fatores de toxina contidos nas secrecdes das bolsas periodontais

que impregnaram a superficie radicular.
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Fortes evidéncias mostram que a tratamento da superficie radicular pode
trazer beneficios para varios tipos de tratamento periodontal (ALBAIR; COBB,;
KILLOY, 1981; FRANK; FIORE-DONNO; CIMASONI, 1983; AOKI et al., 2004). Nos
casos de tratamento por terapia regenerativa, a biocompatibilidade da raiz se faz
fundamental para que sobre ela possam se formar as estruturas periodontais
pretendidas. Ha varias formas de se melhorar a biocompatibilidade radicular. A mais
comum delas € através de raspagem manual com ou sem 0 uso de instrumentos
sbnicos ou ultrassonicos (EBERHARD et al., 2003). Sabe-se porém que a remocéao
total do calculo, placa ou do cemento e dentina infectada é dificil de alcangar
(EBERHARD et al., 2003, GARCIA et al.,, 2013). O tratamento mecanico da raiz
também pode deixar restos de smear layer infectada e levar a formacédo de fissuras
na raiz tratada (AOKI et al., 2004). Para que se possa contornar esse problema
outros tipos de condicionamento da superficie radicular sdo aconselhaveis (AOKI et
al., 2004). Dessa forma, passaram a ser utilizadas substancias quimicas
modificadoras da superficie radicular como acido citrico, tetraciclina acida e EDTA a
fim de tornar a superficie mais biocompativel. Normalmente esse condicionamento
de superficie cumpre um papel coadjuvante e complementador da raspagem (AOKI
et al., 2004).

2.2 - Tratamentos quimicos da raiz

Garret, Crigger e Egelberg (1978) estudaram o efeito do acido citrico sobre
raizes de dentes com comprometimento periodontal. Ao todo 16 dentes foram
selecionados e extraidos para o estudo. Um grupo foi tratado com raspagem e
alisamento radicular ap0s a extracdo enquanto que no outro grupo nao houve a
raspagem. Todos os dentes foram divididos ao meio no eixo longitudinal e uma das
metades recebeu tratamento de superficie com acido citrico (PH1 por 3 minutos). As
amostras foram entdo avaliadas sob microscopia eletrbnica. Poucas alteragbes de
superficie foram detectadas no grupo que ndo foi tratado com raspagem
independentemente da aplicacdo do acido. Nesse grupo foi detectado inclusive a

presenca de bactérias na superficie das amostras. As amostras do grupo tradado
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com a raspagem e condicionado com &cido citrico mostraram uma maior presenca
de exposicao das fibras coldgenas e de depressBes na superficie em relacdo ao
grupo que ndo recebeu a raspagem, inclusive com diferencas estatisticamente
significantes. Os autores atribuiram a ineficiéncia do acido citrico sobre superficies
previamente ndo raspadas a hipermineralizacdo do cemento nas raizes como
consequéncia da doenca periodontal. Com este trabalho ficou evidente a
importancia do condicionamento acido somente como coadjuvante da raspagem e
gue pouco ou nenhum efeito pode ser conseguido sem a raspagem prévia. Os
autores ainda afirmam que o condicionamento acido, sozinho, poderia ter efeitos
somente em raizes ainda ndo hipermineralizadas e ndo expostas ao calculo.

Foi demonstrado histologicamente que, dentes tratados com condicionamento
com Aacido citrico apresentaram nova inser¢cdo de fibras tanto sobre cemento
neoformado quanto sobre aquele que né&o foi retirado na raspagem (ALBAIR; COBB;
KILLOY, 1981). Poison e Michel (1983) realizaram um estudo sobre a utilizagéo
coadjuvante do &cido citrico em macacos. Nesse estudo 24 dentes foram extraidos
e a parte coronal de suas raizes foi raspada. Desses 24 dentes, 12 foram tratados
com &cido citrico (PH1). Antes de serem reimplantados em seus alvéolos todos os
24 dentes foram lavados com solugdo salina. Os macacos foram sacrificados no
periodo de 1, 3, 7 e 21 dias ap6s o procedimento. Resultados histoldégicos no
primeiro dias apos a reimplantacdo mostraram um tecido conjuntivo aderido, através
de ligacdes de fibrina, a superficie radicular na area de instrumentacéo no grupo em
que fora feito o tratamento de superficie com acido citrico. No grupo em que houve o
tratamento somente com raspagem nao havia adesédo dos tecidos a superficie
radicular. Ao longo dos dias subsequentes as células epiteliais foram migrando
apicalmente no grupo em que ndo houve o tratamento com acido, chegando a um
nivel inferior a crista alveolar a partir do sétimo dia. No grupo em que foi feito o
tratamento com acido citrico ndo houve migracao epitelial apical em todo o periodo
de estudo. Os autores atribuiram a diferenca dos resultados a natureza da superficie
radicular dos grupos e a exposicdo das fibras coldgenas nos grupos tratado com
acido citrico.

Common e Macfall (1983) estudaram o efeito do acido citrico no tratamento
da superficie radicular durante o emprego da técnica do deslize lateral. Foram
selecionados cinco pacientes cujos incisivos inferiores estavam indicados para

extracdo. Em cada paciente foram selecionados dois dos desses dentes, onde foram
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criados defeitos cirdrgicos na vestibular, os quais foram tratados pela técnica do
deslize lateral. Em um dos dois dentes, que foi considerado como grupo controle,
ndo houve qualquer tipo de condicionamento quimico da raiz sendo somente
realizado a raspagem e o alisamento radicular antes do procedimento de deslize
lateral. No grupo teste foi realizado, além da raspagem e alisamento radicular, o
condicionamento radicular com &cido citrico (PH 1). Os dentes foram extraidos em
bloco contendo os tecidos adjacentes. As extracdes foram realizadas nos periodos
de 1, 2 semanas e de 1, 3 e 5 meses ap0s as cirurgias. Grandes diferencas
histologicas foram notadas na comparagéo entre os dois grupos. No grupo controle
houve uma maior migracéo apical do epitélio juncional, maior mobilidade do retalho
e ainda um menor recobrimento radicular. Quanto ao grupo teste notou-se uma
melhor adesdo do tecido conjuntivo, presenca de adesdo de fibras na superficie
dental e cementogénesis. Os autores afirmam, a partir dos dados desse estudo, que
a desmineralizacdo da raiz pode aumentar e acelerar o processo de adesao do
tecido conjuntivo a raiz.

Clinicamente ha melhora no nivel de insercdo apos o tratamento com acido
citrico e essa insercdo pode envolver a presenca de cemento ou a ligacdo direta
pelas fibras colagenas desmineralizadas da dentina com o colageno secretado pelos
fibroblastos. A desmineralizacdo da dentina € uma importante fase natural para a
obtencéo de nova insercdo conjuntiva e o ataque acido pode acelerar esse processo
natural e assim melhorar o0 sucesso terapéutico (FRANK; FIORE-DONNO;
CIMASONI, 1983).

Wikesjo et al. (1988) realizou um estudo em beagles para comparar o efeito
de alguns agentes de condicionamento radicular no tratamento de lesdes de furca
cirurgicamente criadas. Esses defeitos foram cirurgicamente criados nos segundos,
terceiros e quartos pré-molares e deixados expostos ao ambiente bucal por 6
semanas. Apos esse periodo foi realizado cirurgia de recobrimento dos defeitos
utilizando os seguintes agentes de condicionamento radicular: &cido citrico (solucédo
saturada, 3 minutos de condicionamento), acido citrico com fibronectina, tetraciclina
(100mg/ml, 5 minutos de condicionamento) e tetraciclina com fibronectina. Apos 12
semanas, foram realizados cortes histoloégicos nos dentes e alguns parametros
foram analisados, entre eles: incidéncia de epitelizacdo na regido da furca,
reparacao por tecido conjuntivo na regido da furca e formacdo 6ssea. Para esses

trés parametros avaliados o condicionamento radicular com acido citrico (sem
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fibronectina) obteve os melhores resultado, apesar de diferencas estatisticamente
significantes ndo haverem ocorrido quando o condicionamento com &cido citrico
(sem fibronectina) foi comparado ao condicionamento com tetraciclina (sem
fibronectina). Os autores afirmam que tanto o condicionamento com acido citrico
qguanto o condicionamento com tetraciclina foram eficientes para a obtencdo de
insercdo conjuntiva nos dentes submetidos ao experimento e que 0O USO
concomitante da fibronectina ndo contribuiu para esse processo.

Com a finalidade de testar o efeito do condicionamento radicular com
tetraciclina no ganho de insercdo conjuntiva Alger, Solt e Vuddhakanok (1990)
realizaram um estudo em humanos em 22 dentes de 5 pacientes. Os dentes
estavam periodontalmente comprometidos e indicados para extracdo. Foi feita
abertura em retalho total e realizado marcacfes na vestibular dos dentes. Apos a
abertura do retalho, trés tipos diferentes de condicionamento radicular (que
correspondiam aos dois grupos testes e ao grupo controle) foram realizados:
somente raspagem, raspagem com tetraciclina, e raspagem com tetraciclina
conjuntamente com fibronectina. O retalho foi entdo suturado coronalmente. A
tetraciclina usada nesse experimento possuia PH 2 e concentracdo de 100 mg/ml.
Nos dois grupos testes o tempo de aplicacdo da tetraciclina foi de 3 minutos. Cortes
histologicos foram realizados com a finalidade de comparar o nivel da insercéo
conjuniva apés cada tipo de tratamento. Andlises de significancia estatistica néo
foram realizadas em funcdo do pequeno numero de amostras. Os maiores niveis de
insercdo conjuntiva aconteceram no grupo tratado com raspagem e tetraciclina,
seguido pelo grupo tratado com tetraciclina e fibronectina. O grupo controle obteve
0s piores resultados. Os autores sugeriram que, apesar da aplicacao de tetraciclina
impedir a migracdo epitelial, o uso subsequente da fibronectina poderia interferir
negativamente nesse efeito, restaurando assim a capacidade de proliferacdo e
migracao das células epiteliais.

Foi demonstrado que a tetraciclina pode inibir a acdo das colagenases e
também pode ser um importante medicamento no tratamento coadjuvante das
doencas inflamatdrias gengivais. Certos experimentos demonstraram que a
doxiciclina pode modular a resposta do organismo frente as doencas gengivais ou
periodontais, melhorando parametros clinicos e que esse mecanismo de acéo ocorre
de uma forma independente da ac¢do microbiana do medicamento (TUTER et al.,
2010; EMINGIL et al., 2004).
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Mais recentemente uma mistura de acido citrico com tetraciclina tem sido
usada. George et al., (2013) comparou uma série de métodos de condicionamento
radicular em campo fechado, para tratamento de dentes periodontalmente
comprometidos, com a finalidade de analisar suas repostas em parametros clinicos
e também contagem de bactérias da placa coletada do sulco antes e apés o
tratamento. O grupo 1 consistiu no tratamento somente com raspagem, O grupo 2
somente 0 uso da tetraciclina (sem raspagem), 0 grupo 3 com raspagem e
tetraciclina e o grupo 4 com raspagem e uma mistura de tetraciclina com acido
citrico. Eles relataram diferencas estatisticamente significantes quando o grupo 1 foi
comparado ao grupo 4 com relacdo ao ganho de nivel clinico de inser¢cdo. Para um
determinado tipo de bactéria houve reducdo estatisticamente significante entre o
grupo 4 quando comparado a qualquer outro grupo. Os autores concluiram que
protocolo usado no grupo 4 foi efetivo para melhorar as condigbes clinicas dos
dentes tratados bem como para alterar a microbiota intra-sulcular do mesmo.

Boyko, Brunette e Melcher (1980) estudaram o efeito da adeséo de
fibroblastos derivados do ligamento periodontal de macacos sobre raizes de dentes
de porcos. As raizes foram extraidas e o ligamento periodontal e os tecidos moles
remanescentes foram removidos com o0 auxilio de lamina de bisturi e de uma
solucdo enzimética. As raizes foram imersas em solucdes de 0.6 N HCI (por uma
hora) e 0,5M de EDTA (por 48 horas) e também deixadas sem aplicacdo de
condicionamento algum, como um grupo controle. As células de fibroblastos foram
colocadas em meio de cultura junto as raizes previamente citadas por 2 horas para
que a adeséo celular a essas superficies fossem testadas. Apds esse tempo as
raizes foram retiradas do meio de cultura. As células aderidas as suas superficies
foram removidas e contadas com o auxilio de um hemocitbmetro. O artigo afirma
gue um numero consideravelmente maior de células se aderiram aos grupos que
receberam o tratamento de superficie (20,9.10* por cm? para EDTA e 20,7. 10* por
cm? para HCI) em relagdo ao grupo controle (10,1.10% por cm?).

Pitaru e Melcher (1987) pesquisaram o efeito do uso do EDTA na adeséo e
proliferacdo de fibroblastos. Para isso usaram um modelo de estudo onde duas
superficies radiculares (com cemento aderido) foram colocadas lado a lado, em
discos, separadas por uma distancia de 500um. Segundo os autores essa distancia
foi usada para simular a distancia interdental. Houve dois grupos no experimento. No

grupo controle os discos contendo as superficies radiculares foram deixadas em
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contato com PBS por 30 minutos enquanto que no grupo teste os discos com as
superficies radiculares foram desmineralizadas com EDTA 12% por 30 minutos e
entdo lavadas com PBS. Fibroblastos gengivais na concentracdo de 2.5x10° foram
cultivados sobre os discos por um periodo de 20 a 30 dias. As amostras foram entéo
preparadas para andlise em microscopia Otica e eletrbnica. Os fibroblastos se
apresentaram orientados perpendicularmente & superficie radicular e seus
prolongamentos celulares foram detectados permeando os feixes de fibras expostas
nas amostras que foram previamente submetidas a desmineralizacao caracterizando
adesdo dessas células a superficie radicular. Em contrapartida, as células se
presentaram em disposicdo paralela a superficie radicular no grupo controle. A
existéncia de lacunas (locais ndo preenchidos por células) no cemento que recobria
as superficies radiculares também foi um fato comumente observado no grupo
controle. Os autores sugerem que a desmineralizacdo do cemento sobre superficie
radicular pode aumentar a adesao celular sobre a superficie radicular.

Blomlo6f, Blomlof e Lindskog (1996) estudaram in vivo o efeito da aplicagao do
EDTA e da tripsina na alteracdo das superficies radiculares. Para isso, selecionaram
24 dentes periodontalmente comprometidos e indicados para extracao e testaram a
aplicacao desses agentes em campo fechado (sem abertura de retalho). Os dentes
foram divididos em quatro grupos. O grupo 1 (grupo controle) recebeu somente
raspagem e foram imediatamente extraidos. O grupo 2 foi tratado com raspagem e
extraidos como no grupo 1 porém, apos a extracdo, os dentes extraidos receberam
um banho de 20 minutos de tripsina (1%). O grupo 3 foi tratado com raspagem
seguida da aplicacdo de EDTA gel (24% em carboximetilcelulose) e entdo extraidos.
O grupo 4 foi tratado da mesma forma do grupo 3 porém, apds a extracdo, os dentes
receberam um banho de 20 minutos de tripsina como no grupo 2. O objetivo dos
banhos de tripsina era de remover os restos celulares e os vestigios de sangue para
uma melhor visualizacdo da superficie radicular. As superficies radiculares foram
entdo fixadas para a visualizacdo em microscopio eletrénico de varredura. As
superficies radiculares do grupo 2 apresentaram restos de smear layer e obstrucao
dos tubos dentinarios enquanto que no grupo 4 as superficies radiculares estavam
livres de smear layer e os tubulos dentinarios estavam desobstruidos e evidentes.
No grupo 4 também se pdde constatar a presenca de fibras colagenas em maior
aumento. Os autores afirmam que o uso do EDTA como coadjuvante da raspagem e
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alisamento radicular pode trazer beneficios ao tratamento periodontal e para o
condicionamento radicular em campo fechado.

Mayfield et al. (1998) estudaram a aplicacdo clinica do EDTA em defeitos
infra-6sseos. Nesse estudo participaram um total de 36 pacientes com lesdes
periodontais infra-6sseas que foram divididos em dois grupos. Apdés a fase de
preparo inicial 18 desses pacientes foram tratados com técnica a retalho, que
consistia na abertura e no debridamento do defeito 6sseo, seguido pela aplicacdo de
EDTA gel (24% em carboximetilcelulose). Os outros 18 participantes da pesquisa
foram tratados com a mesma técnica a retalho, porém sem a aplicagdo de EDTA.
Houve diferencas estatisticamente significantes quanto ao ganho de insercéao
guando os dois grupos foram comparados ao baseline. Quando se compara os dois
grupos tratados houve ganho de insercdo maior no grupo tratado com EDTA em
relacdo ao grupo controle apesar da diferenca nao ser estatisticamente significante.

Gamal (2011) investigaram o efeito do condicionamento radicular com EDTA
como coadjuvante no tratamento de lesdes periodontais infra-0sseas tratadas com
beta fosfato tricalcio (B-TCP). Entre os critérios de inclusdo destacavam-se:
pacientes com periodontite severa, com ao menos 2 dentes indicados para extragao
e com defeitos infra-6sseos em dentes anteriores. Foram selecionados 60 pacientes.
Os pacientes passaram pela faze de preparo inicial em entdo foram divididos em 6
grupos para a realizacdo do tratamento cirdrgico. Para todos 0s grupos a técnica de
acesso e sutura foi a mesma: abertura em retalho total, debridamento do defeito,
retirada do tecido de granulacdo e sutura coronal. Foram também realizados
marcacOes com broca para demarcar o tamanho dos defeitos para posterior analise
em microscopio. Os dois primeiros grupos (G1 e G2) ndo foram tratados com
condicionamento radicular com EDTA e receberam somente o enxerto beta-tricalcio-
fosfato (B-TCP) preenchendo os defeitos. Todos os outros grupos (G3, G4, G5 e G6)
receberam, anteriormente a colocagao do enxerto, condicionamento radicular prévio
com EDTA gel (24%) por 2 a 4 minutos conforme o grupo. Um dos dentes de cada
paciente foi extraido imediatamente apds a cirurgia enquanto o outro foi extraido 14
dias depois. Foi realizada analise, em microscopia eletronica, da area de superficie
radicular em que o enxerto de beta-tricalcio-fosfato (B-TCP) estava aderido a
superficie radicular. Nao houve qualquer adesédo do enxerto a superficie radicular
nos grupos nao tratados com EDTA (Gl e G2), independentemente do tempo de

extracdo. Ja para todos os outros grupos em que houve aplicacédo prévia de EDTA a
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ades&o do enxerto ocorreu chegando a ocupar 82,7% de adesao a superficie em um
dos grupos. Os autores atribuiram os resultados a remocdo da smear layer e a
modulacao bioquimica e mecéanica da superficie radicular tratada com EDTA.

Silva et al. (2016) pesquisaram o efeito do condicionamento radicular sobre a
adeséo de fibroblastos humanos. Para isso, 192 blocos de dentina foram obtidos de
92 incisivos inferiores humanos indicados para extracdo por periodontite. Houve 6
grupos nesses estudo: o que ndo recebeu nenhum tipo de tratamento de superficie
(Grupo controle), grupo que recebeu somente a raspagem, grupo tratado com
raspagem e acido citrico, grupo tratado com raspagem seguido da aplicacdo de
EDTA (24% EDTA gel pH 7.0 por 1 min), grupo tradado com raspagem e aplicacao
de tetraciclina proveniente de capsulas e grupo tratado com raspagem seguido de
aplicacao de tetraciclina gel. Os grupos tratados com EDTA e tetraciclina em gel
obtiveram os melhores resultados quanto a adesdo de fibroblastos, inclusive com
diferencas estatisticamente significantes em relagdo aos outros grupos teste e ao

grupo controle.

2.3 — Terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

A aPDT é fundamentada em uma reacdo fotoquimica que ocorre entre um
laser de baixa intensidade e um corante. Para tal terapia, os lasers mais utilizados
séo os diodos de baixa intensidade.

Lasers de diodo (Figura 1) possuem em sua composi¢do, uma combinagéo de
Galio (Ga), Arseneto (Ar), Aluminio (Al) e indio (In). Seu comprimento de onda pode
variar de 655nm a 980 nm, situando-se, portanto, na faixa do vermelho e
infravermelho (AOKI, 2004). Na aPDT sé&o usados os lasers vermelhos de 630 a 660
nm. Diferentemente do que ocorre com o0s lasers de alta intensidade cujas
propriedades incluem o corte, a vaporizagdo e a hemostasia dos tecidos, os lasers
de baixa intensidade sdo usados para outras finalidades, que incluem a modulacao
das repostas biolégicas dos tecidos (WALSH, 1997).
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AsGa tipo N Uniao PN

Figura 1: Laser de Diodo

A terapia fotodinAmica antimicrobiana tem sido utilizada em odontologia para
eliminacdo de bactérias em canais radiculares, bolsas periodontais e para o
tratamento da peri-implantite. Os primeiros experimentos em periodontia mostraram
que a fotossensibilizacéo letal de bactérias periodontopatéogenas é um procedimento
viavel e possivel. Também se sugeriu que a terapia pode ser util no tratamento
antimicrobiano da doenca periodontal e teria como vantagens evitar a resisténcia
bacteriana e a baixa toxicidade aos tecidos (WILSON, 1994).

Durante a terapia fotodinamica, a luz excita um corante ou fotossensitizador
(FS) transformando-o em seu estado triplete excitado. Sucedem-se dai dois tipos de
reacoes. Na reacdo tipo 1 ocorre a tranferéncia de elétrons ou a subtracdo de um
hidrogénio entre o fotossensitizador e a molécula organica. Isso gera radicais livres
que reagem com o oxigénio local produzindo moléculas reativas como o peréxido de
hidrogénio. Essas moléculas reativas sao capazes de provocar lesdes irreversiveis
na célula alvo (FOOTE, 1991).

Na reacao tipo 2 ocorre uma interacao direta entre o FS em seu estado
triplete excitado e o oxigénio local. Ocorre uma reacdo que leva a formacao de
oxigénio em uma estado extremamente reativo chamado oxigénio singleto. Essa
molécula reativa pode interagir com as estruturas bioldégicas ao seu redor,
lesionando-as através de reacgdes oxidativas (FOOTE, 1991).

O oxigénio singleto perde sua capacidade de provocar dano em pouco tempo
(cerca de 0,04 ps). Isso faz com que as reacdes danosas se estendam muito pouco
além do local onde elas se iniciaram (interior das bactérias) diminuindo assim, de
forma muito consideravel, o dano as células e tecidos humanos (TAKASAKI et al.,
2009).

Para que a terapia fotodinamica seja eficaz algumas propriedades do FS sao
desejadas, entre elas: um largo espectro de acdo, baixa toxicidade e grande
afinidade a células de microrganismos (SOUKOS; GOODSON, 2011).
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Chondros et al. (2009) pesquisaram acdo da terapia fotodindmica como
coadjuvante no tratamento periodontal. Pacientes com periodontite cronica (n=24)
foram divididos em dois grupos: Um grupo controle tratado somente com raspagem
e profilaxia e um grupo teste tratado com raspagem e profilaxia seguido de terapia
fotodinamica. Foi usado, como FS uma solucao cloridrato de fenotiazina (Helbo blue)
com um laser de diodo com ondas de 670nm e 75 mW/cm?. Foram realizadas
afericbes de indice de placa de toda boca, sangramento a sondagem de toda boca,
profundidade de sondagem, recessdo gengival, nivel clinico de insercdo e
sangramento nos sitios com bolsa no baseline e ap6s 3 e 6 meses de tratamento.
Diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, a favor da terapia
fotodinamica, foram detectadas no periodo de 6 meses para 0 sangramento e
profundidade de sondagem de toda boca. Houve também diferencas estaticamente
significantes, a favor da terapia fotodindmica, em ambos os periodos (3 e 6 meses)
para o sangramento nos sitios com bolsa.

Lulic et al. (2009) estudaram o efeito da terapia fotodinamica coadjuvante com
a raspagem na mudanca de variaveis clinicas de bolsas periodontais de pacientes
com periodontite cronica. Os parametros clinicos foram medidos no baseline e ap6s
3, 6 e 12 meses. As bolsas de todos os pacientes foram raspadas no periodo do
baseline, logo apds as afericbes e entdo os sitios com bolsa foram aleatoriamente
divididos para formarem dois grupos. O grupo teste recebeu terapia fotodinamica
nos periodos do baseline e apés 3, 6 e 12 meses. Foi usado um laser de diodo com
670 nm de comprimento de onda e 75mW/cm? e cloridrato de fenotiazina como
fotossensitizador (HELBO blue). O tempo de aplicacéo do laser foi de um minuto em
cada bolsa. Os procedimentos no grupo controle se procederam de forma
semelhante com a Unica diferenca de que o laser foi usado em um comprimento de
onda que ndo podia sensibilizar o fotossensitizador. Resultados estatisticamente
significantes em relagéo ao baseline no grupo teste foram encontrados em todos os
periodos de avaliagdo (3, 6 e 12 meses) quanto a reducdo de sangramento a
sondagem e também no periodo de 6 meses para as variaveis de nivel de insercéo
e profundidade de sondagem. O mesmo ndo se deu com o0 grupo controle. Na
comparacao entre os grupos houve diferencas estatisticamente significantes em
favor do grupo teste, no periodo de 6 meses, para as variaveis de sangramento a
sondagem, profundidade de sondagem e nivel de insercdo. Os autores sugerem que

0 uso da terapia fotodinamica pode melhorar os parametros clinicos no tratamento
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de manutencdo de bolsas periodontais e que os melhores resultados podem ser
obtidos no periodo de 6 meses.

Ge et al. (2011) estudaram o efeito coadjuvante da terapia fotodinamica no
tratamento periodontal. Fizeram parte desse estudo 58 pessoas com periodontite
crdnica e, no minimo, 4 sitios com sondagem entre 6 e 9 mm em 2 quadrantes da
boca. Antes do inicio do tratamento (baseline) foram realizadas afericbes de
profundidade de sondagem, nivel clinico de insercdo e sangramento a sondagem. O
estudo foi dividido em 3 grupos. O grupo controle (grupo A) foi tratado somente com
raspagem. O grupo “B” e “C” foi tratado com raspagem com posterior aplicagao
imediata de terapia fotodindmica nos sitios que apresentavam 5 mm ou mais de
profundidade de sondagem no baseline. Para a terapia fotodinamica foi usado 0.2 ml
de 0.01% de azul de metileno. O laser usado foi um laser de diodo com 670 nm de
comprimento de onda e 140-mW de poténcia. O tempo de aplicacdo foi de 60
segundos no interior das bolsas. Seis semanas apds o tratamento inicial as
afericbes periodontais foram repetidas e o grupo “C” recebeu novamente a terapia
fotodinamica nos sitios com profundidade de sondagem igual ou maior que 5 mm.
Novas afericbes foram realizadas 12 semanas depois do tratamento inicial.
Diferencas estatisticamente significantes foram encontradas nos grupos tratados
com terapia fotodinamica para a reducéo de sangramento a sondagem em relacao
ao grupo controle no periodo de analise de 12 semanas. Os autores sugerem que a
terapia fotodinamica pode ser usada como coadjuvante no tratamento de bolsas
profundas.

Garcia et al. (2013) realizaram um estudo para tratamento de leséo de furca
induzida em ratos. Para tanto foi utilizado um laser de baixa poténcia InGaAIP com
comprimento de onda de 660 nm, densidade de energia de 4,94 J/cm? e intensidade
de 0,035W. Havia um grupo controle tratado somente com soluc¢éo salina, outro com
somente raspagem e varios outros grupos teste com aplicagcbes de terapia
fotodindmica. Comparando o grupo controle com o0 grupo com somente raspagem
houve uma maior perda 6ssea no primeiro em relacdo ao segundo. Apesar disso
tanto o grupo controle quanto o grupo tratado com somente raspagem resultaram
em perdas éOsseas maiores em relacdo aos grupos teste tratados com terapia
fotodindmica, com diferencas estatisticamente significantes. Nao houve diferengas

estatisticamente significantes em relagdo ao grupo teste em que foi realizada uma
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Unica aplicacao do laser e 0s outros grupos teste em que mais de uma aplicagéo foi
realizada, independente do intervalo de tempo entre as aplicacoes.

A susceptibilidade da Céandida Albicans a terapia fotodindmica foi testada por
Pupo et al. (2011). Foi usado o laser InGaAIP, com pico de absorbancia de 660 nm,
densidade de energia de 53J/cm? e intensidade de 40mW. Dois corantes foram
testados, Azul de metileno (MB) e azul de toluidina O (TB). Segundo os autores
esses corantes tem seu pico de absorcdo em 665 nm e 635 nm respectivamente.
Houve 7 grupos nesse estudo. Os dois primeiros grupos (1 e 2) foram grupos
controle e somente nos dois ultimos (6 e 7) foi usada a associacdo do laser e do
corante. Os outros grupos apenas usaram um dos corantes (sem o laser) ou o laser
(sem o corante). Houve diferencas estatisticamente significantes quanto a contagem
de unidades formadoras de colénia quando esses dois Ultimos grupos foram
comparados com 0S outros grupos.

Qadri et al. (2005) testaram o efeito da aplicacdo direta do laser de baixa
poténcia (sem a utilizacdo de fotossensitizador) como método auxiliar no tratamento
da doenca periodontal. Foram convidados a participar desse estudo 17 pacientes
com doenca periodontal crénica. Medi¢cBes de parametros clinicos foram inicialmente
realizadas para profundidade de sondagem, indice gengival e indice de placa.
Também foram coletadas amostras do fluido gengival crevicular com a finalidade de
se mensurar os niveis de IL-18, MMP-8 e também o volume do fluido gengival
crevicular. ApGs esses procedimentos, foi realizado raspagem e alisamento radicular
em toda a boca. Os grupos de estudo (teste e controle) foram realizados no formato
de boca dividida. No grupo teste foram tratados os dentes de um lado da maxila.
Foram utilizados dois lasers de diodo com 635 e 830 nm de comprimento de onda e
10 e 70 mW de potencia. O outro lado da maxila (grupo controle) recebeu o laser
como placebo. Para isso, foi utilizado um outro laser de diodo com potencia muito
baixa. A laserterapia (tanto do laser do grupo teste quanto o placebo) comecaram
uma semana apé0s as afericbes, coletas e preparo inicial no baseline. As
laserterapias foram realizadas uma vez por semana por 6 semanas. Novas afericoes
e coletas foram feitas apd0s o tratamento e os resultados submetidos a analise
estatistica. Foram encontradas diferencas estatisticamente significantes, a favor do
grupo teste, nas variaveis de indice de placa, indice gengival, profundidade de
sondagem e volume do fluido gengival crevicular. Também houve reducdo dos

niveis de MMP-9 embora ndo fossem estatisticamente significantes. Os autores
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sugeriram que os resultados podem ter ocorrido devido aos efeitos do laser na
reducao de prostaglandina PGE: e pela estimulacdo do ATP celular.

2.4 — A nova proposta da aPDT como agente de condicionamento radicular

Pesquisas recentes do grupo da Periodontia FOB-USP mostram a
possibilidade de os corantes para terapia fotodinamica terem um efeito de
desmineralizacdo superficial da raiz, podendo agir como condicionadores
radiculares.

Pessoa et al. (2015) publicaram um caso clinico onde o paciente apresentava
pigmentacfes negras nas coroas dentarias oriundas de bactérias de pigmentagéo
negra. Nenhum procedimento de profilaxia obtinha sucesso a longo prazo na
remocao dessas manchas. Foi aplicada entédo a terapia fotodinAmica antimicrobiana
(@PDT) com azul de toluidina (10 mg/ml) e laser vermelho 660nm seguida de
raspagem com curetas. Ndo houve recidiva da pigmentacdo por 7 meses, porém o
paciente acusou sensibilidade radicular e apresentou manchas brancas na coroa, as
quais foram tratadas com aplicacdes de flaor.

O trabalho anterior mostrou indicios de que a aPDT poderia causar
desmineralizacdo da superficie dentaria, 0 que passou a ser investigado
posteriormente.

Damante et al. (2016) mostrou em uma pesquisa in vitro, que o corante azul
de toluidina O na concentragcdo de 100 pg/ml apresentava pH 4 e foi capaz de
desmineralizar dentina e esmalte bovinos. A perda de dureza superficial da dentina
pelo corante foi de 71,5%, semelhante aquela provocada pelo acido citrico (76,5%),
sendo que para o esmalte, foi menor (34,1%) que o &cido (68%). Houve um
desgaste de 12,58 um para o esmalte e 12,19 pm para a dentina semelhantes ao
provocado pelo &cido citrico. Também foram cultivados fibroblastos gengivais
humanos sobre a dentina desmineralizada pelo corante. O grupo tratado com azul
de toluidina mostrou crescimento celular semelhante ao grupo controle (somente

raspagem) e menor que o grupo tratado com acido citrico apds 72h.
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2.5 - Células de granulacao 6ssea (GO)

A técnica do enxerto de granulacdo Ossea foi descrita primeiramente por
Passanezi et al. (1989). A técnica consiste na retirada de enxerto 0sseo de
granulacdo de um leito, podendo ser esse leito originario de uma extragdo ou
artificialmente formado (PASSANEZI et al.,, 1989; BARBOSA, 2012). As areas ao
redor do alvéolo estardo ricas em tecido de granulacdo, com predominancia de
células de granulacdo O0ssea que sdo pré-osteoblastos e osteoblastos em diversos
graus de diferenciacdo. Apds 21 dias da formacdo do alvéolo cirdrgico (ou da
extracdo) a area deve ser reoperada para a retirada do enxerto. Esse enxerto entdo
€ usado para tratamento de defeitos infra-6sseos ou em casos onde ha necessidade
de regeneracdo 6ssea do entorno de uma raiz onde o suporte 6sseo periodontal
estd comprometido (PASSANEZI et al., 1989; BARBOSA, 2012). Quando esse tipo
de tecido necessita ser estudado in vitro uma pequena parte do enxerto coletado, e
que nao necessitara ser usado para enxertia no paciente, € entao separada e levada
para cultivo em laboratério. Penteado et al. (2005) fizeram a caracterizacao
imunohistoquimica dessas células mostrando presenca de colageno tipo 1,
osteonectina e sialoproteina 6ssea. Esses dados confirmaram a natureza
osteoblastica dessas células.

O grupo de pesquisa da Periodontia FOB-USP vem estudando o
comportamento do enxerto de granulacdo Ossea em pesquisas clinicas e
laboratoriais. Um dos trabalhos avaliou o uso da granulacéo 6ssea no recobrimento
radicular visando a regeneracao periodontal (SANT'ANA et al., 2012). Os grupos
tratados mostraram reducdo na profundidade de sondagem, ganho de insercéo e
reducd@o na recessdo. Outro estudo avaliou o padréo de crescimento das células de
granulacao 0ssea (GO) obtidas por cultura primaria. A curva de crescimento mostrou
progressédo até o 10° dia com aumento significativo no nimero de células sugerindo
atividade de proliferacdo e sintese compativeis com células de linhagem
osteoblastica (BARBOSA, 2012). Medina-Valdivia (2013) avaliou a producdo de
fosfatase alcalina e propriedades de mineralizacdo dessas células. A atividade da
fosfatase alcalina foi detectada em quantidades semelhantes quando as células

foram cultivadas em meio convencional e osteogénico. Em relagdo a producdo de
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nédulos mineralizados, as células foram capazes de produzi-los mesmo em meio
convencional, porém quando estimuladas com meio osteogénico, a producdo
praticamente dobrou. Nesse mesmo trabalho, avaliou-se o efeito do meio
condicionado com diferentes membranas de colageno sobre a proliferacdo das
células GO, sendo que nos periodos mais tardios, as membranas ColaTape® e
Genderm® promoveram maior proliferacdo celular. Karam (2013) mostrou que o
meio de cultura condicionado por raizes tratadas com Nd:YAG estimulou a
proliferacdo de células GO de maneira significante maior em relacdo as tratadas

com raspagem, &cido citrico, laser Er:YAG e terapia fotodinamica.



3-Proposicao






37

3-Proposicéao

Esse estudo teve como objetivo investigar a proliferacéo in vitro de células de
granulacdo 6ssea humanas sobre superficies radiculares tratadas por raspagem e

alisamento radicular, terapia fotodinamica antimicrobiana, acido citrico e EDTA.
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4-Material e Métodos

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da FOB-USP (Parecer n°® 579.436).

4.1 — Preparo dos fragmentos radiculares

Foram coletados 24 dentes extraidos por motivo periodontal na clinica de
periodontia e cirurgia da FOB-USP. Os pacientes assinaram um termo de doagé&o de
dentes aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da FOB.

Com o auxilio de um disco de carborundum foram obtidos dois fragmentos da
raiz de cada dente. Os fragmentos foram preparados com as seguintes medidas: 4
mm de comprimento, 2 mm de altura e 2 mm de espessura. A parte interna do
fragmento, que corresponde a parte interna do dente, normalmente se fazia presente
no fragmento com uma leve curvatura que corresponde ao canal radicular. Esse
detalhe serviu como guia para que se pudesse realizar o tratamento na superficie do
lado oposto, isso €, a por¢cdo da raiz que estava voltada para a bolsa periodontal.
Quando essa curvatura do canal ndo esta tdo evidente uma marcagéo com broca foi
realizada no local (Figura 2) (KARAM, 2013).

ITE

Figura 2: Modo de obtencéo dos fragmentos dentais (KARAM, 2013).

No total foram utilizados 48 fragmentos. ApoOs a realizagdo dos cortes, todos

os fragmentos foram submetidos a 20 golpes de cureta (Gracey numero 5-6, Hu-
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Friedy). Feito isso, os fragmentos foram armazenados em frascos com Ssoro

fisiologico estéril e mantidos em geladeira.

4.2 — Grupos experimentais

Os grupos experimentais foram divididos da seguinte forma:

RAR — Raspagem e alisamento radicular com 20 golpes de cureta.

PDT — Terapia fotodinamica antimicrobiana com azul de toluidina O e laser
vermelho. Aplicagdo passiva. Os fragmentos foram mergulhados no corante e

irradiados apés 1 minuto de imerséo.

AC — Acido citrico 50% + tetraciclina 1% em pH 1. Aplicacéo passiva por 3

minutos.

EDTA - EDTA gel trissédico 24% (Biodinamica). Aplicacdo passiva por 3

minutos.

No grupo PDT, o laser aplicado foi o Thera Lase® (D.M.C. Equipamentos
Ltda, Sdo Carlos/ Brasil) com os parametros descritos no quadro 1 (SALMERON,
2013).

Comprimento | Poténcia Densidade | Modo de | Modo de Tempo de
de onda de Energia | emisséao aplicacao exposicéao
660 Nm 30 mW 45 J/lcm? Continuo Varredura 30s
(vermelho)

Quadro 1 (SALMERON., 2013)

ApoOs os tratamentos, os fragmentos foram lavados com soro fisiolégico por
30s e levados para nova esterilizagdo em autoclave, procedimento necessario para

evitar contaminacéo da cultura de células.
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4.3 Cultura de células

Para este estudo foi utilizada a linhagem celular de osteoblastos denominada
granulacao 6ssea (GO) estabelecida a partir da cultura priméaria de tecido ésseo em
formagdo de um alvéolo apds 28 dias da exodontia (PASSANEZ| et al.; 1989,
SANT’ANA et al., 2012; BARBOSA, 2012). A linhagem foi mantida em nitrogénio
liquido.

Apo6s descongelamento, as células foram cultivadas em meio de cultura de
Eagle modificado por Dulbecco contendo 10% de soro fetal bovino e 1% de solucdo
antibiética-antimicoética. As células foram incubadas em ambiente Umido, a 37°C,
numa atmosfera contendo 95% de ar e 5% de dioxido de carbono. Para o
experimento de proliferacdo, os fragmentos foram colocados em placas de 24 pocos.

Foram plaqueadas 10* células por poco (em quadruplicata), na 5% passagem,
as quais permaneceram incubadas pelos periodos experimentais de 24h, 48h e 72h.
Os espécimes foram fixados para a realizacdo e analise em microscopia eletrénica
de varredura através de banhos em tampdo Karnovsky, banho de tetroxido de
osmio, diluicdes crescentes de acetona e cobertas com ouro por “sputtering”.

Todos os fragmentos foram fotografados no microscopio eletrénico de
varredura com distancia focal de 8 a 19 mm e aumento de 500X. Essa etapa foi
realizada no microscopio eletrénico de varredura Personal SEM® eXpress (Delmont,
Pennsylvania, USA) adquirido por processo FAPESP 12/06738-9 para a FOB-USP.
Foram obtidas eletromicrografias de cinco éareas de cada fragmento assim
localizadas: centro, campo superior direito, campo inferior direito, campo inferior
esquerdo e campo superior esquerdo com o objetivo de abranger as mesmas areas
de todos os fragmentos. Sobre estas eletromicrografias foi sobreposta uma grade
quadriculada para orientar a contagem das células aderidas sobre as superficies.
Quando as células cobriram a superficie a ponto de impedir sua contagem individual,
0 maior numero obtido por contagem foi repetido (FEIST et al., 2003).

Um examinador cego e calibrado (CAD) realizou as contagens. Para sua
calibracdo, 30% da amostra, sem legenda, foi contada 2 vezes com 15 dias de

intervalo.



44

4.4 Andlise estatistica

A analise da calibracdo do examinador foi feita através de uma combinacao
de testes estatisticos como erro casual de Dahlberg, erro sistematico e correlagédo
de Pearson (p<0,05).

A analise da amostra foi realizada através do ANOVA de medidas repetidas

complementado por Tukey, com nivel de significancia de 5% (p<0,05).
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5-RESULTADOS

As analises de calibracdo do examinador mostraram oOtima calibracdo entre as
contagens com o erro casual de Dahlberg = 1,08, ou seja, a margem de erro foi de
aproximadamente 1 célula. O erro sistematico com p=0,308 mostrou auséncia de
diferencas entre as contagens e a correlacdo de Pearson com r=0,90 mostrou
altissima correlagcdo entre as contagens. Todos esses dados em conjunto,
mostraram Otima calibracdo do examinador.

Em relacdo ao numero de células, notou-se um crescimento celular ao longo
do tempo apenas para o grupo PDT e com diferencas estatisticamente significantes
apenas no periodo de 72h (p<0,05). Na comparacdo entre os grupos, houve um
maior numero de células apenas para o grupo PDT (p<0,05) ndo havendo diferencas

entre os outros grupos (p>0,05). (Figura 3)

450
400
350
300

250 -e=-RAR
-=PDT

n? de células

200

150 ——
100 ~\\//Q

50

-=-AC

EDTA

i

24h 48h 72h

Figura 3 — NUumero total de células por grupo ao longo do tempo. RAR — raspagem e alisamento
radicular, PDT — terapia fotodinamica com azul de toluidina O, AC — acido citrico com tetraciclina,
EDTA. * = p<0,05 em relagao aos outros grupos e periodos.

A figura 4 mostra as imagens de microscopia eletrénica de varredura ao longo

do tempo para todos os grupos. Nota-se que no grupo PDT, no periodo de 72h, as
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células estdo mais espalhadas cobrindo quase toda a superficie tratada (area dentro

dos retangulos), o que denota uma afinidade por essa superficie.

24h

RAR
PDT

EHT= 10008 SignalA= SEY
WO=110mm  Mag= 500X

48h

ENT = 10008V
WD = 100 mm

EHT = 10008V Signal A= SEY
WD=105mm  Mags 500X

EHT= 10008V SignalA= SEY
WD=80mm  Mag= 500X

72h

EMT= 10008 Signal A= SEI
WD=100mm  Meg= 500X

EHT+ 10008V Signal A= SEY
WO = 86mm Mag= 500X

EHT= 10008 SignslA= SEY
WD=80mm Mg 500X

EHT+ 10008V Signal A= SEY
WO =120 mm Mag= 500X

EHT= 10008V Signal A= SEY
WD=85mm Mg 500X

EHT+ 10008 Signal A= SEY
WO = 80mm Mag= 500X

EHT= 10008  SigndA=SEl oy
WD=85mm  Magm 00X e

Figura 4: Fotos de Microscopia Eletronica de Varredura. Aumento de 500X. As setas indicam locais ocupados por
células. Os retangulos na amostra do grupo PDT 72h mostram areas da superficie totalmente preenchidas por

células.
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6-Discusséao

A utilizacdo da terapia fotodindmica com azul de toluidina como método
complementar de terapia periodontal possui grandes vantagens. Boa tolerancia
biolégica de tecidos moles ao azul de toluidina j& é consagrada tanto na area médica
(FERREIRA, 2015) quanto odontologica (CALANDRO et al, 2011). Se a
hipersensibilidade dentaria foi uma ocorréncia clinica no artigo que deu origem a
estudos com desmineralizacdo pelo azul de toluidina (PESSOA et al., 2015) ha de
se considerar que, naquele estudo, foi usada uma concentracdo 100 vezes superior
(azul de toluidina a 1%) a usada atualmente no presente trabalho e pela nossa
equipe de pesquisa (azul de toluidina a 0,01% ou 100um/ml). Excelentes resultados
in vitro e em modelos animais usando o de azul de toluidina a 0,01% ja foram
comprovados, ndo sO contra patégenos periodontais como Porphyromonas
gingivalis, mas também contra o Streptococcuss mutans (KOMERIK et al., 2003;
HAKIMIHA et al., 2014). Um estudo in vivo em humanos também demonstrou 6timos
resultados para desinfeccdo de patdégenos em pacientes com periodontite crénica
usando o azul de toluidina na concentragdo de 100um/ml (THEODORO et al., 2012).
O artigo de Damante et al. (2016) demostrou que o azul de toluidina a 100um/mi
provocou menor alteracdo de microdureza no esmalte dentario que o acido citrico
(DAMANTE et al., 2016). Isso é de grande relevancia para a periodontia uma vez
gue a acdo desse tipo de condicionamento radicular pode atuar, com menor efeito
colateral no esmalte. Se na atuacgao clinica o corante vier a tocar no esmalte durante
uma aplicacdo de aPDT, seus efeitos nessa concentragdo provavelmente seriam
menos danosos do que o &cido citrico. E necessario ainda citar que em estudo
clinico usando o azul de toluidina a 100um/ml néo foi relatado qualquer alteracéo de
hipersensibilidade nos pacientes tratados (THEODORO et al.,, 2012). O presente
estudo corrobora com os trabalhos clinicos e laboratoriais e da embasamento a
cerca do uso, eficacia e aplicabilidade do azul de toluidina na terapia fotodinamica
como coadjuvante da raspagem e do alisamento radicular nessa concentracéo.

Atualmente o numero de estudos de cultivo de células Osseas sobre
superficies dentais é relativamente escasso. A maioria dos artigos se refere ao
cultivo de fibroblastos gengivais ou de células do ligamento periodontal. Este é

provavelmente o primeiro estudo de cultivo células de linhagem Ossea sobre
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superficies dentais tratadas com azul de toluidina em terapia fotodindmica. Fardal e
Lowenberg (1990) conseguiram resultados favoraveis in vitro para a adesao celular
de fibroblastos em raizes de dentes extraidas por problemas periodontais e tratadas
com raspagem e aplicacao de acido citrico. Também Zaman et al. (2000) obtiveram
bons indices de adeséo celular de fibroblastos em fragmentos de raizes tratadas
com &cido citrico e EDTA, em experimento de cultura de células. Um detalhe
importante no trabalho de Zaman et al. (2000) foi que os tratamentos de superficie
(aplicacdo de acido citrico e EDTA) foram realizados tanto sobre dentina quanto
sobre cemento e as alteragBes nos indices de adesao sobre essas duas superficies
se mantiveram semelhantes em ambas as superficies.

O trabalho de Cogen, Garrison e Weatherford (1983) também demonstrou
resultados semelhantes. Seu trabalho com cultura de células demostrou ndo haver
diferengas na viabilidade celular de fibroblastos expostos a raizes de dentes
extraidos por comprometimento periodontal, independente de terem sido
previamente tratadas ou ndo. O mesmo trabalho demonstrou, porém, que a adesao
e crescimento celular sé se faz viavel em raizes que receberam raspagem radicular
previamente. Faz-se importante destacar que para a avaliagdo de adesao sobre a
superficie radicular o trabalho levou em conta apenas a capacidade de retencéo de
um corante celular sobre a superficie radicular, que foi analisado visualmente. Em
raizes onde a raspagem nao foi previamente realizada ndo houve retencédo de
corante enquanto que raizes previamente raspadas foram coradas. Nesse artigo
havia tanto a presenca de um grupo tratado com somente raspagem quanto a
presenca de um grupo tratado com raspagem seguida da aplicacdo de acido citrico.
O artigo afirma que os resultados adesao celular desses dois grupos foi melhor em
relacdo aos outros cujas raizes ndo receberam raspagem prévia, mas nao foi capaz
de distinguir internamente qual desses grupos (raspagem ou raspagem seguida de
acido citrico) obteve melhores resultados de adesdo e crescimento celular. O
estudo de Damante et al. (2016) conseguiu melhores resultados de proliferacao de
fibroblastos com tratamento de superficie com acido citrico em relacdo ao grupo de
tratamento com terapia fotodinamica. E preciso considerar porém que naquela
pesquisa as superficies dos dentes foram tratadas com o auxilio de um microbrush o
que diferenciou do presente estudo em que os fragmentos foram imersos na solugao

corante.
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Apenas dois artigos que tratam sobre a cultura celular de osteoblastos sobre
raizes dentais foram localizados. Um deles, que usou raizes de dentes extraidos por
doenca periodontal, afirma que a adesdo e o crescimento celular de osteoblastos
sobre superficie radiculares pode ser melhorada pelo condicionamento prévio com
acido citrico (ZHANG; LIU, 1998). Outro artigo (SCHWARTZ et al., 2000) mostrou
melhores resultados de proliferacdo de osteoblastos sobre superficies dentais
tratadas com polimento seguido de aplicacdo de tetraciclina (TNC). Além do
tratamento radicular com tetraciclina havia outro grupo tratado com polimento
radicular seguido de exposicdo a uma cultura de células de osteoclastos (OC). Os
resultados, em geral, demostraram que o0 grupo previamente submetido a exposicéo
de cultura de osteoblastos respondeu de forma um pouco menos intensa, inclusive
guanto a proliferacéo celular, ao grupo de dentes tratados com tetraciclina. A analise
microscépica do grupo OC mostrou a formacgédo de pequenas crateras na superficie
radicular que ocupava cerca de 3,7% da superficie. Essas regides foram os locais
preferencialmente ocupados pelos osteoblastos. Os autores sugeriram que a
tendéncia para respostas semelhantes do grupo OC em relacdo ao grupo TNC se
deram pela possivel existéncia fibras colagenas e fatores de crescimento nessas
regides de crateras. Sugeriram ainda que, independente da forma de tratamento
utilizados no grupo teste, a desmineralizacdo foi importante para obtencdo das
respostas celulares e que a rugosidade deve desempenhar também algum papel
nesse processo ja que, visualmente, essas crateras se mostravam mais rugosas que
o resto das superficies e os osteoblastos ocuparam preferencialmente essas areas.

Postlethwaite, Seyer e Kang (1978) demonstraram que fibroblastos podem
sofrer quimioatragdo por certos tipos de colageno e por peptideos derivados destes.
Os autores sugeriram que os tipos de colageno 1, 2 e 3 compartiiham o mesmo
receptor para a quimioatracdo de fibroblastos. O trabalho de cultura de células
Schwartz et al. (2000) realizou analise da composi¢édo de elementos atbmicos da
superficie de dentes tratados por diferentes agentes condicionadores. O grupo no
qual houve a maior proliferacdo de células 6sseas demonstrou grande quantidade
de carbono em sua superficie o que era um forte indicio de grande presenca de
fibras colagenas na superficie. Os autores sugeriram que 0s maiores resultados de
proliferacdo celular foram devidos a esse fato. Outro trabalho in vitro  cultivou
células Osseas sobre uma bases parcialmente compostas de colageno e

constataram que proliferacdo celular era alterada em razdo da proporcdo de
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coldgeno que essas bases continham (SCOTCHFORD et al., 1998). Esses estudos
indicam fortemente que h& evidencias que de que a presenca de colageno pode
alterar a proliferacdo celular de células 6sseas. Alguns trabalhos afirmam que o
condicionamento radicular com acido citrico pode, além de alterar a superficie
mineralizada da dentina, remover e danificar também as fibras colagenas expostas
pela desmineralizagdo (BLOMLOF; LINDSKOG, 1995). Poderiamos especular que,
na presente pesquisa, o acido pode ter prejudicado e alterado os componentes do
colageno que se ligam a superficie das células de granulacdo e, dessa forma, ter
prejudicado a resposta celular no grupo tratado com acido citrico. Sabe-se também
que o acido citrico pode ter efeitos negativos sobre a adeséo e proliferacdo celular
(LAN et al., 1999). Embora a irrigacdo pés-condicionamento acido tenha removido
boa parte do acido, ndo se sabe ao certo se houve resquicios sobre a superficie
dental e se esses resquicios puderam interferir na proliferacéo celular.

Um outro ponto a considerar diz respeito a rugosidade da superficie dentaria
provocada pelos agentes. Foi sugerido que superficies rugosas séo preferiveis para
a adesdo e crescimento de células 6sseas (SCHWARTZ et al., 2000). Na area da
implantodontia esse fato fica ainda mais evidente. Citamos a area de implantodontia
pois a seu campo de estudo com o tecido 6sseo em muito se assemelha com as
células de granulagcédo 6ssea que nada mais sdo do que osteoblastos em formacéo.
Sabe-se que implantes com superficies com certa rugosidade possuem melhor
progndéstico do que implantes com superficies lisas (SANTOS, 2007). Nao esta muito
bem esclarecido qual a rugosidade ideal pra proliferacdo de osteoblastos. E de
conhecimento porém que o EDTA tem menor poder de alteracdo da superficie
dentaria do que o acido citrico. Trabalhos que analisaram e comparam a rugosidade
de superficie apés o condicionamento radicular apontam uma menor rugosidade
para condicionamento com EDTA em relacdo ao condicionamento com outros
agentes, entre eles o acido citrico (ELDENIZ; ERDEMIR; BELLI, 2005; BALLAL;
MALA; BHAT, 2010).

Estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa, utilizando o azul de
toluidina a 100um/ml, demostraram que a solugdo possui um valor de PH 4
(DAMANTE et al.,, 2016). Como demostrado por certos estudos, esse valor é
consideravelmente maior que o valor do PH usado para o condicionamento radicular
com acido e citrico (normalmente PH 1) (DAMANTE et al., 2016) e, obviamente

menor que o PH do EDTA cujo PH é neutro. Apesar de nao termos nos focado nos
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aspectos das alteracdes de superficie em nossa pesquisa poderiamos, para uma
possivel explicacdo para o sucesso no grupo da terapia fotodindmica, sugerir que o
azul de toluidina ndo degradou as fibras coladgenas como o acido citrico e a0 mesmo
tempo e da forma oposta do que ocorreu com o EDTA, foi capaz de alterar
suficientemente a rugosidade da superficie dentaria e com isso, combinou os fatores
necessarios para o aumento de adesao e proliferacao celular.

Outro aspecto a ser considerado, e que difere o tratamento de superficie com
terapia fotodindmica dos outros grupos consiste no fato de que os fragmentos foram
imersos na solucdo de azul de toluidina enquanto que, nos outros grupos, O
condicionamento radicular foi realizado apenas na superficie do fragmento que seria
exposta ao cultivo celular. Apés a retirada dos fragmentos da solucédo de corante e
mesmo apods a irrigacdo com soro fisiolégico, os fragmentos tratados com terapia
fotodindmica se diferenciavam dos outros pela cor azul. Este fato nos levou a
especular se o corante ndo se impregnou mais profundamente na superficie dental
gue 0s outros agentes de condicionamento nos outros grupos de tratamento. Isso
pode ser de grande relevancia pois se sabe que as endotoxinas podem se infiltrar
profundamente na superficie dental. Seguindo essa linha de raciocinio, poderiamos
lancar a hipétese de que o azul de toluidina penetrou por entre os canaliculos
dentindrios e assim, impregnou as endotoxinas em seu interior. Um Estudo
laboratorial demonstrou que o azul de toluidina pode se aderir fortemente ao LPS
(USACHEVA; TEICHERT,; BIEL, 2003). Sabe-se que o LPS pode interferir na
resposta celular do tecido 6sseo (HAISHIMA et al., 2016). A partir das observacdes
de nossa pesquisa poderiamos lancar a hipotese de que a unido LPS-azul de
toluidina tornou o LPS inativo ou diminuiu sua ag¢ao de provocar dano celular e isso
poderia ter aumentado o crescimento celular do grupo tratado com terapia
fotodindmica em relagéo aos outros grupos.

O raciocinio contrario vale para os outros grupos pelo fato dos agentes de
condicionamento radicular terem sido aplicados na forma de gel, o que reduz
consideravelmente a penetragao dos produtos. Somos da opinido de que um agente
de condicionamento radicular que penetre e impregne profundamente a dentina
radicular poderia apresentar uma maior relevancia clinica no tratamento de raizes
acometidas pela doenca periodontal. Se ndo é possivel, clinicamente, realizar a
imersdo in vivo em paciente com dentes integros, é possivel a aplicacdo do corante

dentro da camara pulpar de dentes com tratamento endodéntico. Talvez
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esse procedimento, conjuntamente com a aplicacdo convencional sobre a superficie
radicular possa ser um auxiliar na desinfeccdo de dentes periodontalmente
comprometidos. Sugerimos que esta poderia ser uma boa area de especulacao para
pesquisas posteriores.

Nosso estudo foi laboratorial. Nao pretendiamos com a terapia fotodinamica,
realizar a desinfeccdo dos patégenos vivos na superficie radicular uma vez que os
fragmentos devem ser esterilizados antes da cultura de células para evitar
contaminacdo da cultura. Apesar disso, podera haver uma relevancia clinica para
seu uso em conformidade com os resultados de nossa pesquisa. Partindo do
principio que, teoricamente, o uso do fotossensitizador pode condicionar a superficie
radicular e estimular a proliferacdo de osteoblastos, isso pode ser de grande
importancia em tratamento regenerativos de lesdes ou bolsas infra- ésseas. Se é
verdade que outros agentes de condicionamento radicular poderiam de certa forma
cumprir a tarefa desmineralizacdo e exposicao das fibras colagenas e ligantes de
superficie, também é fato que nao teriam tanta eficacia como a terapia fotodinamica
na desinfeccdo de patdgenos vivos do local. A terapia fotodinamica poderia ser uma
alternativa mais viavel nesses casos pois abrangeria, concomitantemente, o

condicionamento radicular e uma melhor desinfecédo nessas areas de leséo.



7/-Conclusao






59

7-Concluséao

A terapia fotodindmica antimicrobiana, utilizada como agente de
condicionamento radicular apdés raspagem, favorece a proliferacdo de células de

granulacdo 6ssea humanas in vitro.
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