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Resumo

O objetivo do presente estudo foi comparar, por meio de microscopia eletronica
de varredura (MEV), a remocdo de smear layer de superficies radiculares de
dentes periodontalmente comprometidos apds aplicacao tépica de gel de EDTA a
24%, &cido fosforico a 37%, acido citrico a 30% e gel de cloridrato de tetraciclina
(50mg/ml). A partir de 135 dentes monorradiculares extraidos por
comprometimento periodontal, 270 blocos (5mm x 5mm) foram obtidos e
divididos aleatoriamente em 9 grupos: grupo controle, raspagem e alisamento
(RAR); Acido citrico a 30% (RAR + 1 e 3 minutos); Acido fosférico a 37% (RAR +
1 e 3 minutos); EDTA a 24% (RAR + 1 e 3 minutos) e Cloridrato de tetraciclina
50mg/ml (RAR + 1 e 3 minutos). Apds o tratamento, os espécimes foram
preparados para analise por MEV. As fotomicrografias foram avaliadas por meio
de um indice preconizado por Sampaio et al., que considerou o grau de remocao
de smear layer. Os dados foram analisados por meio dos testes de ANOVA
(p<0,05) e Games-Howell (p<0,05). Todos os agentes foram capazes de remover
a camada de smear layer e ndo houve diferencga significante entre a variacao de
tempo de 1 e 3 minutos para cada agente analisado (p>0,05). O acido fosforico
aplicado por 1 minuto promoveu maior remocao de smear layer, comparado aos
outros agentes (p<0,05).

Palavras-chave: Doenca periodontal; raspagem radicular; biomodificacéo

radicular; smear layer.



Introducéo

A instrumentagcdo e alisamento radicular com o uso de instrumentos
manuais promove a formacédo de smear layer sobre a superficie radicular (1-3).
Essa camada organica exerce efeito negativo sobre as células dos tecidos
periodontais, interferindo sobre a migragao e adesao celular, que s&o importantes
para a cicatrizagdo periodontal. Portanto, € possivel que se complemente o
tratamento mecéanico com agentes quimicos no intuito de melhorar a adeséo das
células do ligamento periodontal a superficie radicular (1,4). A implementacdo da
terapia quimica sobre a superficie radicular exposta a doenca periodontal pode
ser uma alternativa adjunta ao tratamento mecanico convencional e tem como
objetivo favorecer a estabilizacdo do coagulo nos estagios iniciais da cicatrizacao
periodontal, aumentando a adeséo de células sanguineas e de fibrina a superficie
da raiz (3,5,6). Os agentes de desmineralizacdo, quando aplicados sobre as
superficies radiculares, sdo capazes de remover o smear layer, eliminar
endotoxinas, promover a abertura dos tubulos dentinarios e expor a matriz de
colageno da dentina (2). Esta matriz de colageno induz a quimiotaxia, a migracao
e a fixacdo de importantes células envolvidas no processo de cicatrizagdo de
feridas e na formacdo de nova insercdo conjuntiva, contribuindo para a
regeneracao tecidual (3,5,6).

Diversos agentes tém sido estudados para uso conjunto ao tratamento
periodontal convencional de raspagem e alisamento radicular a fim de remover a
camada de smear layer e expdr os tubulos dentinarios. Dentre estes agentes
pode-se citar o acido citrico, o &cido etilenodiamino tetracético (EDTA), o
cloridrato de tetraciclina e o &cido fosfoérico (6,7).

O cloridrato de tetraciclina (pH 1,6) aplicado de forma tépica, € um
antibiético eficaz contra patégenos periodontais o qual pode permanecer sobre a
superficie da raiz e entédo liberado lentamente em sua forma ativa, mantendo sua
propriedade antimicrobiana durante pelo menos quatorze dias ap0s seu uso. Ele
pode agir com potencial para melhorar a cicatrizacdo e regeneracéo periodontal
como a desmineralizacdo da superficie radicular e a remocdo da camada smear
layer, estabilizagcdo do coagulo de fibrina, aumento da quimiotaxia, adesdo e
crescimento de fibroblastos na superficie da raiz, inibicdo de metaloproteinases e

aumento de fibronectina, que € uma glicoproteina da matriz extracelular (6—9).



O 4&cido citrico possui acdo bactericida e a desmineralizacdo que ele
promove sobre a dentina subjacente melhora a adesdo do tecido conjuntivo e
acelera a cementogénese (6-8), porém o baixo pH (pH 1) pode induzir efeitos
citotoxicos quando em contato com o tecido conjuntivo, o que pode retardar a
cicatrizagcdo do epitélio gengival (6,7,10).

O aumento no didmetro dos orificios dos tubulos dentinarios observado
apos tratamento da superficie radicular com o uso de acido citrico e cloridrato de
tetraciclina demonstrou que a exposicdo da matriz dentinaria da raiz permite a
formagdo de um coégulo de fibrina, considerado como fator importante para o
processo de cura, uma vez que favorece a adeséo de fibroblastos (2).

A solucéo de acido etilenodiamino tetracético (EDTA) apresenta pH neutro
(pH 7,0), é usada para remover seletivamente os componentes minerais da
superficie da dentina. Esta caracteristica ajuda a preservar as propriedades
estruturais e bioquimicas da matriz de dentina exposta, ndo interferindo com a
vitalidade do tecido circundante (7). A aplicacdo do gel de EDTA
subgengivalmente ap6s a raspagem e alisamento radicular ndo-cirirgico pode
remover a camada de smear layer e expor as fibras de colageno em dentes
humanos com periodontite (1).

O acido fosfdrico, com pH baixo (pH 1,94), tem sido amplamente utilizado
na Odontologia Restauradora para remocdo da camada de smear layer e
desmineralizacdo da dentina peritubular e intertubular. Por outro lado, ndo é
frequentemente utilizado na terapia periodontal (10). Diversas concentracdes de
acido fosforico mostraram ser eficazes na remocao da smear layer (11).

Portanto, o objetivo do presente estudo foi comparar, por meio de
microscopia eletrébnica de varredura (MEV), a remocdo de smear layer de
superficies radiculares de dentes periodontalmente comprometidos apdés
aplicagéo topica de gel de EDTA a 24%, acido fosforico a 37%, acido citrico a

30% e gel de cloridrato de tetraciclina (50mg/ml).

Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Pontificia
Universidade Catdélica do Parand (PUCPR) sob parecer numero 1.583.340.
(Anexo A)



Cento e trinta e cinco dentes monorradiculares provenientes do Banco de
Dentes da PUCPR, extraidos por comprometimento periodontal, foram usados no
estudo. ApoOs a extracao, os dentes foram mantidos em solucéo salina, a qual foi
trocada semanalmente por até 2 meses.

Foram utilizados fragmentos dentérios medindo aproximadamente 5 mm x
5 mm. Estes fragmentos foram obtidos com o0 uso do Disco Flex Diamantado (KG
Sorensen®, Barueri, SP, Brasil), fazendo-se dois cortes paralelos na superficie
radicular vestibular do dente: um na juncdo cemento-esmalte (separando a coroa
da raiz) e outro, 5 mm apicalmente (eliminando o apice radicular). Foi realizado
um corte longitudinal no sentido do canal radicular, separando os fragmentos
correspondentes as faces vestibular e lingual. Com isso, foram obtidos 2
fragmentos de cada dente. Os fragmentos foram apreendidos utilizando-se uma
pinca mosquito (Golgran®, S&o Caetano do Sul, SP, Brasil) permitindo assim o
procedimento de raspagem e alisamento radicular (RAR). Foram realizados 20
movimentos no sentido apico-cervical, utilizando cureta de Gracey 5-6 (Hu-
Friedy®, Chicago, IL, EUA) para remocdo do célculo e cemento, de forma a
promover a formacédo de smear layer sobre a superficie radicular. Em seguida, os
espécimes foram distribuidos aleatoriamente em 9 grupos. (Tabela 1) (Anexo B-

Metodologia)

Tabela 1: Distribuicdo dos grupos e tempo de observacgao

Grupos (n=30) Tratamento Tempo
Controle RAR

Acido Citrico 1 RAR + Acido Citrico 30% 1 minuto
Acido Citrico 3 RAR + Acido Citrico 30% 3 minutos
Acido Fosforico 1 RAR + Acido Fosforico 37% 1 minuto
Acido Fosforico 3 RAR + Acido Fosforico 37% 3 minutos
EDTA 1 RAR + EDTA 24% 1 minuto
EDTA 3 RAR + EDTA 24% 3 minutos
Cloridrato de Tetraciclinal RAR + Cloridrato de Tetraciclina 50mg/ml  1minuto
Cloridrato de Tetraciclina3 RAR + Cloridrato de Tetraciclina 50mg/ml 3 minutos

RAR: Raspagem e alisamento radicular, EDTA: &cido etilenodiamino tetracético



Apds o condicionamento quimico, com &cido citrico 30% (FarmaAtiva,
Fazenda Rio Grande, PR, Brazil), 4cido fosférico 37% (FGM®), EDTA (PrefGel®)
e cloridrato de tetraciclina (FarmaAtiva, Fazenda Rio Grande, PR, Brazil), o qual
foi realizado de forma passiva, todos os fragmentos foram lavados com 10 ml de
solugédo salina e mantidos em estufa a 37°C por 24 horas para secagem. Em
seguida, foram preparados para avaliagdo por meio de MEV.

Analise por microscopia eletrénica de varredura

O processamento para andlise por microscopia eletrénica de varredura
(Vega3/ Tescan®) foi realizado no Laboratério de Microscopia Eletronica do
CCEM - Centro de Caracterizacédo e Ensaios de Materiais da PUCPR.

As amostras de cada grupo foram posicionadas sobre o suporte porta
amostras do MEV (“stub”), ajustando-se o feixe de elétrons que incidiu
perpendicularmente a &rea central da amostra. Foi realizada impregnacao
metélica (Q150R ES/ Quorum®) com uma fina camada de ouro (20 a 30nm de
espessura), a fim de promover o aumento da condutividade da superficie das
amostras(12). Com as amostras preparadas, foram realizadas as fotomicrografias
por meio de MEV, obtidas com ampliagdo de 3500 vezes.

Um unico examinador, previamente calibrado usando método simples-
cego, analisou 15% das amostras em 2 tempos diferentes com intervalo de 20
dias. Em seguida, foi aplicado o teste de erro de Dahlberg, nos casos onde a
variancia do erro for maior que 8%, a mensuracao seria impropria. Observa-se
que o erro de Dahlberg foi de 5,11%, indicando que o avaliador reproduziu a
medida de forma confiavel (p > 0,05).

Para se determinar a remocao da smear layer, foi utilizado um modelo
baseado em escores, preconizado por Sampaio et al (13). (Figura 1)

e Escore 1: superficie radicular sem camada de smear layer com os
tubulos dentinarios completamente abertos, sem evidéncias de camada de smear
layer nos tubulos dentinarios.

e Escore 2: superficie radicular sem camada de smear layer com o0s
tubulos dentinarios completamente abertos, mas com alguma evidéncia de
camada de smear layer na entrada tubulos dentinarios.

e Escore 3: superficie radicular sem camada de smear layer com 0s

tubulos dentinarios parcialmente abertos.



e Escore 4: superficie radicular coberta por camada de smear layer
uniforme, com evidéncia de abertura dos tubulos dentinarios.

e Escore 5: superficie radicular coberta por camada de smear layer
uniforme, sem evidéncia de abertura dos tubulos dentinarios.

e Escore 6: superficie radicular coberta por camada de smear layer

irregular, com a presenca de sulcos e/ ou detritos dispersos.
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Figura 1: Exemplificacdo das fotomicrografias obtidas do proprio trabalho. (A)
Escore 1, (B) Escore 2, (C) Escore 3, (D) Escore 4, (E) Escore 5, (F) Escore 6.
(Ampliacéo 3500x)



Anélise estatistica

O grupo controle foi avaliado no tempo inicial e os grupos acido fosforico,
acido citrico, EDTA e cloridrato de tetraciclina foram avaliados nos tempos de 1 e
3 minutos. Em cada um dos grupos e para cada tempo foi aplicado o teste
ANOVA a 2 critérios (grupo e tempo) para avaliar se existia diferenca no escore
médio segundo grupo, tempo e na interagcdo grupo versus tempo. Quando
ANOVA indicou diferenca estatisticamente significante entre os tratamentos, a
comparacdo 2 a 2 foi feita utilizando o teste de comparagdes multiplas
paramétricas de Games-Howell para variancias heterogéneas, uma vez que o
teste de homogeneidade de variancias de Levene indicou variancias
heterogéneas entre grupo e entre tempo e na interagdo grupo versus tempo. O
nivel de significancia adotado em todos os testes foi de 5%.

Resultados

Foi possivel observar que o grupo controle mostrou maior escore
comparado aos demais grupos, independente de tempo e grupo (p<0,05). Dentro
de cada grupo que recebeu condicionamento acido, comparando o tempo de
aplicacdo do produto de 1 ou 3 minutos, ndo houve diferenca estatistica
significante (p>0,05).

O grupo no qual foi utilizado cloridrato de tetraciclina obteve os maiores
escores dentre todos os grupos tratados com agentes quimicos nos 2 tempos. A
diferenca foi estatisticamente significante (p< 0,05).

Considerando o tempo de aplicagcdo de 1 minuto, foi observado que o
acido fosforico obteve menor escore em relagdo ao &cido citrico, com diferenca
estatisticamente significante (p< 0,05). No entanto, comparado com o EDTA nao
houve diferenca (p>0,05).

Considerando o tempo de aplicacdo de 3 minutos, ndao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos acido fosférico, acido citrico e EDTA
(p>0,05).
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Tabela 2: Médias dos escores de cada grupo

T
Cloricrato de
Tetraciclina

Grupos (n=30) Tempo Média Escore
Controle 5,93
Acido Fosforico 1 minuto 3,16
Acido Fosforico 3 minutos 3,80
Acido Citrico 1 minuto 4,23
Acido Citrico 3 minutos 4,13
EDTA 1 minuto 3,80
EDTA 3 minutos 3,46
Cloridrato de Tetraciclina 1 minuto 5,26
Cloridrato de Tetraciclina 3 minutos 5,20

p<0,05



Discussao

Apesar da literatura relevante disponivel sobre o efeito desses agentes na
remogcdo da smear layer, o pequeno numero de estudos com metodologias
semelhantes, intervalos de tempo e concentracdes semelhantes limita a
possibilidade de se fazer comparac¢@es validas entre estes tratamentos (14).

O presente estudo foi realizado com o objetivo de avaliar os efeitos
biologicos de diferentes agentes quimicos utilizados para o condicionamento
radicular na terapia periodontal. Para tanto, foram escolhidas substancias ja
estudadas pela literatura, de facil acesso e baixo custo (3). Dentro do que se
pesquisou, ndo foram encontrados estudos na literatura que comparem EDTA,
acido citrico, acido fosférico e o cloridrato de tetraciclina nos tempos utilizados no
presente trabalho.

Foi observada no grupo controle (Figura 2), que recebeu apenas o
tratamento mecanico, a presenca de uma densa camada de smear layer
irregular, com sulcos visiveis e muitos detritos. O tratamento tradicional de
superficies radiculares patologicamente alteradas tem sido baseado na remocéao
mecénica de placa, calculo e cemento contaminado, produzindo uma camada de
smear layer de aproximadamente 2,15um de espessura, a qual esta intimamente
associada a superficie da raiz e pode removida apenas com o uso de agentes
desmineralizantes (8,15). A biomodificacdo radicular utilizando substancias
acidas ou agentes quelantes tem sido eficaz na remocao da camada de smear
layer e na exposi¢éo de fibras de colageno, contribuindo para a melhor qualidade

na reparacao tecidual (6).
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Figura 2: Exemplificacdo das fotomicrografias obtidas do proprio trabalho. Grupo

controle. (Ampliagao 3500x)

Ha estudos onde o &cido citrico e 0 EDTA foram aplicados por meio de
friccdo vigorosa e, com isso, levaram a uma desmineralizacdo excessiva e
consequente dissolugcdo da superficie dentaria, o que, ao contrario do que se
deseja, produziu uma camada extensa de smear layer (13,16,17). No presente
trabalho, cujo método de aplicacdo dos agentes foi feito de forma passiva, ndo
foram observadas areas hiperdesmineralizadas, uma vez que o0s tubulos
dentinarios estavam bem expostos. Portanto, a forma de aplicagdo passiva, na
qual o agente quimico é apenas aplicado e mantido em contato com a superficie
da raiz pelo tempo determinado, pode ser indicada com seguranca.

A remocdo da smear layer e a desobstrucdo dos tubulos dentinarios foi
mais eficaz quando se utilizou o acido fosférico a 37% e o EDTA a 24%, seguida
pelo &cido citrico e o cloridrato de tetraciclina. O acido fosférico pode ser uma
alternativa viavel para a descontaminacao da superficie radicular, por este motivo
optou-se pelo seu uso. Estes resultados corroboram os de outros trabalhos, onde
se relatou que a remocéo da smear layer foi mais eficaz quando comparado com
outras concentracdes como 5%, 6%, 7%, 32%, pois estimulou a maior extracao
de ion de calcio da dentina (11,14,18). No entanto, este mesmos autores relatam
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que a utilizacdo de acido fosférico em altas concentracdes, pode ter efeito
citotéxico (11,14,18). Com isso, em procedimentos clinicos, deve-se ter cuidado
ao aplica-lo sobre as raizes, de forma a evitar a0 maximo seu contato com 0s
tecidos adjacentes.

Neste trabalho, o grupo cloridrato de tetraciclina, aplicado tanto em 1
quanto em 3 minutos, na concentracdo de 50mg/ml foi o que mostrou o maior
escore dentre todos 0s agentes. Foi observada a presenca de grande quantidade
de residuos do produto os quais permaneceram mesmo apos a lavagem e, por
este motivo, 0s tubulos dentinarios mostraram-se obliterados. No entanto, um
estudo de Nagata et al.(19) relatou que o condicionamento radicular com 10
mg/ml de cloridrato de tetraciclina durante 4 minutos resultou na remocéo de
smear layer, abertura dos tubulos dentinérios e exposicdo de fibrilas de colageno.
Estas diferencas podem estar relacionadas a fatores como a concentragcédo, modo
de aplicacdo e duracdo do periodo de condicionamento (9,19). Contudo, ha
evidéncias de que concentracbes elevadas de tetraciclina sobre os tecidos
podem prejudicar os estagios iniciais da cicatrizacdo de feridas, impedindo a
formacao de nova inserg&o conjuntiva (19,20).

Neste trabalho, a aplicacdo dos agentes condicionantes no tempo de 1
minuto, mostrou que o &cido fosférico teve um melhor comportamento na
remocdo da smear layer, comparado com o acido citrico (p< 0,05), porém nao
diferiu quando comparado com o EDTA (p>0,05). O comportamento do EDTA
sobre as raizes condicionadas neste estudo concorda com outro trabalho, onde a
aplicacdo de EDTA foi eficaz na remogéo de smear layer apés aplicacéo por 1
minuto, e ndo foram observados sinais de eroséo dentinaria(11).

No presente estudo notou-se que para todos os agentes condicionantes
individualmente, ndo houve diferenca significante entre a variacdo de tempo de 1
e 3 minutos. Com isso, considerando-se a otimizagdo do tempo em ambiente
clinico, sugere-se a utilizacdo do tempo de 1 minuto. A escolha pelo &cido
fosforico a 37% deve considerar a importancia de se evitar o contato do mesmo
com os tecidos circundantes

E de extrema importancia que os efeitos da biomodificacdo radicular
continuem a ser investigados, a fim de se avaliar a viabilidade clinica aliada a
resultados que venham a contribuir para uma melhor adeséo celular sobre raizes

de dentes tratados periodontalmente e, se possivel, para a regeneracao tecidual.
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Conclusao

De acordo com os resultados do presente estudo, pode-se concluir que

todos os agentes utilizados foram capazes de remover a camada de smear layer.

N&o houve diferenca significante entre os tempos de aplicagdo (1 e 3 minutos)

para cada agente analisado.
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Artigo em Inglés
Summary

The objective of the present study was to compare, by scanning electron
microscopy (SEM), the removal of smear layer from root surfaces of periodontal
impaired teeth after topical application of 24% EDTA gel, 37% phosphoric acid,
citric acid to 30% and tetracycline hydrochloride gel (50mg / ml). From 135
monoradicular teeth extracted by periodontal involvement, 270 blocks (5mm X
5mm) were obtained and randomly divided into 9 groups: control group, scaling
and smoothing (SRP); 30% citric acid (SRP + 1 and 3 minutes); 37% phosphoric
acid (SRP + 1 and 3 minutes); 24% EDTA (SRP + 1 and 3 minutes) and
tetracycline hydrochloride 50mg / ml (SRP +1 and 3 minutes). After treatment, the
specimens were prepare for SEM analysis. The photomicrographs were evaluate
by means of an Sampaio et al. index that considered the degree of removal of
smear layer. Data was analyze using the ANOVA (p<0,05) and Games-Howell
(p<0,05) tests. All the agents were able to remove the smear layer and there was
no significant difference between the time variation of 1 and 3 minutes for each
agent analyzed (p> 0.05). Phosphoric acid applied for 1 minute promoted greater
removal of smear layer, compared to other agents (p <0.05).

Keywords: Periodontal disease; Root scaling; Root biomodification; Smear

layer.
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Introduction

The instrumentation and root planing with the use of manual instruments
promotes smear layer formation on the root surface (1-3). This organic layer
exerts a negative effect on the cells of the periodontal tissues, interfering on the
cell migration and adhesion, which are important for the periodontal healing.
Therefore, it is possible to complement the mechanical treatment with chemical
agents in order to improve the adhesion of the cells of the periodontal ligament to
the radicular surface (1,4). The implementation of chemical therapy with the use
of chemical substances on the root surface exposed to periodontal disease may
be an alternative to the conventional mechanical treatment and aims to promote
the stabilization of the clot in the early stages of periodontal healing, increasing
the adhesion of blood cells And fibrin on the root surface (3,5,6). The
demineralization agents, when applied on the root surfaces, are able to remove
the smear layer, eliminate endotoxins, promote the opening of the dentinal tubules
and expose the dentin collagen matrix (2). This collagen matrix induces the
chemotaxis, migration and fixation of important cells involved in the wound healing
process and the formation of new conjunctive insertion, contributing to tissue
regeneration (3,5,6).

Several agents have been studied for joint use in conventional
periodontal treatment of scaling and root planing in order to remove the smear
layer and expose the dentinal tubules. These agents include citric acid,
ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA), tetracycline hydrochloride and
phosphoric acid (6,7).

Tetracycline hydrochloride (pH 1.6) applied topically is an effective
antibiotic against periodontal pathogens which can remain on the root surface and
then released slowly into its active form, maintaining its antimicrobial property for
at least fourteen days after its use. It may act with potential to improve healing
and periodontal regeneration such as demineralization of the root surface and
removal of the smear layer, stabilization of the fibrin clot, increased chemotaxis,
adhesion and growth of fibroblasts on the root surface, inhibition of
metalloproteinases and fibronectin, which is an extracellular matrix glycoprotein.
(6-9)
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Citric acid has a bactericidal action and the demineralization that it
promotes on the underlying dentin improves connective tissue adhesion and
accelerates cementogenesis (6-8), but low pH (pH 1) may induce cytotoxic effects
when in contact with connective tissue, which may delay the healing of the
gingival epithelium (6,7,10).

The increase in the diameter of the holes of the dentinal tubules observed
after treatment of the root surface with the use of citric acid and tetracycline
hydrochloride showed that the exposure of the dentinal matrix of the root allows
the formation of a fibrin clot, considered as important factor for the process of
cure, since it favors adhesion of fibroblasts (2).

The solution of ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) which presents
neutral pH (pH 7.0), used to selectively remove the mineral components from the
surface of the dentin. This feature helps to preserve the structural and
biochemical properties of the exposed dentin matrix, not interfering with the vitality
of the surrounding tissue (7). Applying EDTA gel subgengivally after scaling and
non-surgical root planing can remove the smear layer and expose the collagen
fibers in human teeth with periodontitis (1).

Phosphoric acid, with low pH (pH 1.94), has been widely used in
restorative dentistry to remove the smear layer and demineralize peritubular and
intertubular dentin. On the other hand, it is not frequently used in periodontal
therapy (10). Several concentrations of phosphoric acid have been shown to be
effective in removing the smear layer (11).

Therefore, the objective of the present study was to compare, by
scanning electron microscopy (SEM), the removal of smear layer from root
surfaces of periodontally impaired teeth after topical application of 24% EDTA gel,
37% phosphoric acid, 30% citric acid and tetracycline hydrochloride gel (50mg /

ml)

Materials and methods

This study was approve by the Research Ethics Committee of the
Pontifical Catholic University of Parana (PUCPR) under opinion number
1,583,340. (Annex A)
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One hundred and thirty-five monoradicular teeth from the PUCPR's Teeth
Bank, extracted by periodontal compromise, were use in the study. After
extraction, the teeth were keep in saline solution, which was change weekly for up
to 2 months.

Dental fragments measuring approximately 5 mm x 5 mm were use.
These fragments were obtained with the use of Diamond Flexed Disc (KG
Sorensen®, Barueri, SP, Brazil), making two parallel cuts on the vestibular root
surface of the tooth: one at the cementum-enamel junction (separating the crown
from the root) and Another, 5 mm apically (eliminating the root apex). A
longitudinal cut was make in the direction of the root canal, separating the
fragments corresponding to the buccal and lingual surfaces. Two fragments of
each tooth were obtain. The fragments were seized using a mosquito forceps
(Golgran®, Séao Caetano do Sul, SP, Brazil), thus allowing the scaling and root
planing (SRP) procedure. Twenty movements were perform in the apico-cervical
direction, using Gracey's curette 5-6 (Hu-Friedy®, Chicago, IL, USA) to remove
the stone and cement, in order to promote smear layer formation on the root

surface. Then, the specimens were randomized into 9 groups. (Table 1)

Tablel: Distributiom of groups and observation time

Groups (n=30) Treatment Time
Control SRP

Citric Acid 1 SRP + Citric Acid 30% Iminute
Citric Acid 3 SRP + Citric Acid 30% 3 minutes
Phosphoric Acid 1 SRP + Phosphoric Acid 37% 1 minute
Phosphoric Acid 3 SRP + Phosphoric Acid 37% 3 minutes
EDTA 1 SRP + EDTA 24% 1 minute
EDTA 3 SRP + EDTA 24% 3 minutes

Tetracycline Hydrochloride 1 SRP + Tetracycline Hydrochloride 50mg/ml 1 minute
Tetracycline Hydrochloride 3 SRP + Tetracycline Hydrochloride 50mg/ml 3 minutes

SRP: scaling and root planing,EDTA: ethylenediamine tetraacetic acid

After the chemical conditioning, with citric acid 30% (FarmaAtiva, Fazenda
Rio Grande, PR, Brazil), phosphoric acid 37% (FGM®), EDTA (PrefGel® and
tetracycline hydrochloride (FarmaAtiva, Fazenda Rio Grande, PR, Brazil), which
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was carried out passively, all the fragments were washed with 10 ml of saline
solution and kept in an oven at 37 ° C for 24 hours for drying. They were then

prepared for evaluation by means of MEV.

Scanning electron microscopy analysis

The scanning electron microscopy (Vega3 / Tescan®) processing was
carry out at the Electronic Microscopy Laboratory of the CCEM - Materials
Characterization and Testing Center of PUCPR.

The samples of each group were position on the sample holder of the
SEM ("stub"), adjusting the electron beam that was perpendicular to the central
area of the sample. Metal impregnation (Q150R ES / Quorum®) was perform with
a thin layer of gold (20 to 30 nm thick) in order to increase the surface conductivity
of the samples. With the samples prepared, the photomicrographs were to do by
means of SEM, obtained with a magnification of 3500 times.

A single examiner, previously calibrated using a single-blind method,
analyzed 15% of samples at 2 different times with a 20 day interval. Then, the
Dahlberg error test was applie, in cases where the error variance was greater
than 8%, the measurement would be inappropried. It is observed that Dahlberg’s
error was 5.11%, indicating that the evaluator reproduced the measure reliably
(p> 0.05).

In order to determine the removal of the smear layer, a model based on
scores was use, as recommended by Sampaio et al. (12). (Figure 1)
 Score 1: root surface without smear layer with the dentin tubules completely
open, with no evidence of a layer of smear layer in the dentin tubules.
 Score 2: root surface without smear layer with the dentin tubules completely
open, but with some evidence of a layer of smear layer at the entrance of dentinal
tubules.

» Score 3: root surface without smear layer with partially opened dentinal tubules.
* Score 4: root surface covered by a layer of uniform smear layer, with evidence of
opening of the dentinal tubules.

» Score 5: root surface covered by layer of uniform smear layer, with no evidence
of opening of dentinal tubules.

* Score 6: root surface covered by layer of irregular smear layer, with the

presence of furrows and / or scattered debris.
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Figure 1. Exemplification of the photomicrographs obtained from the work
itself. (A) Score 1, (B) Score 2, (C) Score 3, (D) Score 4, (E) Score 5, (F) Score 6.

(Magnification 3500x)
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Statistical analysis

The control group was evaluate at the initial time and the groups
phosphoric acid, citric acid, EDTA and tetracycline hydrochloride were evaluated
at the time of 1 and 3 minutes. In each of the groups and for each time the
ANOVA test was applied to 2 criteria (group and time) to evaluate if there was
difference in the mean score according to group, time and group interaction
versus time. When ANOVA indicated a statistically significant difference between
treatments, comparison 2 to 2 was made using Games-Howell's multiple
parametric comparison test for heterogeneous variances, since the Levene
variance homogeneity test indicated heterogeneous variances between group and
between Time and group interaction versus time. The level of significance

adopted in all tests was 5%.

Results

It was observed that the control group showed a higher score compared
to the other groups, independent of time and group (p <0.05). Within each group
that received acid conditioning, comparing the time of application of the product of
1 or 3 minutes, there was no significant statistical difference (p> 0.05).

The group in which tetracycline hydrochloride was used had the highest
scores among all groups treated with chemical agents in the 2 times. The
difference was statistically significant (p <0.05).

Considering the time of application of 1 minute, it was observed that
phosphoric acid obtained a lower score in relation to citric acid, with a statistically
significant difference (p <0.05). However, compared with EDTA, there was no
difference (p> 0.05).

Considering the time of application of 3 minutes, there was no statistically
significant difference between the groups phosphoric acid, citric acid and EDTA
(p> 0.05).
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Discussion

Despite the relevant literature on the effect of these agents on smear layer
removal, the small number of studies with similar methodologies, time intervals,
and similar concentrations limits the possibility of making valid comparisons
between these treatments (13).

The present study was carried out with the objective of evaluating the
biological effects of different chemical agents used for root conditioning in
periodontal therapy. For this purpose, substances already studied in the literature
were chosen, with easy access and low cost (3). In this study, no studies were
found in the literature comparing EDTA, citric acid, phosphoric acid and
tetracycline hydrochloride at the times used in the present study.

It was observed in the control group, which received only the mechanical
treatment, the presence of a dense layer of irregular smear layer, with visible

furrows and many debris. The traditional treatment of pathologically altered root
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surfaces has been based on the mechanical removal of plaque, calculus and
contaminated cement, producing a smear layer of approximately 2.15um thick,
which is closely associated with the surface of the root and can be removed only
with The use of demineralizing agents (8,14). Root biomodification using
substances acid or chelating agents has been effective in removing the smear
layer and exposing collagen fibers, contributing to the better quality of tissue
repair (6).

There are studies where citric acid and EDTA were applied by means of
vigorous friction and, with this, led to an excessive demineralization and
consequent dissolution of the dental surface, which, contrary to what is desired,
produced an extensive layer of smear layer (12,15,16). In the present study,
which method of application of the agents was done passively, no
hyperdensalised areas were observed, since the dentinal tubules were well
exposed. Therefore, the passive application form, in which the chemical agent is
only applied and maintained in contact with the surface of the root for the given
time, can be safely indicated.

Removal of the smear layer and the unblocking of the dentinal tubules
were more effective when using 37% phosphoric acid and 24% EDTA, followed by
citric acid and tetracycline hydrochloride. Phosphoric acid may be a viable
alternative for the decontamination of the root surface, for this reason it was
chosen for its use. These results corroborate those of other studies, where it was
reported that the removal of smear layer was more effective when compared to
other concentrations such as 5%, 6%, 7%, 32%, as it stimulated the greater
extraction of calcium ion from the dentin (11,13,17). However, these same authors
report that the use of phosphoric acid in high concentrations may have a cytotoxic
effect (11,13,17). Therefore, in clinical procedures, care must be taken when
apply it on the roots, in order to avoid to the maximum its contact with the
adjacent tissues.

In this study, the tetracycline hydrochloride group, applied in 1 and 3
minutes at a concentration of 50mg / ml was the one that showed the highest
score among all the agents. The presence of large amounts of residues of the
product were observe, which remained even after washing and, for this reason,
the dentinal tubules were obliterate. However, a study by Nagata et al. (18)

reported that root conditioning with 10 mg / ml of tetracycline hydrochloride for 4
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minutes resulted in the removal of smear layer, opening of dentinal tubules and
exposure of collagen fibrils. These differences may be related to factors such as
concentration, mode of application and duration of the conditioning period (9,18).
However, there is evidence that high concentrations of tetracycline on tissues may
impair the initial stages of wound healing, preventing the formation of new
conjunctival insertion (18,19).

In this work, the application of the conditioning agents in the time of 1
minute, showed that the phosphoric acid had a better behavior in the removal of
the smear layer, compared to the citric acid (p <0.05), but did not differ when
compared to the EDTA (p> 0.05). The behavior of the EDTA on the conditioned
roots in this study agrees with another work, where the application of EDTA was
effective in the removal of smear layer after application for 1 minute, and no signs
of dentin erosion were observe (11).

In the present study it was noticed that for all the conditioning agents
individually, there was no significant difference between the time variation of 1
and 3 minutes. Thus, considering the optimization of the time in clinical
environment, it is suggested to use the time of 1 minute. The choice of 37%
phosphoric acid should consider the importance of avoiding contact with the
surrounding tissues.

It is of extreme importance that the effects of root biomodification
continue to be investigated in order to evaluate the clinical feasibility associated
with results that contribute to a better cell adhesion on roots of teeth treated
periodontally and, if possible, for tissue regeneration. According to the results of
the present study, it can be concluded that all the agents used were able to
remove the layer of smear layer. There was no significant difference between

application times (1 and 3 minutes) for each agent analyzed.
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damina tetracdtico [EDTA), Acido fosfarico, Ackdo ciirico & iracicing sobre rabres de dentes humanos
perodontaimente comprometidos.

Objetvo Secundario: Avalar a Infisfncla do termpo de aplicaco destas substAndas na remopio do smear
|aymr.

Avallagdo doc Fieoot & Benaflolos:
Fiscos & benefickas foram adegusdaments apresentados, astando =m Soonds com a Res. CHE

Endarsgn:  Mum imecudscis Conosglic 1158

Bwmlro:  Fredo 'Weitc CEP: aoaresm
P PR Menicipic:  CURITIEA
Talfona: (41 (512103 Fax: (HIAT-2102 [P P —
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g o Peeuads ASSOCIACAO PARANAENSE mo
b, =l DE CULTURA - PUCFR W

Ceatirasscis da Pk 1 S0 180

455H 2

Comaniirios & Concldsragiec cobre 3 Pecguica:

Frojetn de pesguisa wsard dentes do banon de dentes da FUC, apresentando metodologls &m corsondnda
com o5 objefivos proposios & estando em acondo com @ Res. CHE 45501 2. Entretanto, no apresendou o
fermo de aulorizacio para wso dos denles do Banco de Denbes da PLIC.

Conclderagbec cobre ot Termos de aprecentagdo obrigataria:

Termo de aulnrizachs do banco de denbes fol apresenisdo, agor. Fol apresentado, ainda, wm i=mmo de
conhecienio Tefio peio pesguisador principal, onde Consta gue 0 mesma t=m conhecmenio gue: o Banco
de Denfes da PLC ndo fard nenhum ratamento nos dendes a serem ulizados, bem como gue odo o eshudo
s& reallrard mo labomabicio de Téamkca Opseraidra da Escola de CiEndas da Wida

F-comandapbac:

Mo hd recomendagfies.

Concluebec ou Penddnclac o Licia de Inadequaghec:
Frojebr 258 am plena consonincis oom & Res. CHS 45612,

Conclderagbec Finale a artbdric do CEP:

Lembramaos &0s Senhores pesguisadores gue, no cumprimenhs da Reschaclo 46612, o Comibt de Etica em
Fesguisa (CEP) deverd receber relaidrics anuals sobre o andamenio 4o eshudo, bem COMO 3 QuakpuEr
tempo = Criério 00 PEsquiSAdor RoS CASOS 0f neEvAnCa, akkm oo envio dos. Feaios. de svenins adversos,
Fara conhecimenio deste Comi2. Eal=ntamos ainda, a necessidade d= relabirio completo 50 Al do
eshudo.

Exentuals modficacles ou emendas a0 protccoio devem serapnesenidas ao CEFPUCER de forma dara e
sudnta, Kenificando & pare do prolocoio 3 ser modificado & a5 suas ustiotvas,

e a pesguisa, ou parke dela for resilzyds em curas InsStuigles, cabe 3o pesquisador ndo InicldHa antes de
receter a autorizac o formal para 3 sua realzaciic. O documents gue autortza o Inide da pesgulsa deve ser
carimbado = assinado peio responsavel da instiulglo = deve ser manbdo &m poder do pesquisador
responsivel, podendo s=r requerido por esie CEF em gualguer tempo.

Ecte parecer fol slaborado baceado rob documanios abatos relaclonadon:

Erxclareps: s imecdsds Conosiglio 1158

Badrro:  Fredo 'Welinc CEF: ao2rsam
ur- M Hunicipio: CLURITEA
Taleforar (4] @2F1-2103 Fas: (#10371-2102 E-mnail: ~spffpucpr b

g I i £
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© | wim Pasiqeia da ASSGC'AI:;,E_G PARAMAEMNSE (13
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Tipo DoDurmenio Arguive Fustage Augor Shuacio
Infnrr'ﬂ-;-l!-: Bisicas FHJHFDM;EE&_&*EIM&_DG_F‘ F1OET0E Aoehg
do Projein ROJET S BETTI2E.nadl 213313
I}Etm;h-:le BAMCO1 Ipg NST01E | Allne da ks ducaie| Aceiio
Manuseio Mak=nal i e |
Blolagicn I
Blorepasibinio /

Blobanico

D-h:lﬂ?pl-:-de BANCO pg F1NST01E | Allne da mobs decaie|  Acedio

Manuseio Maberial 211713

Blolagicn I

Blorepasibinio /

B lokarico

Foiha de Rosio assiDecanoll| pdf 14042016 | Aline da ks ducxie| Acsdio
Sosq=T

Projein Deaiesds ! | projetoat docy 13047018 | Allne da mobs decaie|  Acedio

Brschura [0 ot ]

Inyesigador

2l do Farsoer:

ADrOvEIo

MeoeccHha &preciagdo da COMER:

Hio

CURITIEA, 09 de Junho de 2016

Sgcinado por:
MANE SKEL FILHD
(Enordenador]
Erdarepo:  Mum imeccisds Conosglio 11558
Badrre: Pracda 'veltc CEP: poagm
ur- M HMenkcipic: CLUETEA
Talslona: (41 B3 -2102 Fas: @O0 Emall: sspfpucpr by
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Anexo B- Metodologia Complementar

(G) Disco Flex Diamantado (KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil), (H) Corte
Juncédo cemento-esmalte, eliminando a coroa, (I) Corte 5mm abaixo, eliminando
porcao apical, (J) Esquema corte A e corte B, (K) Corte longo eixo dividindo a
vestibular e lingual/palatina, (L) Fragmento com Cloridrato de Tetraciclina
50mg/ml, (M) Fragmento com Acido fosférico 37% (N) Fragmentos ja lavados
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preparados para secagem em estufa, (O) Fragmentos metalizados,prontos para

avaliacdo no MEV.

Analise Estatistica

Variavel
Dependente:
Games-Howell

Escore

Intervalo de Confianca

95%
Diferenca Erro Limite Limite
(1) Grupo média (I-J) Padrdo Valor p inferior superior
Controle Acido Fosférico 2 45000° 16856 0,000 1.9777 29223
Acido Citrico 175000 | 11222| o ooo0|  14367|  2,0683
EDTA 230000 13605 ooo0| @ 19194|  2,6806
?'e‘t’rrf(;imge 70000'| 11924 (o000 3669 | 1,031
Acido Fosforico Controle 2.45000° 16856 0.0000 2.9223 1.9777
Acido Citrico 70000 19161( (oo | 12324 1676
EDTA 15000 20847| 400 -7225 4225
$'e?rrf£fﬁ]ge -1,75000" 19580| (o000 | 22936 |  -1,2064
Acido Citrico Controle 75000 11222| oo |  -2,0633|  -14367
Acido Fosfdrico 70000'| 19161 | (oo 1676|  1,2324
EDTA 55000'| 16375 | () ooo 0960 |  1,0040
Clondrato de -1,05000'| 15006 | oo0q| L4658 6342
EDTA Controle -2,30000" 13605 (00g| 26806  -1,0194
Acido Fosfdrico 15000 20647 | (g0 -4225 7225
Acido Citrico -55000'| 16375 (oo | -1,0040 0960
%‘:{f&i}%ge -1,60000" 16863 | (009| -20673|  -1.1327
%‘:{;’éi}ﬁlge Controle S70000'| 11924 (oo -1,0331 3669
Acido Fosforico 1,75000° 19580 | 100 1,2064 2,2936
Acido Citrico 1,05000'| 1506|000 6342 |  1,4658
EDTA 1,60000°| 16863 o oo00| 11327|  2,0673

*. A diferenca média € significativa no nivel 0.05.

31



5,207
5 B0
5 40—
L 5po
o
[+ ]
n
18]
¢ 4607
el
=
3 4,20
3,80
3,407
3,00
J . T L T T
Controle Acido Fosfarico Acido Chrico EDTA Cloridrato de
Tetraciclina
Grupo
Variavel dependente: Escore
Games-Howell
Intervalo de Confianca 95%
Diferenca Limite
(I) Tempo média (I-J) Erro Padréo Valor p Limite inferior superior
Inicial 1 minuto *
1,81667 ,11864 0,0000 1,5357 2,0976
3 minutos *
1,78333 ,11951 0,0000 1,5004 2,0663
1 minuto Inicial *
-1,81667 ,11864 0,0000 -2,0976 -1,5357
3 minutos
-,03333 ,15513 0.9749 -,3992 ,3325
3 minutos Inicial .
-1,78333 ,11951 0,0000 -2,0663 -1,5004
1 minuto
,03333 ,15513 0.9749 -,3325 ,3992

*. A diferenca média é significativa no nivel 0.05.
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Variavel dependente:
Games-Howell

Escore

Intervalo de Confianca 95%

Diferenca Limite Limite
(1) Grupo x Tempo média (I-J) | Erro Padréo Valor p inferior superior
Controle / Inicial ?ﬂﬁ]?];osférico / 276667 21980 0.0000 2.0359 3,4974
Am‘i:;‘t‘:ozosmrico /3 2,13333" 23651 0.0000 1,3464 2,9203
Acido Citrico / 1minuto 1,70000' 18331 0.0000 1,022 2,3078
ﬁ?;‘fj‘:oiitr"co /3 1,80000° SELELY I, 1,4260 2,1740
EDTA/ 1minuto 2,13333" ,12066 0.0000 1,7372 2,5295
EDTA /3 minutos 2,46667" 23325 0.0000 1,6907 3,2426
'Ic':tle?rr;adcri?:mgs 1minuto '66667* 16517 0,0079 1201 12133
,ikl:]i;jnou;osférico / Controle / Inicial -2.76667" 21080 0.0000 -3,4974 -2,0359
ﬁ?ﬁ;"smrico /3 63333 31617 o care 11,6522 3855
Acido Citrico / 1minuto 1.06667" 27861 0.0052 11,9655 1678
ﬁ?mo?trico I3 96667 23885 (e 11,7474 1859
EDTA/ 1minuto 63333 24204 (o000 11,4230 1563
EDTA/3 minutos 30000 31373 gggs 11,3109 7109
' %lact)rrfcruim\g? 3minutos | 203838 264721 5 0000 ~2,8894 L1772
,rél;(i::]c:]ct)OFSosférico /3 Controle / Inicial 213333 23651 0.0000 -2,9203 11,3464
ﬁ;‘ﬁ%g osforico / 63333 31617 care 3855 1,6522
Acido Citrico / 1minuto 43333 20197 0.8579 13764 5008
ﬁ?ﬁoii""co /3 -,33333 25431 0.9222 -1,1664 ,4998
EDTA/ 1minuto 0,00000 25731 10000 8413 8413
EDTA/3 minutos 33333 32566 0.9820 -,7158 1,3825
) ?'e?rrfcﬁim? 3 minutos -1,40000 27875 0,0002 -2,3031 -4969
Acido Citrico / Iminuto  Controle / Inicial _1170000* 18331 0.0000 -2.3078 41,0022
’fﬁ{%ﬂ; osforico / 1,06667" 27861 0.0092 1678 1,9655
ﬁ?ﬁ‘:ozosm”co I3 43333 29197 (oo 5008 1,3764
ﬁ?ﬁgmco I3 ,10000 20576 0.9999 -,5689 7689
EDTA/1minuto 43333 20945 0.5054 2463 1,1130
EDTA/ 3 minutos 76667 28934 0,1906 - 1677 1,7010
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Cloridrato de

Tetrgciclina/ 1minuto -1,03333’ 23789 0,0018 -1,8001 -12666
] %ct)rrfcriii%g? 3 minutos 196667 23530 0,0038 1,7283 2081
,r?‘l(i:ﬁ(:o(’lsitrico /3 Controle / Inicial -1,80000" 11414 0.0000 -2.1740 -1,4260
fﬂﬁ%g osforico / 96667 23885 0.0061 ,1859 1,7474
ﬁ‘i’;]‘:ft’ozosm”co /3 33333 25431 0.9222 4998 1,1664
Acido Citrico / 1minuto - 10000 20576 0.9999 7689 5689
EDTA/1minuto 33333 15263 0.4205 1585 8251
EDTA /3 minutos 66667 25128 o0 1562 1,4895
%?rrféim? 1minuto -1,13338" 18978 0,0000 -1,7484 -5183
?'e?ﬁféiﬁgi 3minutos | 106667 18652 0,0000 -1,6708 ~4626
EDTA / 1minuto Controle / Inicial 213333 12066 0.0000 -2.5295 -1,7372
?ﬁ:ﬂﬁ,; osforico / 63333 24204 (o000 1563 1,4230
ﬁ‘i’:i‘zozos‘(é”co I3 0,00000 25731 10000 8413 8413
Acido Citrico / 1minuto 43333 20945 0.5054 11,1130 2463
ﬁ?;%?oiitrico /3 -33333 15263 o 400 8251 1585
EDTA /3 minutos 33333 25831 (oo 4978 1,1645
%l-:grrfcru?:m:? 1minuto 146667 19377 0,0000 -2,0937 -8397
?'e?ﬁfcﬁifﬁlge/ 3minutos | 140000 190581 5 0000 ~2,0163 - 1837
EDTA / 3 minutos Controle / Inicial -2,46667* 23325 0.0000 -3.2426 -1,6907
?ﬁ}'ﬂﬁjg osforico / ;30000 31373|  (gaes 7109 1,3109
ﬁ?ﬁg’smrico /3 -,33333 32566 0.9820 -1,3825 7158
Acido Citrico / Iminuto 76667 28934 0.1906 11,7010 1677
ﬁ‘i’;‘t‘:o?”"co I3 66667 25128 (g0 11,4895 1562
EDTA/1minuto -,33333 25431 0.9225 -1,1645 4978
’fﬁq‘ﬁ%g osforico / 2,10000" 26703 0.0000 1,2369 2,9631
ﬁ?:]‘fﬁozosm”co I3 1,46667" 28094 ooo 5570 2,3763
Acido Citrico / 1minuto 1,03333° 23789 0.0018 2666 1,8001
ﬁ‘i’;‘t‘t’oiit”'co /3 1,13333" 18978 o o0 5183 1,7484
EDTA/ 1minuto 1,46667" 19377 oo 8397 2,0937
EDTA / 3 minutos 1,80000° 27820 0,0000 8995 2,7005
Cloridrato de ,06667 ,22145 -,6468 , 7801
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Tetraciclina / 3 minutos 1,0000
Cloridrato de Controle / Inicial *
Tetraciclina / 3 minutos -,73333 16141 0,0019 -1,2673 -1994
Acido Fosférico / -
1minuto 2,03333 ,26472 0,0000 1,1772 2,8894
Acido Fosférico / 3 «
minutos 1,40000 27875 0.0002 ,4969 2,3031
Acido Citrico / Iminuto -
,96667 ,23530 0,0038 ,2081 1,7253
Acido Citrico / 3 «
minutos 1,06667 ,18652 0,0000 ,4626 1,6708
EDTA / 1minuto *
1,40000 ,19058 0,0000 , 7837 2,0163
EDTA / 3 minutos *
1,73333 , 27599 0,0000 ,8395 2,6272
Cloridrato de
Tetraciclina / 1minuto -06667 22145 1,0000 - 7801 6468
*. A diferenca média é significativa no nivel 0.05.
T
8.20- empo
T Inicial
% [ 1 minuto
5 80 I 3 minutos
5 40
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