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RESUMO



Resumo

Ishi EP. Eficécia do cloridrato de tetraciclina na remocéo de smear layer e
na exposicdo de colageno da matriz dentindria [Tese de Doutorado].
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2007.

Resumo

A remocdo da smear layer e a exposi¢cdo da matriz coldgena da dentina
de superficies radiculares desprovidas de sua inser¢do conjuntiva tem o
potencial de auxiliar o tratamento e/ou a regeneracdo periodontal. O
objetivo deste estudo in vitro foi avaliar, por meio de microscopia
eletrbnica de varredura, a remogdo da smear layer e a exposicao da
matriz colagena da dentina produzidas pela aplicacdo de cloridrato de
tetraciclina (TTC-HCI). O cemento radicular das amostras foi removido
com fresas diamantadas, processo seguido de raspagem e alisamento
radicular com cureta. As 450 amostras foram divididas em 10 grupos:
controle (soro fisioloégico) e os que compreendiam a aplicacdo de TTC-
HCl nas concentragbes: 10mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml,
100mg/ml, 125mg/ml, 150mg/ml, 200mg/ml e 250mg/ml. Todos os grupos
receberam essa aplicacdo de diferentes formas (passiva, pincel e fricgcao)
e em diferentes tempos (1, 2 e 3 minutos). A avaliagéo foi feita por um
examinador treinado, calibrado e que ndo conhecia o grupo ao qual as
amostras pertenciam, utilizando o indice de Sampaio (1999) modificado
para este estudo. Os dados foram analisados pelos testes de Kruskal-

Wallis e de Dunn. As concentracdes de 50mg/mL e 75mg/mL aplicadas



Resumo

por friccdo e por pincelamento foram as mais efetivas na remocgao de
smear layer e na exposi¢cdo de colageno. O modo de aplicacdo passivo
mostrou-se inferior aos demais (p=0,0001) com relagdo aos mesmos
parametros, assim como o tempo de aplicacdo de 1 minuto também foi
inferior em relagdo aos demais (p=0,002). Concluiu-se que as
concentragbes de 50mg/mL e 75mg/mL aplicadas por pincelamento ou
friccdo durante 2 ou 3 minutos foram as mais efetivas.

Palavras-chave: Tetraciclina; camada de esfregago; microscopia

eletrénica de varredura; colageno.
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Abstract

Ishi EP. Smear layer removal and collagen fibers exposure by tetracycline
hydrochloride conditioning [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2007.

Abstract

Smear layer removal and collagen fibers exposure may improve periodontal
treatment and regeneration. This in vitro study assessed smear layer removal
and collagen fibers exposure after application of tetracycline hydrochloride
(TTC-HCI) on root surfaces by means of scanning electron microscopy. Root
cementum was removed with diamond burs followed by scaling and root
planning. Four hundred and fifty samples were divided into 10 groups: control
(application of saline) and application of TTC-HCI 10mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml,
75mg/ml, 100mg/ml, 125mg/ml, 150mg/ml, 200mg/ml and 250mg/ml. The TTC-
HCIl application was performed in all groups in 3 different ways (passive,
brushing and burnishing) and in 3 different times (1, 2 and 3 minutes). A
previously trained, calibrated and blind examiner evaluated the
photomicrographs using the Sampaio index (1999) modified for this study.
Statistical analysis was performed by Kruskal-Wallis and Dunn tests. The
50mg/mL and 75mg/mL concentrations applied by burnishing or brushing were
the most effectives in smear layer removal and collagen fibers exposure. Both,
the passive mode of application (p=0.0001) and 1-minute time of application
(p=0,002) were the less effectives. In conclusion, the 50mg/mL and 75mg/mL
concentrations applied by brushing or burnishing during 2 or 3 minutes were the
most effectives.

Keywords: tetracycline; smear layer; scanning electron microscopy; collagen.
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1 Introducao

Superficies radiculares que perderam a sua insercao

24,104

periodontal apresentam alteracdes como a hipermineralizagéao e a

3 e toxinas

contaminacdo do cemento e da dentina por bactérias®?
bacterianas?*%>*®>%¢ QO tratamento mecanico dessas superficies consiste
na raspagem e no aplainamento radicular com curetas manuais ou ultra-

som, procedimento esse que produz a smear layer®’®.

Esta possui
aproximadamente 5um de espessura, deposita-se sobre a dentina
radicular e é composta de remanescentes de calculo, placa bacteriana,
dentina e cemento contaminados. Estudos sugerem que a smear layer
interposta entre a raiz e o tecido conjuntivo impede a ligagdo entre o
coagulo sanguineo e a superficie radicular® e pode servir de barreira fisica
ao restabelecimento da insercédo periodontal®®.

A biomodificagdo radicular envolve o tratamento quimico das
superficies radiculares desprovidas de inser¢cdo periodontal visando a
remocdo da smear layer e a desmineralizacdo da superficie radicular,
expondo o colageno da matriz dentinaria, com o objetivo de melhorar o
padrdo de cicatrizagcdo, regenerando total ou parcialmente os tecidos
periodontais perdidos. Acredita-se que a biomodificagdo tenha o potencial
de otimizar a regeneracao dos tecidos periodontais. Diversos mecanismos

foram propostos, entre eles a inducdo da cementogénese™’’, a

72,103

estabilizacdo do coagulo de fibrina , a interdigitacdo do colageno do

conjuntivo gengival com o da estrutura dental®, a otimizacdo da
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guimiotaxia, da adesao, da viabilidade e do crescimento de fibroblastos
sobre superficies dentinarias que tiveram a sua matriz colagena
exposta94'l°2'1°3.

Entre os agentes utilizados na biomodificagdo radicular, figura o
cloridrato de tetraciclina, que é um antibiético bacteriostatico de largo
espectro que inibe a sintese protéica’ e é capaz de remover a smear
layer**°"%8_Além disso, outras propriedades do cloridrato de tetraciclina
qgue justificariam o0 seu uso na terapia periodontal s&o: exposicdo da

matriz colagena da estrutura dental*’3*>*4>!

e, por consequéncia, a
promocdo de adesdo e crescimento de fibroblastos (e inibicdo de
queratindcitos) sobre a mesma®; efeito antimicrobiano contra

periodontopatégenos*®®: producdo de superficies com afinidade por

fibronectina®; capacidade de adsorver a superficie dental e de ser
liberado lentamente (substantividade)’; inibicdo da producéo do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a) por mondcitos estimulados com cemento
proveniente de dentes com periodontite®; inibicdo de enzimas
colagenoliticas associadas a destruicdo dos tecidos periodontais
(MMPs)1%010% - capacidade de inibir a producdo de oxido nitrico
sintetase®®; promocdo da estabilizacdo do coagulo sanguineo™ e
inibicdo da reabsorcédo 6ssea induzida pelo horménio da paratire6ide®.
Entretanto, dependendo da concentracdo da solugdo, o cloridrato de

tetraciclina pode ser citotoxico**®’.
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Assim, acredita-se que a biomodificagdo radicular com o
cloridrato de tetraciclina possa auxiliar no tratamento da infecgdo, na
modulacdo da resposta inflamatéria, na modulacdo do processo de
cicatrizacdo periodontal por meio da descontaminacdo da superficie
radicular, na remocao da smear layer e na desmineralizacdo da superficie
radicular, expondo tubulos dentinarios e/ou a matriz colagena da dentina.
Isso poderia facilitar a adesdo e o crescimento de células dos tecidos
periodontais de protecdo® e/ou suporte® sobre a superficie radicular
biomodificada.

Estudos que verificaram in vivo o efeito da biomodificacédo
apresentaram resultados controversos, mas em geral indicavam que a
biomodificagdo com cloridrato de tetraciclina favorece a cicatrizagao dos
tecidos periodontais, embora a magnitude desse beneficio pareca ndo ser

clinicamente relevante®®. Claffey et al.??

(1987) demonstraram resultados
positivos em cdes, enquanto o estudo de Nagata et al.®* (2005), em
macacos, nao demonstrou beneficios na cicatrizagdo dos tecidos
periodontais oriundos da aplicagdo do cloridrato de tetraciclina em
superficies radiculares. A biomodificacdo radicular foi testada em
humanos como coadjuvante no tratamento de sitios com perda de

|4,28,95

insercéo periodonta , em procedimentos de cobertura radicular’® e

%668 n3o tendo sido

em procedimentos de regeneragao tecidual guiada
observados efeitos adicionais estatistica/clinicamente significantes com o

uso do cloridrato de tetraciclina.
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No entanto, como a biomodificagdo radicular € influenciada
tanto pelas caracteristicas quimicas de cada agente condicionante, como

1443 pela forma?® e pelo tempo® com que é

pela sua concentracéo
aplicado sobre a superficie radicular, é pertinente o desenvolvimento de
estudos in vitro que avaliem esses fatores e determinem os melhores
parametros a serem utilizados para a obtencdo da superficie

biocompativel. Isso permitira que as controvérsias relacionadas ao

beneficio da biomodificagdo com o cloridrato de tetraciclina nos estudos in

35,96,102 4

vitro e in vivo*® sejam esclarecidas, pois os estudos n&o
apresentam uniformidade quanto aos parametros de concentracdo, tempo
e forma de aplicagdo utilizados. Além desses fatores, a
hipermineralizacdo de superficies radiculares expostas ao meio bucal
(supra ou subgengival) pode ser importante, dificultando a
desmineralizacdo radicular e consequentemente a exposicdo da matriz
coldgena dental. A falta de uma definicdo clara nos parametros de
aplicacao do cloridrato de tetraciclina pode comprometer a efetividade da
biomodificagdo radicular in vivo, havera a presenca de smear layer
residual e a auséncia ou deficiéncia de exposicdo da matriz coldgena da
dentina e/ou cemento. Isso poderia prejudicar a adesdo do coagulo
sanguineo a superficie radicular, a ligacdo entre o colageno da matriz

dentinaria e o dos tecidos periodontais, inibindo o potencial quimiotéatico

para fibroblastos e prejudicando o processo de cicatrizagéo periodontal.
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Portanto, é necessario determinar in vitro os parametros
mais efetivos na promocao da biomodificagdo radicular, possibilitando a
aplicacdo dos mesmos in vivo. Assim, 0 objetivo deste estudo foi
determinar a concentragéo, a forma e o tempo de aplicacdo de cloridrato
de tetraciclina mais efetivos na remoc¢é&o da smear layer, na exposi¢cao dos
tubulos dentinarios e da matriz colagena da dentina e, assim, otimizar a

utilizacéo desse agente condicionante em estudos in vivo.
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2 Revisao da Literatura

Este capitulo sera dividido em subitens visando apresentar a
literatura de forma organizada e concisa.
2.1 Historico e bases biologicas da biomodificacdo radicular

A idéia de se condicionar quimicamente superficies

radiculares como abordagem terapéutica para problemas periodontais

X9O,105 15,36,63,75-79

surgiu no final do século XI Estudos in vivo e in
vitro??%3>72 demonstraram a plausibilidade biolégica para o efeito
benéfico do condicionamento acido radicular sobre o processo de
cicatrizagao (favorecendo a regeneracgao) dos tecidos periodontais.

Register™>’® (1973 e 1978) e Register, Burdick’""® (1975 e
1976) testaram o condicionamento radicular em modelo animal utilizando
acidos cloridrico, latico, citrico, fosforico, acético e formico e apresentaram
resultados promissores com relacao a cicatrizacédo periodontal.

De acordo com a literatura, a matriz organica da dentina
exposta pelo condicionamento € composta basicamente por colageno tipo
|. Este se liga & fibrina presente na estrutura do coagulo sanguineo’,
promove quimiotaxia para diversos tipos celulares (inclusive para

73,87

fibroblastos) e serve como arcabouco para a adesao e a proliferagéo

de fibroblastos?%#%76,

Diversos estudos avaliaram as modificacbes
estruturais produzidas pelo condicionamento &cido de superficies
radiculares, bem como a forma como essas modificacbes podem

favorecer a regeneracédo periodontal.
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Utilizando macacos, Polson, Proye’ (1983) reimplantaram
dentes submetidos a raspagem e alisamento radicular do terco cervical.
No grupo teste, a regido raspada foi condicionada com acido citrico e, no
grupo controle, ndo recebeu nenhum tipo de tratamento quimico. Nas
amostras ndo condicionadas (controle), houve formacdo de epitélio
juncional longo, e as condicionadas (teste) apresentaram ligacdo da
fibrina do coagulo sanguineo com a matriz organica dental, o que,
posteriormente, deu origem a inser¢do conjuntiva. Os autores concluiram
que o condicionamento da superficie dental promove a ligacdo do
colageno da matriz dental (exposto pelo condicionamento com acido
citrico) a fibrina do coadgulo sanguineo e que essa ligacdo poderia impedir
ou dificultar a migracéo apical do epitélio juncional e favorecer a formagéo
da insergao conjuntiva.

Alguns estudos demonstraram que, apos o condicionamento
acido radicular e a estabilizacdo do codgulo sobre a superficie
condicionada, ocorre a interdigitacdo entre o colageno da matriz dental e
o da matriz do tecido conjuntivo (retalho)’®®. Em 1988, Selvig et al.?®
demonstraram, em estudo experimental ndo controlado em caes, por meio
de microscopia eletronica de transmissdo, a ocorréncia de interdigitacao
entre as fibras coldgenas do tecido conjuntivo e as da matriz dental que
foram expostas pelo condicionamento Acido. Baker et al.® (2000)
propuseram um modelo experimental in vitro para verificar a adesao de

elementos sanguineos as superficies radiculares biomodificadas, no qual
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0s autores aplicavam sangue sobre amostras de dentina biomodificadas
com &cido citrico e aguardavam a coagulacdo. A analise ao microscopio
eletrébnico de varredura mostrou a adeséo da rede de fibrina (do coagulo
sanguineo) a superficie radicular, e os autores inferiram que o agente
condicionante incapaz de promover tal adesdo nesse modelo
experimental provavelmente ndo obteria sucesso clinico.

Alguns estudos consideraram o EDTA um biomodificador
promissor por apresentar excelente capacidade de remover smear layer e
de expor a matriz colagena dentinaria trabalhando em pH neutro,
conferindo ao EDTA a propriedade de nao interferir com a vitalidade
tecidual como fazem os agentes condicionantes acidos'****°. No entanto,

Leite et al.>?

(2005), avaliando a adesado do coagulo sanguineo sobre a
superficie dental tratada com EDTA, observaram que este inibiu a
adsorcdo e a adesdo de elementos sanguineos a superficie dentinéria e
isso foi atribuido & propriedade do EDTA de quelar o célcio. Backer et al.®
(2005) também testaram a adesdo do coagulo sanguineo sobre
superficies radiculares condicionadas com solucdo saturada de &cido
citrico ou com gel de EDTA 24% (PrefGel; Biora, Malmo, Sweden). O
acido citrico foi mais eficaz em prover a adesdo do coagulo sanguineo a
superficie radicular do que o EDTA 24%, e os autores inferiram que isso

foi devido & menor eficiéncia do EDTA em remover a smear layer e em

expor o colageno da matriz dental.
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Outro aspecto relevante é que a biomodificagdo radicular
tem o potencial de expor moléculas bioativas associadas a estrutura

|31,60

denta ou produzir uma superficie radicular capaz de reter e liberar

4689 como o fator de

lentamente moléculas bioativas (sinalizadoras)
crescimento derivado de plaquetas® e a proteina morfogenética 6ssea'®.
Inoue et al.***? relataram ossificacdo endocondral ectépica produzida pela
insercdo de matriz dentinaria desmineralizada em diversos tecidos.

47
l.

King et al.”" (1998), em estudo experimental controlado,

observaram que o condicionamento da superficie radicular com &acido
fosférico 35% prévio a aplicacdo de proteina morfogenética do 0sso
(bmp-2), em defeitos de fenestracdo em ratos, otimiza o efeito bioldgico
dessa proteina favorecendo a cemetogénese, embora tenha efeito
negativo sobre a osteogénese.

Em contrapartida, os estudos in vitro de Lowenberg et al.*®
(1986) e Fardal, Lowenberg®® (1990), utilizando cultura de fibroblastos,
apresentaram resultados pelos quais a necessidade de se expor a matriz
organica da dentina para a obtencdo de uma superficie receptiva ao
crescimento celular € questionada.

Lowenberg et al.>

(1986) utilizaram fragmentos de dentina
obtidos a partir da secgao horizontal de dentes de porco que tiveram a
camada superficial externa (cemento) removida por instrumento rotatorio.

Metade das amostras sofreu desmineralizagdo por imerséao em EDTA

12%. Tanto o grupo de amostras desmineralizadas como o de nao
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desmineralizadas foram divididos em subgrupos e tratados com
colagenase, pronase, tripsina, cloridrato de guanidina e calor (este ultimo
tratamento, somente para as amostras desmineralizadas). Os autores
verificaram a migragcao, a adesao e a orientacao de fibroblastos gengivais
humano sobre essas amostras e observaram que a aplicacdo de
colagenase sobre o colageno da matriz organica dental (nas amostras
gue foram biomodificadas por EDTA) promoveu melhores indices de
adesdo e de orientacdo das células. O tratamento com o cloridrato de
guanidina (que extrai proteinas e as desnatura) de amostras nao
desmineralizadas pelo EDTA produziu um grande aumento nos indices de
adesdo e orientagdo celular comparaveis aos indices obtidos com
superficies desmineralizadas. Os autores inferiram que as substancias
capazes de desnaturar a matriz organica dental tém a capacidade de
produzir superficies dentais receptivas ao crescimento celular.

Fardal, Lowenberg®® (1990) estudaram, durante 21 dias, 0
crescimento de fibroblastos em 120 fragmentos de dentina originados de
dentes saudaveis e com doencga periodontal, divididos em nove grupos: 1)
raizes de dentes com doenca periodontal que receberam raspagem e
alisamento radicular, 2) raizes de dentes com doenca periodontal que
receberam raspagem e alisamento radicular e condicionamento com acido
citrico, 3) raizes de dentes com doenca periodontal que ndo receberam
tratamento, 4) raizes de dentes com doenca periodontal que receberam

condicionamento com &cido citrico, 5) raizes de dentes saudaveis, 6)
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raizes de dentes saudaveis que receberam condicionamento com acido
citrico, 7) raizes de dentes saudaveis que receberam condicionamento
com acido citrico e colagenase, 8) raizes de dentes saudaveis que
receberam condicionamento com EDTA e 9) raizes de dentes saudaveis
gue receberam condicionamento com EDTA e colagenase. Os autores
concluiram que a associacao de raspagem e alisamento radicular com o
condicionamento com EDTA ou &cido citrico produziu uma superficie com
biocompatibilidade comparavel a da superficie ndo exposta a doenca
periodontal e que o condicionamento acido de superficies dentais
expostas a doenca ndo apresentou diferenca de biocompatibilidade
guando comparado ao de superficies que receberam raspagem e
alisamento radicular. Além disso, a exposicdo da matriz de colageno da
estrutura dental por si ndo explica a melhor biocompatibilidade, uma vez
gue a digestdo do colageno dental utilizando colagenase néo interferiu na
biocompatibilidade aferida por meio da adesdo de fibroblastos as
superficies tratadas. Entretanto, é importante ressaltar que, nas amostras
provenientes de dentes com doencga periodontal que nao receberam
raspagem e condicionamento e nas amostras que receberam somente o
condicionamento, houve a organizacdo (orientagcdo perpendicular) das
células, mas esta ocorreu a distancia da superficie radicular, o que é
considerado um resultado desfavordvel. Uma segunda observagéo
relevante é que, até trés dias de experimento, a adesao celular foi maior

nas amostras que receberam raspagem e alisamento radicular e
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desmineralizagdo quando comparadas as amostras que receberam
somente raspagem e alisamento radicular.

Takata et al.®® (1998) estudaram o efeito do extrato
dentinario (extraido pelo tratamento de dentina bovina com uma solugéo
de guanidina e EDTA) que contém a matriz organica dentinaria, incluindo
o coldgeno e demais proteinas, sobre a proliferacédo e a diferenciacao de
células progenitoras de tecido 6sseo de ratos, denominadas MC3T3-E1.
Os resultados apontaram inibicdo de proliferacdo e diferenciagcdo de
células MC3T3-E1 pelo extrato dentinario e sugeriram que essa inibicdo
estaria ligada a presenca do fator de crescimento e diferenciacdo beta
(TGF-B) no extrato dentinario. Os autores relataram que o efeito inibitério
do extrato dentinario sobre células progenitoras do tecido ésseo pode ser
importante durante a regeneragao periodontal, por meio da promocéao do
tecido cementario e da inibicdo do tecido 0sseo, cujo desenvolvimento
poderia implicar em cicatrizagao por anquilose.

O estudo de Ruggeri et al. %

(2007) demonstrou, por meio
de imunohistoquimica, que é possivel expor a matriz colagena da dentina
preservando a sua integridade, mesmo utilizando um agente
condicionante de natureza Acida, e Backer et al.® (2005) demonstraram

gue essa matriz protéica, provavelmente, favorece a adesdo e a

estabilizacdo do coagulo sanguineo sobre a superficie radicular.
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2.2 O cloridrato de tetraciclina

O cloridrato de tetraciclina (C,2H23CIN2Og) foi descoberto em
1945 pelo Dr. Benjamin Dugger, na Universidade Missouri—Columbia, e foi
a primeira tetraciclina descoberta’. Com o intuito de n&o ser repetitivo, ndo
serdo citadas aqui as suas propriedades bioldgicas de interesse a area da
periodontia, pois estas ja foram apresentadas no capitulo introducéo.

O estudo in vitro de Madison, Hokett>” (1997) testou a acao
da tetraciclina e de seus derivados semi-sintéticos na biomodificacdo
radicular. Oitenta e dois blocos de dentina oriundos de dentes com
doenca periodontal receberam raspagem e alisamento radicular e foram
divididos em sete grupos que receberam: aplicagdo de cloridrato de
tetraciclina, ou doxiciclina, ou minociclina, ou sumicina, ou solugéo salina
por friccdo com algodao embebido nas solu¢des. Apds o procedimento de
condicionamento quimico, as amostras foram lavadas com agua. O grupo
controle negativo foi representado por amostras que foram somente
lavadas e o grupo controle positivo foi representado pelo condicionamento
com &cido fosférico 10%. Além das solugfes, foram testados diferentes
tempos de aplicagdo: 30 segundos, 1, 3, 5 e 10 minutos. Os autores
concluiram que o cloridrato de tetraciclina € a formulacdo mais eficaz na

remocdo da smear layer e na exposicdo de tubulos dentinarios.

"Wikipédia [acesso em 03-jul-2007]. Disponivel em:

http://fen.wikipedia.org/wiki/Chlortetracycline
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1.1 (1986) e Terranova et al.** (1986)

Wikesjo et a
promoveram a desmineralizacdo de blocos de dentina bovina por meio de
imersdo em cloridrato de tetraciclina nas concentracdes de 10mg/ml,
25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml, 150mg/ml, e 200mg/ml e
avaliaram diversos parametros. O primeiro deles foi a adsorcdo da
substancia a estrutura dental, que atingiu o patamar maximo de
4,7ug/mm? ja na concentracdo de 50mg/ml. A adsorcdo do cloridrato de
tetraciclina a estrutura dental € um fendmeno muito importante, pois lhe
confere substantividade. O segundo parametro foi a liberacdo do
cloridrato de tetraciclina no meio de cultura. Nas primeiras 2 horas, 100ug
foram liberados em 20 minutos, e a quantidade de cloridrato de
tetraciclina liberada reduziu com o passar do tempo até atingir o patamar
de 4,2ug a cada 20 minutos as 48 horas de experimento. Baseados neste
achado, os autores inferiram que, por cerca de 48 horas, as
concentragbes de cloridrato de tetraciclina mantiveram-se acima da
concentracdo minima® capaz de inibir muitos dos patdégenos bucais.

Walker et al.®®

(1981), trabalhando com cepas bacterianas provenientes
de sitios periodontais doentes, determinaram in vitro que o cloridrato de
tetraciclina em concentracdes de 4ug/ml a 8ug/ml é capaz de inibir esses
microrganismos. Outro achado interessante é que, em meio de cultura, as

amostras condicionadas apresentaram inibicdo do crescimento bacteriano

tanto na superficie dentinaria como a distancia, levando os autores a
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inferir que a forma ativa do cloridrato de tetraciclina foi liberado das
amostras para o meio de cultura.

Alguns estudos atribuem a biocompatibilidade das
superficies dentais tratadas por agentes desmineralizantes como sendo

32686 " sugerindo que a desmineralizag&o

consequéncia da desintoxicacao
é desnecessaria®. Assim, o cloridrato de tetraciclina tem a capacidade de
englobar funcdes diversas, removendo a smear layer e desmineralizando
a superficie dentinaria (removendo toxinas depositadas em sua superficie)
e exercendo com sua propriedade antimicrobiana, pode inibir a
colonizacdo bacteriana sobre a superficie radicular tratada.
2.3 Estudos in vitro utilizando microscopia eletron ica de varredura
Utilizando 40 amostras de superficie radicular de dentes

bovinos, Hanes et al.®

(1991) avaliaram, por meio de microscopia
eletrénica de varredura, a morfologia dentinaria apos o condicionamento
guimico. Distribuiram as amostras nos seguintes grupos: 1) amostras nao
raspadas; 2) amostras raspadas; 3) amostras raspadas e imersas em
acido citrico por 5 minutos e 4) amostras raspadas e imersas em
cloridrato de tetraciclina 0,5% (pH 3,2). Os resultados mostraram tubulos
abertos sem exposicao de fibras no Grupo 1; presenca de smear layer no
Grupo 2; auséncia de smear layer, presenca de tabulos dentinarios com
0s maiores didmetros e fibras colagenas expostas no Grupo 3 e remocao

de smear layer apenas em algumas amostras sem exposicao de fibras

colagenas no Grupo 4.
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Labahn et al.*°

(1992), procurando determinar mudancas
morfolégicas e os efeitos do tempo e da forma de aplicacdo em
superficies dentinarias ap6s o uso do &cido citrico e do cloridrato de
tetraciclina, utilizaram 40 amostras de terceiros molares impactados que
receberam 5 movimentos de raspagem com curetas de Gracey. As
amostras foram distribuidas ao acaso nos seguintes grupos: acido citrico
e cloridrato de tetraciclina na concentracdo de 100mg/ml aplicados por
gotejamento e friccdo com bolas de algodao nos tempos de 30 segundos,
1, 2 e 4 minutos (testes) e amostras sem tratamento e friccdo de agua
destilada por 4 minutos (controle). A analise das fotomicrografias revelou
gue 0S grupos testes apresentaram-se sem smear layer, diferente do
ocorrido no grupo controle. Nos parametros largura e profundidade dos
tubulos dentinarios, o &cido citrico causou mudancas mais extensas
mostrando-se estatisticamente superior ao cloridrato de tetraciclina, ndo
tendo havido influéncia do modo de aplicagdo, apenas do tempo de
aplicagéo.

Os resultados de Lafferty et al.>*

(1993), porém, nao
demostraram a superioridade do &cido citrico em relagéo ao cloridrato de
tetraciclina. Os autores utilizaram amostras de dentes periodontalmente
condenados que tiveram o cemento removido por fresas e receberam
raspagem manual. Solu¢gbes de ambas as substancias (4cido citrico pH1

e solucéo saturada de cloridrato de tetraciclina) foram aplicadas de forma

passiva por 5 minutos. Na analise descritiva da microscopia eletronica de
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varredura, verificou-se que, em amostras ndo tratadas, houve formacéo
de smear layer e que os agentes condicionadores foram igualmente
efetivos na remocéao de smear layer, na abertura dos tabulos dentinarios e
na exposicao de fibras colagenas.

Trombelli et al.® (1994) avaliaram as caracteristicas de
superficies cementarias e dentinarias condicionadas com cloridrato de
tetraciclina de terceiros molares impactados. As amostras nas quais o
cemento foi mantido receberam raspagem com uma cureta Gracey 1-2 e,
nas demais amostras, foi associada instrumentacéo rotatoria. Cinco
amostras de cada tipo de superficie (cemento ou dentina) foram
distribuidas ao acaso nos seguintes tratamentos: a) soro fisiolégico por 1
minuto; b) cloridrato de tetraciclina na concentracdo de 62,5mg/ml por 1
minuto; c) cloridrato de tetraciclina na concentracdo de 62,5mg/ml por 4
minutos; d) cloridrato de tetraciclina na concentragcdo de 125mg/ml por 1
minuto; e) cloridrato de tetraciclina na concentracdo de 125mg/ml por 4
minutos. As substancias foram aplicadas por friccdo com bolas de
algoddo, trocadas a cada 30 segundos. Na analise descritiva das
fotomicrografias, observou-se, no grupo de superficie cementaria que
recebeu tratamento com soro fisiol6gico (controle), amostras irregulares e
amorfas, sem tubulos dentinarios e fibras de Sharpey; e que as amostras
tratadas com cloridrato de tetraciclina ndo apresentavam smear layer,
porém que a exposi¢cado da matriz colagena nao foi homogénea (ocorreu

em algumas das amostras e em outras ndo). O tempo de aplicacdo e a
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concentracdo utilizada n&o influiram nos resultados das superficies
recobertas por cemento. No grupo de superficies dentinarias, observou-se
smear layer irregular e amorfa obstruindo completamente os tubulos
dentinarios no Grupo “a”. Nos Grupos "b" e "d", observou-se indicios de
smear layer na abertura dos tdbulos e, nos grupos "c" e "e", remogao
completa de smear layer e presenca de fibras da matriz de colageno. Os
autores inferiram que, no cemento, a exposicdo da matriz colagena é
influenciada mais pela morfologia do cemento e pela instrumentagao
mecéanica do que pelo condicionamento quimico e que, na dentina, a
exposicdo da matriz coldgena € influenciada apenas pelo tempo de
aplicacdo do cloridrato de tetraciclina.

Trombelli et al.®’

(1995) avaliaram as caracteristicas
morfolégicas de superficies dentinarias apos a aplicacdo topica do
cloridrato de tetraciclina. Vinte e cinco amostras de dentes recém-
extraidos foram distribuidas igualmente nos seguintes grupos: 1)
aplicacdo de soro fisiolégico por 1 minuto; 2) cloridrato de tetraciclina na
concentragdo de 10mg/ml por 1 minuto; 3) cloridrato de tetraciclina na
concentragdo de 10mg/ml por 4 minutos; 4) cloridrato de tetraciclina na
concentragdo de 100mg/ml por 1 minuto e 5) cloridrato de tetraciclina na
concentragdo de 100mg/ml por 4 minutos. As substancias foram aplicadas
por friccdo com bolas de algodao, trocadas a cada 30 segundos. A

analise descritiva da microscopia eletrbnica de varredura mostrou

remocdo mais eficiente de smear layer e exposicdo de fibras colagenas
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guando o cloridrato de tetraciclina foi aplicado por 4 minutos,
independente da concentracdo utilizada. Os autores afirmaram que o
cloridrato de tetraciclina em concentracdes a partir de 10mg/ml € capaz de
remover a smear layer e expor a matriz colagena da estrutura dental
guando aplicada por friccdo durante quatro minutos e inferiram que a
utilizacdo de concentracdes maiores do que 10mg/ml provavelmente nao
traria alteracdes significativas a biomodificacdo, mas que a reducdo do
tempo de aplicacdo poderia comprometé-la.

Sterrett et al.®®

(1997) estudaram o efeito da concentracao e
do tempo de aplicagdo no grau de desmineralizagdo da dentina por
cloridrato de tetraciclina utilizando amostras de molares bovinos. Setenta
e duas cavidades foram criadas em trés dentes com fresas diamantadas
esféricas e preenchidas com solugdo de cloridrato de tetraciclina nas
concentragbes de Omg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml,
125mg/ml e 150mg/ml e acido citrico 30% (controle positivo), sendo as
solugbes mantidas nessas depressoes por 1, 3 e 5 minutos. Ao término de
cada periodo, as depressfes foram secas com bolas de algodao. Estas
foram, entdo, enviadas para analise em espectrofotometro a fim de se
determinar a quantidade de calcio (ppm Ca'™), que foi o parametro
utilizado para determinar o grau de desmineralizacdo. N&o foi observada
diferenca significativa nos tempos de 1, 3, e 5 minutos para as

concentragbes Omg/ml, 25mg/ml e 50mg/ml e nos tempos de 3 e 5

minutos nas concentragdes de 75mg/ml, 100mg/ml, 125mg/ml e
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150mg/ml. O indice de desmineralizacdo obtido com o &cido citrico foi
sempre maior do que qualquer um obtido pelo cloridrato de tetraciclina.
Os resultados mostraram que uma aplicacdo de cloridrato de tetraciclina
na concentracdo de 75 mg/ml por 3 minutos é igualmente efetiva na
desmineralizagdo da dentina quanto as maiores concentragbes e o0s
maiores tempos de aplicagdo, mas menos efetiva que a do acido citrico.
Em 1997, Madison, Hokett® testaram diversos tipos de
tetraciclina na remocdo de smear layer de superficies dentinarias
radiculares. Dentes extraidos por razbes periodontais tiveram o cemento
removido por fresa e receberam oito movimentos de raspagem com
curetas de Gracey. As solucdes utilizadas foram: cloridrato de tetraciclina
na concentracdo de 250mg/ml (pH 1,7), doxiciclina na concentracédo de
100mg/ml (pH 2,2), minociclina na concetracdo de 100mg/ml (pH 3,8),
sumicina (pH 4,4), soro fisiolégico (pH 5,1) e fibra de tetraciclina (Actisite,
ALZA Corporation, Palo Alto, CA). As substancias foram aplicadas por
friccdo de bolas de algodao por 30 segundos, 1, 3, 5 e 10 minutos. A fibra
foi enrolada na amostra e mantida num recipiente por 1, 4, 7 e 10 dias.
Um indice que apresentava 5 graus de remocdo de smear layer foi
aplicado por dois examinadores calibrados para a andlise das
fotomicrografias. A andlise estatistica mostrou que a doxiciclina e a
minociclina s6 se mostraram eficientes quando aplicadas por, no minimo,
5 minutos, porém foram superiores a sumicina e ao soro fisiolégico, que

tiveram resultados similares — ambos removeram smear layer sem expor



Revisao da Literatura 45

tubulos. A fibra de tetraciclina foi incapaz de remover smear layer,
enquanto o cloridrato de tetraciclina, independentemente do tempo de
aplicacdo, removeu a smear layer e foi mais eficiente na promogéao da
biomodificagcao radicular.

Babay® (1997) avaliou a exposicdo de fibras colagenas e a
remocdo de smear layer em 30 amostras de superficies dentinarias,
empregando solucdes de cloridrato de tetraciclina (pH 1,8) e &cido citrico
(pH 1). As amostras foram divididas em seis grupos de acordo com o
tratamento realizado: 1) irrigacéo salina (IS); 2) irrigacao ultra-sonica (US);
3) IS, imersdo em &cido citrico por 3 minutos e IS; 4) IS, imersdo em
cloridrato de tetraciclina por 3 minutos e IS; 5) US, acido citrico e US e 6)
US, cloridrato de tetraciclina e US. ApGs a analise das fotomicrografias, os
resultados descritivos e estatisticos mostraram uma superioridade dos
Grupos 5 e 6 em ambos 0s parametros, demonstrando que a irrigacao
ultra-sbnica pode favorecer a remocdo de smear layer e a exposicédo de
fibras colagenas.

Também em 1997, Isik et al.*

compararam diferentes
modos de aplicacdo do cloridrato de tetraciclina em superficies dentinarias
de terceiros molares impactados. O cloridrato de tetraciclina na
concentragdo de 50mg/ml foi aplicado por 5 minutos variando apenas a
forma de aplicacdo: I) imersao; Il) passiva, escoamento com auxilio de

bolas de algodao encharcadas; lll) friccdo; IV) pincel e V) amostras nao

tratadas. A microscopia eletrénica de varredura mostrou que, no grupo
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controle, havia presenca de smear layer, tubulos obstruidos e auséncia de
fibras colagenas. Nos grupos teste, houve remocdo de smear layer,
abertura dos tubulos e exposicdo de fibras colagenas estatisticamente
superior a do controle. Com relacdo ao parametro remo¢do de smear
layer, ela foi obtida nos Grupos Il e IV; a abertura de tubulos dentinarios
foi observada nos Grupos Il e IV e somente a friccdo promoveu
exposicdo de fibras colagenas. Quanto ao grau de exposicdo de fibras
colagenas (classificada de superficial até profunda), a friccdo foi a forma
de aplicacdo superior, recebendo escore 3 (exposicao profunda de fibras
colagenas). Os autores sugeriram que a friccdo € a técnica de escolha,
pois expde a matriz de colageno de forma mais eficiente.

Delazari et al.?’ (1999) estudaram os efeitos do cloridrato de
tetraciclina na remocao de smear layer e na formacéo de rede de fibrina
em dentes indicados para exodontia por razfes periodontais que foram
divididos em quatro grupos: 1) acesso cirdrgico, raspagem, irrigacao,
reposicionamento do retalho e exodontia; 2) acesso cirdrgico, raspagem,
irrigacdo, aplicacdo de cloridrato de tetraciclina, reposicionamento do
retalho e exodontia; 3) acesso cirdrgico, raspagem, irrigacéo,
reposicionamento do retalho, exodontia e imersao em tripsina 1% por 20
minutos e 4) irrigacdo, aplicagdo de cloridrato de tetraciclina,
reposicionamento do retalho, exodontia e imersdo em tripsina 1%. O
cloridrato de tetraciclina foi utilizado na concentragao de 50mg/ml (pH 1,6)

e aplicado por friccdo com bolas de algoddo por 4 minutos. A analise



Revisao da Literatura 47

descritiva da microscopia eletrbnica de varredura mostrou que, nos
Grupos 1 e 2, as superficies estavam completamente cobertas por células
sanguineas. O Grupo 3 apresentou smear layer irregular e, no Grupo 4,
foi observada remocdo de smear layer com abertura de tubulos
dentinarios. Os autores concluiram que a aplicacdo do cloridrato de
tetraciclina remove smear layer e ndo interfere na adesdo de células
sanguineas.

Com o propésito de avaliar o condicionamento radicular com

cloridrato de tetraciclina, Isik et al.*3

(2000) coletaram 48 amostras obtidas
de terceiros molares recém-extraidos que foram distribuidas em grupos
de acordo com a concentragdo (controle, 10mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml,
75mg/ml, 100mg/ml, 125mg/ml e 150mg/ml) e o tempo de aplicagéo (1, 3
e 5 minutos). A remog&o da camada de cemento foi realizada por meio de
instrumento rotatério (ndo se realizou a raspagem com curetas), e a
aplicacdo do cloridrato de tetraciclina foi realizada por friccdo com bolas
de algoddo que eram trocadas a cada 30 segundos. As fotomicrografias
de areas representativas foram enviadas a um examinador cego para 0s
grupos aos quais pertenciam. Os parametros avaliados foram a presenca
de smear layer e a morfologia dos tubulos dentinarios. Os resultados
obtidos mostraram que, independentemente do tempo de aplicacéo e das
concentragOes utilizadas, o cloridrato de tetraciclina removeu smear layer.

Com o0 objetivo de avaliar o efeito da concentragao, do

tempo e do modo de aplicacdo do cloridrato de tetraciclina, Sampaio®
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(2001) utilizou 180 amostras provenientes de dentes humanos, que
tiveram a camada de cemento removida e receberam 50 movimentos de
raspagem para a formagdo de smear layer. As amostras foram
distribuidas nos grupos de acordo com a concentracdo utilizada (soro,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%), a forma de aplicacdo (tépica e friccdo com
bolas de algoddo) e o tempo de aplicacdo (1, 2 e 3 minutos). As
fotomicrografias obtidas foram enviadas a um examinador cego para 0s
grupos aos quais as amostras pertenciam e calibrado para os escores de
remocdo de smear layer de Sampaio® (1999). A andlise estatistica dos
resultados mostrou que a concentracdo de 10% e a forma de aplicagao
por friccdo, apesar da formacdo de smear layer por dissolugdo quimica,
foram superiores as demais e os tratamentos mais eficientes foram a
friccdo na concentragdo de 10% por 1 ou 2 minutos e na concentragao de
20% por 1 minuto.

Em 2002, utilizando a mesma metodologia, Mata> estudou
a remocao de smear layer utilizando diversas concentragbes do cloridrato
de tetraciclina: 50mg/ml, 125mg/ml, 250mg/ml, 500mg/ml e soro como
controle. Apds a obtencdo dos escores e de sua andlise estatistica, a
autora verificou que as concentracdes de 125mg/ml e 250mg/ml foram as
mais eficazes, independente do tempo e do modo de aplicag&o. A fricgéo,
apesar da formacado de smear layer por dissolugcdo quimica da dentina, foi
o0 método mais eficiente, ndo tendo o tempo qualquer efeito sobre a

remocao de smear layer.
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2.4 Tabela com a sintese dos estudos in vitro que a valiaram a

biomodificagdo com cloridrato tetraciclina ut ilizando
microscopia eletrénica.
Autor Método Resultado

Hanes et al.® (1991) 40 amostras de dentes bovinos | O &cido citrico foi mais

distribuidos
amostras
amostras raspadas; 3) amostras | das amostras do grupo do
raspadas e imersas em &cido | TTC-HCI ndo apresentaram
5 minutos e 4) | exposicao da matriz
amostras raspadas e imersas | colagena da dentina.

em TTC-HCI 0,5%

citrico por

1) | eficaz em promover a
2) | biomodificacdo.  Algumas

Labahn et al.” (1992 40 amostras terceiros | grupos testes
grup

molares impactados distribuidas | apresentaram-se sem

nos grupos: 1) acido citrico; 2) | smear layer; nos

TTC-HCI

aplicados por

destilada
(controle).

ambos | pardmetros largura e
gotejamento e | profundidade dos tubulos
friccdo com bolas de algodao | dentinérios, observou-se
nos tempos de 30 segundos, 1, | que o acido citrico foi mais
2 e 4 minutos; 3) amostras sem | eficaz do que o TTC-HCI e
tratamento e friccdo de agua | que apenas o tempo de
minutos | aplicacdo teve influencia

sobre a biomodificagao.

Lafferty et al.”* (1993) | 30 amostras de dentes com DP | agentes  condicionadores

foram condicionadas com acido | foram igualmente efetivos
citico pH 1 e com solucdo | naremocédo de smear layer,
saturada de TTC-HCI aplicadas | na abertura dos tdbulos
de forma passiva por 5 minutos. | dentinarios e na exposi¢ao

de fibras colagenas.

Trombelli et al.” | avaliaram as caracteristicas de | Nas amostras de cemento a

(1994) superficies

TTC-HCI

cementérias
dentindrias de terceiros molares | colagena nao foi
submetidas
seguintes tratamentos: a) soro | aplicacdo e a concentragao
fisiolégico por 1 minuto; b) TTC- | ndo influiram nos
HCI 62,5mg/ml por 1 minuto; c) | resultados.

impactados

por 1 minuto;

e | exposicdo da matriz

aos | homogénea. O tempo de

4 | Nas amostras de dentina

minutos; d) TTC-HCI 125mg/ml | observou-se smear layer
TTC-HCI | obstruindo  os  tdbulos
125mg/ml por 4 minutos, todas | dentinarios no Grupo “a”.
aplicadas por fricgéo.

Nos Grupos "b" e "d",
observou-se indicios de
smear layer na abertura dos
tibulos e, nos grupos "c" e
"e", remocao completa de
smear layer e exposicao da
matriz de colageno,
sugerindo que s6 o tempo
de aplicacao teve influencia
nos resultados.
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Trombeli et al”

(1995)

25 amostras distribuidas nos
grupos: 1) aplicacdo de soro
fisiolégico por 1 minuto; 2) TTC-
HCI 10mg/ml por 1 minuto; 3)
TTC-HCI 10mg/ml por 4 minutos;
4) TTC-HClI 100mg/ml por 1
minuto e 5) TTC-HCI 100mg/ml
por 4 minutos, todas aplicadas
por friccao.

Observaram remocao mais
eficiente de smear layer e
exposi¢ao de fibras
coldgenas quando o TTC-
HCI foi aplicado por 4
minutos, independente da
concentracao utilizada.

Sterrett et al.”” (1997)

Setenta e duas cavidades em
molares bovinos foram
preenchidas com solugdo de
TTC-HCI  Omg/ml,  25mg/ml,
50mg/ml, 75mg/ml, 100mg/ml,
125mg/ml e 150mg/ml e &cido
citrico 30% (controle positivo),
sendo mantidas por 1, 3 e 5
minutos.

N&o foi observada diferenca
significativa nos tempos de
1, 3, e 5 minutos para as
concentragcdes de Omg/ml,
25mg/ml e 50mg/ml e nos
tempos de 3 e 5 minutos

nas concentragbes de
75mg/ml, 100mg/ml,
125mg/ml e 150mg/ml,

sugerindo que o TTC-HCI
75 mg/ml aplicado por 3
minutos € tdo efetivo na
biomodificacdo quanto as
maiores concentragdes e 0s

maiores tempos de

aplicacao.
Madison, Hokett>” | 82 amostras distribuidas nos | O TTC-HCI,
(1997) grupos: TTC-HCI  250mg/ml, | independentemente do
doxiciclina 100mg/ml, | tempo de aplicacéo,

minociclina 100mg/ml, sumicina,
soro fisiologico e fibra de
tetraciclina. Aplicacao por friccdo
durante 30 segundos, 1, 3, 5 e
10 minutos. A fibra foi enrolada
na amostra e mantida num
recipiente por 1, 4, 7 e 10 dias.

removeu a smear layer e foi
mais eficiente na promocgao
da biomodificacao.

Babay® (1997)

30 amostras divididas em seis
grupos de acordo com o
tratamento realizado: 1) irrigacéo
salina (IS); 2) irrigagdo ultra-
sbnica (US); 3) IS, imersdo em
acido citrico por 3 minutos e IS;
4) IS, imersdo em TTC-HCI por 3
minutos e IS; 5) US, &cido citrico
e US e 6) US, TTC-HCl e US.

Observou superioridade
dos grupos 5 e 6 tanto na
remocao da smear layer
como na exposicdo do
colageno.

Isik et al.** (1997)

TTC-HCI 50mg/ml foi aplicado
por 5 minutos variando apenas a
forma de aplicagdo: I) imersao;
II) passiva, escoamento com
auxilio de bolas de algodao

encharcadas; Ill) friccdo; V)
pincel e V) amostras nao
tratadas.

remocao de smear layer foi
obtida nos Grupos Il e IV; a
abertura de tubulos
dentindrios foi observada
nos Grupos Ill e IV e
somente a friccdo
promoveu exposicdo de
fibras colagenas.
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Delazari et al.”” (1999)

TTC-HCI  50mg/ml  aplicado
durante 4 minutos em dentes
indicados para exodontia por
razBes periodontais que foram
divididos em quatro grupos: 1)
acesso cirdrgico, raspagem,
irrigagcdo, reposicionamento do
retalho e exodontia; 2) acesso
cirirgico, raspagem, irrigacao,
aplicacao de TTC-HCI,
reposicionamento do retalho e
exodontia; 3) acesso cirdrgico,
raspagem, irrigagéo,
reposicionamento do retalho,
exodontia e imersdo em tripsina
1% por 20 minutos e 4) irrigagéo,
aplicacao de TTC-HCI,
reposicionamento do retalho,
exodontia e imersdo em tripsina
1%.

Grupos 1 e 2, as superficies
estavam completamente
cobertas por células
sanguineas. O Grupo 3
apresentou smear layer
irregular e, no Grupo 4, foi
observada remocdo de
smear layer com abertura
de tdbulos dentinérios.

Isik et al.*® (2000)

48 amostras obtidas de terceiros
molares recém-extraidos foram
distribuidas em grupos de
acordo com a concentragao do
TTC-HCI (controle, 10mg/ml,
25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml,
100mg/ml, 125mg/ml e
150mg/ml) e o tempo de
aplicacéo (1, 3 e 5 minutos)

Os resultados  obtidos
mostraram que,
independentemente do

tempo de aplicacdo e das
concentragdes utilizadas, o
cloridrato de tetraciclina
removeu smear layer.

Sampaio® (2001)

180 amostras provenientes de
dentes humanos distribuidas nos
grupos de acordo com a
concentracao de TTC-HCI (soro,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%),
forma de aplicagdo (topica e
friccdo com bolas de algodao) e
o tempo de aplicagéo (1, 2 e 3
minutos).

TTC-HCI 10% aplicado por
friccdo durante 1 ou 2
minutos, apesar da
formagcdo de smear layer
por dissolugdo quimica, foi

superior aos demais.
Obteve-se resultados
semelhantes utilizando-se

TTC-HCI 20% aplicado por
friccdo durante 1 minuto

Mata™ (2002)

estudou a remocdo de smear
layer utilizando diversas
concentracbes do TTC-HCI:
50mg/ml, 125mg/ml, 250mg/ml,
500mg/ml e soro como controle.

125mg/ml e  250mg/mi
foram as mais eficazes,
independente do tempo e
do modo de aplicagdo. A
friccdo, apesar da formagédo
de smear layer por
dissolugdo quimica da
dentina, foi o0 método mais
eficiente, n&do tendo o
tempo de aplicacéo
qualquer efeito sobre a
remocao de smear layer

TTC-HCI — cloridrato de tetraciclina; DP — doenga periodontal
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3 Proposicéo

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar, por meio de
microscopia eletronica de varredura, a remo¢do da smear layer e a
exposicdo da matriz colagena da dentina produzidas pela aplicagdo de
cloridrato de tetraciclina e determinar a concentracdo, a forma e o tempo

de aplicagcéo mais eficazes.
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4 Material e Método

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Odontologia de
Araraquara — UNESP, processo 25/2002 (Anexo 1).

Selecao e Obtencao da Amostra

Foram selecionados 225 molares, pré-molares e caninos
permanentes humanos recém-extraidos, tendo como Unico critério de
inclusdo que o dente apresentasse a juncdo cemento-esmalte intacta
(fundamental para localizar a regido de remocgédo das amostras). N&o
houve qualquer critério de exclusdo. Os dentes foram obtidos na Clinica
da Disciplina de Cirurgia da Faculdade de Odontologia de Araraquara -
UNESP.

Apds a exodontia, os dentes foram armazenados em um
recipiente contendo soro fisiolégico a fim de evitar ressecamento dos
espécimes.

A area de trabalho escolhida para a realiza¢do do estudo foi
o terco cervical da raiz por apresentar uma maior quantidade de tabulos
dentinarios e uma camada mais delgada de cemento radicular, o que
facilita a sua remocdo. A obtencdo da amostra a partir do dente
selecionado seguiu o0 seguinte protocolo:

e realizacdo, com o auxilio de uma fresa cilindrica diamantada (KG
SORENSEN® 2135) em alta rotacdo sob irrigacdo constante, de

dois sulcos paralelos com profundidade de aproximadamente
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0,5mm, o primeiro na juncdo cemento-esmalte e o segundo 4 mm

apical ao primeiro sulco, delimitando assim a éarea de trabalho

(Figuras 1 e 2).

FIGURA 2 — Confeccéo dos
sulcos com fresa.

FIGURA 1 — Marcacdo dos sulcos.

Esses sulcos foram realizados em duas faces dentais,
escolhidas de acordo com o dente, de modo a fornecer amostras mais
planas, amplas e sem acidentes anatdomicos. Assim, foram selecionadas
as faces vestibular e lingual ou as faces mesial e distal de cada dente.

Com a mesma fresa, os dois sulcos foram unidos e a
estrutura cementaria removida (Figura 3). Com o objetivo de formar a
smear layer, foram realizados 50 movimentos de raspagem (por dois
operadores treinados, tendo cada um deles manipulado 225 das 450
amostras) na area de trabalho de cada uma das faces dentais com
curetas de Gracey 5-6 novas (Neumar®) (Figura 4). Sempre que

necessario, o instrumento foi afiado com uma pedra de Arkansas plana.
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FIGURA 3 — Estrutura FIGURA 4 — Raspagem radicular.
cementaria removida.

ApOs a raspagem, foram realizados os procedimentos de
obtenc&o da amostra. Com um disco diamantado (KG SORENSEN®) em
baixa rotacéo, a coroa foi removida na altura do primeiro sulco (Figura 5).
Em seguida, no sentido longitudinal da raiz, foi realizada uma seccéo até
a altura do segundo sulco (Figura 6) e, a partir deste, em sentido
transversal (Figura 7), obtendo-se duas amostras medindo
aproximadamente 3mmX4mm (Figura 8). Dessa forma, foram produzidas

450 amostras.
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FIGURA 6 — Corte longitudinal com
FIGURA 5 — Corte transversal da coroz disco diamantado.

FIGURA 7 — Corte transversal para FIGURA 8 — Amostra de
obtencao da amostra. dentina.

As amostras foram armazenadas em soro fisiologico para
evitar seu ressecamento, o que inviabilizaria a futura avaliagdo quanto a
remocgéao de smear layer.

Tratamento das Amostras

O cloridrato de tetraciclina (TTC-HCI) utilizado no presente

estudo foi preparado em farmacia de manipulacdo (Farmacia Santa
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Paula, Araraquara-SP) uma semana antes do inicio do experimento. O
produto, em forma de p6, foi acondicionado em capsulas com a
guantidade exata necessaria para atingir a concentracdo desejada em
cada grupo, sendo diluido em 1mL de &gua destilada, medido com o
auxilio de uma pipeta automética (Boeco®) (Figura 9). Essa diluicéo foi
realizada em beckers pequenos (Pyrex®), sendo homogeneizada com

uma haste de acrilico imediatamente antes da solucdo ser aplicada sobre

as amostras (Figura 10).

FIGURA 9 — TTC-HCl em FIGURA 10 — Agente

capsulas e 1mL de agua. condicionante preparado.

As 450 amostras obtidas para a realizagdo do estudo foram
distribuidas, igualmente e ao acaso, nos seguintes grupos de acordo com
o tratamento a que seriam submetidas:

Grupo | — Aplicagéo de soro fisiolégico (Controle).
Grupo Il — Aplicagéo de cloridrato de tetraciclina na concentragéo de

10mg/ml.
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Grupo Il — Aplicagéo de cloridrato de tetraciclina na concentracado de
25mg/ml.
Grupo IV — Aplicacéo de cloridrato de tetraciclina na concentracdo de
50mg/ml.
Grupo V — Aplicacdo de cloridrato de tetraciclina na concentracado de
75mg/ml.
Grupo VI — Aplicacéo de cloridrato de tetraciclina na concentracdo de
100mg/ml.
Grupo VII — Aplicagéo de cloridrato de tetraciclina na concentragédo de
125mg/ml.
Grupo VIII — Aplicagéo de cloridrato de tetraciclina na concentracao de
150mg/ml.
Grupo IX — Aplicacdo de cloridrato de tetraciclina na concentracdo de
200mg/ml.
Grupo X — Aplicacdo de cloridrato de tetraciclina na concentracado de
250mg/ml.

Os grupos teste e controle foram divididos em subgrupos de
acordo com o modo e o tempo de aplicagéo das solucdes.
Formas de aplicacao

Cada solucdo foi aplicada nas amostras de trés formas,
sempre por um mesmo operador:
Passiva: bolinhas de algoddo embebidas nas solucbes testadas foram

depositadas e pressionadas sobre a amostra com uma pingca clinica
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(Duflex®) para escoar o produto (Figura 11). As bolinhas eram trocadas a

cada 30 segundos.

FIGURA 11 — Aplicacgao tépica.
Friccdo vigorosa: bolinhas de algodao embebidas nas solu¢des testadas
e presas a uma pinca clinica foram esfregadas nas amostras (Figura 12).
Estas eram mantidas em posi¢do sobre a bancada com o auxilio de outra

pinga clinica. As bolinhas de algod&o eram trocadas a cada 30 segundos.

FIGURA 12 — Friccéo vigorosa.
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Friccdo suave: as solucdes testadas foram pinceladas (movimentos de
vai e vem) sobre as amostras utilizando-se um pincel macio pélo de Marta
(Condor®). As amostras permaneciam presas a uma pinga clinica e
apoiadas sobre uma bancada durante o procedimento (Figura 13). O
pincel era embebido novamente a cada 30 segundos. Para cada grupo foi
utiizado um pincel préprio para evitar a mistura das diversas

concentragoes.

FIGURA 13 — Aplicagéo com pincel.

Tempo de aplicagéo
As solucdes em suas diversas formas de aplicagdo foram
empregadas durante:
a) um minuto de aplicacdo seguida de irrigacdo com 10 ml de soro
fisiologico com uma seringa descartavel e sua respectiva agulha;
b) dois minutos de aplicacdo seguida de irrigagdo com 10 ml de soro

fisiologico;
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c) trés minutos de aplicacdo seguida de irrigacao com 10 ml de soro
fisiolGgico.

Um crondmetro eletrénico foi utilizado para aferir o tempo de
aplicacdo e a necessidade de renovacdo das substancias testadas nos
dispositivos de aplicagéo.

Para cada subgrupo de concentracdo, forma e tempo de
aplicagdo foram utilizadas cinco amostras, totalizando 45 amostras por
grupo de concentracdo e 150 amostras para cada forma e para cada

tempo de aplicacdo conforme o Quadro 1.
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Quadro 1 — Distribuicdo das amostras de acordo com as

concentragbes, o0s tempos e modos de aplicacado
empregados
Formas de Aplicacao
Passiva Friccéo Friccéo
Concentragao Vigorosa Suave
Tempo de Aplicacao
r 2 |3 |1 |2 3 |1 (22 |F Total de
amostras
Controle 5|5(5|5|5|5|5]5]5 45
TTC-HCI 10mg/mL S |5 |55 |5|5|5|5]5 45
TTC-HCI 25mg/mL S |5 |55 |5|5|5|5]5 45
TTC-HCI 50mg/mL S |5 |55 |5|5]5|5]5 45
TTC-HCI 75mg/mL S |5 |55 |5|5|5|5]5 45
TTC-HCI 100mg/mL S (5|55 |5|5|5|5]5 45
TTC-HCI 125mg/mL S |5 |55 |5|5]|5|5]5 45
TTC-HCI 150mg/mL S |5 |55 |5|5|5|5]5 45
TTC-HCI 200mg/mL S |5 |55 |5|5]5|5]5 45
TTC-HCI 250mg/mL S |5 |55 |5|5|5|5]5 45
Total 50 |50 | 50|50 |50 |50 |50 |50 |50 450
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Processamento das amostras para analise microscopic a

Para avaliar a exposi¢do da matriz coldgena dentinaria apos
o tratamento quimico das amostras, utilizou-se o método proposto por Tay
et al.** (2000).

As cinco amostras de cada subgrupo foram armazenadas
em cassetes codificados (ndo permitindo que o examinador soubesse a
qual grupo as amostras pertenciam) de acordo com a concentragéo, 0
tempo e a forma de aplicagdo. Os cassetes foram forrados e cobertos por
papel absorvente, e as amostras ficaram estocadas por 24 horas para
secar (Figura 14). Em seguida, os cassetes foram colocados numa placa
de Petri (Pyrex®), na qual as amostras foram submetidas a desidratacdo
por meio de imersdo em concentracdes crescentes de alcool etilico (30°
50° 70°% 80° 95° 1009, cada uma delas alocada e m uma placa de Petri
(Figura 15). As amostras permaneceram submersas por uma hora em
cada uma das concentracdes de &lcool. Essa desidratacdo € necessaria
para a aplicacdo do etanol-hexametildisilazane (HMDS) (Sigma-Aldrich
Co) (Figura 16), substancia fundamental para visualizar a exposi¢cao de

fibras colagenas.

FIGURA 14 — Amostras em

cassete codificado.

FIGURA 15 — Placa de desidratacao

sequencial.
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FIGURA 16 — HMDS.

A aplicacdo do HMDS foi realizada numa placa de acrilico
contendo 12 orificios. A placa foi dividida em duas partes iguais (Figura
17), e, na primeira metade (a esquerda), os seis orificios codificados de A
a F, com cada letra correspondendo a um cassete, continham uma
solugdo de HMDS e &lcool absoluto na propor¢cdo 1:1. Com a pinga
clinica, as amostras foram retiradas dos cassetes e mergulhadas nos
orificios correspondentes, onde permaneceram por 30 minutos.

Decorrido esse tempo, as amostras foram transferidas para
os seis orificios a direita (codificados de A’ a F’), que continham HMDS
puro, e la permaneceram por 10 minutos. Toda a manipulacdo do HMDS
foi realizada na capela do laboratério de histologia da Disciplina de
Periodontia — Departamento de Diagnoéstico e Cirurgia da Faculdade de

Odontologia de Araraquara - UNESP, pois o HMDS é cancerigeno.
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FIGURA 17 — Amostras em placa de acrilico com orificios.

Finalizada a aplicagdo do HMDS, as amostras retornaram
aos seus respectivos cassetes, e estes foram colocados na placa de Petri
tampada e forrada com papel filtro com o intuito de absorver o produto
utilizado (Figura 18). Posteriormente as amostras foram coladas com
esmalte incolor misturado a grafite em p6 em suportes metélicos
especificos para avaliacdo ao microscépio eletrénico de varredura (Figura
19) e mantidas por 48 horas num dessecador a vacuo para desidratacdo
(Figura 20).

A seguir, as amostras foram metalizadas com ouro com
99,99% de pureza por 100 segundos (Figura 21). O aparelho metalizador
utiizado foi o BAL-TEC SCD-050. A camada metdlica produzida na
superficie da amostra apresentava 25nm. Esse passo € necessario para
gue se consiga a transmissao de elétrons sobre a superficie da amostra.
Um microscopio eletrénico de varredura (JEOL JSM-T330A) ajustado na

voltagem de 20Kv foi utilizado para a obtencéo das fotomicrografias (filme
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NEOPAN SS-120 — Fuji) tiradas do centro da amostras nos aumentos de

1.500X e 3.500X. O técnico operador do microscépio desconhecia 0s

grupos aos quais as amostras pertenciam.

FIGURA 18 — Cassete sobre papel FIGURA 19 — Amostra colada no

de filtro. suporte metalico.

FIGURA 21 — Amostra metalizada.

FIGURA 20 — Dessecador a

Vacuo.
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As fotomicrografias foram enviadas a um examinador
treinado e calibrado que desconhecia a que grupo cada fotomicrografia
pertencia, o qual realizou trés avaliagcbes de cada imagem, com um
intervalo de 15 dias entre cada avaliacdo. Para determinar a magnitude
de remocgdo de smear layer em cada fotomicrografia foi utilizado o indice
de remocdo de smear layer proposto por Sampaio® (1999) modificado
para este estudo, que consiste de oito escores que serdo apresentados a
seguir. O escore que se repetiu em duas ou em trés avaliacdes, foi 0
escore atribuido a amostra (Anexo 2). Nos casos em que ocorreram trés
leituras diferentes, estas eram repetidas até que houvesse concordancia
entre, pelo menos, duas delas. Para avaliar a reprodutibilidade intra-
examinador na aplicacdo do indice de remocdo de smear layer, foi
elaborada uma tabela de contingéncia com os escores atribuidos as
fotomicrografias e entdo foi aplicado o teste kappa ponderado'®, sendo
obtido o coeficiente 0,89 (Anexo 3). A tabela de contingéncia foi
construida considerando como “primeira leitura” o escore mais prevalente
nas trés leituras realizadas, sendo a “segunda leitura” representada pelo
escore menos prevalente. Quando o mesmo escore foi atribuido a
fotomicrografia nas trés leituras, foi considerado que houve

reprodutibilidade exata na primeira e na segunda leitura.
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indice de remocdo de smear layer

Escore 1:  Superficie radicular sem smear layer, com abertura total dos
tubulos dentinarios, sem indicios de smear layer na abertura

dos tubulos e com exposicao de fibras colagenas de dentina.

Escore 2:  Superficie radicular sem smear layer com abertura total dos
tubulos dentinarios, sem indicios de smear layer na abertura

dos tubulos.
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Escore 3:  Superficie radicular sem smear layer com abertura total dos
tubulos dentinarios, e com indicios de smear layer na

abertura dos tubulos.

Escore 4.  Superficie radicular sem smear layer com abertura parcial

dos tubulos dentinarios.
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250530

Escore 5:  Superficie radicular coberta por smear layer com aspecto
uniforme, formada por dissolu¢cdo quimica apresentando

abertura ou nao de tibulos dentinarios.

Escore 6:  Superficie radicular coberta por smear layer com aspecto
uniforme, apresentando indicios de abertura dos tubulos

dentinérios.
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Escore 7.  Superficie radicular coberta por smear layer com aspecto

uniforme, sem indicios de abertura dos tubulos dentinarios.

Escore 8: Superficie radicular coberta por smear layer com aspecto
irregular e presenca de estrias e/ou depdsitos esparsos.
Os dados obtidos com a leitura das fotomicrografias foram
tabulados e submetidos a analise estatistica.

Andlise Estatistica

A variavel ordinal “indice de remocdo de smear layer” foi
avaliada por meio de analise de varidncia ndo paramétrica (teste de

Kruskall-Wallis) em virtude da distribuicdo ndo-normal dos dados. Os
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testes foram aplicados comparando os grupos dentro de cada uma das
trés variaveis separadamente: concentracdo (Grupo Controle, TTC-HCI
10mg/mL, TTC-HCI 25mg/mL, TTC-HCI 50mg/mL, TTC-HCI 75mg/mL,
TTC-HCI 100mg/mL, TTC-HCI 125mg/mL, TTC-HCI 150mg/mL, TTC-HCI
200mg/mL e TTC-HCI 250mg/mL), tempo de aplicagéo (1, 2 e 3 minutos)
e modo de aplicacao (passiva, fricgcao vigorosa e friccao suave).

Foi adotado o nivel de significancia de 0,05. Assim, sendo
p>0,05, a hipétese de nulidade (Ho), pela qual todos os tratamentos
apresentariam igual capacidade de remocao de smear layer, foi aceita.
Sendo p = 0,05, a Ho foi rejeitada. Neste caso, a comparacao entre 0s
postos médios das amostras foi efetuada a partir do teste de Dunn a fim
de se detectar entre quais grupos a diferenca existiu. O programa
estatistico utilizado para a execucdo dos testes foi o Biostat 3.0

(Sociedade Civil Mamiraua/MCT-CNPQ).
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5 Resultado

A distribuicAo dos escores das diferentes concentracbes de
cloridrato de tetraciclina em ordem decrescente de beneficio (1 a 8) mostrou que
as concentragdes com maior capacidade de expor a matriz colagena da dentina,
ou seja, as que produziram maior nimero de escores 1 foram as de 50mg/ml e
75mg/ml (12 amostras — 26,7% das amostras desses grupos), seguidas pelas
concentracdes 100mg/ml e 200mg/ml (10 amostras — 22,2% das amostras
desses grupos), 250mg/ml (9 amostras — 20% das amostras), 125mg/ml (8
amostras — 17,8% das amostras), 150mg/ml (7 amostras — 15,5% das
amostras), 25mg/ml (5 amostras — 11,1% das amostras) e 10mg/ml (3 amostras

— 6,7% das amostras). O grupo controle ndo apresentou escore 1 (Tabela 1).
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Tabela 1 — Distribuicdo da freqtiéncia dos escores referentes aos diferentes graus de remocédo de

smear layer conforme a concentracdo, a forma e o tempo de aplicacado do agente condicionante.

© 0 N O Ok wWwDN P

37.

GRBENEBEEE

Controle 10 25 50 75 100 125 150 200 250
1F2 1P3 1F1 1P2 1F3 1F1 1F1 1P1 IN1
1F3 1F3 1F1 1F1 IN1 1F2 1F1 1F1 IN1
1F3 IN2 1F2 1F1 IN2 1F2 1F2 1F2 IN2

6F1 2F3 IN2 1F2 1F1 IN2 1F2 1F3 1F3 IN2
6F1 3F2 IN2 1F2 1F2 IN2 IN2 IN3 IN2 IN2
6F2 3F2 2F1 1F2 1F2 IN3 IN3 IN3 IN2 IN3
6F2 2F2 1F3 1F2 IN3 IN3 IN3 IN2 IN3
6F3 2F2 1F3 1F2 IN3 IN3 2F2 IN3 IN3
3F1 1F3 IN2 IN3 2F1 2N1 IN3 IN3
3F1 IN2 IN2 IN3 2F2 2N1 IN3 2F1
3F1 IN2 IN2 2F1 2F3 2N2 3P2 2F1

3F2 IN2 IN3 2F1 2N1 2N2 3F1 2N2
3F2 2N2 3F1 3P3
3F3 3P3
3F3 3F1
3F3 3N1
3N3 3N2
3N3

escore 1
escore 2

escore 3

Legenda: escore (1-8), forma de aplicacdo (passiva (P), friccdo (F), pincel (N)) e tempo de aplicacdo (1-3)
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Com relacdo as formas de aplicacdo, a mais prevalente
entre as amostras com escore 1 foi a aplicacao por pincel, seguida pelas

friccdo e aplicagcédo passiva (Tabela 2).

Tabela 2 — Distribuicdo da frequéncia dos escores referentes aos
diferentes graus de remocdo de smear layer conforme a forma de

aplicacao do agente condicionante

Forma aplicacdo Passiva Pincel Friccéo

n(%) n(%) n(%)
Escore 1 3(2,0) 41 (27,3) 32 (21,3)
Escore 2 0 (0) 14 (9,3) 17 (11,3)
Escore 3 5(3,3) 13 (8,6) 23 (15,3)
Escore 4 25 (16,7) 18 (12,0) 16 (10,7)
Escore 5 0 (0) 14 (9,3) 46 (30,7)
Escore 6 36 (24,0) 24 (16,0) 10 (6,7)
Escore 7 41 (27,3) 21 (14,0) 6 (4,0)
Escore 8 40 (26,7) 5(3,3) 0 (0)
TOTAL 150 (100) 150 (100) 150 (100)

Kruskal-Wallis* A B B
p=0.00001

Letras iguais* — auséncia de diferenca estatistica
Com relacdo aos tempos de aplicagdo, o mais prevalente
entre as amostras com escore 1 foi o tempo de 2 minutos, seguido por 3

minutos e 1 minuto (Tabela 3).
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Tabela 3 — Distribuicdo da frequéncia dos escores referentes aos

diferentes graus de remocao de smear layer conforme o tempo de

aplicacao do agente condicionante

Tempo aplicacéo 1 2' 3
n(%) n(%) n(%)
Escore 1 13 (8,7) 34 (22,7) 29 (19,3)
Escore 2 9 (6,0) 12 (8,0) 10 (6,7)
Escore 3 16 (10,7) 12 (8,0) 13 (8,7)
Escore 4 19 (12,7) 17 (11,3) 23 (15,3)
Escore 5 17 (11,3) 18 (12,0) 25 (16,7)
Escore 6 38 (25,3) 21 (14,0) 21 (14,0)
Escore 7 25(16,7) 23(15,3) 20(13,3)
Escore 8 13 (8,7) 13 (8,7) 9 (6,0)
TOTAL 150 (100) 150 (100) 150 (100)
Kruskal-Wallis* A B B

P =0.0018

Letras iguais* — auséncia de diferenca estatistica

A concentracdo de 75mg/ml € a que produziu o maior

namero de escores entre 1 e 4 (34 amostras — 75,5% das amostras desse

grupo), refletindo sua maior capacidade de remover a smear layer e expor

fibras colagenas, seguida pelas concentragfes de 50mg/ml (27 amostras

— 60,0% das amostras), de 125mg/ml e 150mg/ml (25 amostras — 55,5%

das amostras), de 25mg/ml (22 amostras — 48,9% das amostras), de

100mg/ml e 200mg/ml (20 amostras — 44,4% das amostras), de 10mg/mi
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e 250mg/ml (16 amostras— 35,5% das amostras) e pelo soro fisioldgico
(duas amostras — 4,4% das amostras) (Tabela 1).

Com relacdo as formas de aplicacdo, a mais prevalente
entre as amostras com escores de 1 a 4 foi a friccdo (58,6% das
amostras), seguida pela aplicagdao com pincel (57,2% das amostras) e
aplicacdo passiva (22% das amostras) (Tabela 2).

Com relagéo aos tempos de aplicagdo, os mais prevalentes
entre as amostras com escores entre 1 e 4 foram os tempos de 2 e 3
minutos (50% das amostras) seguidos por 1 minuto (38,1% das amostras)
(Tabela 3).

Das 450 amostras deste estudo, 60 apresentaram
superficies radiculares cobertas por smear layer formada por dissolucdo
guimica da estrutura dental (escore 5) (Tabela 4). Em ordem decrescente,
a concentracdo de 200 mg/ml produziu 16 amostras com escore 5,
seguida pelas de 250 mg/ml, 125 mg/ml, 100 mg/ml e 150 mg/ml. Tanto
as concentracfes abaixo de 100mg/ml como o soro fisiolégico (grupo
controle) ndo produziram escore 5.

A forma de aplicacdo que mais produziu amostras com
escores 5 foi a friccdo, seguida pelo pincel. A forma passiva nédo produziu
escore 5 (Tabela 4).

Com relagéo ao tempo de aplicagédo, o que mais produziu

escore 5 foi 3 minutos, seguido por 2 minutos e 1 minuto (Tabela 4).
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Tabela 4 — Distribuicdo da frequéncia do escore 5 nas concentracfes,

formas e tempos de aplicacao de cloridrato de tetraciclina

Concentragdes
100 125 150 200 250
Frequéncia 10 (16,7) 11(18,3) 8(13,3) 16(26,7) 15(25)

n(%)
Forma de aplicagéo

Passivo Pincel Friccéo
Frequéncia 0 (0) 14 (23,3) 46 (76,7)
n(%)
Tempo de aplicagéo
1 minuto 2 minutos 3 minutos
Frequéncia 11 (18,3) 14 (23,3) 35 (58,4)
n(%)

Todos as concentra¢des apresentaram amostras com smear
layer (escores 7 e 8), 113 amostras no total. O grupo do soro fisiolégico
apresentou 36 amostras com escores 7 e 8, seguido pelos das
concentragbes 10mg/ml, 25mg/ml, 250mg/ml, 200mg/ml, 100mg/ml,
125mg/ml, 75mg/ml, 50mg/ml e 150mg/ml (Tabela 5).

Com relacdo as formas de aplicacdo, a mais prevalente
entre as amostras com escores 7 e 8 foi a passiva, seguida pela aplicagao
com pincel e pela aplicacao por friccdo (Tabela 5).

Com relagéo aos tempos de aplicagdo, os mais prevalentes
entre as amostras com escores 7 e 8 foi o tempo de 1 minuto, seguido por

2 minutos e 3 minutos (Tabelas 5).
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Tabela 5 — Distribuicdo da frequéncia dos escores 7 e 8 nas

concentragdes, formas e tempos de aplicagéo de cloridrato de tetraciclina

Concentragdes

Ctrl 10 25 50 75 100 125 150 200 250

Freq 36 17 16 4 6 7 6 3 8 10
n%) (31,90 (15) (142) (35 (53) (6,2 (53) (27) (7.1) (838)

Forma de aplicagéo

Passivo Pincel Friccéo
Frequéncia 81 (71,7) 26 (23,0) 6 (5,3)
n(%)
Tempo de aplicagéo
1 minuto 2 minutos 3 minutos
Frequéncia 48 (42,5) 36 (31,8) 29 (25,7)
n(%)

Ctrl — controle

A andlise dos parametros forma e tempo de aplicacéo
dentro das duas concentragcbes mais eficazes, ou seja, aquelas que
produziram maior frequéncia de escores 1 e 2, indica maior frequéncia
nas formas de aplicagcdo por pincel e friccdo e uma tendéncia de
superioridade da aplicacdo por friccdo na concentracdo de 50mg/ml. Com
relagdo ao tempo de aplicacéo, observa-se superioridade do grupo de 2
minutos de aplicacéo, seguido por 3 e 1 minutos, respectivamente (Tabela

6).
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Tabela 6 — Distribuicdo da frequéncia dos escores 1 ou 2 dentro das

concentragdes de 50mg/ml e 75mg/ml

Concentragao

50mg/ml
n(%)
17 (100)

50mg/ml
n(%)
Pincel

5(29,4)

Passivo
0 (0)

50mg/ml
n(%)

2 minutos

9 (52,9

1 minuto
2(11,8)

Forma de aplicagéo

Passivo
15,2

Friccéo
12 (70,6)

Tempo de aplicagéo

1 minuto
3 (15,8)

3 minutos
6 (35,3)

75mg/ml
n(%)
19 (100)

75mg/ml
n(%)
Pincel
9 (47,4)

Friccéo
9 (47,4)

75mg/ml
n(%)

2 minutos

19 (52,6)

3 minutos
6 (31,6)
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6 Discussao

Segundo a literatura, a desmineralizacdo de superficies
radiculares destituidas de sua inser¢cdo conjuntiva tem o potencial de
promover a regeneracdo dos tecidos periodontais. Isso ocorreria devido a
descontaminacdo da superficie radicular, & remo¢do da smear layer e a
exposicdo da matriz colagena da dentina e de outras proteinas da matriz
dentinaria que teriam o potencial de influenciar os eventos de cicatrizagdo
periodontal.

Baseado nessa premissa, é preciso determinar quais sao 0s
agentes condicionantes (biomodificadores) mais eficientes. Os agentes
mais estudados sdo o acido citrico, o cloridrato de tetraciclina e o EDTA.
Estudos in vivo demonstraram a capacidade do acido citrico em favorecer

a estabilizagdo do coagulo sanguineo sobre a superficie dental*®’?,

e a
ligacdo entre o coldgeno da matriz organica dental e o do tecido
conjuntivo’®®%®”  fendmenos estes considerados importantes para a
regeneracdo da insercdo conjuntiva®. Recentemente, Ruggeri et al.®
(2006) demonstraram que, apesar da sua natureza &cida, o acido citrico
foi capaz de expor a matriz colagena da dentina mantendo a sua
integridade estrutural (comprovada por imunohistoquimica para colageno
tipo | e sulfato de condroitina), apresentando resultados superiores na
exposicdo da matriz organica dental quando comparado ao

condicionamento realizado com EDTA (que foi menos eficiente em

remover a matriz inorganica da estrutura dental). Embora o EDTA possua
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a capacidade de remover a smear layer e expor a matriz colagena da
dentina atuando em pH neutro, 0 que, em teoria, 0 torna mais
biocompativel do que o acido citrico e o cloridrato de tetraciclina, existem
evidéncias preliminares indicando que esse agente ndo favorece a
adesao do coagulo sanguineo a superficie radicular pelo fato de inibir a
coagulacdo sanguinea®. Isso foi corroborado pelo estudo clinico de
Blomlof et al.'’® (2000), o qual n&o observou efeito benéfico do
condionamento com EDTA sobre os parametros de ganho de insergéo e
reducéo de profundidade de sondagem.

O cloridrato de tetraciclina possui diversas caracteristicas
desejaveis a um agente de biomodificacdo radicular, tais como a
capacidade de remover a smear layer*°%°%# de expor a matriz colagena
da estrutura dental'”*“**°! de produzir superficies com afinidade por
fibronectina®, de adsorver & superficie dental e de ser liberada
posteriormente (substantividade)’, de inibir enzimas colagenoliticas
associadas a destruicdo dos tecidos periodontais (MMPs)**%%1! " de inibir

2561 o de fator de necrose tumoral

a producéo de oxido nitrico sintetase
alfa (TNF-a)®, de promover a estabilizacdo do coagulo sanguineo™ e
apresentar acdo antimicrobiana’ contra periodontopatdgenos*®“!. A acdo
antimicrobiana € um fator relevante, pois a doenca periodontal € uma
condicao crbnica de natureza infecciosa e a carga bacteriana de espécies

do complexo vermelho e Tannerella forsythensis em sitios periodontais

com defeitos 0Osseos verticais apresenta relacdo inversamente
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proporcional ao ganho de insercdo apOs tratamento regenerativo pela
técnica da regeneracéo tecidual guiada®. Em contrapartida, o cloridrato
de tetraciclina apresenta pH &cido, existindo uma relacdo inversamente
proporcional entre o pH e a concentragdo da solucdo de cloridrato de
tetraciclina. Isto é significativo, pois pode interferir na viabilidade celular*?
e nos eventos iniciais do processo de cicatrizacdo periodontal*%.
Entretanto, a tetraciclina é uma das substancias mais
utilizadas no tratamento de sitios periodontais'’, sendo muitas vezes
aplicada diretamente nesses locais como coadjuvante no tratamento da
doenca periodontal?®***% no tratamento de manutencdo® e em

37,39

procedimentos regenerativos® ", produzindo resultados equivalentes ou

estatisticamente superiores aos obtidos pela terapia convencional. E
preciso enfatizar que, durante a aplicacdo do cloridrato de tetraciclina, &
importante evitar o contato da substancia com os tecidos moles® e ter o
cuidado de remover residuos de cloridrato de tetraciclina das superficies

dentais ap6s o condicionamento por meio de uma lavagem cuidadosa da

superficie radicular®® devido ao seu potencial citotéxico.

4,10,17,22,64 21,94,96

Diversos estudos in vivo e in vitro verificaram
as respostas bioldgicas induzidas pela biomodificacdo com o cloridrato de
tetraciclina, sendo os resultados controversos. Terranova et al.** (1986)
observaram maior adesdo de laminina (proteina ligada a adesao de
queratindcitos) nas amostras que ndo receberam condicionamento com

cloridrato de tetraciclina. Ja a adesdo méaxima de fibronectina (proteina
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ligada a adesdo de fibroblastos) foi obtida a partir do condicionamento
utilizando a concentragdo de 100mg/ml. O ensaio de cultura de células
corroborou esses achados, uma vez que as amostras nao condicionadas
apresentaram adeséao epitelial quatro vezes maior do que a fibroblastica e
as amostras condicionadas com cloridrato de tetraciclina e tratadas com
fibronectina apresentaram adesédo de fibroblastos quatro vezes maior do
gue as amostras que nao receberam condicionamento. Entretanto, 0s
autores demonstraram que, incubando as amostras de dentina tratadas
com cloridrato de tetraciclina e fibronectina em saliva, foi suprimida a
capacidade da fibronectina de mediar a adesao dos fibroblastos. Isso
poderia ser uma das razbes pelas quais os resultados clinicos da
biomodificagdo séo limitados.

O estudo de Chandra et al.%

(2006) verificou a adesao e a
morfologia de células V79 (fibroblasto pulmonar de hamster) e de
fibroblastos de ligamento periodontal humano sobre superficies
dentinarias oriundas de dentes com periodontite. As amostras
condicionadas com EDTA e acido citrico foram as que apresentaram
resultados mais favordveis com relacdo a morfologia da superficie
radicular e das células. O grupo tratado com cloridrato de tetraciclina
apresentou amostras com remanescentes de smear layer sem exposi¢cao
de fibras coldgenas e com pobre adesdo de células. Uma possivel

explicagcéo para o resultado apresentado pelo grupo tratado com cloridrato

de tetraciclina pode ser a baixa concentracdo utilizada (TTC-HCL10%),
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gue nédo foi capaz de remover a smear layer (e toxinas) e de expor a
matriz colagena dental.

Com relagéo aos estudos in vivo, aspectos relevantes como
a formacgdo de coagulo sanguineo sobre superficies radiculares afetadas
por periodontite foram avaliados por Bal et al.'® (1990) que testaram, em
humanos, a biomodificagdo com acido citrico 1% e o cloridrato de
tetraciclina na concentracdo de 50 mg/ml aplicados por 3 minutos. A
analise descritiva de fotomicrografias obtidas por meio de microscopia
eletrénica de varredura mostrou que a formacdo do coagulo apresentava-
se mais avancada no grupo tratado com cloridrato de tetraciclina do que
no grupo tratado com acido citrico. Esse dado é relevante, pois a ligacéo
precoce do coagulo sanguineo com a superficie radicular poderia impedir
ou reduzir a migracao apical do epitélio juncional.

Outros estudos foram desenvolvidos para avaliar o efeito da
biomodificagdo com cloridrato de tetraciclina na cicatrizagdo de sitios com
lesdes periodontais e de sitios que receberam tratamento para cobertura
de recessbes gengivais. O estudo ndo controlado de Claffey et al.??
(1987) demonstrou, em caes, resultados positivos com a aplicacdo do
cloridrato de tetraciclina 1% em sitios com doenca periodontal, com média
de ganho de insercdo conjuntiva de 5,9mm. Entretanto, no estudo
controlado realizado por Nagata et al.** (2005), no qual testaram o
cloridrato de tetraciclina 10% em macacos, nédo foi observado efeito

benéfico estatisticamente significante da biomodificacdo com cloridrato de
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tetraciclina sobre a cicatrizagdo dos tecidos periodontais. Esse resultado
poderia ser explicado pela baixa concentracao utilizada, que pode ter sido
incapaz de produzir a biomodificacéo.

Em humanos, a biomodificacdo foi testada como
coadjuvante no tratamento de sitios com perda de insercdo periodontal
em dentes com indicacdo de extracdo (os quais foram analisados
histolégicamente)* e em procedimentos de cobertura radicular’®. Os
autores nao observaram efeitos significantes (tanto do ponto de vista
clinico, como do estatistico) com o uso do cloridrato de tetraciclina na
biomodificagao radicular.

Embora os estudos in vivo, em geral, indiguem que a
biomodificagdo com o cloridrato de tetraciclina n&o traz beneficios a
cicatrizacdo dos tecidos periodontais, isso pode ser atribuido a falta de
parametros bem estabelecidos para a utilizagdo desse agente
condicionante. Esse fato pode ser observado pela falta de uniformidade
nos parametros utilizados nos estudos em geral. Portanto, determinar in
vitro os parametros mais eficientes para a aplicacdao do cloridrato de
tetraciclina € importante e deve preceder a aplicagdo desse agente nos
estudos in vivo. Outro fator importante que deve ser levado em
consideracao € o tempo de exposicdo da raiz dental ao meio bucal, o que

2,33

produz contaminac&o®** e hipermineralizacéo®°* da superficie radicular,

sendo observado que esses fatores podem influenciar a biomodificagéo,
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dificultando a descontaminacédo, a desmineralizacdo e a exposicao de
fibras colagenas dentinérias ou cementérias.

Os resultados do presente estudo demonstraram que o
procedimento de raspagem e de alisamento radicular realizado nas
amostras foi capaz de produzir a smear layer e que o cloridrato de
tetraciclina foi eficaz na sua remocédo e na exposicdo da matriz de
colageno dentinéria, tendo sido as concentracdes de 50mg/ml e 75mg/ml
as mais efetivas, pois apresentaram as maiores frequéncias de escores 1
e 2, frequéncias reduzidas de escores 7 e 8 e auséncia de escore 5
(Tabela 1). Muito embora o grupo de 150mg/ml tenha produzido a menor
freqUéncia de escores 7 e 8 entre todas as concentracdes de cloridrato de
tetraciclina (o que seria, teoricamente, relevante), essa menor frequéncia
nao foi expressiva. Mais expressivas foram a maior frequiéncia de escores
intermediarios (escores de 3 a 6) e a baixa frequéncia de escores 1 e 2
que o grupo de 150mg/ml apresentou.

A literatura demonstra que a concentracdo da solucédo € um

43,50,59

fator critico para a eficacia do cloridrato de tetraciclina , pois

concentragbes baixas apresentaram baixa eficiéncia na remocao da

35,43

smear layer e na promoc¢do da desmineralizagdo dentinaria®"°, enquanto

concentragbes que variaram de 10mg/ml a 250mg/ml promoveram, em

43,50,59

diferentes graus, a remocédo de smear layer Essas afirmacdes

estdo de acordo com os resultados do nosso estudo.
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Quanto a forma de aplicagdo, o uso do pincel e a friccdo
apresentaram resultados superiores quando comparados a forma passiva,
havendo diferenca estatisticamente significante (p=0,00001). Houve uma
tendéncia geral de a aplicacdo com pincel ser superior a aplicagdo por
friccdo, pois produziu frequéncia 6% maior de amostras com escore 1
(Tabela 2). Entretanto, a maior frequéncia de escore 1 no grupo de
aplicacdo com pincel concentrou-se nos grupos de concentracdes altas
de cloridrato de tetraciclina (a partir de 100mg/ml). Nas concentracdes
gque apresentaram maior frequéncia de escores 1 e 2 (50mg/ml e
75mg/ml), a maioria das amostras havia sido tratada pela forma de friccéo
sugerindo que esta é a melhor forma de aplicacdo do clorirato de
tetraciclina nessas concentracdes. Esta observagdo é corroborada pelo
fato de que as amostras tratadas por friccAo apresentaram menor
frequéncia de escores 6, 7 e 8 (Tabela 2).

Embora Bergenholtz, Babay™ (1998) tenham demonstrado
gue a forma de aplicagdo pode comprometer a integridade da matriz
colagena da dentina, inferindo que a agdo mecanica da friccdo poderia
romper as fibras colagenas, esse fenébmeno ndo foi observado no
presente estudo e nem nos estudos de Isik et al.** (1997) e de Ruggeri et
al.®* (2007). Entretanto, a forma de aplicacdo por friccdo apresentou
freqUéncia trés vezes maior de escore 5 do que a aplicagdo com pincel
guando utilizadas solugdes com concentracdes de cloridrato de

tetraciclina a partir de 100mg/ml. Isso sugere que a combinacdo de
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concentragfes iguais ou superiores a 100mg/ml com a aplicagdo por
friccdo deve ser evitada.

Com relagdo ao tempo de aplicagéo, os tempos de 2 e 3
minutos foram superiores ao de 1 minuto, sendo a diferenca
estatisticamente significante (p=0,0018). Houve uma tendéncia da
aplicacdo por 2 minutos ser superior a aplicagdo por 3 minutos, pois
produziu maior frequiéncia de amostras com escores 1 e 2 (o grupo de 2
minutos apresentou frequéncia 3% maior de escore 1 e 1,4% maior de
escore 2) (Tabela 3). Houve diferengca muito discreta na frequéncia de
escores 7 e 8 entre os trés tempos de aplicagdo, embora o grupo de 3
minutos tenha apresentado menor tendéncia a apresentar esses escores.
O contrario ocorreu com a freqiéncia de escore 5, tendo o grupo 3
minutos apresentado a maior ocorréncia. Esses resultados sugerem que a
aplicacdo por 2 minutos é a mais eficaz, seguida pela dos tempos de 3
minutos e 1 minuto.

Labahn et al.*°

(1992) aplicaram cloridrato de tetraciclina na
concentragcdo de 100mg/ml por 30 segundos, 1, 2 e 4 minutos pela
aplicacdo passiva e por friccdo e verificaram que o aumento do diametro
dos tubulos dentinarios foi dependente do tempo de aplicacdo e
independente da forma de aplicacdo. Esse achado esta em desacordo
com os resultados do nosso estudo. Esses autores observaram tendéncia
de maior abertura de tdbulos dentindrios no grupo de aplicagdo por

7

friccdo. No entanto, € importante enfatizar que o numero reduzido de
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amostras (4 amostras para cada tempo de aplicacdo, perfazendo um total
de 16 amostras) pode ter comprometido o poder estatistico do estudo em
detectar a diferenca entre as formas de aplicagéo.

Isik et al.**

(1997) inferiram que a forma de aplicacdo é mais
importante do que o tempo, e por isso, padronizaram o0 tempo de
aplicacdo em 5 minutos. Esses autores mostraram que a aplicacéo de
cloridrato de tetraciclina com pincel promoveu maior abertura dos tabulos
dentinarios e que a friccAo promoveu maior exposicdo da matriz de
colageno dentinaria mantendo a sua integridade. No nosso estudo, nédo
houve diferenca estatistica entre o grau de remocdo de smear layer
promovida pela aplicagio com pincel e por friccdo; entretanto,
observamos maior frequéncia de exposicdo de matriz de colageno
(escore 1) no grupo de aplicacdo com pincel (Tabela 2). Essa diferenca
entre os resultados dos dois estudos pode ser atribuida a diferencas de
metodologia, pois Isik et al.** (1997) utilizaram terceiros molares
impactados, que supostamente apresentam menor grau de mineralizagéo
da superficie dental, e ndo realizaram a raspagem e alisamento radicular
nas amostras, o que pode ter influenciado a smear layer formada. Os
autores utilizaram, ainda, apenas uma concentracdo de tetraciclina
(solugéo saturada 0,5% g/ml) e um periodo de aplicacdo (5 minutos) e
lancaram mao diversas angulacdes do feixe de elétrons do microscopio
para visualizar a textura superficial das amostras em vez do HMDS. Isso

pode ter interferido na visualizacdo da matriz de coldgeno da dentina.



Discussao 95

Além disso, o método de avaliagdo envolveu a mensuracdo da abertura
de tdbulos dentinarios, e o parametro utilizado para classificar a
exposicdo da matriz colagena foi a profundidade em que o cloridrato de
tetraciclina foi capaz de penetrar na estrutura dental e promover tal
exposicdo. Apesar das diferencas de método e dos resultados
observados entre os dois estudos, é importante frisar que, em nosso
estudo, a forma de aplicacdo que promoveu maior exposicao de fibras
colagenas nas concentragfes de 50mg/ml e 75mg/ml (consideradas as
mais eficazes para a biomodificacdo com cloridrato de tetraciclina) foi a
friccdo. Portanto, apesar da diferenca nos resultados, as conclusdes dos
dois estudos sdo semelhantes com relacéo a forma de aplicacao.

Outros resultados conflitantes com os obtidos neste estudo
também foram observados**’. Demonstraram que o tempo de aplicacéo
ndo € importante para a biomodificacdo com cloridrato de tetraciclina. A
capacidade da raspagem e alisamento radicular em produzir a smear
layer e a capacidade de remocé&o desta pelo cloridrato de tetraciclina na
concentracdo de 250mg/ml aplicado por 30 segundos, 1, 3, 5 e 10
minutos com fric¢cdo suave, utilizando metodologia semelhante & do nosso
estudo, foram avaliadas por Madison, Hokett®” (1997). Os autores
observaram, por meio de microscopia eletronica de varredura, a remogao
efetiva e homogénea de smear layer nos cinco diferentes tempos de
aplicacdo. As amostras receberam escore médio de 3,5 em uma escala

de graus crescentes de remocao de smear layer que variava de 0 (sem



Discussao 96

efeito sobre a smear layer) a 4 (remocdo completa da smear layer com
tubulos dentinarios abertos e limpos). O fato da variavel tempo nao ter
influenciado na remocdo da smear layer pode ser atribuido a alta
concentragdo de cloridrato de tetraciclina utilizada. Chama a atencédo
também o fato de os autores ndo encontrarem a smear layer formada por
dissolucdo quimica da dentina. No entanto, algumas amostras
apresentaram formag&o granular cristalina recobrindo a superficie dental,
o que foi atribuido a alta concentracdo de cloridrato de tetraciclina
utilizada.

Isik et al.*®* 2000 aplicaram, por friccdo, cloridrato de
tetraciclina nas concentragdes de 10mg/ml, 25mg/ml, 50mg/ml, 75mg/ml,
100mg/ml, 125mg/ml e 150mg/ml, nos tempos de 1, 3 e 5 minutos, sendo
a solucéo renovada a cada 30 segundos, e avaliaram a remocdo da
smear layer e a abertura dos tdbulos dentindrios. Com exce¢do dos
grupos de cloridrato de tetraciclina nas concentracées de 10mg/ml e
25mg/ml aplicadas durante 1 minuto, todos 0s outros apresentaram grau
de abertura dos tubulos dentinarios estatisticamente superior ao do grupo
controle (agua destilada), ndo havendo diferencas entre os tempos de
aplicagcdo. Com relacdo a concentracdo e a abertura de tabulos
dentinarios, houve certa concordancia com o nosso estudo, sendo as
concentragbes entre 50mg/ml e 125mg/ml consideradas as mais
eficientes. Os autores inferiram que a friccdo do cloridrato de tetraciclina,

gue associa a acdo mecanica a desmineralizante, € capaz de produzir
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desmineralizagdo em curto periodo de tempo. Os resultados conflitantes
com os do nosso estudo podem ser atribuidos, mais uma vez, ao fato de
esses autores terem utilizado dentes que nunca foram expostos ao meio
bucal (terceiros molares inclusos) e que néo receberam raspagem e
alisamento radicular, o que pode ter influenciado na composi¢do e na
estrutura da smear layer formada. Além do mais, os autores utilizaram o
diametro dos tubulos dentinadrios para avaliar a efetividade da
biomodificagcdo e ndo avaliaram a exposi¢cdo da matriz de coldgeno da
dentina.

Trombelli et al.®” (1995), testando o cloridrato de tetraciclina
nas concentragdes de 10mg/ml e 100mg/ml, nos tempos de aplicagéo de
1 e 4 minutos, encontraram, a partir da microscopia eletrbnica de
varredura, diferengca somente entre os diferentes tempos de aplicacéo.
Uma possivel explicacdo para esses resultados, também conflitantes com
0S Nossos, é que as amostras utilizadas pelos autores ndo receberam
raspagem e alisamento radicular, somente instrumentacao ultra-sénica
e/ou rotatdria. Isso certamente influenciou a formacdo de smear layer
sobre as amostras, produzindo uma smear layer mais facil de ser
removida, o que pode ter impossibilitado que diferencas na capacidade
biomodificadora das duas concentracdes utilizadas fossem observadas.
Além da caracteristica da smear layer, a agdo mecanica associada a
friccdo, conjuntas a um tempo de aplicacdo relativamente longo

(4minutos), podem ter contribuido para a eficicia da solugcédo de 10mg/ml.
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Corroborando os achados do nosso estudo, Sterrett et al.®
(1997) verificaram a eficacia de concentracdes de cloridrato de tetraciclina
a partir de 75mg/ml na remoc¢ao de smear layer e na desmineralizacéo da
superficie dentinaria por meio de microscopia eletrbnica de varredura e
gue essa biomodificagcdo dependia do tempo de aplicagcdo, sendo o0s
tempos de 3 e 5 minutos mais efetivos do que o tempo de 1 minuto.

Nossos resultados demonstraram que o condicionamento
com cloridrato de tetraciclina pode produzir smear layer por dissolugcao
quimica da dentina quando utilizado em concentragbes a partir de
100mg/ml. A hiperdesmineralizacéo foi relatada em estudos prévios®>*®,
apresenta-se como uma camada sugestiva de proteina amorfa recobrindo
a superficie dental e esta relacionada a friccdo de concentracfes altas de
cloridrato de tetraciclina (ou acido citrico). O fenbmeno ocorre devido ao
pH baixo e ao fato de que a friccdo aumenta a acdo do agente
condicionante®®. Madison, Hokett®” (1997), utilizando cloridrato de
tetraciclina na concentragdo de 250mg/ml, ndo observaram dissolucao
qguimica da dentina. Entretanto, relataram a formacdo de cristais
(supostamente de cloridrato de tetraciclina) relativamente insollveis, que
resistiram a lavagem vigorosa com solu¢do salina durante 20 segundos,
sobre a superficie radicular de algumas amostras e atribuiram o
fenbmeno a alta concentracdo da solucdo de cloridrato de tetraciclina que
foi utilizada. Outros estudos que utilizaram concentra¢des de cloridrato de

tetraciclina iguais ou maiores que 100mg/ml e avaliaram a superficie
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dental por meio de microscopia eletronica de varredura ndo observaram
dissolucdo quimica da dentina**°%%97,

A alta frequéncia de escores 7 e 8 nas concentracbes mais
altas (Tabela 1), em especial nas de 200 mg/ml e 250mg/ml, foi um
resultado inesperado do nosso estudo. Uma hipétese para tentar explicar
esse resultado é que essas concentracdes mais altas de solucédo de
cloridrato de tetraciclina possuem maior tensédo superficial, o0 que poderia
ter prejudicado sua acédo sobre as amostras. De fato, verificamos que
todas as amostras das concentracbes de 200 mg/ml e 250mg/ml que
apresentaram escores 7 ou 8 receberam aplicacdo passiva da solucdo de
cloridrato de tetraciclina e que todas as amostras tratadas com
concentragbes a partir de 75mg/ml e apresentaram escores 7 ou 8
receberam a aplicagdo passiva. Ainda, corroborando essa hipotese,
dentro dos grupos de cloridrato de tetraciclina houve uma relagao
inversamente proporcional entre a frequéncia de escores 7 ou 8 e 0
tempo de aplicacdo (48 amostras com escores 7 ou 8 que receberam
aplicacdo de 1 minuto, 36 de 2 minutos e 29 de 3 minutos).

A hipétese da influéncia da tensédo superficial do agente
condicionante sobre sua atuacéo ja foi levantada em estudos prévios’®, o
que levou Sampaio et al.®® (2003) e Carvalho Batista et al.?® (2005) a
testarem a adicdo do detergente Texapon ao agente condicionante para
reduzir a tensdo superficial e melhorar o espalhamento e,

consequentemente, a sua atuacdo sobre a superficie tratada. Nossos
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resultados sugerem que a atuacgédo das solucbes de concentracdes altas
de cloridrato de tetraciclina foi otimizada por meio da acdo mecanica do
pincel ou pela friccdo do algoddo sobre a superficie tratada e pelo
aumento no tempo de aplicagéao.

Todos o0s parametros avaliados no presente estudo,
concentragdo, forma e tempo de aplicagdo, influenciaram a
biomodificagdo radicular. Exemplificando, foi possivel observar a maior
frequéncia de escores 1 e 2 com as concentracbes de 50mg/ml e
75mg/ml, aplicadas durante 2 minutos por friccdo, ou a tendéncia de
aumento da freqiéncia de escores 5 conforme o0 aumento da
concentracdo do cloridrato de tetraciclina, do tempo de aplicacdo e da
acao mecanica (representada pela friccdo, na qual a frequéncia de
escores 5 foi maior). Portanto, € importante notar que, quanto maior a
concentracdo do cloridrato de tetraciclina, maior serd sua acgéo
desmineralizante e menor serd seu poder de penetracdo devido a maior
tensao superficial, o que, dependendo da situagao, pode ser compensado
pelo tempo (quanto maior, maior a acdo do agente condicionante) e pela
forma de aplicagdo (quanto maior a acdo mecanica, maior a acao do
agente biomodificante). Isso é relevante para a aplicacdo da
biomodificagdo com cloridrato de tetraciclina em estudos in vivo,
indicando a necessidade de se avaliar, criteriosamente, fatores que
influenciem no grau de mineralizacdo da superficie radicular tratada, tais

como a idade do animal ou do paciente, o tempo em que a superficie
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radicular tratada est4 exposta ao meio bucal ou a bolsa periodontal, a
presenca de lesbes de abrasdo provocadas por escovacgdo vigorosa e o
histérico de tratamento para hipersensibilidade dentinaria cervical com
substancias que promovem mineralizacao da superficie radicular, como &
0 caso dos vernizes a base de fluor. Essa avaliagdo possibilitaria uma
adequacéo individualizada dos parametros para cada caso sem, contudo,
se distanciar muito dos parametros ideais.

Um outro fator que devemos levar em consideragao quando
da aplicacao in vivo do cloridrato de tetraciclina € o pH, visto que, quanto
mais alta a concentracdo, menor serd o pH. A implicacdo esta no fato de
gue quanto mais acida for a substancia, maiores serdo as possibilidades
de provocar necrose tecidual. A partir dessa premissa, o tempo de
aplicacdo e, principalmente, a forma de aplicagéo (a friccdo aumenta a
eficiéncia do agente condicionamente e, portanto, permite a reducéo tanto
da concentragédo do cloridrato de tetraciclina como do tempo em que o
mesmo fica em contato com os tecidos) tornam-se parametros valiosos na
tentativa de minimizar o efeito citotéxico do cloridrato de tetraciclina.

Ao se determinar, por meio de microscopia eletrénica de
varredura, os parametros mais efetivos da aplicacdo do cloridrato de
tetraciclina na producdo de alteragdes morfologicas (biomodificacdo),
obtém-se o subsidio para a realizacdo de estudos in vivo para verificar a
resposta bioldgica dos tecidos a biomodificacdo. Embora existam relatos

in vivo apontando beneficios oriundos da biomodificagcdo com o cloridrato
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de tetraciclina®®*

e relatos que n&o encontraram tais beneficios®*°, é
preciso enfatizar que nossos resultados permitiram determinar claramente
os melhores parametros para a utilizacdo desse agente (que podem ser
utilizados no desenho experimental de futuros estudos in vivo) e que, a
biomodificagéo por meio do cloridrato de tetraciclina pode ser utilizada
também em combinacdo com outros agentes biomodificadores®, com o

32,62,106

emprego de moléculas sinalizadoras e com técnicas

mucogengivais®® e regenerativas®’, de forma a somar efeitos.



7 CONCLUSAO



7 Concluséo

Concluimos que concentragcdes de 50mg/ml ou 75mg/ml,
aplicadas por pincelamento ou por friccdo durante 2 a 3 minutos, S&o 0s
parametros mais eficazes para promover a biomodificacdo radicular

utilizando-se o cloridrato de tetraciclina.
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Anexo 2

As amostras marcadas em azul foram as utilizadas para o

calculo do coeficiente de reprodutibilidade intra-examinador (kappa).

Grupo | (soro fisiolégico) Aplicacdo passiva

FoTto 12 LEITURA 22 LEITURA 3 LEITURA ESCORE
1 minuto
291146 8 8 8 8
291149 8 8 8 8
291138 7 7 7 7
291123 8 8 8 8
291155 8 8 8 8
2 minutos
291132 7 7 7 7
291160 8 8 8 8
000128 7 7 7 7
291188 8 8 8 8
291130 7 7 7 7
3 minutos
000106 8 8 8 8
000156 8 8 8 8
201112 8 8 8 8
291154 7 7 7 7
000140 7 7 7 7

Grupo | (soro fisioldgico) Aplicacao por friccdo

FoTto 12 LEITURA 22 LEITURA 3% LEITURA ESCORE
1 minuto
000104 6 6 6 6
000122 7 7 7 7
000120 6 6 6 6
000160 7 7 7 7
000144 6 6 6 6
2 minutos
000116 6 6 6 6
000164 7 6 7 7
291176 7 6 7 7
000134 7 6 6 6
291140 7 7 7 7
3 minutos
000138 4 4 4 4
000172 7 6 7 7
000150 4 6 4 4
291196 6 4 6 6
000102 6 6 6 6
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Grupo | (soro fisiolégico) Aplicacéo por pincel
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Grupo Il (TTC-HCI 10mg/ml) Aplicacao passiva
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Grupo Il (TTC-HCI 10mg/ml) Aplicacao por friccao

127

Foto

12 LEITURA

22 LEITURA

3* LEITURA

EsScorE

1 minuto

000166

291180

291114

291134

291190

OO0~

RSN N

OO~ W

(o2 Ko IS o

2 minutos

291118

291116

291102

291126

291108

WWoO|F|~

Wik~ (A~

WWh|IFLO

WWh|F~

3 minutos

190106

100114

190128

120530

120508

I NN

P IRPIONID

RPN

RPN

Grupo Il (TTC-HCI 10mg/ml) Aplicagao por pincel
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Grupo Il (TTC-HCI 25mg/ml) Aplicagcao passiva

Anexo 2
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Grupo Il (TTC-HCI 25mg/ml) Aplicacdo por pincel
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Grupo IV (TTC-HCI 50mg/ml) Aplicacéo por friccao
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Grupo V (TTC-HCI 75mg/ml) Aplicacao passiva
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Grupo V (TTC-HCI 75mg/ml) Aplicacdo por pincel
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Grupo VI (TTC HCI- 100mg/ml) Aplicacéo por friccao
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Grupo VII (TTC HCI-125 mg/ml) Aplicacédo passiva
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Grupo VII (TTC HCI-125 mg/ml) Aplicagéo por pincel
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Grupo VIII (TTC HCI-150 mg/ml) Aplicacao por fricca o

136

Foto

12 LEITURA

22 LEITURA

3* LEITURA

EsScorE

1 minuto

110103

120921

120935

120953

120959

ROg|w|(F

RlOg|w|(F

ROg|w|(F-

ROg|w|(F

2 minutos

110903

110905

110909

110911

110919

RWaw|(F-

NOTOIN |-

N w(F-

NOTgfw|F-

3 minutos

110991

110113

120943

120961

120975

gojo|o|E

gojo|afE

gojo|ofE

gojo|afE

Grupo VIl (TTC HCI- 150 mg/ml) Aplicagao por pince |

Foto

12 LEITURA

22 LEITURA

3* LEITURA

EScorE

1 minuto

261103

261151

261195

260113

281127

NoO|oO|~(N

N OO~ lW

NoO|oO|~(N

NoO|oO|~(N

2 minutos

281165

281177

281189

281191

281193

WINIWIN|O

WIN|WINO

WININ|W|(O®

WIN|IWIN|O

3 minutos

281153

281167

281179

281185

281187

Wk |w|k|F

wk|w|k|F

AR lw|k|F

wlk|w|k|F




Anexo 2

Grupo IX (TTC HCI-200 mg/ml) Aplicacéo passiva
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Grupo IX (TTC HCI-200 mg/ml) Aplicacéo por pincel
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Grupo X (TTC HCI-250 mg/ml) Aplicacéo por friccao
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Anexo 3

Os dados utilizados para o célculo do kappa ponderado foram
0os 50 escores (aproximadamente 10% do total de 450) atribuidos as
amostras do grupo de 2 minutos. Esse grupo foi escolhido para avaliar a
reprodutibilidade intra-examinador porque apresentou amostras as quais
receberam praticamente todos os 8 escores. Somente o0 escore 6 n&o
ocorreu nesse grupo.

Tabela de contingéncia dos escores atribuidos as

fotomicrografias

Primeira leitura

1 2 3 4 5 6 7 8 Soma

1 14 1 15.00

2 2 3 5.00

3 2 2 2 6.00

Segunda 4 1 4 1 6.00
Leitura 5 11 11.00
6 2 2.00

7 3 3.00

8 2 2.00

Soma 14.00 500 6.00 6.00 14.00 0.00 3.00 2.00 50.00




Autorizo a reproducéo deste trabalho.

(Direitos de publicagao reservado ao autor)

Araraquara, 11 de dezembro de 2007.

EDUARDO DE PAULA ISHI



Livros Gratis

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

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

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

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

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

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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