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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar descritivamente, in vitro, o efeito da
aplicacao da solugdo de doxiciclina, com relacdo a remogao da “smear layer”,
abertura de tubulos dentinarios e exposicdo da matriz orgénica, com auxilio do
microscépio eletrdnico de varredura (MEV), e avaliar a adsorcao dessa substancia
na superficie radicular por meio da espectroscopia de dispersdo de energia (EDS).
Foram utilizados 20 dentes humanos, caninos e incisivos superiores e caninos
inferiores, extraidos por indicacao periodontal, que receberam tratamento
mecanico com curetas manuais e tratamento quimico com solugéo de doxiciclina.
As amostras foram fixadas, desidratadas e metalizadas para avaliagdo no MEV e
EDS. Foram utilizadas 3 diferentes concentracdes da solugdo de doxiciclina (25,
50 e 100 mg/ml) e uma solugao controle (soro fisiolégico), que foram aplicadas na
superficie radicular em 3 diferentes tempos experimentais (1, 3 e 5 minutos). Os
resultados mostraram que a solugéo de doxiciclina teve a capacidade de remocao
de “smear layer”, abertura dos tubulos dentinarios e exposi¢cao da matriz colagena.
Foi observado ainda que a concentracao da solucédo de doxiciclina de 100 mg/mi
com 5 minutos de aplicacdo foi a mais efetiva nesses parametros, havendo
tendéncia do aumento do efeito desmineralizante da solucdo com o aumento do
tempo de aplicacdo e com o aumento da concentragdo. Com relacado a adsorcao
da solucdo de doxiciclina na superficie radicular foi observado que apenas a
concentracdo de 100 mg/ml aplicada durante 5 minutos mostrou adsor¢cao na
superficie radicular. Conclui-se que a solugéao de doxiciclina foi capaz de remover
a “smear layer”, abrir os tubulos dentinarios e expor a matriz colagena, e que
existe relacao entre direta entre o efeito desmineralizante e o tempo de aplicacao
e a concentracao da solucdo. Com relacdo a adsorcédo da solucao de doxiciclina
na superficie radicular, ela ocorreu apenas no grupo 100 mg/ml, com 5 minutos de

aplicagéo.



Abstract

In this “in vitro” study, doxycycline solution was used to promote smear
layer removal. Twenty human upper incisors and canines and lower canines were
removed due to severe periodontal breakdown. Teeth were processed according to
established mechanical and chemical protocol. After scaling root planing, three
different concentrations of doxycycline solution (25, 50 and 100 mg/ml) and control
saline solution were used. Each concentration was applied for 1, 3 or 5 minutes on
root surface samples. Scanning electron microscopy was used to analyze smear
removal, opened dentinal tubules and exposition of dentin organic matrix. Energy
dispersive spectroscopy (EDS) was used to evaluate doxycycline solution
adsorption on root surfaces. Results showed that doxycycline solution was
effective to promote smear removal, dentinal tubules opening and exposure of
collagen matrix in all groups, however it was observed that results were time and
concentration dependent. The magnitude of effects following 100 mg/ml
doxycycline solution application was found to be more pronounced than the other
concentrations. After 5 minutes of application, in all concentration groups, effects
were more pronounced. The control solution did not produce smear layer removal.
Doxycycline solution adsorption on root surfaces was found only at 100 mg/ml
concentration and 5 minutes of application by the peak of chloride by EDS. It can
be concluded that, in vitro, doxycycline solution reached the best results at 100
mg/ml during a period of 5 minutes, however concern showed rise to extrapolate
this data clinically.



1 Introducao

A Periodontia preocupa-se com o tratamento das doencgas periodontais
e das seqlelas deixadas por ela ha muito tempo, e apés os experimentos de
Register, em 1973, e Register & Burdick, em 1975 e 1976, que causaram um
impacto muito grande no meio académico, muitos trabalhos foram desenvolvidos
na busca de uma solugdo que promovesse superficie radicular compativel com
nova insercdo periodontal. Os achados de Register mostraram a formagédo de
novo cemento e 0sso ao redor dos defeitos periodontais criados pelos autores em
animais de laboratério, ap6s a desmineralizacdo da superficie dental com acido
hidrocloridrico. Esses resultados ndo conseguiram ser reproduzidos em humanos
com a mesma eficacia, mas muitas pesquisas foram desenvolvidas para que se
pudesse encontrar uma solucdo ideal a ser aplicada na superficie radicular,
descontaminando-a e deixando-a apta a receber novo tecido de insercao. Serado
abordados artigos de pesquisa envolvendo as solu¢des de tetraciclina e doxiciclina
que buscaram uma solugao ideal que pudesse atuar como tratamento eletivo.
O tratamento periodontal basico envolve procedimentos que visam a eliminacao
do agente etiologico da doenca e remogao dos fatores que possam reté-lo. A
instrumentacao periodontal € o procedimento mecéanico adequado para esse fim, e
tem como objetivo a obtencédo de superficie radicular lisa, vitrea, plana, livre de
depodsitos bacterianos e biocompativel (Leknes & Lie, 1991). No entanto, a
instrumentacao traz o inconveniente de deixar uma camada residual composta por
cemento necrético, biofilme dental, célculo e produtos citotéxicos, chamada de
“smear layer” (Polson et al., 1983; Pashley, 1984; Foster et al., 1993). Essa
camada pode interferir com o processo de adesdo e estabilidade do coagulo
sangliineo e das células envolvidas no processo de cura da ferida cirurgica
(Terranova et al., 1986). Muitos estudos e diversos tipos de substancias foram
desenvolvidos para a remocao dessa camada, tais como o acido hidrocloridrico
(Register, 1973), acido citrico (Register & Burdick, 1975), &acido fosforico
(Passanezi et al., 1979), EDTA (Boyko et al., 1980), tetraciclina (Wikesj6 et al.,
1986) e a doxiciclina (Demirel et al., 1991). A doxiciclina, sendo derivada da



tetraciclina, tem como vantagem remover a “smear layer”’, abrir os tubulos
dentinarios, expor a matriz organica, remover endotoxinas, liberar possiveis
fatores de crescimento existentes na matriz organica do cemento ou dentina,
favorecendo o processo de regeneragdao periodontal, além de adsorver na
superficie radicular e ser liberada posteriormente. Também possui o grande
atrativo de ter efeito inibidor da colagenase, que € responsavel por grande parte
da destruicdo periodontal (Demirel et al, 1991; Madison & Hokett, 1997;
Barkhordar et al., 1997).

Um dos primeiros estudos sobre a utilizacdo de tetraciclina foi realizado
por Wikesjo et al. em 1986. Os autores encontraram resultados muito promissores
referentes aos efeitos de remocéo da “smear layer”, bem como da adsorcao da
tetraciclina na superficie radicular, seus efeitos antimicrobiano e de inibicao da
colagenase, sendo este ultimo benéfico principalmente quando comparado a
agentes como EDTA e o &cido citrico e fosférico, que nao tém essa capacidade.

O efeito antibacteriano da aplicacao topica de doxiciclina sobre a raiz de
dentes extraidos por doenca periodontal foi estudado por Demirel et al. em 1991.
Nesse estudo, foram utilizadas diferentes concentracdes e tempos de aplicacédo da
solucdo de doxiciclina sobre espécimes dentais que foram colocados
posteriormente em placas de Petri contendo 3 espécies bacterianas: Actinomyces
viscosus, Actinobacillus actinomycetemcomitants e Porphyromonas gingivalis. Os
autores avaliaram a inibicdo do crescimento bacteriano pela solugédo de
doxiciclina, e concluiram que a concentracdo de 100 mg/ml mostra efeito inibidor
residual sobre as trés espécies bacterianas, com alta substantividade na superficie

radicular.



2 Revisao da Literatura

Neste capitulo serdo abordados artigos envolvendo o uso das solugdes
de tetraciclina e doxiciclina, como coadjuvantes ao tratamento periodontal.
Adsorcao na superficie radicular

Em 1983, Baker et al. avaliaram a adsorcdo da tetraciclina e seus
derivados na superficie radicular, e a posterior liberagéo e inibicdo do crescimento
de alguns microorganismos. Os antibidticos avaliados foram a minociclina,
oxitetraciclina, clorotetraciclina, tirotricina, vancomicina, espiramicina,
estreptomicina e actinobolina. Os microorganismos utilizados pelos autores foram:
A viscosus, A naeslundii e E mutans. Os resultados mostraram que as tetraciclinas
(oxitetraciclina e clorotetraciclina) tém maior capacidade de adsorcdo ao esmalte
do que a espiramicina, e que as tetraciclinas e a minociclina parecem ser
promissoras na inibicdo da formacao da placa bacteriana.

Wikesj6 et al., em 1986, avaliaram a adsorgdo, substantividade e
liberag@o da tetraciclina em espécimes de dentina obtidos de dentes bovinos. As
amostras foram imersas em solucdo contendo tetraciclina em diferentes
concentracbes: 10, 25, 50, 75, 100, 150 e 200 mg/ml, durante 5 minutos. A
adsorcao e a liberagao de tetraciclina foram avaliadas por contagem de elementos
radioativos, pela técnica da cintilografia, com o uso de tetraciclina marcada
radioativamente. Os autores avaliaram também a inibicido de crescimento
bacteriano nos espécimes, colocando-os em um recipiente contendo Actinomyces
naeslundii, além de avaliarem as alteracbes morfoldégicas que a tetraciclina
poderia promover na superficie radicular. Os resultados mostraram que a
tetraciclina comecou a ser adsorvida em quantidade satisfatéria a partir da
concentracao de 50 mg/ml e que sua liberacdo se manteve em niveis também
satisfatorios a partir dessa concentragéo por um periodo de 48 horas. Os autores
concluiram que a tetraciclina remove “smear layer” e expde tubulos dentinarios
quando os espécimes foram analisados em microscopia eletrénica de varredura.

As superficies tratadas serviram como depdsitos para liberagcdo de antibidticos



ajudando na descontaminagédo da superficie radicular, e como substrato para a
nova insergéo periodontal.

Em 1992, Morrison et al. estudaram in vivo, em MEV e EDS, as
caracteristicas da superficie radicular e a substantividade de fibras de tetraciclina
(Actisite) colocadas em bolsas periodontais com profundidade de sondagem maior
que 4 mm. Os autores utilizaram 32 dentes humanos indicados para extragéo que
foram divididos em 4 grupos que receberam os seguintes tratamentos: grupo 1-
controle, sem nenhum tratamento: grupo 2- apenas raspagem; grupo 3- apenas
colocacao de fibra de tetraciclina; grupo 4- raspagem e colocacao de fibra de
tetraciclina. Os dentes foram mantidos em seu local durante 10 dias e apds foram
extraidos e preparados para andlise em microscopia. Os grupos 3 € 4 mostraram
reducdo na microflora e microorganismos nao viaveis, além de adsorcdo de
tetraciclina na superficie radicular, devido ao pico de cloro, que foi utilizado como
marcador, que aparece quando o feixe de raios-x foi direcionado em cristais
presentes na superficie radicular. Ocorreu também desmineralizacao da superficie
radicular, com exposicdo de tubulos dentinarios e penetracdo da tetraciclina em
profundidade (cerca de 10um).

Em 1993, Christersson et al. avaliaram a adsor¢éo e posterior liberacdo
do cloridrato de tetraciclina quando irrigado em bolsas periodontais de dentes
humanos. O estudo foi dividido em 2 experimentos, sendo o 1° conduzido da
seguinte maneira: 4 pacientes foram tratados com instrumentacédo periodontal e
aplicacao de tetraciclina em um hemiarco, e no outro hemiarco apenas aplicacéo
de tetraciclina. Os parametros utilizados nesse experimento foram: presenca da
tetraciclina no fluido crevicular e inibicdo de bactérias em meio de cultura. Os
resultados mostraram que nao houve diferenga entre os grupos e que pode ser
observada a liberacdo de tetraciclina acima do nivel terapéutico por mais de 1
semana. Ja no outro experimento, com 11 pacientes, foi instituido tratamento
periodontal antes do inicio do tratamento com as solu¢des de tetraciclina ou
solucao fisiologica. Apds o tratamento periodontal, 54 dentes contralaterais com
bolsas residuais com profundidade de sondagem maior que 5 mm pds tratamento,



receberam aleatoriamente irrigacdo subgengival com tetraciclina 100 mg/ml ou
irrigacdo com solucéo fisiolégica como controle. Os parametros clinicos avaliados
foram: profundidade de sondagem, nivel clinico de insercéo, indice de placa e
indice gengival, ap6s 3 e 6 meses. Os resultados mostraram que no hemiarco
onde houve aplicagéo de tetraciclina ocorreu ganho estatisticamente maior quando
comparado ao outro lado apds 3 e 6 meses de reavaliagdo. Os autores concluiram
que a tetraciclina tem boa substantividade na superficie radicular podendo ser
mantida por mais de uma semana e quando associada a terapia mecanica podera

trazer resultados ainda mais promissores.

Reparo periodontal

Em 1986, Terranova et al. avaliaram a modulacao do reparo periodontal
pela laminina e fibronectina em superficies previamente tratadas com solugéao de
tetraciclina, &cido citrico ou controle. Os autores utilizaram amostras de dentina de
dentes bovinos que foram inseridas em recipientes que continham culturas de
fibroblastos e células epiteliais, apés desmineralizacdo em solucao de tetraciclina
com as concentragdes variando entre 0 e 200 mg/ml, acido citrico ou controle
(sem aplicacdo de nenhuma substancia). Foram avaliados o crescimento e
insercao das células sobre a superficie radicular e a contagem do numero de
células. Os resultados mostraram que as superficies tratadas com tetraciclina
aumentaram a adesao de fibronectina que, por sua vez, estimula a insercéo e
crescimento de células precursoras do reparo, inibindo a inser¢do e crescimento
de células epiteliais. Com base nesses achados os autores concluiram que o uso
de tetraciclina e fibronectina acelerou e melhorou o processo normal de reparo de
tecidos moles e duros do periodonto, sendo que essa modulagdo bioquimica da
resposta € importante para aplicagdo nos tratamentos que envolvam a utilizacdo
de enxertos e implantes.

Em 1988, Frantz e Polson propuseram a avaliagao da interacao tecidual
de espécimes dentais desmineralizados por diferentes concentragdes de
tetraciclina. Os autores utilizaram dentes humanos sadios que foram extraidos por



diversas razdes e receberam tratamento quimico com tetraciclina durante 5
minutos nas concentracées de 100 e 200 mg/ml, e um grupo controle que néo
recebeu nenhum tratamento. As amostras foram implantadas na regido
subcutanea de ratos que foram sacrificados apds 1 e 10 dias. Analises histologica
e histométrica foram feitas observando-se o nimero de células, comprimento de
tecido conjuntivo formado e avaliacdo das fibras conjuntivas. Os resultados
mostraram que o0s espécimes tratados com tetraciclina, independente da
concentracao poderiam prover um substrato para o0 aumento no numero de células
de insercdo maior que 0s espécimes da solucdo controle. Entretanto, este
crescimento tecidual ndo resultou em novo tecido conjuntivo de insercao.

Em 1990, Bal et al. avaliaram a formacao do coagulo em raizes de
dentes com doenca periodontal apds aplicagdo de diversos tipos de substancias
para biomodificagcdo radicular. Foram utilizados 6 dentes humanos extraidos por
indicacao periodontal e divididos em 2 grupos. No primeiro grupo, a superficie
radicular foi dividida em 3 areas de tratamento: a) ligamento periodontal intacto, b)
raspagem, e c) raspagem e aplicacdo de acido citrico 1%. O outro grupo recebeu
o0 mesmo tratamento mas o agente biomodificador foi a tetraciclina 50 mg/ml. Apés
o tratamento de acordo com cada area de interesse, os dentes foram
reimplantados no alvéolo, divididos em 3 grupos de acordo com o tempo de
manutencdo no alvéolo: menos de 5 segundos, 1 minuto ou 3 minutos, para
avaliar-se a formacao do coagulo inicial. Os espécimes foram preparados para
analise em microscopia eletrénica de varredura, segundo protocolo proposto pelos
autores. As conclusdes foram que as areas que receberam instrumentacéo
periodontal, associado com a aplicacdo de tetraciclina, tiveram a formacao de
coagulo mais rapida, devido provavelmente a propriedade de desmineralizacao e
acao antibacteriana do cloridrato de tetraciclina.

Para avaliar histologicamente a formagdo de nova inser¢cao apos
aplicacao de agentes desmineralizantes, Alger et al., em 1990, aplicaram in vivo
cloridrato de tetraciclina e fibronectina em raizes de 18 dentes humanos com
doenca periodontal. Os dentes foram divididos em 3 grupos, sendo que 0 grupo



controle recebeu apenas instrumentacdo periodontal com acesso cirurgico; o
grupo 2 recebeu cloridrato de tetraciclina 100 mg/ml (pH=2) durante 3 minutos
com acesso cirurgico, e o grupo 3 recebeu cloridrato de tetraciclina 100 mg/ml por
3 minutos seguido de fibronectina 10 mg/ml durante 5 minutos com acesso
cirurgico. Ap6s 90 dias, os dentes foram extraidos em bloco com manutengéo de
um colar gengival e preparados para analise em microscopia Otica. O grupo
controle apresentou apenas epitélio juncional longo, enquanto que o grupo 2
apresentou pequena formacédo de nova insercao € novo cemento, € 0 grupo 3
apenas reinsercao, piorando os resultados da biomodificacao radicular. Os autores
concluiram que a aplicagdo da solugéo de tetraciclina trouxe poucos beneficios, ao
passo que a fibronectina piorou os resultados.

Em 1993, Dyer et al avaliaram e compararam o uso de 2
biomodificadores radicular, acido citrico e cloridrato de tetraciclina, associados a
regeneracdo tecidual guiada. Foram utilizados 8 cachorros com doenca
periodontal natural que receberam tratamento periodontal convencional e apés 4
semanas receberam tratamento cirdrgico reconstrutivo com o uso de membrana
de politetrafluoroetileno expandido, associado ou nao a biomodificacao radicular.
O acido citrico (pH= 1) foi aplicado durante 3 minutos na superficie radicular,
enquanto que o cloridrato de tetraciclina 100 mg/ml (pH= 1,7) foi aplicado durante
5 minutos. A membrana foi removida apdés 4 semanas e rigoroso regime de
profilaxia foi instituido. Os animais foram sacrificados apds 4 meses e as andlises
histologica e histométrica foram feitas. Os resultados mostraram formacdo de
cemento na superficie radicular com insercdo de fibras colagenas em ambos
tratamentos. Quando nao se associou a biomodificacao radicular a regeneracao
tecidual guiada, ocorreu uma maior formacao de fibras colagenas inseridas. Os
autores concluiram que a regeneracao tecidual guiada promoveu formacdo de
tecido conjuntivo de insercao e tecido ésseo, e que a biomodificagdo radicular ndo
trouxe melhora significativa a regeneracao.

Em andlise em microscopia eletrénica de varredura, Delazari et al. em

1999, estudaram o efeito da aplicacdo de solugdo de cloridrato de tetraciclina na



concentracdo de 50mg/ml (pH= 1,6) em 22 dentes humanos com doenca
periodontal. Os dentes em questao foram tratados com instrumentagao periodontal
seguido da aplicagdo do antimicrobiano durante 4 minutos com movimentos de
brunimento. As amostras foram divididas nos seguintes grupos: controle 1 (4
dentes) - instrumentacdo periodontal: teste 1 (6 dentes) - instrumentagao
periodontal associada a aplicacao de tetraciclina durante 4 minutos: controle 2 (6
dentes) - instrumentacao periodontal associada a tripsina por 20 minutos apés
extracdo: teste 2 (6 dentes) - instrumentacao periodontal associada a aplicagao de
tetraciclina durante 4 minutos e tripsina por 20 minutos apods extracao. Apds
extracao e tratamento de acordo com os grupos, os dentes foram lavados com
solugéo fisiolégica e reinseridos no alvéolo com reposicao do retalho durante 20
minutos para a formagdo do coagulo. Os resultados mostraram remocao da
“smear layer” com a aplicacdo da solucao de tetraciclina na superficie radicular,
mas com relacao ao processo de reparo imediato - formacao da rede de fibrina -
nao houve diferenga entre a aplicacdo da solucao de tetraciclina ou néo.

Remocao da smear layer

Hanes et al., em 1991, avaliaram a morfologia da dentina bovina apo6s
fratura do espécime para remocdo do cemento e consequiente exposicdo da
dentina. Os espécimes foram divididos em quatro grupos, de acordo com o
tratamento: 1) fratura apenas; 2) fratura e raspagem; 3) fratura, raspagem e
imersdo em acido citrico (pH= 1) durante 5 minutos; 4) fratura, raspagem e
imersdao em tetraciclina (pH= 3,2) durante 5 minutos. Apés o tratamento quimico,
0s espécimes foram preparados para analise em MEV, de acordo com protocolo
estabelecido pelos autores. Os resultados mostraram que o acido citrico foi mais
efetivo na remocao da “smear layer” e exposi¢cao dos tubulos dentinarios do que a
tetraciclina. Sendo assim, os autores sugerem que a concentracao de tetraciclina
deva ser maior para que haja maior efetividade da agcao desmineralizante.

Em 1993, Lafferty et al. compararam as caracteristicas da superficie de
raizes de dentes com doencga periodontal extraidos apds aplicacdo de cloridrato
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de tetraciclina ou acido citrico. Foram utilizados 30 dentes de 22 pacientes que
receberam instrumentagdo manual e com instrumentos rotatérios, e posterior
aplicagdo de tetraciclina e acido citrico durante 5 minutos. Como controle os
dentes receberam apenas instrumentacao periodontal sem aplicagdo de nenhum
agente desmineralizante. Apds esse procedimento as amostras foram preparadas
para andlise em microscopia eletrénica de varredura. Os resultados mostraram
que no grupo controle ndo ocorreu exposicdo de tubulos dentinarios, matriz
colagena ou remocao de “smear layer”, e que as duas substancias avaliadas no
experimento apresentaram o mesmo comportamento. Os autores concluiram que
a aplicacdo de uma ou outra substancia pode ser baseada em decisdo clinica e
gue novos estudos sdo necessarios para a avaliacao desses agentes.

Em 1993, Chaves et al. avaliaram o efeito da aplicacao de acido citrico
(pH= 1) em 40 dentes humanos periodontalmente comprometidos, que foram
extraidos e divididos em 4 grupos com 10 dentes cada que receberam o0s
seguintes tratamentos: 1) sem nenhum tratamento; 2) aplicacdo de acido citrico
apenas; 3) raspagem apenas; 4) raspagem e acido citrico. Como segundo controle
os autores utilizaram 10 dentes humanos sem doenca periodontal, que nao
receberam tratamento. Os dentes foram preparados para analise em MEV. O
grupo controle sem doenca periodontal apresentou cemento na superficie e feixes
de fibras colagenas, ao passo que o grupo de dentes controle com doenca
periodontal sem nenhum tratamento mostrou superficie com presenca de calculo e
alguns microorganismos cocoides. Ja o grupo que recebeu tratamento com acido
citrico apenas nao mostrou presenca de microorganismos, mas presenca de
calculo e cemento. O grupo que recebeu tratamento com raspagem mostrou
superficie lisa, plana, regular, com marcas de passada de cureta e presenca de
smear layer cobrindo toda a superficie. O grupo que recebeu tratamento com
raspagem e acido citrico mostrou superficie plana e lisa, sem smear layer, com
tubulos expostos e desmineralizacdo peri e intertubular. Os autores concluiram
que o acido citrico remove smear layer, expde tubulos dentinarios e fornece um

sitio para proliferacao do tecido conjuntivo.
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Trombelli et al. avaliaram, em 1994, em microscopia eletrénica de
varredura, as caracteristicas morfoldégicas do cemento e dentina de dentes
humanos extraidos sem doenca periodontal, que foram instrumentados
manualmente e com instrumento rotatério, e receberam tratamento com
tetraciclina em diferentes tempos de aplicacdo e concentragdes da solucédo. Os
grupos foram divididos em grupo com cemento e grupo com dentina, do seguinte
modo: G1- aplicacdo de solugdo salina durante 1 minuto; G2- aplicacdo da
solucdo de tetraciclina a 62,5 mg/ml durante 1 minuto; G3- aplicacdo da solucao
de tetraciclina a 62,5 mg/ml durante 4 minutos; G4- aplicacao da solucado de
tetraciclina a 125 mg/ml durante 1 minuto; G5- aplicagéo da solugéo de tetraciclina
a 125 mg/ml durante 4 minutos. Ap6s o tratamento quimico os dentes foram
preparados para analise em microscopia eletrénica de varredura. Os resultados
obtidos foram: cemento: G1- superficie irregular e amorfa sem fibras ou tubulos;
G2, G3, G4 e G5- superficie livre de debris com poucos tubulos expostos,
aparecendo riscos de curetas, e a maioria da superficie com aparéncia fibrilar ndo
homogénea. O tempo e a concentracdo parecem nao influenciar no grau de
desmineralizacdo. Na superficie dentinaria tivemos os seguintes resultados: G1-
superficie amorfa, irregular e com tdbulos dentinérios cobertos; G2 e G4- pequena
quantidade debris, ocluindo a entrada de tubulos; G3 e G5- superficie regular e
lisa, com tdbulos abertos em formato de funil, e exposi¢cdo da matriz colagena. Os
autores concluiram que a concentragao de tetraciclina parece nao influenciar nos
resultados, mas o tempo de aplicacao leva a alteragdes morfoldgicas.

Trombelli et al., em 1995, avaliaram, em microscopia eletrénica de
varredura, as caracteristicas do cemento e dentina de dentes humanos recém
extraidos devido a doenca periodontal. Os espécimes receberam instrumentacao
periodontal e, dependendo do grupo experimental, aplicagdo da solugédo de
cloridrato de tetraciclina nas concentracées de 10 mg/ml (pH= 3) e 100 mg/ml
(pH= 2) e solugdo salina (controle), durante 1 ou 4 minutos, esfregando
suavemente a solugcao na superficie radicular com auxilio de uma bolinha de

algodédo. ApoOs preparo para analise em microscopia eletrénica de varredura, e
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avaliacdo dos resultados, os autores observaram presenca de “smear layer”
irregular e amorfa no grupo controle (solugao salina), enquanto que nos grupos
tratados com cloridrato de tetraciclina durante 1 minuto a superficie estava livre de
debris, mas com tubulos dentinarios parcialmente ocluidos. Os grupos tratados
com cloridrato de tetraciclina durante 4 minutos apresentaram uma superficie com
textura fibrilar devido a exposicao da rede de fibras colagenas peri e intertubular.
Os autores concluiram que o cloridrato de tetraciclina removeu a “smear layer” e
expbs a matriz colagena, independente da concentracdo da solugdo, mas
dependente do tempo de aplicacao, tanto na dentina quanto no cemento.

Em 1997, Sterrett et al. avaliaram o efeito do tempo de aplicacao e da
concentracdo da solugdo de cloridrato de tetraciclina na desmineralizagcdo da
dentina. Os autores utilizaram 12 espécimes provenientes de dentes bovinos que
tiveram depressdes preparadas na superficie radicular até exposicao da superficie
dentinaria. A solugdo foi gotejada no local preparado, sendo utilizadas as
seguintes concentragdes: 0, 25, 50, 75, 100, 125, 150 mg/ml, durante 1, 3 ou 5
minutos. O controle foi a solucao de acido citrico 30%. Os resultados mostraram
que nas concentracdes 0, 25 e 50 mg/ml ndo houve diferenca entre os tempos de
aplicacao, ao passo que nas concentragdes maiores houve diferenga nos tempos
de aplicacdo. Os autores concluiram que em maiores concentracdes e tempos de
aplicagdo ocorreu maior desmineralizacdo da superficie dentinaria, mostrando
dependéncia tanto da concentragdo quanto do tempo de aplicacdo no efeito
desmineralizante.

Em 1997, Madison e Hokett compararam a capacidade de remocao da
“smear layer” e de exposi¢cao da matriz colagena por diversos tipos de tetraciclinas
em diferentes tempos de aplicacdo. Foram utilizadas as seguintes tetraciclinas:
cloridrato de tetraciclina (250 mg/ml - pH= 1,6), cloridrato de doxiciclina (100 mg/ml
- pH= 2,2), minociclina (100 mg/ml - pH= 3,8), sumicina (25 mg/ml - pH= 4,4) e
solucéo salina (pH= 5,1), durante 0.5, 1, 3, 5 e 10 minutos. Foram utilizadas 82
amostras de dentes humanos extraidos por doenca periodontal que foram
instrumentadas e receberam aplicacdo das substancias nos tempos de aplicacdo
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definidos. Os resultados mostraram que a superficie que recebeu tratamento com
solugéo salina apresentou-se n&o nitida, amorfa e com debris de “smear layer”,
além de marcas de cureta. A tetraciclina foi a solucdo que apresentou melhores
resultados com maior remocado da “smear layer’ e exposicdo dos tubulos
dentinarios, a partir de 30 segundos de aplicagdo. A doxiciclina e a minociclina
apresentam um efeito menor em relagdo a tetraciclina, mas melhores que a
sumicina e do que a solugao salina.

Barkhordar et al., em 1997, avaliaram, in vitro, a remog¢ao da smear
layer pela doxiciclina em canais radiculares de raizes palatinas de dentes
humanos. Foram utilizadas 48 raizes palatinas que receberam instrumentacao
endoddntica convencional e apés irrigacdo com solucdes irrigadoras, conforme os
grupos: G1- solucdo salina e EDTA 15%; G2- solucédo salina e doxiciclina 25
mg/ml; G3- solugao salina e doxiciclina 50 mg/ml; G4- solucéo salina e doxiciclina
100 mg/ml; G5- hipoclorito e EDTA 15%; G6- hipoclorito e doxiciclina 25 mg/ml;
G7- hipoclorito e doxiciclina 50 mg/ml; G8- hipoclorito e doxiciclina 100 mg/ml. A
seguir, as raizes foram seccionadas longitudinalmente e as duas metades foram
avaliadas em microscopia eletrénica de varredura. Os resultados mostraram que a
doxiciclina 100 mg/ml associada ao hipoclorito foi mais eficiente que os outros
grupos. Os autores concluiram que a solugdo de doxiciclina pode ser utilizada
como irrigante endoddntico muito efetivo.

Em 1998, Bergenholtz e Babay compararam, in vitro, a textura da
superficie radicular de dentes humanos extraidos devido a doenca periodontal
apds instrumentacao periodontal ultra-sénica e aplicacao de diversos tipos de
agentes biomodificadores. Os autores aplicaram acido citrico (pH= 1,0), cloridrato
de tetraciclina (pH= 1,8), EDTA (pH= 7,8) e solugédo salina, observando o tempo
(10, 30, 40 e 180 segundos) e o modo de aplicagdo (contato ou brunimento). Os
resultados mostraram que o tempo e 0 modo de aplicacao interferem na superficie
radicular. O &cido citrico, o EDTA e o cloridrato de tetraciclina quando aplicados

pela técnica do brunimento por 30 ou 40 segundos removeram mais “smear layer”
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e expuseram mais tubulos dentindrios do que a solugdo controle, mas o &cido
citrico necessita de um tempo menor para levar ao mesmo efeito.

Isik et al., em 2000, avaliaram em microscopia eletrénica de varredura a
morfologia da superficie radicular ap6s aplicagdo da solucdo de cloridrato de
tetraciclina. Foram utilizados 12 molares humanos inclusos, os quais foram
extraidos e armazenados em agua destilada apds remocao dos tecidos moles
aderidos a superficie radicular. Foi utilizada a regido média de cada raiz, num total
de 48 amostras que foram divididas em 8 grupos de acordo com as
concentracodes: 0, 10, 25, 50, 75, 100, 125 e 150 mg/ml. O tempo de aplicagdo em
cada grupo foi de 1, 3 e 5 minutos, com auxilio de uma bolinha de algodao, com
movimentos de brunidura, que foi trocada a cada 30 segundos. Os resultados
mostraram que nas concentracées de 0, 10 e 25 mg/ml ndo ha exposicao de
matriz colagena e nao ha diferenca entre os 3 periodos de tempo de aplicacao.
Nas concentracdes entre 50 e 125 mg/ml ocorreu remogao da “smear layer” e
abertura dos tubulos dentinarios, independente do tempos de aplicagdo. Os
autores concluiram que a desmineralizacdo depende da concentracédo utilizada,
mas nao é dependente do tempo de aplicacao.

Em 2001, Sampaio avaliou a eficiéncia da solugcdo de cloridrato de
tetraciclina na remocgao da “smear layer” apds instrumentacéo periodontal. O autor
utilizou 150 amostras de dentes humanos extraidos por diversas razdes. Os
espécimes foram preparados com broca para remogdo do cemento e 50
movimentos de raspagem com cureta manual e tratamento com diferentes
concentracdes da solucao (0, 10, 20, 30, 40 e 50%), tempos (1, 2 ou 3 minutos) e
modos (aplicacao topica ou friccdo) de aplicacao da solugédo. O autor obteve como
resultados pela andlise das fotomicrografias e com o uso do indice de Sampaio de
remocao de “smear layer” que o grupo controle produziu o pior resultado da
desmineralizacdo e que o grupo teste com concentragdo de 10% foi
estatisticamente superior as outras concentracdes. Quanto ao modo de aplicacao
a friccao trouxe melhores resultados.
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Recentemente em 2002, da Mata também avaliou a eficiéncia da
solucado de cloridrato de tetraciclina com relacdo aos mesmos parametros de
Sampaio em 2001. A metodologia para o preparo das amostras foi semelhante,
mas a concentracao da solucéo de tetraciclina foi de 50, 125, 250, 500 mg/ml, em
trés tempos diferentes (1, 2 ou 3 minutos), e os modos de aplicacao foram contato
ou friccdo. ApoOs a aplicacdo da solugcdo nos diferentes grupos de interesse, foi
feito o preparo das amostras para analise em microscopia eletrdnica de varredura,
e foram feitas fotomicrografias que foram analisadas de acordo com o indice de
Sampaio modificado. Os autores concluiram, com base nos resultados obtidos,
que as concentragbes de tetraciclinas em 125 e 250 mg/ml mostraram maior
efetividade na remocéo da smear layer, independente do modo e do tempo de
aplicacdo. Concluiram também que a remocao da smear layer nao foi tempo

dependente, e que o modo de aplicacéo por friccdo trouxe melhores resultados.

Inibicao da acao da colagenase e da reabsorcao 6ssea

Grevstad, em 1993, avaliou o uso sistémico de doxiciclina em ratos
durante 10 dias, ap6s diversos procedimentos periodontais cirdrgicos. Os ratos
foram divididos em 3 grupos de acordo com o tipo de tratamento: gengivectomia;
retalho periodontal para acesso; e retalho periodontal para acesso associado ao
uso sistémico de doxiciclina durante 10 dias. Foram feitos cortes histolégicos para
avaliar-se a perda 6ssea. Os resultados mostraram que no grupo em que houve
associacao entre a doxiciclina e 0 acesso cirurgico ndo houve perda 6ssea apos a
cirurgia, ao passo que 0 grupo que recebeu tratamento de acesso cirurgico sem
doxiciclina, a reabsorcdo da crista 6éssea aconteceu em todos as amostras. O
grupo que recebeu o tratamento com gengivectomia, por ndo haver exposi¢cao do
tecido 6sseo ndo apresentou perda dssea pos-cirurgica. Os autores concluiram
que a doxiciclina sistémica tem acgédo positiva, prevenindo a reabsorcdao 6ssea
apds 0 acesso cirurgico.

Hanemaaijer et al., em 1998, avaliou a inibicdo das metaloproteinases
da matriz (MMP) pela doxiciclina e tetraciclinas modificadas em cultura de células
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endoteliais humanas. Os autores relataram que a doxiciclina apresenta efeito
inibidor da colagenase superior ao das tetraciclinas modificadas, podendo regular
o efeito dessa proteina na destruicao periodontal, e conseqientemente diminuir a

perda de tecidos de suporte periodontal.

Modo de aplicacao do agente desmineralizante

Em 1992, Labahn et al. avaliaram o efeito do modo de aplicagdo do
acido citrico e da tetraciclina na superficie radicular. Foram utilizados dentes
humanos sem doenca periodontal e que receberam tratamento quimico com
tetraciclina, &cido citrico e como controle agua destilada. Cada grupo foi dividido
em aplicacdo passiva (gotejamento) e ativa (brunimento), com o tempo de
aplicacao variando entre 30, 60, 120 e 240 segundos, ap0s raspagem da
superficie radicular. Os resultados mostraram que tanto o acido citrico quanto a
tetraciclina removem “smear layer”, ao passo que o acido citrico mostrou variagao
nos resultados na abertura de tubulos com o aumento do tempo de aplicacdo. As
duas substancias nao mostraram diferencas quanto ao modo de aplicacao ativo ou
passivo. Os autores concluiram que o acido citrico traz maiores alteracées na
superficie radicular e que ndo houve diferencas entre as maneiras de aplicacao
das solucoes.

Isik et al., em 1997, avaliaram o efeito in vitro de diferentes técnicas de
aplicacao de tetraciclina na superficie radicular apdés remog¢do do cemento com
instrumentos rotatérios. Os autores compararam o efeito das diferentes técnicas
na remocao da smear layer e exposicao de tubulos dentinarios, sendo as técnicas:
gotejamento, imersédo, brunimento vigoroso, ou aplicagdo com pincel da solugao
de tetraciclina 0,5% mg/ml durante 5 minutos. Como controle os autores utilizaram
apenas os fragmentos radiculares sem tratamento quimico. Os resultados
mostraram que no grupo controle havia muita “smear layer”, sem exposi¢do dos
tubulos dentinarios, € que o grupo tratado com brunimento mostrou superficie
praticamente livre de “smear layer” e com presenca de fibrilas colagenas e tubulos

expostos.
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Efeito antimicrobiano

Yamalik et al, em 1991, em estudo in vivo, avaliaram o efeito
antimicrobiano do uso sistémico da doxiciclina, em pacientes com doenca
periodontal avangada. Os pacientes selecionados nao receberam qualquer tipo de
tratamento periodontal, apenas o uso de doxiciclina. Antes do inicio do
experimento, os autores coletaram amostra de placa dos pacientes, e sete dias
apds o uso do antibidtico coletaram novamente amostras de placa. Os resultados
mostraram queda acentuada na porcentagem de espiroquetas, bastonetes moveis
e nao moveis, que freqlientemente estao relacionados com a doenca periodontal.
Contrariamente, houve aumento no numero de cocos, que normalmente estdo
associados com saude periodontal. Os autores sugeriram que a doxiciclina podera
ser um importante coadjuvante ao tratamento periodontal tradicional.

O efeito antibacteriano e a substantividade da aplicacdo topica de
doxiciclina sobre a raiz de dentes extraidos por doenca periodontal foi estudado
por Demirel et al. em 1991. Nesse estudo, foram utilizadas diferentes
concentracdes de doxiciclina (0, 1, 10, 50 e 100 mg/ml) e o tempo de aplicacao foi
3 minutos. Os espécimes dentais de cemento ou dentina foram preparados com
instrumentacao periodontal e aplicagdo da solugdo de doxiciclina, e colocados
posteriormente em placas de Petri contendo 3 espécies bacterianas: Actinomyces
viscosus, Actinobacillus actinomycetemcomitants e Porphyromonas gingivalis. Os
autores avaliaram a inibicdo do crescimento bacteriano pela doxiciclina, e
concluiram que a concentracdo de 100 mg/mL mostrou maior efeito inibidor sobre
as trés espécies bacterianas com alta substantividade na superficie radicular, e
liberacao posterior por pelo menos 14 dias, indicando que a doxiciclina continua

biologicamente ativa durante todo este periodo.
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3 Proposicao

O objetivo deste trabalho foi avaliar descritivamente, apds microscopia
eletrdnica de varredura, o efeito de diferentes concentracbes e tempos de
aplicagdo da solucao de doxiciclina na superficie radicular de dentes humanos, e
em espectroscopia de dispersdo de energia a adsorcao da solugdo de doxiciclina
na superficie radicular.
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4 Material e Métodos

Foram utilizados 20 dentes humanos, caninos e incisivos superiores e
caninos inferiores, extraidos com comprometimento periodontal de pacientes
adultos jovens com até 35 anos. Os pacientes assinaram o Termo de Doacao de
Dentes de acordo com as normas do Comité de Etica, sob o protocolo n°
040/2003. Como critério de inclusdo foram definidos os parametros: 1) mobilidade
dental grau 3; 2) profundidade de sondagem > 6 mm; 3) perda éssea alveolar de
50% ou mais detectado em exame radiogréafico; 4) auséncia de caries ou
restauracoes radiculares; 5) sem histéria de tratamento periodontal nos ultimos 6
meses.

Ap6s a extracdo foram removidos todos os restos de tecido mole
aderidos a superficie radicular com auxilio de instrumentos manuais e solucéao
salina estéril. Em seguida, os dentes foram armazenados em solugao salina estéril
e conservados a temperatura de 4° C até o tratamento.

Imediatamente antes do tratamento, os espécimes foram removidos da
solugcdo de armazenamento e transferidos para um recipiente com solug¢ao salina
estéril a temperatura ambiente. Para o tratamento mecanico realizado com curetas
periodontais tipo Gracey 5-6°, os espécimes foram fixados em uma morsa de
pequeno tamanho e mantidos imersos nessa solugdo durante todo tempo de
instrumentacdo. A instrumentacao foi realizada nos tercos médio e cervical de
todas as faces dentais, num total de 30 movimentos da cureta por face, sendo
esta afiada a cada 15 movimentos.

Apés o tratamento mecénico, os espécimes foram seccionados com
disco diamantado® primeiramente na juncdo cemento-esmalte e em seguida 5
milimetros em diregao apical (Figura 1). O cilindro de dentina obtido foi seccionado
no sentido longitudinal separando as quatro faces da raiz (Figura 1): mesial, distal,
vestibular e lingual. Deste procedimento foram obtidas 4 amostras por dente que

mediam aproximadamente 2 mm de largura por 5 mm de comprimento, totalizando

" Hu-Friedy Macnufacturing Company Inc., Chicago, IL, USA
T K.G. Sorensen, Barueri, Sdo Paulo, Brasil
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80 amostras. As amostras obtidas foram armazenadas em caixa térmica com
solucdo salina estéril* em temperatura ambiente para evitar desidratacdo até que
o tratamento quimico fosse realizado. Para a avaliagdo dos tubulos
longitudinalmente, foi feita uma pequena marcagcdo com o disco diamantado na
regiao do espécime voltado para o canal radicular, tomando cuidado para nao
atingir a superficie tratada com a solucao, e depois foi feita a fratura do espécime
com auxilio de cinzel e martelo.

Lingual

/ 12 secgao
Mesial Distal
( ) 22 seccéo ﬂ["::>
Vestibular
Linha de
fratura
/ Visao lateral
dos tubulos

— (9 )

Esquema representativo da obtengdo das amostras apds seccionamento dental, e fratura dos

Figura 1.

espécimes para avaliacao longitudinal.

Preparo da solucéo de doxiciclina®

* JP Ind. Farmacéutica S.A., Ribeirdo Preto, SP, Brasil
% Proderma Farmacia de Manipulagéo, Piracicaba, Brasil
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Para o tratamento quimico foram utilizadas trés solugbes de doxiciclina, com a
seguinte  composicdo quimica: CooHogNo+HCL+Co+HgO+12H204Si02 nas
concentracbées de 25 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL. As solu¢cdes foram
preparadas com a diluicdo do pé do antimicrobiano em solucao salina estéril. O
controle foi realizado com solucao salina estéril.

O pH das solugdes de doxiciclina foi monitorado com auxilio de um pH
metro" e esta apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Controle do pH das solugdes de doxiciclina.

[] 25 mg/ml 50 mg/ml 100 mg/ml
TEMPO
0’ 2,82 2,66 2,38
15° 2,74 2,54 2.41
30’ 2,68 2,45 2,45

Metodologia de aplicacao

Apés o tratamento mecanico das raizes e obtencédo das amostras, estas
foram divididas em 4 grupos que foram divididos em: grupo controle com solugéo
fisioldgica (grupo 1), e grupos teste com solucédo de doxiciclina nas concentracdes
25 mg/ml (grupo 2), 50 mg/ml (grupo 3) e 100 mg/ml (grupo 4). Para o tratamento
quimico as amostras foram secas com bolinha de algodao estéril, por 10
segundos, para ndo haver desidratagdo excessiva e a seguir foram aplicadas as
diferentes solugbes de acordo com o grupo. Cada grupo foi subdividido em 3
subgrupos, de acordo com o tempo de aplicacdo da solucdo: 1, 3 e 5 minutos. As
solugdes foram aplicadas com auxilio de uma bolinha de algodao estéril que foi
friccionada na superficie radicular e trocada a cada 30 segundos, sempre
embebida em nova solucéo, ndo levando em consideragao a pressao da friccdo. O

" Procyon Instrum. Cientifica Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil
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tempo de aplicacdo das solugdes foi cronometrado por outro pesquisador. Cada
subgrupo foi formado por 5 espécimes, totalizando 60 espécimes para a analise
em microscopia eletronica de varredura’, sendo eleita, por outro pesquisador, a
area mais representativa de cada espécime.
Grupo |: Aplicacao de solucao salina estéril (Controle)
Subgrupo 1: friccdo durante 1 minuto
Subgrupo 2: friccdo durante 3 minutos
Subgrupo 3: friccdo durante 5 minutos
Grupo lI: Aplicacao de doxiciclina 25 mg/ml
Subgrupo 1: friccdo durante 1 minuto
Subgrupo 2: friccdo durante 3 minutos
Subgrupo 3: friccdo durante 5 minutos
Grupo llI: Aplicacao de doxiciclina 50 mg/ml
Subgrupo 1: friccdo durante 1 minuto
Subgrupo 2: friccdo durante 3 minutos
Subgrupo 3: friccdo durante 5 minutos
Grupo IV: Aplicacao de doxiciclina 100 mg/ml
Subgrupo 1: friccdo durante 1 minuto
Subgrupo 2: friccdo durante 3 minutos
Subgrupo 3: friccdo durante 5 minutos
Apés a aplicacao das solucdes, as amostras foram lavadas com 10 mL
de agua destilada estérii com auxilio de seringa e agulha, e fixadas em
glutaraldeido 2,5%" durante 24 horas em frascos identificados de acordo com
cada tratamento. As amostras foram desidratadas por série crescente de acetona”
(50%, 75%, 85%, 90%, 95% e 100%), e ao final desidratadas ao ponto critico'™,

T Jeol JSM 5600LV, Japan

* Proderma Farmacia de Manipulagao, Piracicaba, Brasil
Qeel, Sao Paulo, SP, Brasil

™ Denton Vacuum DCP-1 — Critical Point
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seguido de metalizagdo em ouro™ e andlise em microscépio eletrdnico de
varredura.

Para a microandlise em EDS®, foram utilizadas 11 amostras sendo:
controle negativo: espécime tratado somente com a instrumentacdo mecénica e
aplicacao de solucao salina estéril durante 10 segundos; controle positivo: o p6é do
antimicrobiano disperso diretamente sobre o suporte metalico das amostras; e 9
espécimes tratados com as solugcbes de doxiciclina nas concentracdes de 25
mg/ml, 50 mg/ml e 100 mg/ml, nos tempos de 1, 3 ou 5 minutos. A microandlise foi
realizada na area central do espécime.

Os espécimes que foram analisados em espectroscopia de dispersao
de energia foram preparados seguindo a rotina para avaliacdo em MEV, com a

diferenca da metalizagéo ser com carbono"".

* Denton Vacuum Desk I
%% vantage — Digital Acquisition Engine — Noram Instruments - Japan
" Denton Vacuum Desk Il — Carbon Accessory
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Forma de analise dos resultados no MEV e no EDS

As amostras foram analisadas em microscépio eletrénico de varredura
com aumento variando entre 500 e 18000 vezes e aceleracéo entre 5 e 20 Kv. A
analise das superficies foi descritiva considerando a presenca ou auséncia de
“smear layer’, e exposicdo e abertura dos tubulos dentinarios. Os cortes
longitudinais foram descritos considerando a exposi¢cao da matriz colagena.

A espectroscopia de dispersdo de energia foi efetuada no centro do
espécime para detectar a adsorcdo da solucdo de doxiciclina na superficie
radicular. Nesta analise foi considerado o peso atbmico dos elementos quimicos
da amostra, comparando com o peso atdmico conhecido de cada elemento
quimico presente na tabela periddica. Em nosso estudo, a doxiciclina foi
identificada pelo peso atébmico do elemento quimico cloro que faz parte da

composicao quimica do pé do antimicrobiano.
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5 Resultados
MEV
Os espécimes tratados com a solugéo controle, independente do tempo

de aplicagdo 1, 3 ou 5 minutos, foram caracterizados na sua superficie por
aparéncia irregular e amorfa sem evidéncia de desmineralizagdo e com os tubulos
dentinarios completamente obliterados por “smear layer”. A andlise dos tubulos
dentinarios em corte longitudinal mostrou que ndo ha indicios de desmineralizacao

na entrada dos mesmos nem exposi¢do de matriz colagena (Figuras 2 e 3).

Figura 2.

Grupo controle tratado com solugao fisiologica (0 mg/ml de doxiciclina). 1 minuto (a); 3 minutos (b);
5 minutos (c) de aplicacdo. As superficies sdo caracterizadas por aparéncia irregular e amorfa,
completamente cobertas pela “smear layer”, sem exposicao e abertura de tdbulos.

Figura 3.

Grupo controle. Vista longitudinal dos tubulos dentinarios. A entrada dos tubulos encontra-se
coberta por “smear layer” (seta vermelha) sem exposigdo da matriz colagena, independente do

tempo de aplicagéo da solugao fisioldégica. 1 minuto (a); 3 minutos (b); 5 minutos (c) de aplicagao.
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Os espécimes tratados com solucao de doxiciclina na concentracdo de
25 mg/ml com tempo de aplicacdo de 1 minuto mostraram superficie com tubulos
dentinarios parcialmente obliterados pela “smear layer” (seta vermelha). Quando a
solucao de doxiciclina foi aplicada durante 3 minutos, houve maior remocao da
smear layer e maior numero de tubulos dentinérios abertos. Quando o tempo de
aplicacdo foi 5 minutos ocorreu remocao da “smear layer’, mas os tubulos
continuavam ainda parcialmente obliterados (Figura 4). Nota-se nos cortes
longitudinais auséncia de exposicao da matriz colagena.

Figura 4.

Espécimes tratados com solugdo de doxiciclina na concentragdo de 25 mg/ml aplicada durante 1
minuto (a), 3 minutos (b) e 5 minutos (c). Notar a remoc¢ao de “smear layer” dependente do tempo
de aplicagéo da solu¢do, mas com pouca efetividade da solugdo. Nota-se a presenca de “smear

layer “ na entrada dos tubulos dentinarios (seta vermelha).

a b c
Figura 5.

Espécimes tratados com solugao de doxiciclina na concentragao de 25 mg/ml aplicada durante 1
minuto (a), 3 minutos (b) e 5 minutos (c). Vista lateral dos tubulos dentinarios parcialmente
obliterados pela “smear layer” (seta vermelha), sem indicios de exposi¢cao de matriz colagena.
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Quando a concentracao de doxiciclina foi 50 mg/ml houve maior
remocao de “smear layer” e abertura dos tubulos dentinarios do que no grupo
anterior, com aumento do grau de desmineralizacdo com aumento do tempo de
aplicacdo. (Figuras 6). Os tubulos vistos em corte longitudinal exibem um inicio de
exposicao de matriz colagena (Figura 7).

Figura 6.

Espécimes tratados com solugdo de doxiciclina na concentragdo de 50 mg/ml aplicada durante 1
minuto (a), 3 minutos (b) e 5 minutos (c). Notar a remogao de smear layer dependente do tempo
de aplicagcao e da concentragao da solucgéo.

a b c
Figura 7.

Espécimes tratados com solugdo de doxiciclina na concentragdo de 50 mg/ml aplicada durante 1
minuto (a), 3 minutos (b) e 5 minutos (c). Vista lateral dos tubulos dentinarios, com inicio da
exposicao da matriz colagena (seta amarela).

A aplicacado da solucédo de doxiciclina na concentracdo de 100 mg/ml

durante 1 minuto provocou pouca remocao da “smear layer” e abertura de tubulos
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dentinarios. A mesma solugéo aplicada durante 3 ou 5 minutos provocou aumento
na remogao da “smear layer”’, com abertura de tubulos dentinarios , € em maior
grau no tempo de 5 minutos (Figura 8). Em vista longitudinal observamos
exposicao da matriz colagena, com maior exposicdo no tempo de 5 minutos
(Figura 9). A figura 10 mostra um maior aumento da figura 9c, onde podemos

observar a exposicao da matriz colagena.

Figura 8.

Espécimes tratados com solugao de doxiciclina na concentragcao de 100 mg/ml aplicada durante 1
minuto (a), 3 minutos (b) e 5 minutos (c). Notar a remogéo de smear layer e a abertura dos tubulos
dentinarios dependente do tempo de aplicagao e da concentragdo da solugao.

a b c
Figura 9.

Espécimes tratados com solugédo de doxiciclina na concentragédo de 100 mg/ml aplicada durante 1
minuto (a), 3 minutos (b) e 5 minutos (c). Vista lateral dos tubulos dentinarios. Notar a exposigao da

matriz colagena na entrada dos tubulos dentinarios (seta amarela).
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Figura 10.
Maior aumento do espécime da Figura 9c, mostrando exposi¢do da matriz colagena na entrada e

ao redor do tubulo dentinério (seta amarela).
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EDS
Os espécimes controle negativo, que receberam apenas o tratamento
mecanico seguido da aplicacdo de solucéao fisioldégica, mostraram picos de calcio,

carbono, oxigénio e fosforo que fazem parte da composigdo da dentina (Figura
11).

300, g

Ma
1

-0.000 1= 10,240
Figura 11.
Espécime controle negativo, sem tratamento com doxiciclina, com picos de calcio e fésforo, sem

presenca de cloro.

Por outro lado, os espécimes controle positivo — pd antimicrobiano aplicado
diretamente sobre o suporte de amostras — mostraram picos de carbono, oxigénio

e fésforo, além de pico de cloro e silicio (Figura 12).
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Figura 12.

Espécime controle positivo com pd de doxiciclina sobre o suporte de amostra metalico, onde se

visualiza o pico de cloro, indicativo da presenca de doxiciclina.

Embora o cloro identifique a presenca do antimicrobiano, os espécimes
dos grupos tratados com solugdo de doxiciclina nas concentracées de 25 e 50
mg/ml, independente do tempo de aplicagdo de 1, 3 ou 5 minutos n&o
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apresentaram cloro na sua composi¢do, indicando que nessas concentragdes a
adsorcdo do sal sobre a superficie radicular € baixa ou ausente (Figuras 13, 14,
15,16, 17 € 18).

= e EIBRA 400

Ca

Ca

0,000 ke 10,240

Espécime tratado com doxiciclina 25 mg/ml durante 1 minuto analisado em EDS, onde nao se

visualiza pico de cloro.

0.000 ke 10.240

Figura 14.
Espécime tratado com doxiciclina 25 mg/ml durante 3 minutos analisado em EDS, onde néo se
visualiza pico de cloro, do mesmo modo que a figura anterior.

Ca
Ca

0.000 ke 10.240

Figura 15.

Espécime tratado com doxiciclina 25 mg/ml durante 5 minutos analisado em EDS, onde ndo se
visualiza pico de cloro, semelhante as figuras 13 e 14.
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Figura 16.
Espécime tratado com doxiciclina 50 mg/ml durante 1 minuto analisado em EDS, onde nao se
visualiza o pico de cloro, do mesmo modo do que as figuras 13, 14 e 15.

0.000 ke 10.240

Figura 17.
Espécime tratado com doxiciclina 50 mg/ml durante 3 minutos analisado em EDS, onde néo se
visualiza pico de cloro, indicando que n&o houve adsorgao de doxiciclina na superficie radicular.

4000

0. 000 o 10240

Figura 18.

Espécime tratado com doxiciclina 50 mg/ml durante 5 minutos analisado em EDS, onde néo se

visualiza o pico de cloro, do mesmo modo que na figura anterior.

33



Os espécimes tratados com as solugdes de doxiciclina na concentracao de 100
mg/ml durante 1 e 3 minutos também ndo apresentaram cloro na composicéo,

mas quando o tempo de aplicacao foi de 5 minutos, o pico de cloro ficou evidente,

sugerindo a presenga de doxiciclina residual na superficie radicular (Figuras 19, 20
e 21).

] s00- C
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Figura 19.
Espécime tratado com doxiciclina 100 mg/ml durante 1 minuto analisado em EDS, onde néo se
visualiza o pico de cloro.
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Figura 20.

Espécime tratado com doxiciclina 100 mg/ml durante 3 minutos analisado em EDS, semelhante a

figura anterior.
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Figura 21.

Espécime tratado com doxiciclina a 100 mg/ml durante 5 minutos analisado em EDS, aonde se
visualiza o pico de cloro sugerindo adsorgao da doxiciclina na superficie radicular.
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6 Discussao
A smear layer formada apds a instrumentacdo periodontal pode servir

como barreira fisica para o desenvolvimento de novo tecido de inser¢do sobre a
superficie radicular tratada (Polson et al.,, 1984). Por causa disso, varios estudos
procuraram demonstrar o efeito do tratamento quimico, especialmente com
solucao de tetraciclina, para a remocao da smear layer (Terranova et al., 1986;
Wikesjo, 1986; Terranova et al,, 1987; Frantz & Polson, 1988; Trombelli et al.,
1994; Trombelli et al., 1995; Madison & Hokett, 1997; Delazari et al., 1999) e
estimulo da adesdo de fibroblastos gengivais sobre a superficie radicular
(Terranova et al., 1986; Bal et al., 1990; Bergenholtz e Babay, 2001). Do ponto de
vista clinico, parece interessante o efeito ndo antimicrobiano das solug¢des de
tetraciclina e de tetraciclinas modificadas como a doxiciclina, entre eles a atividade
anticolagenolitica (Golub et al., 1984), a alta substantividade (Wikesj6 et al., 1986)
e a inibicao da reabsorcao 6ssea in vitro (Grevstad, 1993).

Por outro lado, os espécimes dos grupos teste tratados com as
diferentes solucdes de doxiciclina (Figuras 4, 6 e 8), mostraram superficies
radiculares em que a smear layer foi removida e os tubulos dentinarios expostos e
abertos. Esses resultados sédo similares aos de Wikesjo et al. (1986), Lafferty et al.
(1993) e Madison & Hokett (1997).

Neste estudo, as solugcdes de doxiciclina foram preparadas
imediatamente antes do uso e descartadas apds cada etapa do ensaio. O pH e a
estabilidade das solugbes foram avaliados antes do inicio da fase experimental
(Tabela 1). Apesar de estavel, a Tabela 1 mostra que houve diferenca no pH das
solucdes teste, entretanto, acreditamos que essa pequena variacdo nao tenha
sido suficiente para produzir efeitos tdo discrepantes como os observados em
nosso trabalho (Figuras 4, 6 € 8).

O presente estudo sugere relacao entre a concentragdo da solucao de
doxiciclina e a efetividade na remocédo da smear layer, exposicdo e abertura dos
tubulos dentinérios (Figuras 4, 6 e 8). Hanes et al, em 1991, sugeriram a

utilizagdo de solugbes mais concentradas de tetraciclina ou de acido citrico para a
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obtencdo de melhores resultados na desmineralizagdo da superficie radicular,
mostrando dependéncia entre a concentracdo da solugdo e sua efetividade. Da
mesma forma, Sterret et al, em 1997, encontraram melhores resultados com
concentracdes maiores de tetraciclina, chegando ao maximo da desmineralizacao
com a aplicacdo de solucédo de tetraciclina na concentracdo de 75 mg/ml. Mais
recentemente, Isik et al,, em 2000, sugeriram que os melhores resultados da
desmineralizacdo foram obtidos com solugdes de cloridrato de tetraciclina com
concentracdes entre 50 e 150 mg/ml, sendo que os resultados do nosso trabalho
também mostraram os melhores efeitos com a solugdo de doxiciclina na
concentracao de 50 mg/ml (Figuras 6 e 7).

Apesar da relagdo concentracdo da solucdo e efeito de
desmineralizagdo radicular demonstrados acima, outros estudos relataram o
contrario. Trombelli et al., em 1994, utilizaram duas solugdes de tetraciclina nas
concentracbes de 62,5 e 125 mg/ml e encontraram o0 mesmo efeito
desmineralizante. Em nossa opinido, essas concentracbes podem ser
consideradas altas e capazes de produzir o mesmo efeito desmineralizante. Outra
variavel considerada significativa nesse estudo foi 0 uso de instrumento rotatério
para a produgdo da smear layer em raizes de dentes humanos sem doencga
periodontal. O uso de instrumentos rotatérios ndao € pratica clinica rotineira — as
brocas podem produzir aquecimento da superficie radicular e remover estrutura
dental em excesso alterando a relagao diametro e nimero de tubulos dentinéarios e
a quantidade de dentina peri e inter tubular, o que modifica consideravelmente o
substrato para acédo dos agentes quimicos. A metodologia adotada neste estudo
procurou reproduzir a condicao clinica corriqueira. As concentracdes das solucoes
de doxiciclina do nosso estudo variaram entre 25 mg/ml e 100 mg/ml, similares a
proposta por Trombelli et al. , em 1995, que usaram concentragdes entre 10 mg/ml
e 100 mg/ml, mas mesmo assim nao obtiveram diferencas com relacdo a
concentragao, provavelmente devido ao mesmo modo de obtengédo da smear layer

relatado no artigo do mesmo autor em 1994.
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O pH das solugbes utilizadas neste estudo variou entre 2,38 e 2,82
(Tabela 1) e pode ser considerado similar ao relatado por Trombelli et al. (1994)
cujas solugdes variaram entre 2,0 e 2,1. Os resultados deste nosso trabalho
sugerem que a remocao da smear layer depende da concentragdo da solugcao de
doxiciclina (Figuras 2, 4, 6 e 8), e ndo do pH.

Embora possa produzir efeitos considerados positivos para as etapas
iniciais de reparo das feridas (Terranova et al., 1986; Frantz e Polson, 1988; Bal et
al.,, 1990), a acao dos agentes quimicos como coadjuvantes a instrumentacao
periodontal deve ser visto com cautela, pois 0 aumento do tempo de aplicagao
pode provocar hiperdesmineralizacao da superficie (Figuras 8 e 9), enquanto que
o menor tempo de aplicacdo pode produzir hipodesmineralizagao (Figuras 4 e 5),
além do cuidado para ndo haver contato do agente com o tecido conjuntivo
adjacente.

Os cortes longitudinais dos espécimes tratados com as concentragdes
de 25mg/ml, 50mg/ml ou 100mg/ml mostraram a abertura dos tubulos em formato
cbnico (Figuras 5, 7 e 9), que esta em acordo com o descrito por Chaves et al. em
1993.

Apesar de existirem evidéncias de que néo ha relagdo entre o tempo de
aplicacao da solucao e o efeito desmineralizante sobre a superficie (Isik et al.,
2000; da Mata, 2002), os resultados obtidos sugerem fortemente que as
alteracées que ocorrem na matriz colagena da dentina peri e inter-tubular
dependem do tempo de aplicagdo da solug¢do de doxiciclina (Figuras 4, 6 e 8). As
fotomicrografias dos espécimes tratados com a mesma concentragdo mostraram
que o aumento do tempo de aplicacdo da solucao de doxiciclina produziu aumento
no efeito desmineralizante. Portanto, o aumento do tempo de aplicacao da solucéao
proporciona maior remogado da smear layer da superficie radicular, expde a
entrada dos tubulos dentinarios e aumenta o didametro superficial desses tubulos.

Nossos resultados também sdo similares aos de Labahn ef al, em
1992, que encontraram relagdo entre o tipo de desmineralizacdo e os diferentes
tempos de aplicagéo da solugéo de tetraciclina sobre a superficie radicular.
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Trombelli et al. (1994) ndo encontraram diferengcas com relacdo ao
tempo de aplicacdo da solugcdo e remogao de smear layer quando 0s espécimes
tinham cemento na superficie radicular. Esse fato provavelmente é devido a
composicao inorganica diferente entre a dentina e o cemento radicular. Como o
cemento € menos mineralizado do que a dentina, ele € menos passivel de
dissolucéo pelos acidos.

As Figuras 6 e 7 mostraram que com a concentracao de 50 mg/ml e
tempo de aplicacao de 3 minutos houve remocao da porcao inorganica da dentina
inter e peri tubular mantendo a organizacdo coldgena das mesmas. Pode-se
sugerir que ndao houve desmineralizacao excessiva da superficie dental.

Madison & Hokett, em 1997, avaliaram o efeito de diferentes tipos de
tetraciclina na remocado da smear layer, exposicdo e abertura dos tubulos
dentinarios. As solugbes testadas foram tetraciclina, doxiciclina, sumicina,
minociclina e solugdo salina em diferentes tempos de aplicacdo. Os autores
encontraram melhores resultados com a aplicacdo da solucao de tetraciclina na
concentracao de 250 mg/ml, seguido pela doxiciclina 100 mg/ml. Em nossa
opinido, esse resultado se deve principalmente pela utilizacdo de uma
concentracdo muito mais alta de tetraciclina, quando comparada com a solug¢ao
de doxiciclina. Os autores relataram ainda que o aumento do tempo de aplicacao
da solucao é proporcional a efetividade na remocao da smear layer, exposicao e
abertura dos tubulos dentinarios, sendo similar aos nossos achados (Figuras 4, 6
e 8).

Os resultados obtidos neste nosso estudo mostraram relacdo direta
entre tempo de aplicacao da solucao e a efetividade na remocao de smear layer, e
concentracao da solucao e efetividade na remocao da smear layer (Figuras 4, 6 e
8).

O uso do agente biomodificador, no caso a solugédo de doxiciclina, deve
ficar restrito nas cirurgias de acesso para instrumentagao radicular e com controle
da aplicacédo, para evitar que a solucao atinja tecidos moles e 0sso alveolar
adjacente.
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Na microandlise em EDS, a presenca da doxiciclina foi confirmada pelo
cloro. O efeito marcador do cloro foi confirmado quando o controle positivo foi
analisado (Figura 12). No espécime controle negativo (Figura 11), que recebeu
tratamento mecanico seguido da aplicacao de 10 ml de solucao fisioldgica, nao foi
encontrado traco de cloro, mas sim de componentes da estrutura dental, tais como
fésforo, calcio, carbono, oxigénio e sodio. Estes achados estdo de acordo com
Morrison et al., em 1992, que fizeram microandlise de raio-X de fibras de
tetraciclina que foram utilizadas in vivo durante 10 dias em dentes com extracao
indicada. Como controle positivo, os autores analisaram uma fibra de tetraciclina
nao utilizada, obtendo um pico muito alto de cloro, seguido por picos de silicio,
magnésio, aluminio e cloro. Quando a microanalise foi feita sobre os dentes
extraidos, os autores encontraram cristais residuais de tetraciclina que analisados
em EDS revelaram picos menores de cloro e silicio.

Quando a microandlise foi feita em nossos grupos teste 25 mg/ml e 50
mg/ml (Figuras 13, 14, 15, 16, 17 e 18) ndo observamos pico de cloro,
independente do tempo de aplicacdo da solugao, sugerindo que nessa solucao a
concentracdo de doxiciclina é baixa para que haja adsorcdo na superficie
radicular. Esse resultado esta de acordo com Wikesjé et al., em 1986, que
utilizaram solugdes de tetraciclina em diversas concentragdes e obtiveram como
resultado que apenas a partir de 50 mg/ml € que ocorreu adsorcao da solug¢ao na
superficie radicular. Dessa forma, a superficie radicular tratada serviria como
depdsito do antimicrobiano que poderia ser liberado posteriormente de forma
ativa.

Nos espécimes tratados com solugdes nas concentracdes de doxiciclina
100 mg/ml nos tempos de 1 e 3 minutos (Figuras 19 e 20) nao identificamos o
cloro, provavelmente devido ao tempo curto de exposicao da solugdo na superficie
radicular. Quando a concentracao de 100 mg/ml durante 5 minutos foi analisada, o
cloro foi observado, demonstrando adsorcado da doxiciclina na superficie radicular

(Figura 21). Uma das limitacbes da andlise por esse equipamento € apenas
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mostrar a auséncia ou presenca de determinada substéncia, ndo havendo
quantificacao.

Esses achados sobre a adsorcdo da doxiciclina na superficie radicular
estdo de acordo com os achados in vitro de Baker et al., em 1983, que relataram
que a tetraciclina e seus derivados tém substantividade na superficie dental e, no
seu artigo, exibem boa atividade antimicrobiana.

Essa adsorcado da doxiciclina na superficie radicular pode ser benéfica
para o tratamento da doencga periodontal em humanos, pois se ela estiver em sua
forma ativa pode haver acdo antimicrobiana prolongada por até 14 dias nas
concentracbes de 50 e 100 mg/ml, segundo Demirel et al, em 1991. Ha
efetividade in vitro da doxiciclina durante esse periodo contra Actinomyces
viscosus, Actinobacillus actinomycetencomitants e Porphyromonas gingivalis.
Yamalik et al., também em 1991, avaliaram a acdo da doxiciclina contra
periodontopatdogenos apds administracdo sistémica durante 7 dias. Os autores
relataram que a doxiciclina foi eficiente na diminuicdo da contagem desses

patdgenos, sendo importante coadjuvante ao tratamento periodontal convencional.
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7 Conclusao
Os resultados sugerem que:

» A aplicacdo da solucao de doxiciclina na superficie radicular foi efetiva para
a remocao da smear layer, abertura de tdbulos dentinarios e exposicao da matriz
colagena.

» Houve relacdo direta entre o tempo de aplicacao da solug¢do de doxiciclina e
a concentracao da solucao de doxiciclina, com seu efeito desmineralizante.

> A doxiciclina foi adsorvida na superficie radicular apenas na concentracao
de 100 mg/ml aplicada durante 5 minutos.
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