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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar, através de microscopia eletrénica de varredura
(MEV) e transmissdo (MET), a ultraestrutura dentinaria apés a utlizacdo de
diferentes protocolos de irrigacdo. Trinta e nove incisivos inferiores bovinos apos ter
suas coroas amputadas e polpas dentarias removidas, foram divididos
randomicamente em 13 grupos (n=3). Nos grupos 2 ao 13 as paredes dos canais
foram regularizadas com brocas Gates-Glidden e padronizado o diametro apical no
tamanho correspondente a uma lima K #70. Todas as raizes foram clivadas
longitudinalmente em duas metades. As seis hemirraizes pertencentes ao grupo
controle foram imersas em agua destilada, em cuba de ultrassom, acionada durante
dois intervalos de 5 minutos. As demais foram imersas em EDTA 17%,
ultrassonificadas por 5 minutos e em seguida, por mais 5 minutos, imersas em agua
destilada, para padronizacdo das amostras. As hemirraizes, reunidas ao respectivo
par, receberam o protocolo de irrigacédo especifico para cada grupo: Grupo 1 (G1):
agua destilada (controle); G2: soro; G3: soro e EDTA 17%; G4: soro + AUP; G5:
soro + AUP + EDTA; G6: NaOCI 2,5%; G7: NaOCl + EDTA; G8: NaOCI + AUP; G9:
NaOCI + AUP + EDTA; G10: CHX 2%; G11: CHX + EDTA; G12: CHX + AUP; G13:
CHX + AUP + EDTA. Uma hemirraiz de cada espécime foi preparada e avaliada
através de MEV e, uma de cada grupo, através de MET. Os resultados da analise
descritiva através da MET evidenciaram a degeneracdo na estrutura organica
dentinaria, caracterizada pelo afilamento das fitas de colageno, causada pelo
NaOCI, potencializado pelo EDTA e/ou AUP. A analise através da MEV mostrou que
o NaOCI com AUP provocou erosdo da dentina peritubular significativamente maior
gue todos os demais grupos (P<0,05), seguido do NaOCIl com EDTA e NaOCI com
EDTA e AUP, nesses trés grupos também ocorreu erosao na dentina intertubular. O
NaOCI 2,5% favoreceu melhor limpeza, causou erosdo da dentina peri e intertubular
e promoveu alteracbes ultraestrturais no colageno dentinario, potencializado pelo
EDTA e/ou AUP.

Palavras-chave: Endodontia, dentina, hipoclorito de sédio, clorexidina, EDTA,

terapia por ultrassom.
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ABSTRACT

The aim of this study was to analyze, by scanning, and transmission electron
microscopy the dentin ultrastructure after using different irrigation protocols. Thirty-
nine bovine incisors after amputated their dental crowns and pulp removed, were
randomly divided into 13 groups (n = 3). In groups 2-13 the root canal walls were
regularized with Gates-Glidden drills and standardized apical diameter up to a size
#70 K-file. All roots were split longitudinally into two halves. The six halves belonging
to the control group were immersed in distilled water in the ultrasonic tank, actived
during two intervals of 5 minutes. The others halves were immersed in 17% EDTA,
actived for 5 minutes and then, for 5 minutes, immersed in distilled water for samples
standardization. After the halves were reassembled, they received the irrigation
protocol specific for each group: G1, distilled water (control); G2, 0.9% saline; G3,
saline + 17% EDTA; G4, saline + PUI; G5, saline + PUI + EDTA; G6, 2.5% NaOCI;
G7, NaOCI + EDTA; G8, NaOCI + PUI; G9, NaOCI + PUI + EDTA; G10, 2% CHX;
G1l1, CHX + EDTA; G12, CHX + PUI; G13, CHX + EDTA + PUIL. One half of each
specimen was prepared and evaluated by SEM, and one of each group, by TEM. The
results of the descriptive analysis by TEM showed changes in the dentin organic
ultrastructure, characterized by thinning of the collagen fibrils, caused by 2,5%
NaOCI, potentiated by 17% EDTA and/or PUI. The analysis by SEM showed that the
PUI with NaOCI caused peritubular dentin erosion significantly higher than all other
groups (P <0.05), followed by NaOCI with EDTA and by NaOCI with EDTA and PUI,
in these three groups also occurred intertubular dentine erosion. The 2,5% NaOCI
favored better cleaning, caused erosion of the peritubular and intertubular dentin and
promoted ultrastructural alterations in the dentin collagen which were potentilaized by
EDTA and/or PUIL.

Keywords: endodontics, dentine, sodium hypochlorite, chlorhexidine, EDTA,

ultrasound therapy.
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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% - porcentagem

ANP — apical negative pressure — pressao apical negativa
ATMA - 4cido amino tris metileno fosférico

AUI — ative ultrasonic irrigation, irrigacao ultrassonica ativa
AUP — ativacao ultrassdnica passiva

°C — graus Celsius

CA — &cido citrico

CHX — clorexidina

cm — centimetro

CME - Centro de Microscopia Eleltrénica

CTR - Cetrimidio

EDTA — &cido etileno-diamino-tetracético

EGTA — acido etileno-glico-acético

EDTAC — EDTA com Cetavlon

H,O — agua

HEBP - 1-hidroxietileno-1 1-bifosfato, solucao de etidronato
IPI — iodeto iodado de potassio

IUNA — aspiracdo com agulha de irrigacéo ultrassonica
IUNI — injecdo com agulha de irrigacéo ultrassénica

kV — quilovolt

M — solucé&o molar, relativo a mol

mg — miligrama

ml — microlitro

mm — milimetro

MET — microscopia eleltrénica de transmisséo

MEV — microscopia eletronica de varredura

MO — microscopia 6ptica

MLP — microscopia de luz polarizada

pm — micrometro

MTDA - Doxiciclina a 3%, acido citrico a 4,25% e detergente polissorbato 80 a 0,5%
NaOCI - hipoclorito de sodio

nm - nanémetro
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PCA - paracloroanilina

PCGH - paraclorofenilguanidil-1, 6-diguanidil-hexane

PCU - paraclorofeniluréia

pH - Potencial de Hidrogénio, representacao da escala na qual uma solucdo neutra
éiguala7.

PROPESQ - Pr6-Reitoria de Pesquisa

PUI - passive ultrasonic irrigation

QMIX - bisbiguanida, acido poliaminocarboxilico, soro fisiolégico e agente
surfactante

RS - Rio Grande do Sul

SAF - Self-Adjusting File — limas auto-ajustaveis

SEM - Scanning Electron Microscopy

SORO - solucéo fisiolégica a 0,9%

STP - trifosfato de sodio

TEM - Transmission Electron Microscopy

UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul

UNISC - Universidade de Santa Cruz do Sul
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1 INTRODUCAO

A sanificacdo, modelagem e o selamento tridimensional do sistema de canais
radiculares sdo essenciais para o sucesso do tratamento endoddntico. Dentro deste
contexto, protocolos de irrigacdo exercem um papel fundamental.

Diversas substancias tem sido utilizadas como solugdes irrigadoras do sistema
de canais radiculares com o intuito de remover tecido pulpar e debris, bem como,
auxiliar na eliminagdo de microrganismos. Estas substancias quimicas devem possuir
qguatro propriedades principais: atividade antimicrobiana, dissolucdo de tecido
organico, auxiliar no debridamento do sistema de canais e ndo ser toxico aos tecidos
periapicais para que possam desempenhar suas fungbes durante o preparo do
sistema de canais radiculares (CHEUNG; STOCK, 1993).

Durante o preparo dos canais radiculares sdo formadas raspas de dentina
pela agcdo dos instrumentos endoddnticos que, associadas a matéria orgéanica
proveniente de remanescentes de tecido pulpar e microrganismos, se aderem a
superficie dentinaria, formando a lama dentinaria (MELLO et al., 2008; PRADO et al.,
2011). Estudos demonstraram que essa camada deve ser completamente removida
da superficie radicular, pois serve de abrigo as bactérias, prejudicando a acao das
substancias irrigadoras e das medica¢fes intracanais de atuarem na desinfeccéo
efetiva dos tubulos dentinarios (CLARK-HOLKE et al., 2003; WANG; SHEN;
HAAPASALO, 2013); a sua remocdo total favorece a adaptacdo dos materiais
obturadores endodénticos (WU; WESSELINK, 2001; SHAHRAVAN et al., 2007);
aumenta a adesdo de cimentos endoddnticos resinosos com a dentina (SALEH et
al., 2002; BABB et al., 2009; HASHEN et al., 2009) e reduz microinfiltracdo apical e
coronal (COBANKARA et al., 2002; ECONOMIDES et al., 2004).

Durante e apOs a instrumentacdo os irrigantes promovem a remocao de
microrganismos, remanescentes teciduais e raspas de dentina dos canais
radiculares através de um mecanismo de lavagem (flushing) (ZEHNDER, 2006;
HAAPASALO et al., 2010). As implicacdes clinicas e microbiologicas decorrentes da
persisténcia de bactérias nos canais radiculares ap0s o tratamento endoddntico tém
sido relatadas e constituem um dos principais fatores que levam ao fracasso da
endodontia (CLARK-HOLKE et al., 2003; NAIR, 2006; SIQUEIRA JR; ROCAS,
2008). Estudos utilizando microtomografia computadorizada tem demonstrado que

muitas areas do canal radicular permanecem sem serem tocadas pelos
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instrumentos, enfatizando a importancia das substancias quimicas na limpeza e
desinfeccdo do sistema de canais radiculares (PETERS; SCHONENBERGER; LAIB,
2001; PAQUE; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012). As areas nido tocadas pelos
instrumentos, durante o preparo dos canais radiculares, particularmente
anastomoses entre canais, sdo frequentemente preenchidas por debris que contém
uma consideravel proporcio de matéria organica (PAQUE et al., 2009). A
permanéncia desses debris pode prejudicar a acdo de medicamentos que
necessitam estar em contato direto com os patégenos. Além disso, impedem o
preenchimento adequado de todos os espacos do canal radicular pelo material
obturador, deixando &reas passiveis de sofrerem infiltragdo (LEE; WU; WESSELINK,
2004; ZMENER; PAMEIJER; BENEGAS, 2005; DE DEUS et al., 2008).

O fluxo da solucgéo irrigadora no interior do canal radicular tem o objetivo de
tornar mais efetiva a sua limpeza (PETERS, 2004). Para Gregorio et al. (2010),
existem dois fatores diretamente relacionados com uma irrigagéo eficiente, a propria
solucdo irrigadora e a maneira como ela é aplicada no interior do canal radicular.
Sao muitos os protocolos de irrigacao disponiveis atualmente para remocao da lama
dentinaria e debris e, consequentemente, promover a antissepsia dos canais.
Entretanto, nenhum promove a limpeza completa dos canais (HAAPASALO et al.,
2010; MANCINI et al., 2013).

Outro aspecto a ser considerado quando da escolha da solucéo irrigadora € a
adesdo a dentina que pode ser afetada por inimeros fatores. Algumas pesquisas
demonstram que a utilizacdo de solucdes irrigadoras e medicacdes durante o
tratamento endoddntico podem ter um efeito deletério sobre a unido de agentes
adesivos as estruturas dentinarias da cavidade pulpar (MORRIS et al., 2001; ARI;
YASAR; BELLI, 2003; SANTOS et al., 2006; MARENDING et al., 2007a; ZHANG et
al. 2010a, MAl et al., 2010; RENOVATO et al., 2013).

E sabido que nenhuma solucéo irrigadora, assim como nenhum sistema de
irrigacdo intracanal, contempla todas as funcbes desejadas. Entretanto, as
substancias quimicas que atualmente sdo mais utilizadas durante o tratamento
endodéntico sdo o hipoclorito de sodio, a clorexidina e o EDTA. Além disso, a
utilizacdo da ativacdo ultrassbnica como auxiliar na irrigacdo tem se difundido.
Estudos tem demonstrado a eficacia da ativagdo ultrassénica passiva na limpeza
dos canais radiculares, incentivando o seu uso para limpeza das zonas nao tocadas

pelos instrumentos, como istmos e reentrancias, bem como para melhor irrigacdo da
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zona apical (GUERISOLI et al., 2002; KUAH et al., 2009; JIANG et al., 2010b; VAN
DER SLUIS et al., 2010; CAPAR et al., 2014).

Assim, baseado nas informacgdes supracitadas, e no fascinio que este tema
gera na comunidade cientifica, uma série de questionamentos surgiram e
conduziram este estudo sobre os efeitos de diferentes protocolos de irrigagéo sobre

a ultraestrutura dentinaria.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Solugdes irrigadoras
2.1.1 Hipoclorito de sédio

Dentre as solucdes irrigadoras, destaca-se o hipoclorito de sodio, que tem sido
utilizado por um longo periodo como substancia quimica auxiliar do preparo do
sistema de canais radiculares. Primeiramente, em 1936, sua utlizagdo em
Endodontia foi proposta por Walker e difundida por Grossmann a partir da década de
40 (GROSSMAN, 1943). Este composto halogenado é um sal que somente existe em
solucdo aquosa e é utilizado em diferentes concentragbes que variam de 0,5 a
5,25%. Sua utilizacdo clinica é decorrente da capacidade em dissolver
remanescentes organicos, necroticos ou néo, de sua atividade antimicrobiana e da
baixa toxicidade em pequenas concentracdes (SPANGBERG; ENGSTRON;
LANGELAND, 1973). O hipoclorito de sodio € mundialmente utilizado e considerado
a mais importante solucéo irrigadora em Endodontia (ZEHNDER, 2006; GREGORIO
et al., 2010; ROCAS; SIQUEIRA JR, 2011).

O grande diferencial do hipoclorito em relacdo as outras solucdes irrigadoras
utilizadas atualmente é a sua capacidade de dissolucdo de tecido organico. Essa
propriedade esta diretamente relacionada com a sua concentracdo (ZEHNDER,
2006; HAAPASALO et al., 2010; CLARKSON et al., 2012; DUTTA; SAUNDERS,
2012).

Varios estudos tem demonstrado a acdo antimicrobiana do hipoclorito de
s6dio (DORNELES-MORGENTAL et al., 2011; WANG et al., 2012; LIN; SHEN;/
HAAPASALO, 2013). Especialmente em altas concentracdes, o hipoclorito de sédio
€ capaz de desinfetar os tubulos dentinarios independente da técnica de preparo do
canal utilizada (BERBER et al., 2006). Também foi demonstrado que a técnica de
preparo e o sistema de irrigacao utilizado no tratamento endodéntico interferem na
acao antimicrobiana do hipoclorito (VAN DER SLUIS et al., 2007; PLOTINO et al.,
2007; ALVES et al., 2011; BEUS, et al., 2012). No estudo de Alves et al., (2011) a
utilizacdo do sistema de limas autoajustaveis (SAF - Self-Adjusting File — ReDent-
Nova, Ra’anana, Israel) com hipoclorito de sddio a 2,5% e 6% promoveu uma
reducdo significativa na populagdo de Enterococcus faecalis apds dois minutos de
acdo dentro de canais, independente da concentracdo de hipoclorito, porém,

resultados mais expressivos foram obtidos apos seis minutos de operagéo.
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Entretanto, o hipoclorito de sédio apresenta algumas desvantagens, como
corrosédo dos instrumentos endoddnticos, ineficacia contra alguns microrganismos
guando utilizado em baixas concentragbes e toxicidade aos tecidos periapicais
guando em altas concentragbes (SELTZER; FARBER, 1994; FERRAZ et al., 2001).
Além disso, o hipoclorito ndo atua na por¢cdo inorganica do magma dentinario
(SPANGBERG; ENGSTROM; LANGELAND, 1973). Torna-se necessaria a utilizacédo
de uma solucdo quelante para uma eficaz remocédo de debris e lama dentinéaria
(ZEHNDER, 2006; HAAPASALO et al., 2010).

Importa ressaltar que, in vivo, a presenca de matéria organica (exsudato
inflamatdrio, remanescentes teciduais, biomassa microbiana) consome o hipoclorito,
diminuindo o seu efeito. Por isso a irrigagdo continua e o tempo sao fatores
importantes na efetividade deste composto (HAAPASALO et al., 2010).

O hipoclorito de sédio tem acao deletéria sobre os componentes organicos da
dentina, especialmente o colageno. Isto pode influenciar na penetracdo de
mondmeros resinosos atraves da estrutura da dentina desmineralizada (ISHIZUKA
et al., 2001). Ele se dissocia em cloreto de soédio e oxigénio. O oxigénio nascente
causa uma forte inibicdo da polimerizacdo na interface dos materiais adesivos
(NIKAIDO et al., 1999). Canais radiculares irrigados com hipoclorito de sodio a 5%
apresentaram menor resisténcia de unido compdsito-dentina em comparacdo com
os dentes controle (MORRIS et al.,, 2001; RENOVATO et al., 2013). Existe uma
correlacdo entre o periodo de exposicdo da dentina ao hipoclorito e a forca de
adesdo, de maneira tal que essa forca aumenta a medida que diminui o tempo de
exposicdo (ARI; YASAR; BELLI, 2003; SANTOS et al., 2006). Também tem sido
demonstrado, através de estudos in vitro, que a exposicdo por longo tempo da
dentina ao hipoclorito de sodio em altas concentraces pode ter efeito deletério na
elasticidade da dentina e tenséo flexural (MARENDING et al., 2007a; JOHN; LOST;
EL AYOUTI, 2013) podendo resultar na fratura dos dentes tratados
endodonticamente (ZHANG et al., 2010a). Isso foi confirmado no estudo de Mai et
al., (2010) em que verificaram que feixes de dentina expostos por 60 minutos a
5,25% de NaOCI tiveram sua tensao flexural significativamente diminuida quando
comparada aos feixes expostos por 10 minutos nessa mesma solucdo e concluiram
gue esse fato coloca o dente em risco de fratura. O efeito deletério envolvendo as

propriedades mecanicas da dentina, atribuido ao uso do hipoclorito de sddio,
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depende da concentracéo e do tempo e ndo esta associado com a desmineralizacao
causada pelo uso do EDTA como irrigacéo final (ZHANG et al., 2010a).

Embora existam estudos demonstrando que o hipoclorito de sodio também
pode ser utilizado na forma de gel (ZAND et al., 2010), € na forma de solucao que
tem sido amplamente utilizado.

A penetracdo do hipoclorito de sodio a 2,5% associado ao EDTA a 17%, acido
citrico a 1% e acido peracético a 1%, foi avaliada e os resultados demonstraram que
essas solucdes acidas ndo aumentam a profundidade de penetracdo do NaOCI no
interior da dentina (KUGA et al., 2011).

A adicdo de cloreto de benzalcénio ao hipoclorito de so6dio aumentou a sua
capacidade de molhamento sem afetar a quantidade de cloro livre, a citotoxidade ou
as propriedades antimicrobianas da mistura (BUKIET et al., 2012). A adicdo de
surfactante a solucdo de hipoclorito ndo melhorou a sua capacidade dissolvente
(CLARKSON et al., 2012). Isso foi confirmado recentemente, em uma revisédo sobre
os efeitos da diminuicdo da tensdo superficial das solu¢des de hipoclorito de sddio,
na qual os autores sugerem que agentes surfactantes melhoram a penetracdo do
hipoclorito de sédio no canal principal. Porém consideraram os dados insuficientes
para tecer consideracfes sobre lubrificacdo, capacidade antimicrobiana e remocéo
de debris e lama dentinaria (ROSSI-FEDELE et al., 2013).

2.1.2 Clorexidina

Nos ultimos anos, tem ganhado popularidade, como substancia quimica
auxiliar no preparo dos canais radiculares, o gluconato de clorexidina (CHX). Além
de efetivo agente antimicrobiano oral, possui amplo espectro de acao
antimicrobiana, substantividade e baixa toxicidade como propriedades (FERRAZ et
al., 2001; VIANNA et al., 2004). A clorexidina é uma base catidnica forte que é mais
estavel na forma de solucdo de gluconato de clorexidina. A propriedade da
substantividade é decorrente da sua capacidade de adsorcdo as superficies,
ligando-se a hidroxiapatita, sendo lentamente liberada a medida que a concentracao
no meio decresce, permitindo assim um tempo de acdo prolongado (LOPES;
SIQUEIRA JR; ELIAS, 2004).

O estudo de Zamany, Safavi e Spangberg (2003) demonstrou que uma
irrigagao adicional com clorexidina a 2% resultou em aumento da desinfec¢ao do

sistema de canais radiculares, e que a clorexidina ndo causa erosado dentinaria como
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o NaOCI apés a irrigacao final com EDTA. Os autores consideraram a Clorexidina
2% uma boa escolha para maximizar o efeito antibacteriano ao final do preparo
guimico-mecanico.

Vianna et al. (2004) ao compararem in vitro a atividade antimicrobiana da
clorexidina gel e solucdo (0,2%, 1% e 2%) com o NaOCI (0,5%, 1%, 2,5%, 4% e
5,25%), verificaram que ambas as solugcdes eliminaram Porphyromonas
endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia em 15 segundos.
N&o houve diferenca entre o tempo necessario pelo NaOCI 5,25% e pela solucao de
CHX a 1% e 2% em eliminar os microrganismos. O NaOCI 5,25% apresentou a
maior eficacia antimicrobiana, seguido da solucdao de CHX 0,2%, 1% e 2% no
mesmo nivel e do gel de CHX 2%. Os autores relacionaram a agao antimicrobiana
com o tipo, concentracdo e forma de apresentacdo da substancia quimica, bem
como com a suscetibilidade microbiana.

A desvantagem desta substancia é que ela ndo atua como solvente organico
(DAMETTO et al., 2005), e isto afeta negativamente a sua capacidade
antimicrobiana. Esses mesmos autores comprovaram a permanéncia da acao
antibacteriana da clorexidina apdés a conclusdo do preparo do canal, onde
observaram in vitro que a mesma, independente da sua apresentacdo, manteve-se
ativa ao término do periodo experimental de 7 dias. A atividade da clorexidina,
similar a outros desinfetantes endodonticos, depende do pH que é fortemente
reduzido na presenca de matéria organica. Se por um lado a presenca de matéria
organica residual pode afetar negativamente a qualidade do selamento pelo material
obturador, por outro, a clorexidina ndo apresenta efeitos sobre a adesdo dentinaria
(SANTOS et al., 2006) e ndo causa erosao da dentina (HAAPASALO et al., 2010).

A clorexidina tem sido utilizada em varias concentra¢gfes (0,12 a 2%), na
forma de solucdo aquosa ou gel. Estudos relacionados observaram que o gel
utilizado como substancia quimica auxiliar apresentou acédo antimicrobiana contra
Enterococcus faecalis e, devido a sua viscosidade, proporcionou uma boa limpeza
mecanica do sistema de canais radiculares (FERRAZ et al., 2001). Foi demonstrado
gue a clorexidina a 2% tem eficacia antimicrobiana similar a do hipoclorito de s6dio a
5,25%, por isso essa € a concentracdo de clorexidina mais comumente usada em
endodontia (VIANNA et al., 2004). Quando comparada a doxiciclina, outro agente
antimicrobiano que também apresenta substantividade, a clorexidina demonstrou ser

mais estavel na dentina radicular (RASIMICK et al., 2010). Tanto o gel, quanto a
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solugdo de clorexidina podem permanecer no canal radicular por mais de 90 dias
(SOUZA et al., 2012). A substantividade antimicrobiana da clorexidina a 2% parece
ser maior que a do surfactante catiénico Cetrimide a 0,2% e essa propriedade esta
diretamente relacionada com a concentragdo (BACA et al., 2012). Porém, a
substantividade contra Enterococcus faecalis da clorexidina a 0,5% e a 2% foi menor
guando comparada com a de um desinfetante similar, a Alexidina a 1% e 2%
(BARRIOS, et al., 2013).

Récas e Siqueira Jr. (2011), usando microbiologia molecular, compararam a
eficdcia in vivo da acdo antimicrobiana da clorexidina e do hipoclorito de sodio,
usados como solugdes irrigadoras intracanal. Verificaram que ambas promoveram
uma significativa reducdo na taxa de bactérias nos canais infectados sem diferenca
significativa entre as duas solugdes. Esse resultado também foi observado através
de microscopia confocal e ainda demonstrado que as bactérias dos biofilmes jovens
sdo mais facilmente eliminadas do que aquelas dos biofilmes ja estabelecidos
(WANG; SHEN; HAAPASALO, 2012).

Poucos trabalhos discorrem a respeito da influéncia do uso da clorexidina na
forma gel sobre a estrutura da dentina e, consequentemente, sua relagdo com a
forca de adesado apos o término do tratamento endodontico. O gel de clorexidina foi
considerado compativel com os procedimentos restauradores adesivos, pois néo
apresentou efeito adverso na adesdo de um sistema adesivo autocondicionante
(SANTOS et al., 2006). O estudo de Oliveira et al. (2007) demonstrou que tanto o
hipoclorito de sb6dio a 1% quanto a solugdo clorexidina a 2% reduziram
significativamente a microdureza da dentina. A respeito da inter-relacdo entre a
dentina tratada e os cimentos endodénticos, foi demonstrado que a remocao da
lama dentinaria e irrigacao final com clorexidina favorecem a umectacéo da dentina
pelos cimentos endoddnticos AH Plus (Dentsply, Petrépolis, RJ, Brasil) e Real Seal
SE (SybronEndo, Orange, CA). Nesse mesmo estudo 0s autores consideraram que
a umectacao da dentina por diferentes cimentos depende da solucao utilizada e da

remocao de lama dentinaria (ASSIS et al., 2011).

2.1.3 EDTA
Em 1957, Ostby, indicou a solu¢cdo salina de etilenodiamino tetracético
dissddico (EDTA) para a instrumentacdo de canais atrésicos. Esse sal, derivado de

um &cido fraco, é capaz de promover a quelacdo de ions calcio da dentina em pH
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alcalino (LOPES; SIQUEIRA JR; ELIAS, 2004). Esta solugdo quelante € mais
comumente utilizada como uma solugéo neutralizada a 17% (EDTA dissodico, pH 7).
O EDTA dissolve material inorganico inclusive hidroxiapatita, dessa forma auxiliando
a remocdo do magma dentinario e preparando as paredes dos canais radiculares
para uma melhor adaptacdo dos materiais obturadores. Para uma remocao efetiva
dos componentes organicos e inorganicos do magma dentinario, a associacao do
EDTA ao hipoclorito de sédio foi sugerida (ZEHNDER, 2006; HAAPASALO et al.,
2010). Muitos estudos demonstram que a remocao da lama dentinaria melhora o
selamento tridimensional do sistema de canais radiculares, independente da técnica
de obturacdo ou cimento obturador (SHAHRAVAN et al., 2007). A remocéo
incompleta da lama dentinaria no terco apical do canal pode prejudicar a
performance dos cimentos autoadesivos (BABB et al., 2009; HASHEN et al., 2009).
A remocéo da lama dentinaria também € necessaria para a desinfec¢cdo do sistema
de canais radiculares (ZEHNDER et al., 2005; WANG; SHEN; HAAPASALO, 2013).

Existe uma tendéncia de se encontrar as mesmas caracteristicas de
debridamento nas areas apical, média e cervical do canal. Entretanto a anatomia do
canal, a forma de liberacdo do irrigante, o tempo de irrigacdo e o0 seu volume
interferem ativamente em se alcancar uma remoc¢ao completa em todo o canal
(TEIXEIRA; FELIPPE; FELIPPE, 2005; SEDGLEY et al.,, 2005; MELLO; COIL;
ANTONIAZZI, 2009).

Foi demonstrado que o curto periodo de exposicdo da dentina ao EDTA,
como é usado clinicamente ndo afeta suas propriedades mecanicas, independente
da sequéncia de irrigacdo usada (MARENDING, et al., 2007b). Outro estudo revelou,
através de MEV, areas de desmineralizacdo na dentina bovina quando o EDTA a
17% foi usado sozinho ou associado a outras substancias (MOREIRA et al., 2009).
Concentracfes baixas de EDTA, como EDTA a 1%, apresentaram remocédo eficaz
da lama dentinaria e foram recomendadas para uso clinico no sentido de evitar
erosdo excessiva da dentina radicular (SEM; ERTUK; PISKIN, 2009). Ja Spandé et al.
(2009) utilizando espectrometria de absorcdo atdmica e microscopia eletrbnica de
varredura para avaliar a concentracdo de ions calcio e remocéo de lama dentinaria
com varios quelantes usados nos canais radiculares, verificaram que o EDTA a 15%
resultou na maior concentragdo de ions calcio seguido de acido citrico a 10%. Esses

dois quelantes foram os mais eficazes na remocao de lama dentinaria.
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Segundo Mello et al. (2008) a irrigacdo com 5ml de EDTA a 17% por 3
minutos foi capaz de remover eficientemente o magma dentinario de todas as areas
das paredes do canal radicular. Mais tarde um estudo semelhante indicou que essa
irrigacdo deve ser continua para uma remoc¢do mais eficaz da lama dentinéria das
paredes do canal radicular (MELLO et al., 2010). Recentemente outra pesquisa
demonstrou que a agitagdo do EDTA a 15% por vinte segundos com laser diiodo
808 nm foi eficaz na remocdo da lama dentinaria do terco apical dos canais
radiculares (ARSLAN et al., 2013). De acordo com as pesquisas é possivel perceber
gue alguns fatores contribuem para a eficacia da acdo quelante do EDTA, como a
concentragdo, o fluxo, o tempo e o sistema de irrigacao utilizado (MELLO et al.,
2010; ADIGUZEL et al., 2011; ARSLAN et al., 2013).

Quando o EDTA foi comparado ao MTAD (Doxiciclina a 3%, acido citrico a
4,25% e detergente polissorbato 80 a 0,5%) na remocéao de lama dentinaria e debris
usando limas autoajustaveis do sistema SAF, ambos foram eficazes em todos os
tercos dos canais radiculares (ADIGUZEL et al., 2011). Outro estudo in vitro
comparou a capacidade de descalcificacdo de cinco solucdes irrigadoras, EDTA a
17%, MTAD, Tetraclean (Ogna Laboratory Farmaceutici, Milano, Italy), Tubuliclean
(Ogna Laboratory Farmaceutici, Muggio, Italy) e Largal Ultra (Septodont, Saint-Maur-
des-fossés, France). Os resultados mostraram que o Tetraclean, essa solugcdo a
base de &cido citrico, teve significativamente maior capacidade de descalcificacdo e
indicaram que pode ser aplicada para obter remocéo mais eficaz de lama dentinaria
e facilitar a instrumentacdo biomecéanica dos canais radiculares (POGGIO et al.
2012). Outro exemplo de solucéo irrigadora com atividade antimicrobiana e de
remocao de lama dentinaria, € o QMIX (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK), que
consiste na mistura do agente antimicrobiano bisbiguanida, do quelante de célcio, o
acido poliaminocarboxilico, de soro fisiologico e de um surfactante. Em condicfes
laboratoriais para eliminar E. faecallis, o QMIX e o NaOCI foram superiores a
clorexidina e MTAD. E a capacidade de remover lama dentinaria do QMIX foi
comparavel a do EDTA a 17% (STOJICIC et al., 2011). Outra pesquisa comparou
NaOCI a 2% e 6%, clorexidina a 2%, EDTA a 17% e QMIX e combinacfes entre
eles. Os resultados demonstraram que a lama dentinéria reduz a eficacia dos
agentes desinfetantes contra o E. faecalis e que solugbes contendo hipoclorito de
sédio a 6% e/ou QMIX tiveram maior atividade antimicrobiana (WANG; SHEN;

HAAPASALO, 2013). Recentemente um estudo comparou através de microscopia
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eletronica de varredura a eficacia de outra solugédo a base de EDTA a 17% com um
surfactante, o Smear Clear (Sybron Endo, Orange, CA) com e sem a utilizacdo de
uma escova rotatéria de canal, Canal-Brush (Colténe Whaledent GmbH+ Co KG,
Langenau, Germany) na remocao de lama dentinéria e debris de canais radiculares
instrumentados com WaveOne e ProTaper. Os resultados mostraram que a escova
rotatoria de canal, juntamente como sistema WaveOne promoveu paredes mais
limpas (KAMEL; KATAIA, 2014).

2.1.4 Interacdes das solucdes irrigadoras

As associacdes das solugdes irrigadoras sdo necessarias, visto que nenhuma
solugdo preenche todos os requisitos ideais de atuagdo no interior dos canais
radiculares durante o seu preparo. Precisamos lancar mdo de um agente
antimicrobiano potente, um dissolvente organico e um dissolvente inorganico.

O hipoclorito de sodio é considerado o irrigante endodontico indispensavel,
pois € 0 unico que dissolve tecido organico, necrético ou ndao, € um antisséptico
eficaz e € minimamente caustico em baixas concentracdes. Entretanto ele ndo tem
acao sobre os componentes inorganicos da lama dentinaria, que pode bloquear a
entrada dos tubulos dentinarios e proteger os microrganismos da acdo dos
antissépticos (ZEHNDER et al.,, 2005). Torna-se necessario associar agentes
guelantes de ions calcio como EDTA e acido citrico, que sdo usados alternadamante
com o NaOCI para remover a lama dentinaria (ZEHNDER et al., 2005; SOARES et
al., 2010; HAAPASALDO, et al., 2010). Hipoclorito de sédio e EDTA sé&o as solucdes
irrigadoras mais comumente utilizadas. Como eles apresentam caracteristicas e
atividades diferentes, tentativas foram feitas para utilizd-los como uma mistura
(ZEHNDER et al., 2005). Entretanto, € sabido que a mistura do EDTA com
hipoclorito de sédio reduz instantaneamente o cloro disponivel na solucao,
resultando na perda da atividade do hipoclorito contra microrganismos e tecido
necrético (ZENDER et al., 2005; SO et al., 2011; ROSSI-FEDELE et al., 2012). Ja a
adicdo de detergentes, como o cetrimidio (CTR) a 0,1% nas solucdes desinfetantes,
como o NaOCI a 2%, CHX e solucdo de iodeto iodado de potassio (IPl) a 2/4%
aumentou o efeito antibacteriano destas solucdes, contra E. faecalis nos tubulos
dentinarios (WANG et al.,, 2012). As bactérias que se encontram em biofilmes
estabilizados isto, é, de mais de 3 semanas sdo mais dificilmente eliminadas pelos

agentes desinfetantes do que as bactérias em biofilmes jovens, de um dia. Um
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estudo comparando a eficidcia de algumas solu¢des desinfetantes contra biofilmes
jovens, de um dia, e antigos, de trés semanas, de E. faecalis, utilizando microscopia
eletronica a laser confocal, demonstrou que nos biofilmes antigos o NaOCI a 6% foi
o0 mais eficaz, seguido pelo QMIX na eliminacdo de bactérias. Contra os biofilmes
jovens o NaOCI a 6% e o QMIX foram os mais eficazes. A eficacia da CHX a 2% foi
comparavel a do NaOCl a 2% (WANG; SHEN; HAAPASALO, 2012).

O regime de irrigacdo baseado no uso alternado de NaOCl e EDTA, foi
sugerido porque promoveu a eliminacédo do biofilme de E. faecalis durante todo o
periodo do experimento que compreendeu trés avaliacbes: imediatamente, 5 dias e
14 dias ap6s o preparo quimico-cirdrgico dos canais de raizes contaminadas
(SOARES et al., 2010). A solucao de etidronato a 18% (HEBP), ao contrario do
EDTA, ndo diminui o efeito antimicrobiano do NaOCI, entretanto promoveu maior
desvio apical que o EDTA (SILVA E SOUZA et al., 2014).

Outro estudo avaliou a eficacia antibacteriana de solucdes irrigadoras e suas
combina¢gdes em canais contaminados com E. faecalis. Foram testatos NaOCI| a
2,5% isoladamente, misturado com &cido citrico e com vinagre de maca, vinagre de
maca isoladamente, clorexidina a 2% e acido peracético. Os resultados mostraram
gue todas as solucbes promoveram a reducdo na contagem de bactérias, porém o
hipoclorito isoladamente, a clorexidina e o acido peracético tiveram as contagens
mais baixas. Os autores concluiram que as solucgdes irrigadoras podem apresentar
atividade, mas nao erradicar o E. faecalis no interior do sistema de canais
radiculares (DORNELLES-MORGENTAL et al., 2011).

Além disso, o EDTA pode, juntamente com o NaOCI, modificar a estrutura
dentinaria e, consequentemente, suas propriedades fisicas e mecanicas, através da
excessiva desmineralizacdo da porcdo inorganica (CALT; SERPER, 2002; ARI;
ERDERMIR, 2005; GRANDE et al., 2006). Foi demonstrado que a microdureza da
dentina diminuiu e a rugosidade aumentou na presenca de NaOCl a 2,5% e EDTA a
17% (ARI; ERDERMIR; BELLI, 2004). Uma vez que a estrutura dentinaria radicular
€ 0 substrato para a obturacdo do canal, a necessidade de assegurar um selamento
tridimensional do canal radicular tem direcionado pesquisas no sentido de preservar
a estrutura dental (GRANDE et al., 2006; MARENDING et al., 2007 (a e b); BUI;
BAUMGARTEN; MITCHEL, 2008; CECCHIN et al., 2010; MAI et al., 2010; ZHANG,
et al., 2010a). Foi demonstrado que uma curta exposi¢ao da dentina ao EDTA, como

é recomendado clinicamente, ndo afeta o seu médulo de elasticidade e a tensao
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flexural independentemente da sequéncia de irrigantes utilizada (MARENDING et al.,
2007b). O efeito do NaOCI sobre as propriedades mecéanicas com a dissolucao dos
componentes organicos da dentina depende da sua concentracdo (MARENDING et
al., 2007a).

A forca de microtragdo de um sistema auto-adesivo (XENO Il — Dentsply
DeTrey; Konstanz, Germany), foi maior quando foi usado apenas NaOCI a 1% do
gue quando associado ao EDTA a 17%. A combinacdo dessas duas solucbes
produziu for¢a de unido similar ao da dentina ndo tratada (CECCHIN et al., 2010).

A tenséo flexural de fragmentos de dentina expostos por 60 minutos ao
NaOCl a 5,25% antes de dois minutos de exposicdo ao EDTA a 17% foi
significativamente menor do que aquela dos fragmentos expostos por apenas dez
minutos ao NaOCI a 5,25% antes do EDTA a 17%. Isso provou que a aparente
agressividade do EDTA em causar erosdo das paredes dentinarias, demonstrada
através de microscopia eletrénica de transmissao, € atribuida ao prolongado uso do
hipoclorito de sbédio e que a acdo sinérgica entre hipoclorito e EDTA pode resultar
em dentes tratados mais suscetiveis a fratura vertical. Os autores advertiram que a
aplicacao de hipoclorito por um periodo de 60 minutos ndo deve ser visto como um
uso de maior zelo do desinfetante (MAI et al., 2010).

Outro estudo avaliou os efeitos de diferentes concentracdes e periodos de
contato de NaOCI na remocéo da fase organica da dentina mineralizada, com e sem
0 uso coadjuvante de EDTA e o efeito das concentracdes de hipoclorito na erosao
das paredes dos canais apos o uso do EDTA como irrigante final ativo. Os autores
concluiram que o efeito destrutivo do NaOCI na dentina mineralizada € irreversivel e
esta presente independentemente se o EDTA é empregado subsequentemente na
irrigacao final ativa. O EDTA remove a fase de hidroxiapatita depletada do colageno
para expor a camada subjacente, causa de destruicdo que é morfologicamente
percebida como erosao das paredes do canal (ZHANG et al., 2010a).

Com o objetivo de avaliar o efeito da clorexidina na acao de descalcificacdo
do EDTA, foi misturado 1% de clorexidina ao EDTA a 17% e ao acido citrico a 10% e
a 20%. Foi verificado que 1% de clorexidina ndo modificou a capacidade de
desmineralizacdo destas solu¢cbes e que o EDTA, nos primeiros trés minutos
removeu significantemente mais célcio que as demais solu¢des (GONZALEZ-LOPEZ
et al., 2006). Ao invés de sofrer uma reacéo quimica, a clorexidina forma um sal com
o EDTA (RASIMICK et al., 2008). A mistura do EDTA com a clorexidina provoca a
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formacdo de um precipitado branco leitoso cujas propriedades ainda n&o estao
completamente esclarecidas, mas sabe-se que a capacidade de remoc¢édo do magma
dentinario fica diminuida. Considerando que as principais solucdes irrigadoras nao
podem ser misturadas, sem perda de sua atividade ou formacdo de produtos
potencialmente toxicos, o EDTA é indicado para irrigagdo final apés o preparo com
NaOCI (HAAPASALO et al., 2010).

Como a clorexidina ndo dissolve matéria organica, mas possui a propriedade
de substantividade que o hipoclorito ndo tem, esforgos foram feitos para combinar
clorexidina com hipoclorito de sodio, no entanto estas duas substancias ndo séo
sollveis entre si, de maneira que um precipitado marrom-alaranjado é formado
guando sdo misturadas (MARCHESAN et al.,, 2007; BASRANI et al., 2007;
THOMAS; SEM, 2010; NOWICKI; SEM, 2011). Esse precipitado tende a ocluir os
tubulos dentinarios (BUI; BAUMGARTEN; MITCHELL, 2008) e interferir na estética
do dente (MARCHESAN et al., 2007). Além de interferir na limpeza da dentina, a
presenca da paracloroanilina (PCA), que tem potencial mutagénico, foi demonstrada
nesse precipitado (BASRANI et al., 2007 e 2010).

No entanto, estudos mais recentes, atraves de espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear, demonstraram que o precipitado formado a partir da mistura do
NaOCl com CHX nao € paracloroanilina. Ele € composto de, ao menos, duas
moléculas separadas, ambas menores em tamanho que a clorexidina e derivadas
desta, que séo paraclorofeniluréia (PCU) e a paraclorofenilguanidil-1, 6-diguanidil-
hexane (PCGH), sendo que nenhum destes € paracloroanilina, mas sao
relacionados, pois sdo compostos parasubstitutos de benzeno (THOMAS; SEM,
2010; NOWICKI; SEM, 2011). Estudos tém sido feitos no sentido de indicar um
regime de irrigacdo que possa aproveitar ao maximo as propriedades das solucdes
sem comprometimento de outras (THOMAS; SEM, 2010; NOWICKI; SEM, 2011).

Rossi-Fedele et al. (2012) em uma extensa revisdo de literatura, usando a
base de dados Medline, indicaram estratégias preventivas a serem utilizadas durante
a irrigacdo do sistema de canais radiculares. Para a utilizacdo de NaOCI e EDTA, foi
indicada a irrigacdo copiosa com NaOCI, certificando-se de que as trocas ocorram
em todos os niveis do canal, para evitar a estratificacdo das solu¢cdes ao longo do
canal, que poderia levar a diferentes misturas em diferentes niveis do canal.
Indicaram, também, aspirar ou secar o canal antes da colocacdo do proximo

irrigante. No caso de NaOCI| e CHX, para prevenir a formacao de precipitado, a
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irrigacdo com solucdes intermediarias, que pode ser soro, &gua, alcool, alcool
isopropilico, ou uma solu¢do desmineralizadora, como acido citrico ou EDTA, apos o
NaOCI foi sugerida. E, caso o floculado se forme, o &cido acético pode ser usado
para dissolver o precipitado. Para a utilizacdo de CHX e agentes quelantes, o acido
citrico pode ser usado em associacdo com a CHX porque ndo ocorre interacao.
Alternativamente o acido maleico pode ser usado porque ndo provoca formacao de
precipitado, apenas uma reducdo marginal da disponibilidade de CHX. Os autores
concluiram que os agentes quelantes tem efeito dramatico sobre o cloro livre
disponivel do NaOCI e, consequentemente, sobre sua capacidade de dissolucdo de
tecido, enquanto o seu efeito antimicrobiano é reduzido apenas quando a
concentragdo inicial de NaOCl| é baixa. EDTA e CA ndo sofrem redugdo da
capacidade de quelacdo quando misturados ao NaOCI.

O tratamento com EDTA mais NaOCI por um minuto, foi a melhor combinacgao
tanto para a dentina radicular jovem, de pacientes com menos de 30 anos, quanto
para a dentina idosa, de pacientes com mais de 60 anos, pois nao alterou
significativamente a estrutura quimica e ultramorfolégica. Assim, foi considerado
desnecessario estender o tempo de tratamento de EDTA e NaOCI além de um
minuto, pois promove uma excessiva desmineralizacdo e erosao e, por isso, deveria
ser evitado (OZDEMIR et al., 2012). Da mesma forma, foi demonstrado que o uso
prolongado do EDTA a 17% aumenta o risco de fratura radicular. Entao foi sugerido
gue a concentracdo do EDTA deveria ser mais baixa, em torno de 5%, quando o
tempo de sua utilizacdo fosse maior, isto €, por mais de 10 minutos (UZUNOGLU et
al., 2012). Também a utilizacdo de surfactantes em concentracéo superior a 0,25%
associado ao EDTA é questionavel para uso clinico, pois reduz a microdureza das
camadas mais superficiais da luz do canal radicular e pode comprometer o
prognostico do tratamento endodéntico. Portanto, quando for utilizada a associacao
de EDTA com surfactante, como o cetrimidio, este deve ter a concentracdo de até
0,25% (ACKAY; SEN, 2012).

2.2 Ativacao ultrassénica

Para a irrigacdo em Endodontia, atualmente dispomos do sistema manual e
dos sistemas mecéanicos. No sistema manual é utilizada uma seringa com agulha de
pequeno calibre em que o liquido é liberado fazendo uma presséo positiva sobre as

paredes do canal. E importante que concomitante com a irrigacio seja feita a
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aspiracédo na embocadura do canal para melhor movimentacao da solucéo irrigadora,
tornando a limpeza mais efetiva.

Nos sistemas mecanicos sdo empregados dispositivos de irrigacdo que usam
pressao apical negativa (ANP), aparelhos sbnicos e ultrassbnicos que promovem a
agitacdo mecanica da substancia quimica no interior do canal, possibilitando maior
limpeza.

Dentre os sistemas sonicos, o sistema Vibringe (Cavex Holland BV, Haarlem,
The Netherlands) foi comparado a uma agulha de irrigagdo com abertura lateral para
a remoc¢do de debris no istmo da raiz mésio-vestibular de molares superiores. Os
resultados mostraram que n&ao ocorreu diferenca entre os dois sistemas (JOHNSON
et al., 2012).

A irrigacdo ultrassonica tem sido utilizada em Endodontia desde a década de
90 e resultados tém se mostrado promissores na limpeza dos canais radiculares
(CHEUNG; STOCK, 1993).

Os aparelhos ultrassénicos apresentam movimentos oscilatorios e vibram em
uma frequéncia acima de 25.000 ciclos. A energia ultrassdnica provoca a formacao
de uma micro-corrente acustica que € a circulacdo da solucéo irrigadora em torno do
instrumento endodontico ativado no interior do canal radicular. Além disso, um maior
volume de solucdo irrigadora € usado durante a irrigacdo-aspiracdo do canal
radicular, resultando em limpeza mais eficaz (LOPES; SIQUEIRA JR; ELIAS, 2004).

A irrigacdo ultrassbnica pode ser feita com ou sem a instrumentacao
ultrassoénica simultdnea. A chamada irrigacéo ultrassonica passiva é aquela em que
o instrumento endoddntico com espiras ou liso de pequeno calibre (tamanho de #10
— 20) oscila livremente no canal sem promover desgaste nas paredes. Essa irrigacéo
passiva promove maior limpeza do que aquela com instrumentacdo simultanea,
assim como um instrumento liso é mais efetivo do que uma lima de corte. A
conicidade e o diametro do canal influenciam na eficacia da remocédo de debris,
assim como, o tipo de solucgéo irrigadora, sendo o hipoclorito de s6dio mais efetivo
do que a 4gua carbonatada ou destilada. A irrigacdo ultrassbnica passiva pode ser
um importante auxiliar na irrigacdo do sistema de canais radiculares (VAN DER
SLUIS et al., 2007 e 2010). O fluxo de irrigacdo pode ser continuo, em que a solucao
parte direto da peca de mao, ou intermitente, em que a solucdo é dispensada
manualmente através de seringa. Esse Ultimo método permite um controle maior do
volume e do fluxo de irrigante (GOEL; TEWARI, 2009). Entretanto ambos foram

29



igualmente eficazes em remover debris dentinarios de sulcos artificiais preparados
no terco apical de canais radiculares (VAN DER SLUIS et al., 2006).

Com o intuito de avaliar a capacidade de remocdo da lama dentinéria por
diferentes solug@es irrigadoras, com ativacdo ultrassbnica através de uma lima
endododntica niumero 15 levada contra as paredes dos canais com movimentos de
pequena amplitude, Guerisoli et al. (2002) verificaram que o NaOCIl 1% associado ao
EDTAC a 15%, que consiste na mistura de EDTA com o surfactante catiGnico
brometo de cetil-trimetil amdnio, o Cetavlon, removeu a lama dentinaria, enquanto
gue a agua destilada e o NaOCI 1%, isoladamente, ndo removeram.

Mayer, Peters e Barbakow (2002) avaliaram através de microscopia eletrénica
de varredura os efeitos da instrumentacéo rotatoria com os sistemas Profile.04 e
Lightspeed e irrigacdo ultrassdnica sobre os escores de debris e magma dentinario.
Verificaram que os irrigantes NaOCI 5,25% e EDTA 17%, usados alternadamente e
ativados ultrassonicamente, nao tiveram reducdo nesses escores. Esses achados
nao foram influenciados pelo material tampouco pelo design do instrumento usado
para transmitir a ativacao ultrassonica.

Com o objetivo de comparar a capacidade da seringa de irrigacdo e a
irrigacdo ultrassdnica em remover debris dentinarios artificialmente colocados em
irregularidades simuladas de canais radiculares, Lee, Wu e Wesselink (2004)
prepararam 20 caninos, dividiram em 2 metades e obtiveram imagens usando
microscopio e camera digital. Concluiram que a irrigacao ultrassdnica foi mais efetiva
gue a seringa de irrigacdo na remocao de debris colocados em extensfes e
irregularidades néo instrumentadas simuladas em canais amplos e retos.

Para Plotino et al. (2007) a utlizacdo do ultrassom na Endodontia tem
melhorado a qualidade total do tratamento endodéntico e tem sido um importante
auxiliar no tratamento de casos mais complexos, pois aumenta a acdo das solucbes
irrigadoras no interior dos canais radiculares.

A ativacao ultrassdnica passiva por um minuto com EDTA 17% seguido de
irrigacéo final com NaOCI removeu significativamente mais lama dentinaria na regiao
apical do canal do que sem essa ativacdo, entretanto a utilizacdo do ultrassom é
dificultada nos dois milimetros apicais dos canais curvos principalmente (LUI; KUAH;
CHEN, 2007).

Comparando dois sistemas de ativacdo das solugdes irrigadoras, Chopra,

Murray e Namerow (2008) verificaram que o efeito da ativacéo ultrass6nica pareceu
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ser autolimitante pelo grande fluxo do irrigante e atribuiram a presenca do EDTA a
capacidade de remoc¢do de magma dentinario. Quando da utilizacdo de medicacédo a
base de hidréxido de célcio, o preparo do canal radicular e a remocao da lama
dentinaria com o ultrassom promoveu uma maior difusdo de ions célcio e hidroxila a
partir da medicacgéao intracanal (ZAMPRONIO et al., 2008).

Kuah et al. (2009) avaliaram in vitro a eficacia do EDTA a 17% em remover
lama dentinaria e debris e verificaram que um minuto de aplicagdo do uso
combinado de ultrassom e EDTA foi eficaz na regidao apical do canal radicular. E nao
encontraram diferenca entre os grupos que o utilizaram por um ou trés minutos de
ativacao ultrassonica seguidos por uma irrigagéo final de NaOCI 1%.

Outro estudo que utilizou microscopia eletronica de varredura, comparou a
capacidade de remocao de lama dentinaria através do uso continuo ou intermitente
do ultrassom com uma seringa de irrigacdo com agulha 30-gauge acoplada colocada
a 1mm do comprimento de trabalho e com uma seringa 30-gauge recoberta por uma
escova (Navitip FX, Ultradent, South Jordan, UT). Os resultados mostraram que
tanto a agulha de irrigacdo recoberta com escova como a ativacdo ultrassonica
intermitente foi eficaz na remocdo da lama dentinaria do terco apical dos canais
(GOEL; TEWARI, 2009).

Também Roding et al. (2010), verificaram que a irrigacao ultrassonica foi mais
efetiva que a irrigagdo com seringa ou com o RinseEndo (Durr Dental, Bietigheim,
Germany), que consiste na irrigacdo combinada com succdo sob pressao
hidrodindmica, na remocao de debris do interior de canais artificiais. A irrigacao
ultrassoénica passiva melhorou a penetracéo das solucdes irrigadoras no terco apical
dos canais radiculares inclusive de canais laterais (GREGORIO et al., 2010) e
secundarios (RODING et al., 2010). A ativacdo ultrassonica do hipoclorito de sédio
combinada com o método de fluxo intermitente com trés ativacbes/repouso de 20
segundos cada, promoveu maior limpeza dos canais radiculares (VAN DER SLUIS
et al., 2010). Um estudo semelhante demonstrou que a ativacao ultrassdnica passiva
com uma pulsacdo padrdo de 400 milisegundos ativada/ 400 milisegundos
desativada e um ciclo de trabalho de 50% foi mais efetiva na remocédo de debris
dentinarios de uma extensdo oval apical simulada do que a ativacao ultrassonica
continua (JIANG et al., 2010b). Em canais laterais simulados em dentes extraidos, a
irrigacdo ultrassdnica continua, utilizando a agulha ProUltra PiezoFlow (Dentsply,

Tulsa Dental Specialities, Tulsa, OK) como irrigagdo final significativamente
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melhorou a penetragéo da solucéo irrigadora no interior de canais laterais simulados
guando comparada com a irrigacdo ultrassénica passiva (Irri-Safe, Satelec, Actedn
Group, Merignac Cedex, France) (CASTELO-BAZ et al., 2012).

Foi demonstrado que manter a paténcia apical com lima K #10 e entdo usar a
ativagao ultrassonica passiva aumentou o fornecimento da solugéo irrigadora no
terco apical dos canais radiculares (VERA; ARIAS; ROMERO, 2011). O sistema de
irrigacdo ultrassoénica continua VPro StreamClean System (Vista Dental Products,
Racine, WI) testado por Curtis e Sedgley (2012), resultou no terco apical de canais
radiculares significativamente mais livres de debris do que agulha de irrigacéo
convencional. Jiang et al. (2012), demonstraram que a irrigagdo ultrassbnica
continua foi mais eficaz na remocao de debris dentinarios de irregularidades apicais
do que a ativacdo manual dinamica. A lima oscilante ultrassénica pode remover
debris dentinarios por mais de 3mm além de sua ponta, coincidindo com a extensao
do fluxo observada. A curvatura do canal nado influenciou no fluxo do irrigante
(MALKI et al., 2012). Da mesma forma as variagcdes de conicidade do canal radicular
nao afetaram a capacidade da irrigacdo ultrassbnica passiva em alcancar o
comprimento de trabalho em canais curvos (MERINO et al., 2013). Quando
avaliadas eficacia e seguranca de varios dispositivos de irrigacéo ativa, a irrigacao
ultrassbénica passiva, 0 EndoVac e agulha de irrigacdo ultrassbnica usada com o
modo de injecdo e no modo de aspiracdo, a aspiracdo através da agulha de
irrigacdo ultrassonica foi o sistema que melhor conciliou eficacia e seguranca
(MALENTACCA et al., 2012).

Alguns estudos demonstraram que a ativacdo ultrassdnica passiva foi
semelhante a outros sistemas de irrigacdo na limpeza dos canais radiculares
(MUNHOZ; CAMACHO-QUADRA, 2012). As irrigacbes sOnica e ultrassonica
resultaram em melhor remocdo de lama dentinaria no terco apical de canais
radiculares curvos do que a irrigacdo convencional (BLANK-GONCALVES et al.,
2011).

O estudo de Saber e Hashem (2011) demonstrou que a ativacao final da
solucdo irrigadora com os métodos de pressao apical negativa, utilizando o EndoVac
e agitacdo manual dinamica resultaram em melhor remoc¢éo da lama dentinaria que
a irrigacao ultrassodnica passiva e irrigagdo passiva. Kanter et al. (2011) verificaram
que a ativacdo sobnica através do EndoActivator (Advanced Endodontics, Santa

Barbara, CA) promoveu melhor obturacdo de canais laterais e acessorios e resultou
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em melhor remocdo de debris dos canais radiculares e mais tubulos dentinarios
abertos do que a ativagdo ultrassénica continua, ambas por um minuto. Foi
considerado que uma menor frequéncia de operacdo, como aquela dos aparelhos
sbnicos, produz menor cizalhamento, que causa menor modificacdo nas paredes
dos canais. Também Mancini et al. (2013) encontraram melhores resultados na
limpeza do canal e remog&o de lama dentinaria, com o uso do EndoActivator e com
o EndoVac quando comparados a técnica de irrigacao ultrassbnica passiva.

Quanto ao efeito antimicrobiano da irrigacdo ultrassbnica, estudos tem
demonstrado que pode auxiliar, pelo fato de levar a solu¢do mais profundamente na
dentina e de limpar mais, porém nenhum método é totalmente eficaz na eliminacao
do biofilme bacteriano do sistema de canais radiculares (CASE et al.,2012; PAIVA et
al., 2012; BEUS et al., 2012; HALFORD et al., 2012).

Recentemente um ensaio clinico randomizado foi realizado para comparar 0s
resultados dos tratamentos endoddnticos realizados em dentes com necrose e leséo
periapical, com e sem a ativacao ultrassénica da solucéo irrigadora. Foi concluido
gue a cura das lesbes ocorreu independentemente se houve ou néo ativacao
ultrassonica (LIANG et al., 2013).

2.3 Avaliacdo da ultraestrutura dentinaria através da microscopia eletrénica

Estudos sobre a ultraestrutura dentinaria foram inicialmente desenvolvidos na
area da Dentistica Restauradora, utilizando microscépio eletrénico de varredura
(MEV) e de transmissdao (MET). Thomas e Payne (1983) examinaram
ultraestruturalmente, através de MET, diferentes regibes da dentina coronaria de
pré-molares humanos para determinar o conteddo dos tubulos dentinarios. Os
autores verificaram que o0s processos odontoblasticos estavam limitados ao terco
pulpar da dentina. Fibras e nervos ndo foram observados em nenhum tabulo
examinado. Além disso, foi possivel observar nitidamente a dentina intertubular e a
peritubular.

Outro estudo comparou, através dos microscopios eletrénicos de varredura e
de transmissdo, os exames da ultraestrutura da zona de interdifusdo dentina/resina.
As eletromicrografias obtidas tanto ao microscopio eletrénico de varredura (MEV),
guanto ao de transmissao (MET) forneceram informacgdes visuais bem definidas
sobre a ultraestrutura dentindria e ambos os exames confirmaram a existéncia da

zona de interdifusdo dentina/resina entre a dentina profunda inalterada e a
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restauracdo de resina. Os autores consideraram que o condicionamento acido prévio
provavelmente causou a desnaturacdo das fibrilas de colageno superficiais. (VAN
MERBEEK et al., 1993),

Moretto et al. (2011) avaliaram atravées de MEV e MET, os efeitos das
alteracdes ultramorfolégicas que ocorrem na adesdo da dentina apds o uso do laser.
Verificaram através de MET, a presenca de uma camada superficial das fibrilas
coldgenas desnaturadas. Através de MEV observaram a superficie dentinaria
apresentando um aspecto rugoso como efeito provocado pelo laser. Uma seccao
transversal dessa superficie hibridizada revelou um padrao de tags modificado, pois
se apresentavam circundados por estruturas em forma de anel. Os autores
concluiram, através deste estudo in vitro, que a irradiacéo por laser erbium interage
com os tecidos duros resultando num padrédo morfolégico especifico da dentina e
fibrilas colagenas que afeta negativamente a forca de adesao a resina composta.

Outro estudo utilizando MET comprovou a presenca de uma camada
intermediaria de dentina levemente mineralizada, provando que no processo de
mineralizacdo da dentina, a pré-dentina ndo passa abruptamente para dentina
mineralizada. Os dados desse estudo sugerem que a mineralizacdo da dentina
circumpulpar de incisivos de ratos se processa em etapas, de maneira transitoria,
iniciando pela deposicdo de cristais na matriz ndo colagena seguida pela massiva
deposicdo mineral nas fibras colagenas no front de mineralizacdo (AHMAD et al.,
2011).

Também na Endodontia os exames através de microscopio eletrbnico de
varredura e de transmissdo sdo de grande valia para analise da ultraestrutura
dentinaria. Entretanto, a maioria dos estudos utiliza o microscépio de varredura,
sendo escassos 0s estudos que se utilizam da microscopia eletrdnica de
transmissdo em suas analises.

Quando ocorre uma modificacdo no padrdo normal da tripla hélice
caracteristica dos feixes de colageno, significa que esta ocorrendo uma
desorganizacdo na sua estrutura macromolecular. Sabendo-se que esses feixes
apresentam uma alta organizacdo e orientacdo macromolecular (VIDAL; MELLO,
1987; VIDAL, 2003), torna-se interessante a observacdo dessas estruturas atraves
do microscopio eletrénico de transmissdo, como uma forma de avaliar e descrever
possiveis alteracdes na matriz organica da dentina geradas pelo uso de substancias

qguimicas auxiliares. Essa técnica laboratorial traz informagfes sobre a ultraestrutura
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e a organizacdo molecular de células e tecidos (VIER-PELISSER et al., 2007). A
MET pode auxiliar na analise das alteragbes que ocorrem na matriz organica, ou
seja, na estrutura do colageno dentinario apods o uso das substancias quimicas
auxiliares do preparo do sistema de canais radiculares (MAI et al., 2010; ZHANG et
al., 2010).

J4 a microscopia eletrbnica de varredura é um método que fornece
informagdes bastante precisas para analisar a estrutura inorganica da dentina e tem
sido amplamente utilizado na Endodontia (VIER; FIGUEIREDO, 2002; CALT,
SERPER, 2002; TEIXEIRA; FELIPPE; FELIPPE, 2005; ZEHNDER et al., 2005;
KUAH et al., 2009; SEN; ERTURK; PISKIN, 2009; ZHANG et al., 2010a). Através
deste exame € possivel verificar as condicdes da dentina antes e apos a utilizacao
das solugdes irrigadoras.

Moreira et al. (2009) avaliaram o efeito de diferentes substancias quimicas
auxiliares do tratamento endoddntico nas paredes dos canais radiculares de 60
dentes bovinos através de microscopia de luz polarizada (MLP) e de MEV.
Concluiram que o hipoclorito de sodio a 5,25% associado ou ndo ao EDTA 17%
causa alteracdes no colageno dentinario. As imagens obtidas em MEV revelaram
areas de desmineralizacdo nos grupos que usaram EDTA 17% individualmente ou
associado a outras substancias.

Hipoclorito a 0,5% foi a concentracdo recomendada para uso rotineiro durante
o tratamento endoddntico para minimizar os danos causados pela desproteinizacao
da dentina. Os autores sugeriram aumentar o tempo de exposi¢cdo da dentina ao
NaOCl a 0,5% sem aumentar a sua concentracdo para obter um melhor efeito
antimicrobiano, sem danificar a estrutura da dentina (HU et al., 2010).

Qian, Shen e Haapasalo (2011) realizaram uma analise quantitativa através
de MEV, do nivel de erosdo das paredes dentinarias dos canais radiculares,
causado pela imersdo em diferentes solucbes irrigadoras em sequéncias
alternativas. Blocos de dentina com 5 mm de porcdo média das raizes de oitenta e
guatro dentes unirradiculares divididos em 5 grupos, foram tratados com NaOCI a
5%, EDTA a 17%, &cido etilenoglicoltetracético (EGTA) a 17% e acido citrico (CA) a
10% em sequéncias e tempos diversos. A analise mostrou erosdo da dentina peri e
intertubular quando o EDTA, EGTA e CA foram utilizados por um minuto seguidos de
irrigagdo com NaOCl. A erosao foi severa quando o tempo dos agentes

desmineralizantes e do hipoclorito foram aumentados. Em certas regides tubulos

35



adjacentes se uniram e houve exposicdo de estruturas da superficie tubular,
especialmente no grupo do CA e NaOCI. Ndo houve diferenga significativa entre
EDTA 17%, EGTA 17% e CA 10% por 5 minutos quando eles foram usados apés o
NaOCI. Entretanto, diferencas significativas entre eles foram medidas quando o
NaOCI foi usado na irrigacéo final (P<0.05). Houve menor erosdo no grupo do EGTA
e NaOCl do que nos grupos EDTA NaOCI e CA NaOCI. Esse estudo demonstrou
gue a sequéncia de uso dos irrigantes endoddnticos comuns constitui um fator
determinante para o grau de erosao das paredes dentinarias dos canais radiculares.

Kuga et al. (2011) observaram através de microscopia eletrdnica de
varredura, que a utilizacdo do sistema SAF com irrigacao continua e vibracdo foi
efetivo na remogdo da lama dentinaria e causa minima erosao dentinaria se for

usado hipoclorito de sodio e EDTA em baixas concentracoes.

2.4 Dentina radicular humana e bovina: aspectos estruturais

A dentina é um tecido conjuntivo mineralizado permeado por um sistema de
finos tabulos que atravessam toda a sua espessura, da polpa até a juncdo amelo-
dentinaria. A dentina circumpulpar constitui a maior parte da espessura total da
dentina. Estruturalmente é constituida pela dentina peritubular e pela intertubular
(DAI; TEM CATE; LIMEBACK, 1991).

A dentina peritubular constitui a parede dos tubulos dentinarios, sendo
hipermineralizada e pobre em colageno quando comparada a intertubular. O mineral
aparece na forma de pequenos cristais de hidroxiapatita deficientes em calcio e ricos
em carbonato que sdo muito cristalinos e cinco vezes mais duros que a dentina
intertubular (PASHLEY, 1996). Devido a essa caracteristica, a dentina peritubular,
embora de facil visualizacdo pela MEV, ndo aparece nas preparacdes
descalcificadas, dando a falsa impressdo de uma maior espessura do espaco
periodontoblastico e, consequentemente de um maior diametro dos tubulos
dentinarios. Por isso é dificil determinar a composicédo exata de sua matriz organica,
havendo sido apenas observado que contém escassas fibrilas colagenas. Sua
espessura é de aproximadamente 0,7 um junto ao limite amelodentinario, diminuindo
em direcdo a polpa, alcangando 0,4 um proximo a pré-dentina. Sua formacao ocorre

durante toda a vida, podendo aumentar, por estimulos como a atricdo, levando a
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obliteracdo dos tubulos na extremidade mais externa (MARSHALL et al., 1997
BERTASSONI; STANKOSKA; SWAIN, 2012).

A dentina intertubular constitui a maior parte do volume da dentina e possui a
sua matriz organica constituida principalmente por fibras coldgenas posicionadas
perpendicularmente ao longo eixo dos tubulos dentinarios, circundando-os ou
dispostas irregularmente nas por¢cdes mais centrais (MARSHALL et al., 1997;
BERTASSONI; STANKOSKA; SWAIN, 2012).

As fibras coldgenas sao constituidas por agrupamentos filamentosos ou
fibrilares da proteina coldgeno, sendo as principais fibras do tecido conjuntivo. O
coldgeno é a proteina mais abundante da matriz extracelular. A molécula de
colageno é composta por trés cadeias polipeptidicas, cadeias alfa, dispostas em
tripla hélice. Existem cerca de 20 tipos diferentes de cadeias polipeptidicas de
colageno (cadeias a). O colageno do tipo | representa 90% do total de colageno
presente no organismo e é o tipo encontrado na dentina e cemento. Essa fibra de
colageno tipo | é constituida por fibrilas que apresentam uma periodicidade de
estriacbes de cerca de, 70 nm, densamente agrupadas em espessos feixes com 2 a
10 um de comprimento e birrefringentes com coloracdo amarela ou vermelha
(MONTES; JUNQUEIRA, 1991). A molécula de colageno tipo | é constituida por
varias cadeias de tropocolageno (com 280 nm de comprimento e 1,5 nm de
diametro), que apresentam 2 cadeias alfa 1 (clara) idénticas entre si e uma cadeia
alfa 2 (escura) (WALTIMO, 1996). Essa molécula constitui-se no arcabouco
tridimensional para a deposicéo dos cristais de hidroxiapatita (JAGR et al., 2012).

Muitos estudos tem demonstrado que existem poucas diferencas entre dentes
humanos e bovinos (SCHILKE et al., 2000; SCHMALZ et al., 2001; CAMARGO et al.,
2007). Stock et al. (2011) afirmaram que as caracteristicas ultraestruturais da
dentina humana e bovina sdo muito semelhantes de forma que o conhecimento
sobre a ultraestrutura bovina fornece novos entendimentos para outros tecidos
mineralizados.

Atualmente as politicas de salde em Odontologia sdo orientadas para a
prevencao e tratamento precoce da maioria das enfermidades, tais como caries,
doenca periodontal e anomalias dentarias. Isso contribuiu para uma diminuicdo de
dentes humanos extraidos livres de céries. Em adicdo, os aspectos éticos que
envolvem o uso de dentes humanos extraidos em trabalhos cientificos tém limitado

as pesquisas com esse tipo de amostra. Essa filosofia conservadora tem levado os
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pesquisadores a poder contar cada vez menos com dentes humanos extraidos para
suas pesquisas in vitro (CAMARGO et al., 2007). Nesse contexto, uma alternativa
para o problema, tem sido a utilizagdo de dentes bovinos extraidos que s&o
facilmente obtidos, apresentam um baixo indice de carie e estdo sendo utilizados em
varias investigacbes (GONZALEZ-LOPES et al., 2006; SANTOS et al., 2006;
MOREIRA et al., 2009; MOREIRA et al., 2011; GRUENDLING et al., 2011;
RENOVATO et al., 2013).

Com base em uma pesquisa envolvendo dois ensaios clinicos randomizados
utilizando um modelo de erosdo dental que se aproxima da realidade clinica, os
autores concluiram que o esmalte bovino é um substituto fidedigno do esmalte
humano em modelos de eroséo dental, enquanto que a dentina radicular bovina nao
parece ser uma alternativa viavel ao tecido humano correspondente, pois a sua
microdureza foi inferior a da dentina humana (TURSSI et al., 2010).

Num outro estudo, em que foram utilizados seis fragmentos de 2mm do terco
cervical para avaliar o efeito da Clorexidina sobre o efeito de descalcificacdo do
acido citrico a 10% e a 20% e do EDTA a 17% a utilizacdo de dentes bovinos foi
vantajosa, pois o tamanho maior dos dentes bovinos em relacdo aos humanos
facilitou a obtencédo de fragmentos de mesmo tamanho e do mesmo terco radicular,
evitando a ocorréncia de variaveis. (GONZALEZ-LOPES et al., 2006). O fato de os
dentes bovinos apresentarem maior tamanho e numero de tdbulos facilita a
visualizacdo de bactérias no seu interior, através de MEV, em cortes longitudinais
(CAMARGO et al., 2007).

Nessa sequéncia de ideias, Gruendling et al. (2011) consideraram que é
possivel obter amostras de dentes bovinos com idade e caracteristicas dentinérias
similares, tornando possivel distribuir os dentes de um mesmo animal em varios

grupos experimentais, reduzindo as variaveis que ocorrem nas pesquisas clinicas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar, através de microscopia eletrbnica de varredura e microscopia

eletrénica de transmissdo as alteracdes na ultraestrutura dentinaria ap6s o uso de

diferentes protocolos de irrigacao.

3.2 Especificos

Realizar a andlise descritiva através de microscopia eletrénica de transmissao,
da matriz organica da dentina bovina, quanto a organizagdo e estrutura do
colageno, apos a acao do hipoclorito de sédio a 2,5%, solucao de Clorexidina 2%
e cloreto de sodio 0,9% como solugdes irrigadoras, com e sem ativagdo pelo
ultrassom, associados ou ndo ao EDTA.

Avaliar in vitro, através da microscopia eletrbnica de varredura a eficacia do
hipoclorito de sodio a 2,5%, solucdo de Clorexidina 2% e cloreto de sodio 0,9%
como solucgdes irrigadoras, com e sem ativacao pelo ultrassom, associados ou
ndo ao EDTA na remocao de debris e lama dentinaria das paredes dos canais
radiculares.

Realizar a andlise quantitativa e descritiva, através de microscopia eletrénica de
varredura da dentina bovina peri e intertubular quanto as possiveis alteracées na
sua ultraestrutura, apés a acdo do hipoclorito de sédio a 2,5%, solucdo de
Clorexidina 2% e cloreto de sddio 0,9% como soluc¢des irrigadoras, com e sem

ativacao pelo ultrassom, associados ou ndo ao EDTA.
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4 SCIENTIFIC ARTICLE

Wagner, M.H., Figueiredo, J.A.P., Duarte, M.A.H., S6, M.V.R. Final irrigation
protocols may affect dentin ultrastructure. (Formatted according to the rules of the
Journal of Endodontics).
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Final irrigation protocols may affect dentin ultrastructure.

Wagner, MHW *', S6 MVRT, Figueiredo JAP™, Duarte MAH®

Abstract

Introduction: The aim of this study was to evaluate, by scanning electron
microscopy (SEM) and transmission electron microscopy (TEM), the dentin
ultrastructure after using different irrigation protocols. Methods: Thirty-nine lower
bovine incisors were randomly divided into 13 groups (n = 3) and their roots were
split longitudinally into two halves. After the halves were reassembled, they received
the specific irrigation protocol for each group: G1, distilled water (control); G2, 0.9%
saline; G3, saline+17% EDTA; G4, saline+PUl; G5, saline+PUI+EDTA; G6, 2.5%
NaOCI; G7, NaOCI+EDTA; G8, NaOCI+PUI; G9, NaOCI+PUI+EDTA; G10, 2% CHX;
G11, CHX+EDTA; G12, CHX+PUI; G13, CHX+EDTA+PUI. One half of each sample
was prepared and evaluated by SEM, and one of each group, by TEM. Results:
TEM descriptive analysis showed alteration in dentin organic ultrastructure,
characterized by the thinning of the dentin collagen fibrils, caused by NaOCI,
potentialized by EDTA and/or PUIl. SEM analysis showed that NaOCl with PUI
caused erosion of the peritubular dentin significantly larger than in all the other
groups (P <0.05), followed by NaOCI+EDTA and NaOCI+EDTA+PUI. Conclusions:
The 2,5% NaOCI favored better cleaning, caused erosion of the peritubular and
intertubular dentin and promoted ultrastructural alterations in the dentin collagen

which were potentilaized by EDTA and/or PULI.

Keywords: endodontics, dentine, sodium hypochlorite, chlorhexidine, EDTA,

ultrasound therapy.
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Introducéo

Os protocolos de irrigacdo exercem um papel fundamental na sanificacao,
modelagem e selamento tridimensional do sistema de canais radiculares que sao
essenciais para o sucesso do tratamento endodontico (1). Diversas substancias tem
sido utilizadas como solucgdes irrigadoras do sistema de canais radiculares com o
intuito de remover tecido pulpar e debris, bem como, auxiliar na eliminagédo de
microrganismos (2-5). Estudos tem demonstrado que muitas areas do canal radicular
permanecem sem serem tocadas pelos instrumentos, enfatizando a importancia das
substancias quimicas na limpeza e desinfeccdo do sistema de canais radiculares (6-
8), assim como de mecanismos de liberacdo das solu¢des no terco apical e areas
inacessiveis (4, 9-18).

O hipoclorito de sb6dio e a clorexidina s&o substancias largamente
empregadas em Endodontia. Aléem disso, a utilizag&do da ativag&o ultrassonica, como
um importante meio fisico para a propagacdo dessas substancias no sistema de
canais radiculares, tem se difundido na terapia endodoéntica (11, 19-21). Um aspecto
importante a ser considerado quando da escolha da solucéo irrigadora € o efeito que
ela exerce sobre a matriz organica (22) e inorganica (23-27) da dentina. Esse efeito
pode levar a alteracdes no seu modulo de elasticidade (28) e resisténcia a fratura
(29), bem como na adeséo de cimentos obturadores e materiais restauradores (25,
26, 30-34). A concentracao (24), o tempo (23, 25) e a sequéncia de utilizacdo (27,
29, 35) das solucdes irrigadoras exercem influéncia sobre os efeitos causados na
estrutura mineral da dentina pelo NaOCI e/ou pelo EDTA. Entretanto pouco ainda
tem sido estudado sobre a acdo dessas substancias quimicas sobre o colageno
dentinario, bem como os efeitos associados ao uso da ativacao ultrassénica passiva.

Baseado nas informa¢des supracitadas o objetivo deste estudo foi avaliar,
através da MEV e MET, as alteracbes que ocorrem na estrutura organica e
inorganica da dentina bovina, assim como a limpeza das paredes dentinarias frente

a diferentes protocolos de irrigacéo.

Material e Método

Este estudo, in vitro, controlado, com mascaramento para os examinadores,
foi aprovado pelo comité de ética da UFRGS, protocolado sob namero 23051. Trinta
e nove incisivos inferiores bovinos tiveram suas coroas removidas a 16mm do apice

e foram randomicamente separadas em 13 grupos (n=3).
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Nas trés raizes pertencentes ao grupo 1 (controle) foi realizada a
irrigacé@o/aspiracdo simultaneas de 10 ml de agua destilada. Em seguida, dois sulcos
longitudinais foram realizados com disco diamantado de dupla face, nas superficies
vestibular e lingual, sem atingir a luz do canal e posterior clivagem em duas
metades. Estas hemirraizes foram colocadas em cuba de ultrassom (Cristéfoli,
Campo Mourdo/PR, Brasil) contendo &gua destilada que foi duas vezes
ultrassonificada por cinco minutos.

Nas demais 36 raizes, pertencentes aos grupos 2 a 13, as paredes dos
canais foram regularizadas no sentido cérvico-apical, com brocas Gates-Glidden
(Maillefer, Ballaigues/VD, Suica) iniciando pela broca de n° 6, até concluir com a n°
2, no limite de trabalho de 15mm. Irrigacdo e aspiracdo com 2ml de soro fisiolégico
foi realizada a cada troca de broca, tendo os espécimes fixados a uma morsa. Em
seguida, essas raizes foram clivadas em duas metades longitudinais, conforme
descrito para o grupo 1. Estas hemirraizes foram colocadas em cuba ultrassénica
acionada por cinco minutos, imersas em EDTA 17%, para remocdo da lama
dentinaria e, por outros 5 minutos, imersas em agua destilada, para remocao de
residuos do EDTA.

As 78 hemirraizes reunidas a seus respectivos pares tiveram a linha de unido
selada com cera utilidade (Wilson, Polidental Indastria e Comércio Ltda, Cotia/SP,
Brasil) a partir da superficie externa, inclusive nos apices radiculares e foram
envoltas por adesivo termoplastico (Rendicolla Comércio, Exportacdo e Importacéo
de Produtos Quimicos Ltda, Palmeira/PR, Brasil) em forma de dois colares, um
cervical e outro apical. Essas raizes foram reposicionadas a morsa onde receberam

0s protocolos de irrigacao.

Procedimentos de irrigacao

Os protocolos de irrigacdo utilizados em cada grupo foram os seguintes:

G1: 4gua destilada; G2: Soro fisiolégico 0,9%; G3: Soro+EDTA 17%; G4:
Soro+AUP (ativacdo ultrassbnica passiva); G5: Soro+AUP+EDTA; G6: NaOCI
(hipoclorito de sédio 2,5%); G7: NaOCI+EDTA; G8: NaOCI+AUP; G9:
NaOCI+AUP+EDTA; G10: CHX (clorexidina 2%); G11: CHX+EDTA ; Gl2:
CHX+AUP; G13: CHX+AUP+EDTA.

As raizes receberam 10ml da solucdo irrigadora correspondente, levada aos

canais através de uma seringa descartavel de 10ml (BD®, Curitiba/PR, Brasil) com

43



agulha 30-G (Navitip; Ultradent, South Jordan/UT, EUA) colocada a 2mm do
comprimento de trabalho. Simultaneamente foi realizada a aspiracdo através de
canulas metalicas (Konnen, Sdo Paulo/SP, Brasil) acopladas a uma bomba suctora.
O mesmo protocolo foi utilizado para aplicacdo de 2ml de EDTA 17%, durante 3
minutos, NOsS grupos correspondentes, 0s quais tiveram a substancia irrigadora
totalmente aspirada antes do preenchimento do canal com EDTA.

Nos grupos que tiveram AUP, esta foi realizada através de trés ciclos de 20
segundos, com o canal inundado com a respectiva solugéo irrigadora e renovada
através da irrigacdo/aspiracdo de 1ml a cada intervalo. A AUP foi realizada através
do MultiSonic S (Satelec System, Gnatus, Ribeirdo Preto/SP, Brasil), na funcéo
endo, poténcia 5, com um inserto liso (E1 Irrisonic; Helse, Capelli e Fabris, S&o
Paulo/SP Brasil), equivalente a uma lima K #20, posicionado 1mm aquém do
comprimento de trabalho e centralizado no canal (21).

Ao final dos protocolos de irrigacdo os canais foram irrigados com 3ml de
agua destilada e secos com pontas de papel absorvente.

As hemirraizes foram separadas e colocadas individualmente em tubos
plasticos (Eppendorf do Brasil Ltda, S&do Paulo/SP, Brasil) contendo glutaraldeido
2,5% para as hemirraizes destinadas a MEV e solucdo fixadora especifica para

aquelas destinadas a MET.

Microscopia Eletrénica de Transmisséo

Uma amostra representativa de cada grupo experimental foi preparada para
avaliacdo através de MET a partir do fragmento central, correspondente ao terco
médio da hemirraiz (25, 26). As amostras foram parcialmente descalcificadas e, em
seguida, preparadas para ultramicrotomia, onde foram feitos cortes de 100 nm de
espessura, no sentido do longo eixo dos tubulos dentinarios. Esses cortes foram
examinados ao microscopio eletrénico de transmissdo modelo JEM 1200 EXII
(JEOL, Téquio, Japao) a 120kV, onde foram capturadas imagens com magnificacbes
de 10000x, 100000x e 200000x.

Microscopia Eletrénica de Varredura
As hemirraizes destinadas a avaliagdo por meio de MEV foram lavadas em
agua corrente, desidratadas, montadas em stubs e metalizadas com ouro-paladio

(Bal-tec, SCD 050, Téquio, Japado). Os espécimes foram analisados através do MEV
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JSM 6060 (JEOL, Toéquio, Japdo) em magnificacbes de 2000x e 7500x e as
imagens, capturadas nas porg¢des limitrofes entre terco apical e médio e entre terco

médio e cervical.

Analise dos Dados

A andlise descritiva das eletromicrografias foi realizada por um avaliador
experiente quanto ao aspecto da ultraestrutura da dentina, atentando para o aspecto
do colageno dentinario nas imagens da MET e para a possivel erosdo da dentina
peri e intertubular, além da limpeza das paredes dentinarias, através da presenca de
debris e lama dentinaria em imagens de MEV. Esses aspectos também foram
avaliados quantitativamente através de uma escala numérica onde foram atribuidos
4 escores: 1, para 0% de debris, lama dentinaria ou erosdo da dentina peri e
intertubular; 2, para menos de 50%; 3, para mais de 50% e 4, para 100% desses
aspectos nas paredes dentinarias (11). A avaliacdo quantitativa foi realizada por dois
examinadores calibrados e cegos para 0s grupos experimentais.

Para anadlise dos resultados foi empregado o teste de Kruskal-Wallis e post

hoc de Dunn, com nivel de significancia estabelecido em 5%.

Resultados

Analise Qualitativa da MET

A superficie dos tubulos apresentou-se lisa e 0 colageno integro nos grupos
Gl(agua destilada), G2(soro), G3(soro+EDTA), G4(soro+AUP) e G10(CHX);
disperso, com caracteristicas de descolamento da superficie, nos grupos
G5(soro+AUP+EDTA), G11(CHX+EDTA), G12(CHX+AUP) e
G13(CHX+AUP+EDTA) e alterado, demonstrando perda de substancia e com as
pontas das fitas de colageno afiladas nos grupos G6(NaOCI) e G8(NaOCI+AUP)
(Figura 1).

Analise Qualitativa da MEV

As paredes dentinarias apresentaram menos de 50% de debris nos grupos
Gl(agua destilada), G2(soro), G3(soro+EDTA), G4(soro+AUP),
G5(soro+AUP+EDTA), G10(CHX), G11(CHX+EDTA), G12(CHX+AUP),
G13(CHX+AUP+EDTA) e 0% nos grupos G6(NaOCl), G7(NaOCI+EDTA)*,
G8(NaOCI+AUP) e G9(NaOCI+AUP+EDTA) (Figura 2).
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Os tubulos dentinérios apresentaram menos de 50% de lama dentinéria nos
grupos Gl(adgua destilada), G2(soro), G4(soro+AUP), G6(NaOCl), G10(CHX),
G11(CHX+EDTA), G12(CHX+AUP), G13(CHX+AUP+EDTA); mais de 50% nos
grupos  G3(soro+EDTA) e  G5(soro+tAUP+EDTA) e 0% nos  grupos
G7(NaOCI+EDTA), G8(NaOCI+AUP) e G9(NaOCI+AUP+EDTA) (Figura 2).

A dentina peritubular apresentou-se intacta (0% de erosédo) nos grupos
Gl(dgua destilada), G2(soro), G3(soro+EDTA), G10(CHX), G11(CXH+EDTA),
G12(CHX+AUP) e G13(CHX+AUP+EDTA); com menos de 50% nos grupos
G4(soro+AUP), G5(soro+AUP+EDTA) e G6(NaOCI); com mais de 50% de erosao
nos grupos G7(NaOCI+EDTA) e G9(NaOCI+AUP+EDTA) e com 100% de erosao no
grupo G8(NaOCI+AUP) (Figura 2).

A auséncia de erosdo na dentina intertubular foi demonstrada nos grupos
Gl(agua destilada), G2(soro), G3(soro+EDTA), G4(soro+AUP),
G5(soro+AUP+EDTA), G6(NaOCl), G10(CHX), G11(CHX+EDTA), G12(CHX+AUP),
G13(CHX+AUP+EDTA); menos de 50% de erosdo nos grupos G7(NaOCI+EDTA) e
G9(NaOCI+AUP+EDTA) e mais de 50% de erosdo no grupo G8(NaOCI+AUP)
(Figura 2).

Andlise Semiquantitativa da MEV

Os resultados da andlise semiquantitativa estdo expressos na tabela 1.

Tabela 1. Escores de debris, lama dentinaria e erosédo da dentina peri e intertubular
da avaliacdo semiquantitativa através de MEV (média = desvio padrao).

Grupos  Protocolos de Debris Lama Dentina Dentina
Irrigacdo Dentinaria Peritubular Intertubular
G1 Agua Destilada 2,0 +0,0 2,3 +05 1,0° +0,0 1,0° +0,0
G2 Soro 1,7 +0,5 2,5 10,5 1,0° +0,0 1,0° +0,0
G3 Soro+EDTA 1,8% +0,4 3,00 %00 1,0° +0,0 1,0° +0,0
G4 Soro+AUP 2,0 +0,0 2,2° 10,7 1,3 +£0,5 1,0° +0,0
G5 Soro +AUP+EDTA 2,2° +0,4 2,5° 10,8 2,0° 0,0 1,0° +0,0
G6 NaOcl 1,7°®  +0,5 2,0° +0,6 22° +04 1,0° +0,0
G7 NaOCI+EDTA 1,0% +0,0 1,0° +0,0 2,7° +05 1,8° +0,7
G8 NaOCIl+AUP 1,0° +0,0 1,0° +£0,0 3,7 05 30° +0,0
G9 NaOCI+AUP+EDTA 1,0° +0,0 1,0° +£0,0 2,7° +1,0 2,0 +06
G10 CHX 1,3% +0,5 2,3 +0,5 1,0° +0,0 1,0° +0,0
G11 CHX+EDTA 1,3™ +0,5 1,7 £0,5 1,0° +0,0 1,0° +0,0
G12 CHX+AUP 1,3% +0,5 2,3 +1,0 1,0° +0,0 1,0° +0,0
G13 CHX+AUP+EDTA 2,2° +0,4 2,2° 104 1,0° +0,0 1,0° +0,0

Diferentes letras sobrescritas na mesma coluna indicam diferenga estatisticamente significativa
através dos testes de Kruskal-Wallis e post-hoc de Dunn (P<0,05).
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A erosédo da dentina peritubular em G8(NaOCI+AUP) foi significativamente
maior que todos os grupos (P<0,05). G7(NaOCI+EDTA) e G9(NaOCI+AUP+EDTA)
apresentaram erosdo de dentina peritubular, porém menos acentuada que G8
(P<0,05).

G8(NaOCI+AUP) apresentou maior erosdo da dentina intertubular, nédo
diferindo de G9(NaOCI+AUP+EDTA) e G7(NaOCI+EDTA) (P>0,05). Os demais

grupos nao apresentaram eroséo da dentina intertubular.

Discusséao

O protocolo de irrigagdo final dos canais radiculares com o objetivo de
promover a limpeza e desinfecgdo € fundamental para o sucesso do tratamento
endodéntico (3, 4, 7, 36, 37). O NaOCI é a solucéo irrigadora mais amplamente
utilizada, baseado na sua capacidade de dissolver tecido necrotico e em seu
potencial antimicrobiano (38). Associado ao NaOCI, o uso de um agente quelante,
capaz de dissolver o componente inorganico, se faz necessario para a remoc¢ao da
lama dentinaria (39, 40). A CHX tem sido utilizada como solucéo irrigadora devido ao
seu poder antimicrobiano, propriedade de substantividade e baixa toxicidade (41,
42), mas nao atua como solvente organico (32, 43). O EDTA é um quelante
especifico para o céalcio e vem sendo utilizado para remocéo da lama dentinaria (44).
Entretanto o efeito da utilizacdo dessas solucdes irrigadoras sobre a ultraestrutura
dentinaria, especialmente no que diz respeito a estrutura organica, ainda nao esta
totalmente elucidado (22, 28).

As amostras destinadas a MET consistiram de fragmentos do terco médio das
hemirraizes (25, 26). A visualizacdo no terco apical foi evitada devido ao efeito de
bloqueio de vapor (13, 45, 46), essa regido poderia ndo receber a mesma
guantidade de solucéo irrigadora que os demais tercos (26). As zonas centrais dos
canais tendem a ter as paredes dentinarias mais regularizadas e alisadas (27, 44).
Os mesmos aspectos foram considerados para captura das imagens em MEV.

Os resultados das andlises quantitativa e qualitativa da MEV foram
semelhantes e tiveram relacdo com os achados da MET. Esse fato demonstra a
importancia da analise quantitativa em MEV que reforca os achados qualitativos,
confirmando as evidéncias deste estudo. Nas trés andlises, foi evidenciada a
alteracdo na ultraestrutura dentindria no grupo do NaOCI+AUP (G8) com

deslocamento do coldgeno da superficie e afilamento das fitas e extensa eroséo da
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dentina peri e intertubular. Essa degeneracédo do colageno também foi evidenciada
guando o NaOCI foi usado isoladamente (G6). Isso confirma o poder de dissolucao
organica do NaOCI (3, 4, 5, 12, 47, 48). Nao foram encontrados outros estudos que
mostrassem essa degeneracdo do coldgeno através de MET, frente a uso de
solugcbes irrigadoras. Entretanto, alteracdes no coladgeno dentinario foram
demonstradas através de avaliacdo imunohistoquimica, e constatado que o NaOCI
5% induz importantes alteragdes no colageno intertubular desmineralizado e nos
glicosaminoglicanos intratubulares (22). Este estudo também demostrou o papel
protetor da hidroxiapatita sobre a estabilidade da matriz organica.

Na andlise descritiva através da MET, o fato da estrutura de colageno se
apresentar integra nos grupos do soro, da CHX e da agua destilada, ja era
esperado, uma vez que essas substancias ndo sédo capazes de dissolver matéria
organica. Estudos anteriores demonstraram que a agua € menos efetiva que o
NaOCI durante a AUP na remocédo de matéria inorganica dos canais radiculares
(49). Apenas nas amostras em que foi utilizado o soro+AUP+EDTA e a CHX+AUP
e/ou EDTA, o colageno apresentou-se disperso, porém sem degradacdo. Isso
provavelmente ocorreu devido ao fluxo da solucéo irrigadora que foi impulsionada
contra as paredes dentinarias pela transmissdo acustica ultrassbnica, que gerou a
onda de choque e fez com que as fitas de colageno cortadas pela acado das brocas
de Gates-Glidden fossem parcialmente deslocadas da parede dentinaria.

A relevancia clinica deste estudo € demonstrada no fato de alertar o
profissional que ira restaurar o dente tratado endodonticamente, sobre as alteracdes
gue ocorrem na ultraestrutura dentinaria frente aos diferentes protocolos de
irrigacdo, que podem interferir tanto na sua resisténcia mecéanica, quanto na adesao
ao material restaurador. Quando o colageno dentinario é dissolvido pelo NaOCI
ocorre a liberacdo de oxigénio que pode interferir na polimerizacdo das resinas e
cimentos resinosos (30, 31, 50, 51). A correta integracdo entre os profissionais
envolvidos no tratamento endodéntico e restaurador permitira adequar os protocolos
de irrigacao de acordo com o procedimento restaurador a ser adotado.

Os quatro escores estabelecidos para avaliar a remocdo de debris, lama
dentinaria e erosao foram baseados em critérios quantitativos (<50% ou >50%) de
acordo com van der Sluis et al. (2010)(11). Foi evitado o uso de critérios subjetivos

(20) que poderiam contribuir para diminuir a concordancia intra e inter observadores.
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A andlise quantitativa revelou que os grupos do NaOCI+EDTA, NaOCI+AUP e
NaOCI+AUP+EDTA foram os que apresentaram as paredes mais limpas, isto é, sem
debris e com tubulos dentinarios abertos. Diferentemente dos resultados
encontrados em estudos anteriores (18, 20, 52, 53, 54), a utilizacdo de EDTA e AUP
ndo diminuiu a quantidade de debris, tampouco de lama dentinaria, quando
associados ao soro e a CHX. Porém, nos grupos do NaOCIl, o EDTA e/ou AUP
diminuiram a presenca da lama dentinaria. Isso demonstrou que o EDTA e a AUP
sem a dissolu¢cdo de matéria organica realizada pelo NaOCI, ndo removeram a lama
dentinaria de maneira eficaz. Esse efeito quimico do NaOCI ja havia sido sugerido
por van der Sluis et al. (2010) (11).

O grupo do NaOCI+AUP apresentou significativamente maior erosao
peritubular que todos os demais (P<0,05); seguido dos grupos do NaOCI+EDTA e
NaOCI+AUP+EDTA que apresentaram erosao menos acentuada da dentina
peritubular que o grupo do NaOCI+AUP (P<0,05), porém maior que o grupo do
NaOCI isolado. Logo € possivel admitir que o ultrassom potencializou o efeito de
erosdo do NaOCI. Resultados semelhantes apos uso de NaOCl| e EDTA, foram
encontrados em outros estudos (23, 24, 40).

O mesmo ocorreu em relacdo a erosdo da dentina intertubular, onde
NaOCI+AUP apresentou maior erosao, porém nado diferiu significativamente do
NaOCI+AUP+EDTA e do NaOCI+EDTA (P>0,05). Esse fato confirma outros estudos
gue evidenciaram que o EDTA como irrigante final causa erosdo das paredes
dentinarias apenas quando o NaOCI é usado previamente (25, 26).

Quando o EDTA isoladamente € usado ele remove os ions célcio do tecido
mineral, sendo a matéria organica o fator limitante para a continuacéo da dissolucéo
inorganica (22). A aplicacdo subsequente de NaOCI remove a matéria organica e
facilita a exposicdo da matriz inorganica aumentando o efeito de desmineralizacao
(55-57). Pode-se considerar que o EDTA apressa a acao destrutiva do NaOCI (33).
A suposta agressividade do EDTA em causar eroséo das paredes do canal radicular
€ atribuida ao uso associado e prolongado do NaOCI. Curiosamente, essas
irregularidades ocorreram ainda mais acentuadamente, no grupo que foi utilizado
NaOCI+AUP(G8), demonstrando que, mesmo sem a presenca do EDTA, ocorreu

uma erosao ainda mais severa da dentina peri e intertubular.
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A hipotese de nulidade foi rejeitada porque os protocolos de irrigacdo que
utilizaram NaOC| 2,5% provocaram alteragdes estruturais e ultraestruturais na
dentina.

Os resultados obtidos nessa pesquisa sugerem que a AUP potencializa a
acdo do NaOCl pelo efeito de cavitacdo acustica (11). Entretanto, a acdo do NaOCI
também foi potencializada pelo EDTA e isso provocou grande impacto no grau de
erosao da parede dentinaria. Esses resultados apontam para a importancia da
irrigacdo cuidadosa, seja ela, ativada ou convencional e induzem a reflexdo sobre
concentracéo e tempo de uso do NaOCI. Alguns autores tem sugerido o uso de
baixas concentracdes tanto de NaOCI (58, 59), quanto de EDTA (24) e curtos
periodos de exposicdo da dentina ao EDTA (23, 29, 60), bem como atencdo a
sequéncia de irrigacao utilizada (27, 35).

Baseado nos resultados dessa pesquisa e considerando que a AUP
representa um importante auxiliar na irrigacdo dos canais radiculares, novos
guestionamentos sdo inevitaveis. Sendo assim, estudos futuros sdo necessarios
para determinar a profundidade da erosdo que ocorre nas paredes dentinarias
guando da utilizacdo da associacdo de NaOCI| com AUP e/ou EDTA e o quanto essa
erosdo afeta estruturalmente o dente e a sua longevidade. Por outro lado, &
necessario delinear protocolos de irrigacdo, com tempo, concentracdo e sequéncia
de solucdes irrigadoras definidas, que promovam limpeza e desinfeccdo da dentina
com minimo de efeitos indesejaveis ao dente.

Diante das condicbes experimentais e dos resultados obtidos no presente
estudo, é licito concluir que o NaOCI promoveu maior limpeza das paredes dos
canais radiculares, mas também provocou alteracéo na ultraestrutura do colageno e
erosdo da dentina peri e intertubular. A AUP e/ou EDTA através de acao sinérgica,

potencializaram os efeitos do NaOCI sobre a estrutura dentinaria.
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Figura 1 — Eletromicrografias de MET. G representa o grupo e .1, .2 e .3 representa a ampliagdo de 10000, 100000 e 200000X,
respectivamente. Quadrados indicam as areas que foram ampliadas. G2.1 e .2: superficie lisa e estrutura do colageno integra.
Fibras colagenas longas e integras (entre as setas e nas pontas de setas). G5.1 e .2: superficie com colageno disperso;
estrutura do coldgeno sem alteragdes, fibra coldgena (ponta da seta). G6.1 e .2: : Superficie com colageno disperso (entre
setas); estrutura do coldgeno com a ponta parcialmente dissolvida. Note-se a perda de substancia afilando a ponta do
colageno (pontas de setas e no detalhe), aparece inclusive no fundo do tibulo. G8.1 e .3: Superficie com colageno disperso;
estrutura do colageno com a ponta parcialmente dissolvida (ponta de seta). Alargamentos globulares nos tdbulos (setas
abertas). G12.1, .2, .3: Superficie ligeiramente aberta e estrutura do coladgeno integra. Fibras colagenas (entre as setas).
G12.2: porcdo de dentina na entrada do tubulo, com fibras colagenas integras (ponta de seta). No detalhe: fibra colagena
(entre setas). G13.1, .2 e .3: Superficie ligeiramente aberta e estrutura do colageno integra, fibra coldgena integra (entre setas).
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Figura 2 - Eletromicrografias de MEV, com magnificagdes originais de 2000 X (superior) e 7500X (inferiror). 1
G1, Grupo 1 (4dgua destilada): Parede dentinaria com menos de 50% de debris, tubulos dentinarios com menos
de 50% de lama dentinéria, 0% de erosao na dentina peri e intertubular. 2 G5, Grupo 5 (Soro + AUP + EDTA):
Parede dentinaria com menos de 50% de debris, mais de 50% de lama dentinéria obliterando os tubulos
dentinérios (setas), menos de 50% de erosao da dentina peritubular e 0% de eroséo da dentina intertubular. 3
G6, Grupo 6 (NaOCI): menos de 50% de debris, 0% de lama dentinaria, menos de 50% de erosdo da dentina
peritubular, 0% de erosdo na dentina intertubular. 4 G7c, Grupo 7 (NaOCIl + EDTA) cervical: 0% de debris e lama
dentinaria, mais de 50% de erosdo da dentina peritubular, menos de 50% de erosdo da dentina intertubular
(setas). 5 G7a, Grupo 7 apical: 0% de debris e lama dentinaria, mais de 50% de erosdo da dentina peri e
intertubular (setas). 6 G8, Grupo 8 (NaOCI + AUP) : 0% de debris e lama dentinaria, mais de 50% de erosédo da
dentina peritubular, menos de 50% de erosdo da dentina intertubular(setas). 7 G9, Grupo 9 (NaOCl + AUP +
EDTA): 0% de debris e lama dentinéaria, mais de 50% de erosdo da dentina peritubular e menos de 50% de
erosdo da dentina intertubular (setas). 8 G13, Grupo 13 (CHX + AUP + EDTA): menos de 50% de debris e lama
dentinaria, presenca de smear plugs em poucas areas (seta), 0% de erosdo da dentina peri e intertubular.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O tratamento endoddntico deve prevenir ou promover a cura de lesdes
periapicais. Na tentativa de atingir esse objetivo, o preparo quimico-mecéanico dos
canais radiculares, representa um dos passos essenciais para determinar a eficacia
de todos os procedimentos subsequentes, tais como, o emprego de uma medicacéo
intracanal e a adequada obturacdo do sistema de canais radiculares (PETERS,
2004). Entretanto a instrumentacdo dos canais €é associada a algumas
desvantagens, entre elas a producdo de lama dentinaria e debris (MELLO et al.,
2008; PRADO et al., 2011), que interferem na limpeza, desinfec¢cdo e no selamento
adequado do sistema de canais radiculares, podendo comprometer o sucesso do
tratamento (CLARK-HOLKE et al., 2003; NAIR, 2006; SIQUEIRA JR; ROCAS, 2008).

Varios estudos tem demonstrado a importancia da irrigacao final dos canais
radiculares com o objetivo de promover a limpeza e desinfeccdo (CLARK-HOLKE et
al., 2003; ZEHNDER, 2006; HAAPASALO et al., 2010, BEUS et al., 2012; WANG,;
SHEN; HAAPASALO, 2013). O NaOCIl é a solucéo irrigadora mais amplamente
utilizada, baseado na sua capacidade de dissolver tecido necrotico e em seu
potencial antimicrobiano (TORABINEJAD et al., 2009). Associado ao NaOCI, o uso
de um agente quelante, capaz de dissolver o componente inorganico, se faz
necessario para a remocao da lama dentinaria do sistema de canais radiculares
(MELLO et al., 2009; ARSLAN et al., 2013). O EDTA é um gquelante especifico para
o calcio e amplamente empregado em Endodontia (BAUMGARTNER; MADER,
1987). Entretanto o efeito da utilizacdo dessas solucbes irrigadoras sobre a
ultraestrutura dentinaria, especialmente no que diz respeito a estrutura organica,
ainda ndo esta totalmente elucidado (OYARZUN; CORDERO; WHITTLE, 2002;
JOHN; LOST; ELAYOUTI, 2013).

Com o objetivo de avaliar as alteracbes que ocorrem na ultraestrutura
dentinaria, frente aos protocolos de irrigacdo mais comumente utilizados, trinta e
nove dentes bovinos, 0s quais apresentam caracteristicas semelhantes aos dentes
humanos (SCHILKE et al., 2000; SCHMALZ et al., 2001; GONZALEZ-LOPEZ et al.,
2006; CAMARGO et al.,, 2007) foram utilizados, para que essas informacfes
pudessem ser extrapoladas para a prética clinica que ainda carece de informacgdes a
esse respeito. Entendemos que as alteragces que ocorreram na dentina bovina

frente & utilizacdo dos diferentes protocolos de irrigacdo podem ser verificadas
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também na dentina humana. Concordamos com Griendling et al. (2011) que
ressalta a existéncia de uma grande dificuldade em se conseguir dentes humanos
frescos, com caracteristicas estruturais semelhantes, sem alteragbes na dentina
causadas por tratamentos prévios ou por procedimentos de estocagem em bancos
de dentes. Esses fatores podem interferir nas condi¢des da ultraestrutura dentinaria
e representar varidveis ndo controladas ao estudo. No presente estudo os dentes
bovinos foram todos extraidos no mesmo dia, congelados, limpos, estocados e
manipulados de forma padronizada.

Durante a parte experimental foi simulada uma situacao clinica, onde foram
usados 10ml da solucdo analisada, como protocolo final de irrigacdo em cada grupo
(CALT; SERPER, 2002; MOREIRA et al.,, 2009; UZUNOGLU et al.,, 2012). Nos
grupos com EDTA, foram utilizados, além dos 10ml, 2ml de EDTA por trés minutos
(KOKKAS et al., 2004; MARENDING et al., 2007b; HAAPASALO, 2010; GREGORIO
et al., 2010; QUIAN; SHEN; HAPASALO, 2011). A ativagao ultrassonica passiva foi
realizada conforme recomendado por Van Der Sluis et al. (2010), no tempo de um
minuto fracionado em trés ativacbes de 20 segundos, com irrigacdo de 1ml de
solucdo irrigadora a cada intervalo entre uma ativacao e outra. Pequenos periodos
de ativacao e irrigacdo a cada intervalo tém efeito cumulativo na remocéo de debris
(VAN DER SLUIS, et al.,, 2010) bem como, facilita a manutencdo da ponta
ultrassbnica centralizada do canal (SABINS; JOHNSON; HELLSTEI, 2003).
Conforme preconizado por Jiang et al., (2010), o inserto liso acionado ndo deve
tocar nas paredes dos canais para nao provocar formacéo de lama dentinaria.

O tamanho correspondente a uma lima K #70 do batente apical foi
padronizado para que um volume igual de solucao irrigadora atingisse o limite apical
em todas as amostras e ndo houvesse interferéncia nos resultados, pois Gregério et
al. (2013) ressaltaram que o volume do irrigante diminui no comprimento de trabalho
para um dado tamanho e conicidade. Contrapondo essa informacéo, Merino et al.,
(2013) consideraram que esse fator ndo interfere quando a AUP é utilizada em
canais com conicidade maior do que 0.04.

Para a avaliacdo através da Microscopia Eletrbnica de Transmissado os cortes
foram realizados no sentido longitudinal dos tabulos dentinarios, de forma que fosse
visualizada a luz do canal radicular, a abertura dos tabulos e a continuacao do tubulo
para o interior da parede dentinaria do canal radicular. Utilizou-se magnificacfes de

10.000, 100.000 e 200.000 vezes de forma a obter uma barra de referéncia de 2um,

60



0,2um e 100nm (ZHANG et al., 2010a). A distribuicdo espacial do colageno foi
observada para que fosse avaliada a condicdo do mesmo na superficie da dentina, e
verificada a disposicao das fitas de tripla-hélice, se estavam fechadas ou abertas e
se existia uma degradacdo do mesmo, categorizando o coldgeno colabado.

Zhang et al. (2010a) avaliaram através de MEV e MET a eroséo na dentina
causada por diferentes concentragdes de NaOCI na presenca de EDTA. No estudo
de Mai et al. (2010) também foi utilizada MET para verificar a erosdo da dentina
causada pelo EDTA na presenca de NaOCI. Diferentemente daquelas pesquisas,
para a avaliacdo através de MET, no presente estudo, a superficie da luz do canal
foi deixada vazia, isto €, ndo foi preenchida com nenhum tipo de cimento
endodobntico previamente a descalcificacdo parcial e preparo das amostras para
analise ao MET. Na pesquisa de May et al. (2010) foram utilizados dois cimentos
endodbnticos a base de metacrilato, RealSeal e RealSeal SE (Sybron-Endo,
Orange, CA, EUA) e na de Zhang et al. (2010a) foi utilizado apenas o cimento
RealSeal SE no espaco do canal radicular, com o intuito de formar uma interface
continua cimento-dentina e evitar que houvesse separacdo durante a
ultramicrotomia. Entretanto, segundo Babb et al. (2009) a capacidade do EDTA é
mais confiavel que a destes adesivos para manter a unidao da resina com a dentina e
garantir a integridade da amostra. Por isso, no presente estudo, ndo foi colocado
nenhum cimento endodéntico sobre a luz do canal, apenas a resina Epon (EMS,
EMbed 812, Hatfield, PA, EUA) foi utilizada para embebicdo da amostra que
penetrou os tubulos dentinarios a partir da luz do canal radicular. Isso permitiu a
visualizacdo pioneira da estrutura das fitas de colageno na parede dentinaria e no
interior dos tubulos dentinérios frente a diferentes protocolos de irrigacdo. Outra
diferenca daqueles estudos para este € a avaliacdo de diferentes protocolos de
irrigacdo com trés solucdes irrigadoras associadas ou ndo ao EDTA, com e sem
AUP.

As amostras destinadas a MET consistiram de fragmentos do terco médio das
hemirraizes conforme as pesquisas de Mai et al. (2010) e Zhang et al. (2010a). A
visualizacdo no terco apical foi evitada devido ao efeito de bloqueio de vapor (GU et
al., 2009; VERA et al., 2012) que poderia ocorrer, pois, uma vez que 0 apice estava
selado para simular uma situacdo clinica e ndo era possivel usar uma lima de
trespasse (VERA; ARIAS; ROMERO, 2012), essa regiao poderia ndo receber a

mesma quantidade de solucéo irrigadora que os demais tercos (ZHANG et al.,
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2010a). Os mesmos aspectos foram considerados para a escolha das regides para
captura das imagens, na avaliacdo através de MEV, em que as imagens foram
capturadas nas regides limitrofes entre o terco cervical e médio e entre o terco
médio e apical. Essas zonas tendem a ter as paredes dentinarias mais regularizadas
e alisadas, onde as brocas de Gates-Glidden instrumentaram de forma mais
homogénea do que na porcao cervical e apical (BAUMGARTNER; MADER, 1987).

Na andlise descritiva através da MET, o fato da estrutura de colageno se
apresentar integra nos grupos do soro e da CHX, assim como no grupo controle
(dgua destilada), era esperado, uma vez que essas substancias ndo sdo capazes de
dissolver matéria organica. Isso confirma os resultados obtidos em estudos
anteriores de que a agua é menos efetiva que o NaOCI durante a AUP na remocao
de matéria inorganica dos canais radiculares (VAN DER SLUIS; WU; WESSELINK,
2007). Apenas nas amostras em que foi utilizado o soro com AUP e EDTA e a CHX
com AUP e/ou EDTA, o colageno apresentou-se disperso, poréem sem degradacao.
Isso provavelmente ocorreu devido ao fluxo da solugéo irrigadora que foi jogada
contra as paredes dentinarias pela transmissdo acustica ultrassbnica, que gerou a
onda de choque e fez com que as fitas de colageno cortadas pela acao das brocas
de Gates-Glidden fossem parcialmente deslocadas da parede dentinaria.

Nos grupos do NaOCI isoladamente e com AUP, a superficie interna do tubulo
dentinario apresentou-se com o colageno disperso, mostrando perda de substancia,
de forma que a fita de colageno estava afilada. Esta evidéncia foi observada
inclusive, profundamente no tabulo dentinario. Nao foi encontrado na literatura outro
estudo que tenha demonstrado tal alteracdo na ultraestrutura dentinaria frente a
utilizacdo de NaOCI.

Na andlise através da MEV foi dada preferéncia para a observacéo do tubulo
dentinario no sentido transversal. Procurou-se observar a estrutura dentinaria no
fundo da meia cana do canal radicular de cada hemirraiz, isto é, no local onde se
obteve uma vista da entrada dos tubulos dentinarios de forma circular. Isto facilitou a
visualizacdo da dentina peri e intertubular (QUIAN; SHEN; HAAPASALO, 2011).

Nas amostras da MEV foi realizada tanto a analise qualitativa, quanto
guantitativa da presenca de debris e lama dentinaria nas paredes dos canais e a
erosdo na dentina peri e intertubular. Os resultados obtidos nas analises qualitativa
da MET e da MEV e quantitativa da MEV foram semelhantes em todos 0s grupos e,

nas trés andlises, foi evidenciada a extensa eroséo tanto da dentina peri como da
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intertubular no grupo do NaOCI com AUP (G8). Esse fato demonstra a importancia
da andlise qualitativa como um dado que reforca os achados quantitativos,
confirmando as evidéncias desse estudo.

Os quatro escores estabelecidos para avaliar a remocédo de debris e lama
dentinaria e erosédo dentinaria foram baseados em critérios quantitativos (<50% ou
>50%) de acordo com van der Sluis et al. (2010). Foi evitado o uso de critérios
subjetivos (KUAH et al., 2009) que poderiam contribuir para diminuir a concordancia
intra e inter observadores. Como os dados n&o tiveram uma distribuicdo normal,
para a andlise estatistica foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis para
a comparacao entre os grupos e post hoc de Dunn para mostrar onde estavam as
diferencas entre 0s grupos.

A analise quantitativa revelou que o grupo controle, os grupos do soro e da
CHX apresentaram paredes moderadamente limpas. Os grupos do NaOCI e EDTA,
NaOCI com AUP e NaOCI com AUP e EDTA foram os que apresentaram as paredes
mais limpas, isto é, sem debris e com tubulos dentinarios abertos. Diferentemente
dos resultados encontrados em estudos anteriores (LEE; WU; WESSELINK, 2004;
VAN DER SLUIS; WU; WESSELINK, 2005; LUI; KUAH; CHEN, 2007; KUAH et al.,
2009; CAPAR et al., 2014), a utilizacdo de EDTA e AUP néo diminuiu a quantidade
de debris quando associados ao soro e a CHX. Este fato também foi observado para
a lama dentinaria, isto €, a utilizacdo de EDTA e/ou AUP né&o diminuiu a presenca de
lama dentinaria, nos grupos do soro e da CHX, porém, nos grupos do NaOCI, o
EDTA e/ou AUP diminuiram a presenca da lama dentinaria. Isso demonstrou que o
EDTA e a AUP sem a dissolucdo de matéria organica realizada pelo NaOCI, ndo
removeram a lama dentinaria de maneira eficaz. Esse efeito quimico do NaOCI ja
havia sido sugerido por van der Sluis (2010).

Quanto a eroséo da dentina peritubular avaliada através da MEV, na maioria
dos grupos essa estrutura se apresentou intacta, com excec¢éo dos quatro grupos do
NaOCI| e do grupo do soro com AUP e EDTA. Neste ultimo grupo, a dentina
peritubular apresentou-se apenas ligeiramente modificada pela erosdo. O grupo do
NaOCI com AUP apresentou significativamente maior erosdo que todos os demais
(P<0,05); seguido dos grupos do NaOCIl e EDTA e NaOCl com AUP e EDTA que
apresentaram erosao menos acentuada da dentina peritubular que o grupo do

NaOCI com AUP (P<0,05), porém maior que o grupo do NaOCI isolado. Resultados
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semelhantes apds uso de NaOCl e EDTA, foram encontrados em outros estudos
(CALT; SERPER, 2002; SEM; ERTRUK; PISKIN, 2009; ARSLAN et al., 2013).

O mesmo ocorreu em relacdo a erosdo da dentina intertubular, onde o grupo
do NaOCIl com AUP apresentou maior erosdo, porém néao diferiu significativamente
do NaOCI com AUP e EDTA e do NaOCI e EDTA (P>0,05). Os demais grupos nao
apresentaram erosao da dentina intertubular. Esse fato confirma os estudos de Mai
et al. (2010) e Zhang et al. (2010) que evidenciaram que o EDTA como irrigante final
causa erosao das paredes do canal radicular apenas quando o NaOCI é usado
previamente.

Quando o EDTA isoladamente é usado ele remove os ions calcio do tecido
mineral, sendo a matéria organica o fator limitante para a continuacéo da dissolucao
inorganica (OYARZUN; CORDERO; WHITTLE, 2002). A aplicacdo subsequente de
NaOCIl remove a matéria organica e facilita a exposicdo da matriz inorganica
aumentando o efeito de desmineralizacdo (PERDIGAO et al., 2001; DOGAN; CALT;
2001; SAYING et al.,, 2007). Pode-se considerar que o EDTA apressa a acao
destrutiva do NaOCI, pois ele remove a fase mineral da dentina que tem efeito
protetor sobre o colageno (MARENDING et al., 2007a). A suposta agressividade do
EDTA em causar erosdo das paredes do canal radicular é atribuida ao uso
associado e prolongado do NaOCI. Esse fenémeno foi confirmado nos grupos em
gue o EDTA foi utilizado com Soro ou com CHX, com ou sem AUP, e ndo ocorreu
erosdo. Sem, Ertrik e Pigkin (2009) verificaram que quanto maior a concentragao de
EDTA, maior foi o grau de erosdo da dentina, de forma que a irrigagcdo com EDTA
15% apos NaOCI 2,5%, provocou severa erosdo da dentina e indicaram o0 uso de
EDTA a 1%. Mai et al., (2010) postularam que quando o NaOCl| é usado
alternadamente com o EDTA ocorre um ciclo vicioso onde o colageno exposto é
dissolvido, em seguida o EDTA desmineraliza a fase apatita, expondo novamente o
colageno que sera dissolvido por nova irrigagdo com NaOC|I e assim
sucessivamente. Através da desproteinizacdo, realizada pelo NaOCl e
desmineralizacao, realizada pelo EDTA, a dentina é transformada em uma estrutura
porosa com multiplas irregularidades na dentina peri e intertubular (MAI et al., 2010).
No presente experimento, apés o uso do EDTA, néo foi utilizado NaOCI nos canais
radiculares, pois a sequéncia de uso das solu¢des irrigadoras € um fator importante
na determinacdo do grau de erosdo. Mesmo assim, a area da superficie do tabulo

aumentou e passou a ter uma forma tridimensional afunilada conforme descrito
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anteriormente por Quian, Shen e Haapaslo (2011). Isso também foi evidenciado
neste estudo, através da MEV nos grupos que utilizaram NaOCI| e EDTA (G7),
NaOCl com AUP(G8) e NaOCl com AUP e EDTA (G9) confirmando o que foi
descrito anteriormente, pois o NaOCI dissolveu a por¢cdo organica da dentina,
permitindo que o EDTA dissolvesse a porcdo inorganica. Curiosamente, essas
irregularidades ocorreram ainda mais acentuadamente, no grupo que foi utilizado
NaOCIl com AUP(G8), demonstrando que, mesmo sem a presenca do EDTA,
ocorreu uma erosdo ainda mais severa da dentina peri e intertubular. Esse fato
sugere uma acdo sinérgica do NaOCI| também com a AUP. No grupo onde foi
utilizado o NaOCI isoladamente, a dentina peritubular apresentou-se ligeiramente
aumentada e a dentina intertubular, intacta. Isso demonstra que a acdo de
dissolucéo organica foi limitada pela presenca da hidroxiapatita.

As fitas afiladas de colageno demonstradas neste estudo através da MET nas
amostras representativas dos grupos 6 (NaOCI) e 8 (NaOCI + AUP), denunciam a
dissolucéo organica ocorrida as custas do NaOCI. Na amostra em que foi utilizado
apenas o NaOCI nao foi evidenciada erosdo da dentina, mas as fitas de colageno
apresentaram-se dispersas e com evidente dissolucao, caracterizada pelo afilamento
de suas extremidades. Alteracbes no colageno dentinario também foram
demonstradas através de avaliacdo imunohistoquimica, onde Oyzarzun, Cordero e
Whittle (2003) verificaram que o NaOCl| a 5% induz importantes alteracbes no
colageno intertubular desmineralizado e nos glicosaminoglicanos intratubulares, bem
como o estudo mostrou o papel protetor da hidroxiapatita sobre a estabilidade da
matriz organica.

Na amostra em que foi utilizado NaOClI com AUP, além do colageno
degradado, apareceram alargamentos globulares nos tubulos dentinarios, sugerindo
gue o NaOCI fora lancado, pela transmissdo acustica, para o interior dos mesmos,
provocando dissolucdo do colageno e erosdo da dentina. A erosdo na camada
superficial e subsuperficial da dentina, causada por NaOCI e EDTA foi demonstrada
por Zhang et al., (2010) e por Mai et al.,, (2010) que utlizaram MET com
magnificacdes a partir de 7500X, onde foi possivel observar a extensiva perda da
dentina peri e intertubular, evidenciando um aspecto de tunel com tubulos alargados
e intercomunicantes, estendendo-se para o interior da dentina, sob a interface
resina-dentina. Essas alteracdes estenderam-se por até 25-30 um, quando o NaOCI
5,25% foi utilizado por 60 minutos, seguidos de 2 minutos de EDTA 17% (MAI et al.,
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2010). No presente estudo esse aspecto intercomunicante ndo foi evidenciado, pois
na avaliacdo através da MET foram utilizadas magnificacbes maiores que naquele,
isto €, de 10000, 100000 e 200000X, com o objetivo de observar o aspecto da
ultraestrutura do colageno.

Os resultados obtidos nessa pesquisa sugerem que o ultrassom potencializa
a acdo do NaOCI pelo efeito de cavitagcdo acuUstica, através do qual sdo criadas
novas bolhas ou pela expansao, contracéo e/ou distorcdo de bolhas preexistentes
na solucéo irrigadora. Quando o NaOCI é ativado pelo ultrassom, a coalescéncia de
bolhas conhecida por nucleagdo, € inibida e resulta em um maior nimero de
pequenas bolhas (VAN DER SLUIS et al. 2010). Aparentemente os efeitos quimicos
do NaOCI sao potencializados pela AUP. Isso poderia, em parte, ser explicado pelo
aguecimento, que a solucéo sofre, quando ativada pelo ultrassom, pois, segundo Al-
Jadaa et al.,, (2009) a temperatura da solucédo, ativada por 30 segundos pelo
ultrassom, aumentou para mais de 50°C. Entretanto Van Der Sluis et al. (2010), ndo
concordam com a argumentacao supracitada.

Na avaliacdo através da MEV, o grupo do NaOCl com AUP e EDTA (G9)
apresentou extensa erosao da dentina peri e intertubular, porém significativamente
menor do que o grupo que utilizou NaOCIl com AUP (G8). Talvez isso tenha ocorrido
devido a acao autolimitante do NaOCI que, mesmo com a presenca de dois fatores
de potencializacado, a ativacao ultrassdnica e, em seguida, agente desmineralizante,
nao foi capaz de dissolver maior quantidade de matéria organica. Seguindo esse
pensamento, o EDTA, ap6s a AUP, encontraria menos hidroxiapatita para ser
desmineralizada, de forma que ndo aumentaria a erosao.

Dentro dos limites deste estudo, a hipétese nula de que o NaOCI 2,5%
empregado como solucao irrigadora no preparo dos canais radiculares ndo provoca
alteracoes estruturais e ultraestruturais na dentina foi rejeitada, semelhantemente ao
estudo de Zhang et al. (2010a).

Os resultados parecem indicar que a acdo do NaOCI foi potencializada tanto
pela AUP, quanto pelo EDTA, e isso provocou grande impacto no grau de eroséo da
parede dentinaria do canal radicular irrigado com essas solucdes.

Como consequéncia desse efeito, tempo e concentracdo-dependente, do
NaOCI sobre a porgéo organica da dentina, propriedades como dissolucao de tecido
e efeito antibacteriano, que sdo desejaveis no tratamento dos canais radiculares,

parecem estar mutuamente interligados com efeitos indesejaveis (MARENDING et
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al.,, 2007a). Durante o periodo de um tratamento endoddntico, solugbes
concentradas de NaOCI podem causar efeitos nocivos na biomecanica da dentina,
pois a microdureza da dentina diminuiu significativamente apoés irrigacdo com NaOCI
6% quando comparada a irrigacdo com NaOCI 2,5% por mais de 10 minutos
(SLUTZKI-GOLDBERG et al., 2004). E sabido que o componente mineral dos
tecidos conjuntivos duros é responsavel pela forca e modulo de elasticidade,
enquanto o coldgeno € responsavel pela resisténcia (CALT; SERPER, 2002,
MARENDING et al.,, 2007a e b). Alteragcbes nessas estruturas podem repercutir
clinicamente de forma negativa no dente tratado endodonticamente.

Embora ndo esteja totalmente compreendido o efeito da erosdo sobre a
tensao flexural e forca de adeséo da dentina, tem sido sugerido que uma extensiva
erosao da dentina torna a raiz mais suscetivel a fratura vertical além de colocar em
risco as paredes da camara pulpar, pois sua dentina permanece imersa no NaOCI
por longos periodos durante a instrumentacdo dos canais (MAI et al., 2010). Além
disso, devido a utilizacdo crescente de cimentos obturadores a base de resina e de
cimentos resinosos utilizados para a cimentacdo de retentores intrarradiculares, a
adesao dentinaria, cresce em importancia, uma vez que esta pode ser prejudicada
pelas alteracdes que ocorrem na ultraestrutura dentinaria decorrente do uso das
solucdes irrigadoras. Quando o colageno dentinario € dissolvido pelo NaOCI ocorre a
liberacdo de oxigénio que pode interferir na polimerizacdo das resinas e cimentos
resinosos. A forca de adesdo da resina com uma dentina tratada com NaOCI,
previamente ao condicionamento acido, fica diminuida. Portanto, o NaOCI residual
pode interferir na polimerizacdo e adesao da resina devido a liberacdo de oxigénio
(MORRIS et al. 2001; ARI; YASAR; BELLI, 2003). Ishizuka et al. (2001)
demonstraram que o NaOCI interfere na capacidade de adesdo dos adesivos
autocondicionantes, mas nao interfere nos sistemas de adesdo umidos. Outro
estudo mostrou que NaOCI e o RC-Prep reduziram significativamente a forca de
adesdo resina-dentina. Entretanto, a aplicacdo de acido ascérbico 10%, ou
ascorbato sédico 10%, ou da solucéo de tiossulfato de so6dio 10% removem o NaOCI
residual através de uma reacdo de oxidacao-reducdo (MORRIS et al., 2001). A forca
de adesdo dos cimentos resinosos a dentina € adversamente influenciada pelo
NaOCI (SASAFUCHI; NIKAIDO; TAGAMI, 2003). Existe uma correlagcao entre o
periodo de tratamento com NaOCI e a forca de adesdo, que aumenta a medida que

diminui o tempo de exposicdo. Foi demonstrado que o0s cimentos adesivos
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autopolimerizaveis apresentaram maior forca de adesdo do que o0s cimentos
resinosos de polimerizagéo dual e, por isso, deve ser dada preferéncia aos cimentos
adesivos autopolimerizaveis para a cimentagdo de pinos intracanais (ARI; YASAR;
BELLI, 2003). A ades&o a dentina depende da presenca do calcio. A remogéo do
calcio da dentina pode ser mais prejudicial a adesdo dos sistemas adesivos
baseados no condicionamento da dentina do que dos adesivos baseados em
primers autocondicionantes (PERDIGAO et al., 2001). A resisténcia adesiva,
avaliada através de teste de cisalhamento, depende do sistema adesivo, do
substrato e da interagdo adesivo/profundidade (BAWA; HEDGE, 2012). Sengun,
Orucoglu e Ulker (2013) verificaram que a forca de adesdo de um adesivo
autocondicionante a dentina previamente tratada com NaOCI foi semelhante ao
grupo controle que utilizou agua destilada, apenas quando foi usado H,O, com
NaOCI que a resisténcia de unido diminuiu significativamente, devido a presenca do
oxigénio. Esses fatores desempenham um potencial clinico relevante e devem ser
considerados no momento da escolha do protocolo de irrigacéo a ser utilizado.
Considerando-se que, com o0 uso da AUP, a solucao irrigadora penetra mais
profundamente na dentina, a acdo antimicrobiana é potencializada com o seu uso.
Dessa forma, poder-se-ia considerar que em canais onde é realizada a AUP da
solucéo irrigadora, seja ela NaOCI ou CHX teriam uma desinfeccdo aumentada
(HALFORD et al., 2012). Por outro lado, alguns autores ndo encontraram diferencas
na desinfeccado dos canais quando a AUP foi comparada a irrigacéo final com CHX
(BEUS et al.,, 2012; PAIVA et al.,, 2012; CASE et al., 2012). Nessa ordem de
consideracoes Liang et al. (2013) em um ensaio clinico randomizado controlado, néo
encontraram diferencas na cura de lesfes periapicais de dentes anteriores em que
foi utilizada AUP comparado com os dentes em que foi utilizada apenas irrigacao
com seringa de NaOCI 5,25%. Outro ensaio semelhante, em dentes anteriores,
comparou a eficacia do sistema de irrigacdo através de pressao apical negativa com
a irrigacdo convencional com agulha, demonstrando que ndo ocorreram diferencas
entre os grupos (PAWAR et al., 2012). Entretanto, nos dois ensaios clinicos, foram
utilizados dentes unirradiculares onde mesmo a irrigagcdo com seringa € eficaz, pois
permite uma melhor distribuicdo do soluto irrigador no terco apical do canal radicular,
favorecendo a limpeza e desinfecgdo. Um ensaio clinico randomizado, realizado em
dentes posteriores comparou a irrigagao final simples ndo ativada, utilizando apenas

NaOCI 1%, com a multi-irrigacdo ultrassénica passiva, do NaOCl 1%, EDTA 17% e
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CHX 2%, e ndo demonstrou diferenca significativa, quanto a frequéncia de culturas
negativas entre os métodos de irrigacdo. Ambos apresentaram alta frequéncia de
culturas negativas na luz do canal principal (BEUS; SAFAVI et al., 2012). Os autores
atribuiram esses resultados ao alto volume de irrigante e a profundidade da agulha
de irrigagao.

Os resultados dos estudos apontam para a importancia da irrigagcao
cuidadosa, seja ela com pressdo negativa, ativada ou convencional e induzem a
reflexdo sobre concentracédo e tempo de uso do NaOCI. Foi sugerido o uso de
NaOCI| em baixas concentracdes como a 1% (KAYA; YIGIT-OZER; ADIGUZEL,
2011) e a 0,5% no uso rotineiro durante o tratamento endoddntico para minimizar
gualquer efeito de desproteinacdo dentinaria induzida pelo NaOCI (HU et al., 2010).
Além disso, alguns estudos ressaltam o uso de baixas concentragbes de EDTA,
como a 1% (SEN; ERTRUK; PISKIN, 2009;) e curtos periodos de exposi¢do da
dentina ao EDTA (CALT; SERPER, 2002; MARENDING et al., 2007b; UZUNUOGLU
et al., 2012), bem comoo cuidado com a sequéncia de irrigacdo utilizada (QUIAN;
SHEN; HAAPASALO, 2011).

A relevancia clinica deste estudo € demonstrada no fato de alertar o
profissional que ira restaurar o dente tratado endodonticamente, sobre as alteracdes
gue ocorrem na ultraestrutura dentinaria frente aos diferentes protocolos de
irrigacdo, que podem interferir tanto na sua resisténcia mecéanica, quanto na adesao
ao material restaurador. A correta integracdo entre os profissionais envolvidos no
tratamento endoddntico e restaurador permitird adequar os protocolos de irrigacao
empregados a escolha do material restaurador, principalmente quando a adesédo em
Odontologia esta envolvida.

Baseado na presente pesquisa e considerando que a AUP pode representar
um importante auxilio na irrigacdo dos canais radiculares, novos questionamentos
sdo inevitaveis. Sendo assim, estudos futuros sdo necessarios para determinar a
profundidade da erosédo que ocorre nas paredes dentinarias quando da utilizacdo da
associacdo de NaOCl com AUP e/ou EDTA e o0 quanto essa erosao afeta
estruturalmente o dente e a sua longevidade. Por outro lado, é necessario delinear
protocolos de irrigacdo, com tempo, concentracdo e sequéncia de solucdes
irrigadoras definidas, que promovam a limpeza e a desinfeccdo da dentina

produzindo o minimo de efeitos indesejaveis ao dente.
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6 CONCLUSOES

Diante das condi¢bes experimentais e dos resultados obtidos no presente
estudo, é licito concluir que:

e 0 NaOCl 2,5% promoveu alteracdo na ultraestrutura do coldgeno das
paredes dos canais radiculares;

e 0 NaOCI 2,5% promoveu maior limpeza, mas também erosdo da dentina
peri e intertubular;

e a AUP potencializou a acdo erosiva do NaOCIl 2,5% sobre as paredes
dentinérias;

e a AUP associada ao soro ou a CHX 2% n&o causou alteracdo na
ultraestrutura da dentina;

e a acao sinérgica entre NaOCl 2,5% com AUP e/ou EDTA 17% promoveu
maior limpeza, porém provocou maior eroséo nas paredes dentinarias;

e a agua destilada, o soro e a clorexidina 2% nao provocaram alteracdo na

ultraestrutura dentinaria.
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Figura 1: G representa o grupo e os numeros .1, .2 e .3 representam a ampliacdo de 10000, 100000 e 200000X,
respectivamente. Quadrados indicam as areas que foram ampliada. G1.1 a G4.3: superficie lisa e estrutura do

colageno integra. Fibras coldgenas longas e integras (entre as setas e nas pontas de setas).
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Zu_  Soro+AUR+EDT

G6.2

FEALEN NaOCl 17 100K - 1

G6.2a

»

NaOCl + EDTA 20 10K-—4., N30CI + EDTA 100K 4h
Figura 2: G5. 1 2e.3- superﬁme com colageno disperso; estrutura do colageno sem altera(;oes Gh.2e

3 — fibra coldgena (ponta da seta). G6.1, .2, .3, .1a, .2a, .3a - Superficie com colageno disperso (entre

setas); estrutura do colageno com a ponta parcialmente dissolvida. Note-se a perda de substancia
afilando a ponta do coladgeno (ponta da seta). Isso aparece inclusive no fundo do tdbulo. G7.1, .2, .3 -
Degradacdo apenas superficial do colageno, menor do que no grupo em que o NaOCI foi utilizado

isoladamente.
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NaOCl +AUP;+ EDTA26 10K — NN T S P +EDTA 26 100K-1 = 3 +AUP +EDTA 26 200K -1  Xomm
Figura 3: G8.1 - Alargamentos globulares nos tabulos (setas abertas) e G8.1, .2, .3, .2a e .3a - Superficie

com coladgeno disperso; estrutura do coldgeno com a ponta parcialmente dissolvida. Note-se a perda de
substancia afilando a ponta do colageno (ponta da seta). Isso aparece inclusive no fundo do tibulo. G9.1,
.2, .3, .2a, .3a - Colageno disperso, dissolu¢do das pontas das fitas de colageno. Superficie parcialmente
dissolvida e degradacgéo do colageno em profundidade na dentina intertubular.
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CHX + EDTA 32 100K - 1b

*5

2um CHX + AUP + EDTA 38

Figura 4 — G10.1, .2, .3 - Superficie lisa e estrutura do colageno integra. G11.1, .2, .3, G12.1, .2, .3, G12.2 —
porcéo de dentina na entrada do tabulo (ponta de seta). G13.1, .2 e .3 - Superficie ligeiramente aberta e estrutura

do colageno integra. Fibras colagenas (entre as setas).
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Figura 5 - Eletromicrografias de MEV, com magnificacdes originais de 2000 X (superior) e 7500X (inferiror).
G1(agua destilada) e G2(soro): menos de 50% de debris e de lama dentinéaria, 0% de eroséo na dentina peri e
intertubular. G3(soro+EDTA): menos de 50% de debris, mais de 50% de lama dentinéria, presenca de smear
plugs (setas abertas), 0% de erosdo na dentina peri e intertubular. G4(soro+AUP): menos de 50% de debris e
lama dentinaria, menos de 50% de eroséo na dentina peritubular (seta aberta) e 0% na intertubular.
G5(Soro+AUP+EDTA): menos de 50% de debris, mais de 50% de lama dentinaria, presenca de smear plugs
(setas fechadas), menos de 50% de eros&o na dentina peritubular (seta aberta) e 0% na intertubular. G6(NaOCI):
menos de 50% de debris, 0% de lama dentinéria, menos de 50% de eroséo na dentina peritubular (seta aberta) e
0% na intertubular. G7(NaOCI+EDTA) cervical: 0% de debris e lama dentinaria, mais de 50% de erosao na
dentina peritubular, menos de 50% na intertubular (setas abertas). G7(NaOCI+EDTA) apical e G8(NaOCI+AUP)
cervical e apical: 0% de debris e lama dentinéria, 100% de erosdo na dentina peritubular, menos de 50% na
intertubular (setas abertas). G9(NaOCI+AUP+EDTA) cervical e apical: 0% de debris e lama dentinaria, mais de
50% de erosdo na dentina peritubular, menos de 50% na intertubular (setas abertas). G10(CHX),
G11(CHX+EDTA), G12(CHX+AUP) e G13(CHX+AUP+EDTA): menos de 50% de debris e lama dentinaria, smear
plugs em poucas éareas (setas fechadas), 0% de erosao na dentina peri e intertubular.

89



9 APENDICE

90



9.1 Fluxograma

39 INCISIVOS INFERIORES BOVINOS

LIMPEZA EXTERNA, REMOCAO DAS COROAS

|
39 RAIZES 16mm
|

REMOGCAO DA POLPA
I

3 RAIZES GRUPO CONTROLE

IRRIGACAO C/ 10ml H,O DESTILADA

CLIVAGEM DAS RAIZES EM 2 METADES
LONGITUDINAIS

IMERSAO EM H,O DESTILADA
EM CUBA DE ULTRASSOM/5 '+ 5’

36 RAIZES DEMAIS GRUPOS EXPERIMENTAIS

REGULARIZAGAO DAS PAREDES DOS
CANAIS COM BROCAS GATES-GLIDDEN
6 A 2 C/ 10ml SORO FISIOLOGICO
I

CLIVAGEM DAS RAIZES EM 2 METADES
LONGITUDINAIS

IMERSAO EM EDTA EM CUBA DE
ULTRASSOM/5’

IMERSAO EM H,0 DESTILADA EM CUBA
DE ULTRASSOM/S’
OBTENCAO DO PADRAO ZERO

UNIAO DAS HEMIRAIZES E ESTABILIZACAO NA MORSA

IRRIGACAO DOS ESPECIMES DE ACORDO COM O PROTOCOLO DE CADA GRUPO

G1
n3

H,0
10ml

G2
n3

SORO
10ml

G3
n3

SORO
10ml

EDTA
2ml 3’

7,8,9

G4
n3

SORO
10ml
+
AUP
3X20”

10,11,12

G5
n3

SORO
10ml
+
AUP
3X20”
+
EDTA
2ml 3’

13,14,15

G6
n3

NaOCl
10ml

16.17.18

G7
n3

NaOC
10ml
+
EDTA
2ml 3’

19.20,21

G8
n3

NaOCl
10ml
+
AUP
3X20”

22,2324

G9
n3

NaOCl
10ml
+
AUP
3X20”
+
EDTA
2ml 3’

25,26, 27

G 10
n3

CHX
10ml

28,29,30

G11
n3

CHX
10ml
+
EDTA
2ml 3’

31,32,33

G12
n3

CHX
10ml
+
AUP
3X20”

34,35,36

G13
n3

CHX
10ml
+
AUP
3X20”
+
EDTA
2ml 3’

37,38,39

PREPARO DE UMA HEMIRRAIZ DE CADA
GRUPO PARA OBSERVACAO EM MET

PREPARO DE UMA HEMIRRAIZ DE CADA
ESPECIME PARA OBSERVACAO EM MEV

OBSERVACAO DAS AMOSTRAS AO
MET

|
ANALISE DA MEV

OBSERVACAO DAS HEMIRRAIZES AO
MEV

ANALISE DA MET
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9.2 Protocolo bésico de preparacdo de amostras para MET — CME UFRGS

1) Solucéo fixadora:

Glutaraldeido 25%----------======nmmmmmmmmemmmeae iml
Parafolmadeido 8% 2,5ml
Tampdao Fosfato 0,2M------------=-m-emmmemm - 5mi
Agua ( destilada e deionizada)------------------ 1,5ml
Total:---------m-m o 10ml

Solucéo final: glutaraldeido 2,5% + parafomadeido 2% + tampé&o fosfato 0,12 M ( p.H 7,2-
7,4)

2) Lavagens:
Feitas com tamp&o Fosfato 0,1 M: 3 banhos de 30 min

3) Pés- Fixacéao )
Feitas com Tetroxido de Osmio 2% + Tampao fostato 0,2M ( 1:1)
Tempo: de 30 a 45 min

4) Lavagens:
Feitas com tampéo Fosfato 0,1 M: 3 banhos de 30 min

5) Desidratacao:

5.1 - Acetona P.a- 30%- 10 min.
5.2 - Acetona P.a- 50%- 10 min.
5.3 - Acetona P.a- 70%- 10 min.
5.4 - Acetona P.a- 95%- 10 min.
5.5 - Acetona P.a- 95%- 20 min.
5.6 - Acetona P.a- 100%- 10 min.
5.7 - Acetona P.a- 100%- 20 min.

6) Pré- Embebicéo:
E feita com banhos, misturando o desidratante com a resina escolhida, em proporcées
gradativas crescentes de resina, com o tempo de no minimo 2 horas em cada banho.

7) Embebicéo:
E feita com um banho de resina 100%, durante 24 horas de preferéncia em rotator.

8) Incluséo:

E feita com moldes de silicone, com resina pura, em estufa com temperatura constante
de 60°C por 72 horas.
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10.1 Aprovagédo do Comité De Pesquisa

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
Projeto N°: 23051

' y v q B OrTMI LM TN I e

Retorna

Imprimii

I Projeto N°: 23051
Titulo: AVALIACAQ ATRAVES DA MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E TRANSMISSAQ DA DENTINA BOVINA APOS O USO DE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE [RRIGACAD

COMISSAQ DE PESQUISA DE ODONTOLOGIA: Parecer

0 objetivo deste estudo experimental, in vitro, randomizado e controlado serd analisar através de microscopia eletrfinica de varredura e de
transmissao, a ultra-estrutura dentindria de dentes bovinos apés a utilizaciio de diferentes protocolos de irrigacdo. Trinta e nove incisivos
inferiores bovinos recém extraidos e limpos, terdo suas coroas removidas, Em sequida, serdo removidas as polpas dentdrias e as amostras
serdo divididas aleatoriamente em 13 grupos (n=3). Totas as raizes serdo identificadas e clivadas longitudinalmente em um fragmento
mesial e outro distal, As seis hemi raizes pertencentes ao grupo 1 serdo imersas em dgua destilada, em cuba de ultrassom, acionada por
dois intervalos de 5 minutos. As demals hemi raizes serdo imersas em EDTA 17%, em cuba de ultrassom, acionada por 5 minutos e em
sequida, em dgua destilada, na cuba de ultrassom, acionada por 5 minutos para obtencdo do padrdo zero, As hemi raizes serdo unidas
novamente, presas em uma morsa e receberdo o protocolo de irrigacio especifico para cada grupe. Em todos os grupos a irrigacio e
aspiracao serdo realizadas simultaneamente, por 3 minutos utilizando 10 ml da solucdo teste destinada a cada grupo, que sdo: dgua
destilada, solugdo fisiolgica 0,9% (Soro), Hipoclorito de Sédio (NaOCI) 2,5% e quconato de clorexidina (CHX) 2%. A ativacdo ultrassdnica
nos grupos indicados, serd feita de forma passiva (AUP) em 3 intervalos de 20 segundos com a solucdo teste no interior do canal e, para os
grupos indicados, serd feita irrigacio/aspiracdo com 2mi de EDTA 17% por 3 minutos. no Grupo 1 dqua destilada; Grupo 2: soro; Grupo 3:
soro & EDTA; Grupo 4: soro e AUP; Grupo 5: soro, AUP e EDTA; Grupo 6: NaOCI; Grupo 7: NaOCl e EDTA; Grupo 8: NaOCl e AUP; Grupo 9:
NaOCl, AUP e EDTA; Grupo 10: CHX; Grupo 11: CHX e EDTA; Grupo 12: CHX e AUP. Grupo 13: CHX, AUP e EDTA, Apds receber o
respectivo protocolo de irrigagdo, cada uma das amostras terd a solugdo irrigadora aspirada do interior do canal radicular com canula de
aspiracdo e este serd completamente seco com pontas de papel. Em seguida, as amostras serdo separadas nos dois fragmentos
longitudinais previamente existentes e, individualmente, serdo colocadas em frascos contendo glutaraldeido 2,5%. Sendo que uma hemi-
raiz de cada espécime serd preparada para posterior avaliagio em microscopia eletrdnica de transmissdo, e a outra hemi-raiz, para
microscopia eletrfnica de varredura. As imagens serdo analisadas qualitativamente e serd feita a andlise descritiva das mesmas quanto aos
aspectos organicos & inorganicos & as possivels alteracfies observadas na ultraestrutura da dentina bovina apds a aplicacio dos diferentes
protocolos de irrigacdn. O projeto encontra-se bem descrito & possui mérito cientifico. O parecer € pela aprovacio.
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10.2 Declaracéo de doacéao de dentes bovinos

DECLARACAO

Declaro que foram doados 50 dentes bovinos destinados a pesquisa,

provenientes de animais abatidos para fins comerciais neste frigorifico.

Santa Cruz do Sul, 18 de abril de 2012.

d uis Pretto
TIAGO PREﬂOH/ Médico Veterinario - CRMV-RS 8479
Diretor Técnico ‘

PISNGF Eettilg FRIGORIFICO GASSEN LTDA.

Frigorifico Gassen LTDA
Linha Nova, Santa Cruz do Sul
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