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VARISE, T. G. Organoclorados gerados pela acdo de hipoclorito de sédio em
substrato orgénico (dentina e polpa). 2013. 120p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

O presente trabalho teve como objetivo identificar, por meio da Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massas (CG-MS), os produtos formados pelo contato do
hipoclorito de sédio (NaOCl) com polpa e dentina bovina. Foram selecionados dentes
incisivos superiores bovinos recém-extraidos. Os dentes bovinos tiveram suas coroas
separadas das raizes, em seguida o tecido pulpar foi removido com o auxilio de limas
Hedstroem e armazenado, a porcdo radicular seccionada teve sua superficie externa
preparada com pontas diamantadas para remoc¢do da camada cementaria, seccionada em
pequenos fragmentos e em seguida foi triturada em um moinho de bola a fim de obter
microparticulas de dentina. Foram preparadas trés diferentes concentragdes de NaOCI
(0,5%, 2,5% e 5,25%). Para analise dos produtos formados na fase volétil, 11mg de polpa
foi colocada em contato com as diferentes concentragdes da solugdo halégena e mantida em
contato sob agitacdo até que fosse observada a total dissolu¢cdo da amostra, em seguida a
fibra de microextragdo em fase sélida (SPME) era exposta dentro do recipiente através da
membrana da tampa por 15 minutos para efetuar a adsorcdo dos produtos formados e
imediatamente injetada no CG-MS para analise. Para dentina, 30mg da amostra foi mantida
em contato com as trés concentracdes do NaOCI sob agitacdo por 15 minutos, em seguida a
fibra de SPME era exposta dentro do recipiente para adsor¢cdo dos produtos formados e
imediatamente injetada no CG-MS para analise. Foi utilizado o mesmo protocolo para analise
da fase aquosa, deste modo, apds a remocdo das fibras para a andlise dos compostos
volateis, foi feita a extracdo da solucdo final obtida por meio de éter etilico puro,
padronizando-se a mistura de 2 ml da solugdo + 2 ml de éter e mantendo sob agitacéo
durante 5 minutos. Seguida a agitacéo, a fase suspensa da mistura era aspirada separando o
éter da fase aquosa da solugéo obtida. O éter contendo os produtos resultantes da interacéo
quimica dos compostos organicos da dentina ou polpa com o NaOCl nas suas diferentes
concentracdes era filtrado e em seguida injetado no CG-MS para analise da fase aquosa das
amostras. As andlises da fase volatil e aquosa tanto da dentina quanto da polpa mostraram
que houve formacédo de cloroférmio, hexacloroetano, diclorometilbenzeno e benzaldeido,
tendo os trés primeiros compostos estrutura quimica que 0s caracterizam como
organoclorados. Conclui-se que houve formacdo de compostos organoclorados quando o
NaOCI foi colocado em contato com substrato orgéanico (polpa ou dentina bovina) em todas
as concentracdes estudadas e que esta formacdo foi diretamente proporcional a
concentracdo do NaOCI utilizado.

Palavras-chave: Hipoclorito de Sodio; Cromatografia Gasosa; Espectrometria de massas;
Organoclorado.
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VARISE, T. G. Organochlorine generated by the action of sodium hypochlorite on
organic substrate (dentin and pulp). 2013, 120 p. Dissertacdo (Mestrado) - Ribeirdo
Preto Dental School, University of Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2013.

The aim of this study was to identify, by means of gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS), the products formed from the contact of sodium hypochlorite (NaOCI) with bovine
pulp and dentin. Freshly extracted maxillary bovine incisors were selected for this purpose.
The crowns were separated from the roots and the pulp tissue was removed with Hedstréem
files and stored. The root portion had its external surface prepared with diamond burs to
remove the cementum layer and was sectioned into small fragments, which were ground in a
ball windmill to obtain dentin microparticles. Three NaOCI concentrations were prepared
(0.5%, 2.5% and 5.25%). For analysis of the products formed in the volatile phase, 11 mg
of pulp tissue was placed in contact with the different halogen solution concentrations and
kept in contact under constant agitation until complete tissue dissolution occurred. Next, the
solid phase microextraction (SPME) fiber was exposed inside the container through the cover
membrane for 15 minutes for adsorption of the formed products and immediately injected
into the GC-MS equipment for analysis. For the dentin, 30 mg of sample was kept in contact
with the three NaOCI concentrations under constant agitation for 15 minutes, and then the
SPME fiber was exposed inside the container through the cover membrane for 15 minutes for
adsorption of the products and immediately injected into the GC-MS equipment for analysis.
The same protocol was used for analysis of the aqueous phase. In this way, after removal of
the fibers for analysis of the volatile compounds, the final solution was extracted using pure
ethyl ether, standardizing the mixture of 2 mL of solution plus 2 mL of ether, under constant
agitation during 5 minutes. Next, the suspended phase of the mixture was aspirated,
separating the ether from the aqueous phase of the obtained solution. The ether containing
the products resulting from the chemical interaction between dentin/pulp organic compounds
with the different NaCl concentrations was filtered and then injected into the GC-MS
equipment for analysis of the aqueous phase of the samples. Analysis of the agueous and
volatile phases of both dentin and pulp showed formation of chloroform, hexachloroethane,
dichloro-methyl-benzene and benzaldehyde, the first three compounds exhibiting chemical
structure that characterize them as organochlorides. It may be concluded that there is
formation of organochlorine compounds when NaOCI was placed in contact with an organic
substrate (bovine pulp or dentin) at all tested concentrations and that it was directly
proportional to the NaOCI concentration.

Key words: Sodium  Hypochlorite; gas chromatography; Mass  spectrometry;
organochlorine.
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O sucesso do tratamento endoddntico (cura e reparo dos tecidos envolvidos)
vem sendo pesquisado desde o final do século XIX por profissionais e pesquisadores
que se dedicavam a terapéutica endododntica (KIRK, 1893; CALLAHAN, 1894)
baseada na limpeza, antissepsia e a conformacdo do canal radicular para posterior
obturacdo (VERSIANI et al, 2011).

O éxito do tratamento endoddntico é atingido quando se respeita as diferentes
fases: preparo biomecéanico, controle da desinfeccdo e obturacdo dos canais
radiculares proporcionando ao tecido periapical niveis compativeis para seu reparo
(METZGER et al, 2010; SIQUEIRA, 2011).

O preparo biomecanico, compreendido como a fase de agdo dos instrumentos e
solu¢Bes quimicas no interior do canal radicular, € uma das etapas que exige muito
cuidado no tratamento endodéntico e tem sido insistentemente estudado ha mais de
um século por varios pesquisadores demonstrando a importancia do assunto
(CALLAHAM, 1894; GROSSMAN, 1943; STEWART, 1955; INGLE & ZELDOW, 1958;
GROSSMAN, 1960; SCHILDER, 1974; WEINE, 1976; LEONARDO & LEAL, 1991;
DEUS, 1992; ESTRELA et al, 2003; PAQUE & PETERS, 2011; HASHEM et al, 2012;
RIBEIRO et al, 2012).

A limpeza dos canais radiculares é dificultada principalmente pelas variacdes da
anatomia interna dos dentes que impede a atuagdo dos instrumentos em
determinadas areas (VERSIANI et al, 2011; SOUZA et al, 2012), assim julga-se
extremamente importante a utilizacdo de substancias quimicas auxiliando na
dissolucdo dos tecidos (PALAZZI et al, 2012) e na diminuicio do numero de
microrganismos (ESTRELA et al, 2007; GOMES et al, 2009; ROCAS & SIQUEIRA,
2011a; WANG et al, 2012; PAIVA et al, 2013). Portanto, essas solu¢des auxiliares
devem apresentar propriedades fisico-quimicas que as qualifiguem para esses atos,
tais como: 1- acdo fisica pela movimentacdo hidraulica (irrigacdo e aspiracdo) que
remove do interior dos canais radiculares detritos que estejam dissolvidos ou em
suspensdo; e 2- acdo quimica propriamente dita, pois devem possuir propriedades
antimicrobiana e solvente de tecidos vivos e necroticos.

Na busca pela solucdo irrigante ideal, ao longo dos anos varias solucdes
quimicas auxiliares da instrumentacdo tém sido desenvolvidas, defendidas e

empregadas.
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O hipoclorito de sodio possui férmula molecular NaOCI, massa molar de
74,44g/mol, densidade de 1.07 a 1.14 g/cm3, ponto de ebulicdo em torno de 101°C,
é totalmente miscivel em agua e possui tensédo superficial em torno de 70 dinas por
cm (MILANO et al. 1963, PECORA et al. 1992 e SPANO et al, 2001)

o T
Na*
KA

O hipoclorito de sodio ndo existe no estado de p0, mas somente em solucédo
aquosa. Estando em solucdo aquosa, encontra-se em um equilibrio quimico
dindmico, onde pode apresentar-se como um sal ndo dissociado, dando origem a
outras substéncias ou apresentando-se também totalmente dissociada. Essa solu¢éo
aquosa de hipoclorito de sédio, devido ao seu equilibrio quimico dinamico, pode ser

representada pela seguinte reacdo quimica (Reacao I):

NaOCl + H,0 ¢ NaOH + HOCI <» Na™ + OH + H"™+ OClI" —> O, + Cl,

As reacdes quimicas entre os componentes do tecido pulpar e as substancias
presentes na solucdo de hipoclorito de sédio responsaveis pelo processo de
dissolucéo tecidual, como citadas por PUCCI (1945) e SPANO et al (2001), podem ser

vistas a sequir:
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@)
] I
R-C-O-R + NaOH = R-C-O-Na + R-OH (Reacdo Il)
Acido graxo Hidréxido de sodio Sabzo Glicerol
H o H o
R-C-O-C + NaOH R-(I'_:-O-C\ + H,O (Reacéo Ill)
NHE OH NH, ONa
Aminodcido Hidréxido de sédio sal Agua
H o ¢ o
R-C-O-Q + HOCI R-(:.)-O-C\ + H,O (Reagéo IV)
NH, OH NH, OH
Aminoacido Acido hipocloroso Cloramina Agua

Pela andlise ou interpretacdo das reacdes | a IV pode-se entender as acdes do

hipoclorito de sédio:

O hidréxido de sédio € um potente solvente organico e de gordura
formando sabdes (saponificacdo) (SIRTES et al, 2005; CLARKSON et al,
2006).

Eficaz em condicbes aerObicas e anaerObicas na eliminacdo de

microrganismos (YANG et al, 1995).

O é&cido hipocloroso é um potente agente antimicrobiano por liberar cloro
nascente que se combina com o grupo amina das proteinas, formando as
cloraminas. O acido hipocloroso (HOCI) sofre decomposi¢do pela acdo da
luz, do ar e do calor liberando cloro livre e, em secundariamente oxigénio

nascente.

4HOCI —> O, + 2H,0 + 2Cl,

Neutraliza produtos toxicos - atua sobre as proteinas.

Acdo antimicrobiana (ESTRELA et al, 2003; PAIVA et al, 2013).
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e« pH alcalino - Neutraliza a acidez do meio, tornando-o improprio para o

desenvolvimento bacteriano.

« Desidrata e solubiliza proteinas, transformando-as em materiais facilmente
eliminaveis.
o« Em baixas concentracdes e neutralizadas, como a Solugdo de Dakin, néo

irrita os tecidos vivos (HOLLAND et al, 1992).
» Agente clareador - potente fonte de agente oxidante.

e Agente desodorizante por atuar sobre produto em decomposicao,

transformando amina em cloramina.

Os hipocloritos sédo conhecidos como compostos halogenados e segundo PUCCI
(1945), a introducdo de uma solucédo de hipoclorito de sodio no arsenal terapéutico
data de 1792 com o nome de agua de Javelle, uma mistura de hipoclorito de sédio e
potassio. Em 1820, o quimico francés La Barraque introduziu o hipoclorito de sédio a
2,5%, que ficou conhecido como licor de La Barrague e era utilizada como
desinfetante de feridas.

DAKIN, H. D. em 1915 observou que ao tratar feridas de guerra com hipoclorito
de sbédio a 2,5% (Solucdo de La Barraque), obtinha-se desinfeccdo, porém a
cicatrizacdo da ferida era demorada. Foi constatado que o mesmo era resultado
mesmo quando feridas eram tratadas com hipoclorito de sédio a 0,5%. Ele observou
gue a demora de cicatrizacdo ocorria devido o grande teor de hidroxido de sodio
presente nas solugdes de hipoclorito, independente de sua concentracdo. Com base
neste raciocinio, Dakin neutralizou a solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5% pH 11,
com acido bodrico (0,4%). A partir de entdo, com um pH préximo do neutro, as
solucbes de hipoclorito de sédio conseguiu manter seu poder de desinfec¢do das
feridas sem o efeito indesejavel da acdo das hidroxilas sobre os tecidos vivos. Ele
verificou que o hipoclorito de sodio, quer a 2,5% ou a 0,5% apresentava 0 mesmo
pH, em virtude das hidroxilas livres. Com a adi¢do do acido bérico ocorria a formacéo
do borato de sédio na solucdo, evitando assim a presenca de hidroxilas livres,

irritantes dos tecidos.
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Assim como a solucdo de Dakin é neutralizada com acido badrico, solucdes de
hipoclorito de sodio a 0,5% neutralizada com bicarbonato de s6dio recebem o nome
de Solucédo de Dausfrene.

O liquido de Dakin teve seu uso difundido na Odontologia no ano de 1917
quando BARRETT relatou sua eficiéncia como agente antisséptico e no ano seguinte,
em 1918, TAYLOR & AUSTIN demonstraram a acdo solvente do liquido de Dakin em
tecidos necrosados e observaram, também, que essa solucdo era pouco irritante aos
tecidos vivos.

Buscando solu¢cbes com maior poder de atuacdo de dissolucdo dos tecidos
organicos e de combate aos microrganismos, a partir de observacdes clinicas feitas
em 1936, WALKER iniciou o uso de hipoclorito de sédio com 5% de cloro ativo em
tratamentos endoddnticos. Essa solugdo denominada Soda Clorada ou Soda Clorada
Duplamente Concentrada passou a ser amplamente difundida como solu¢éo irrigante
de canais radiculares.

GROSSMAN & MEIMAN (1941) afirmaram a superioridade do poder de solvéncia
de tecidos do hipoclorito de sédio a 5% em relacdo as outras substéncias utilizadas
na época e em 1943, GROSSMAN iniciaria, baseado em suas pesquisas, 0 USO
alternado da solucéo de hipoclorito de s6dio 5% com o peroxido de hidrogénio a 3%
(10 volumes) para aumentar o poder de limpeza da solucdo auxiliar ao conseguir a
liberacdo de oxigénio nascente.

ESTRELA et al (2003) pesquisaram a atuacdo do hipoclorito de sodio e
clorexidina a 2% como agentes antimicrobianos apontando a necessidade do contato
direto do NaOCl com o microrganismo para o0 sucesso do controle da contaminagéo.
Em 2007, ESTRELA et al pesquisaram a atuacdo de algumas solucgdes irrigantes,
inclusive do NaOCI, pelo tempo de 20 minutos e nenhuma solucdo foi capaz de
eliminar E. faecalis no tempo estudado, apontando a importancia do tempo de
contato da solu¢gdo com o microrganismo.

GOMES et al (2009) compararam a eficacia do hipoclorito de sodio a 2,5% e do
gel de clorexidina a 2% na eliminacdo lipopolissacarideo bacteriano em dentes com
necrose pulpar ou periodontite apical, confirmando a importancia das solucfes
testadas na diminuicdo dos microrganismos existentes, porém alertando sobre a

ineficacia de ambos na eliminacdo das endotoxinas dos canais radiculares infectados.
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Em 2010, RETAMOZO et al pesquisaram o poder de eliminacdo de
Enterococcus faecalls por diferentes concentracdes de NaOCl e em diferentes tempos
concluindo que a eliminacdo da bactéria tem uma relacdo diretamente proporcional
com a concentracdo do hipoclorito utilizada e o tempo de contato.

ROCAS & SIQUEIRA (2011a) compararam a capacidade de eliminacdo de
microrganismos utilizando hipoclorito de sédio a 2,5% e clorexidina a 0,12% durante
o tratamento endodobntico concluindo que ambos conseguiram uma reducao
significativa no nimero de microrganismos, em canais radiculares infectados, sem
diferencas significativas entre estas substancias.

Ainda em 2011b, ROCAS & SIQUEIRA estudaram o efeito do hipoclorito de
sodio durante o preparo biomecanico e da pasta de hidroxido de calcio como curativo
entre sessbes concluindo que os niveis de microrganismos foram substancialmente
reduzidos apds o preparo quimico-mecanico e medicacdo intracanal, no entanto, a
presenca de niveis detectaveis de bactérias que persistem em muitos casos indica a
necessidade da busca de estratégias mais eficazes no combate aos microrganismos.

O uso de sistemas ultrassonicos para auxiliar na diminui¢cdo dos microrganismos
presentes no canal radicular foi estudado por varios pesquisadores como
GRUNDLING et al (2011) demonstrando que a agitacdo ultrassdnica pode ajudar na
limpeza do canal radicular, no entanto, o principal papel na eliminacdo de
microrganismos é desempenhado pela solucéo irrigante.

SEET et al (2012) mostraram que o NaOCI diminui porém nédo elimina todos os
microrganismos existentes no conduto, sendo necessario métodos complementares
para auxiliar a diminui¢cdo da contamina¢do como o uso de sistemas ultrassonicos.

PAIVA et al (2012) apontaram a eficiéncia do preparo biomecanico utilizando
NaOCl a 2,5% como solucdo irrigante, porém aponta a importancia de medicamentos
intracanais entre sessdes para auxiliar na diminuicdo dos microrganismos presente
no conduto radicular.

A eficacia antimicrobiana do hipoclorito de sédio, com base no seu elevado pH
(acdo dos ions OH"), é semelhante ao mecanismo de acdo do hidréxido de calcio. O
pH elevado do hipoclorito de sd6dio atua na integridade da membrana citoplasméatica
com uma inibicdo enzimatica irreversivel, causando alteracbes no metabolismo

celular de biossintese e degradacdo de fosfolipidios. Estudos recentes tém
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demonstrado que as alteracbes no pH podem alterar as capacidades antimicrobiana
e proteoliticas destas solugbes (ZEHNDER et al, 2002; CHRISTENSEN et al, 2008;
CAMPS, 2009; AUBUT et al, 2010).

A partir de observagbes in vitro, SIRTES et al (2005) afirmaram que uma
solucédo de NaOCl a 1% deve ser suficiente para dissolver todo o tecido da polpa no
decorrer de uma sessdo de tratamento endoddntico dependendo do tempo de
atuacdo. Deve compreender-se que, durante a irrigacdo, nem sempre a solucédo de
hipoclorito de sodio atinge todo sistema de canais e a concentracdo da solugdo pode,
portanto, ndo desempenhar um papel decisivo.

Mais importante que a concentragdo da solugdo irrigante, é a sua capacidade
de contato com toda area do canal radicular, sendo que sua auséncia resulta em
uma regido ndo desinfetada e com remanescente de material organico e/ou
microrganismos.

O aumento de concentracdo do hipoclorito de sodio e o tempo de contato com
0 substrato € diretamente proporcional ao efeito antimicrobiano e a capacidade de
dissolucdo do tecido e inversamente proporcional ao grau de compatibilidade
bioldgica.

A dissolucdo do tecido pulpar pelo hipoclorito de sddio é fundamental, pois o
campo operatério na endodontia é composto por um sistema de canais radiculares
sendo que boa parte desse sistema € inacessivel aos instrumentos endoddnticos
(PETERS et al, 2001; MANNAN et al 2001; ROSSI-FEDELE & DE FIGUEIREDO, 2008;
VERSIANI et al, 2011; SOUZA et al, 2012). Ela acaba por ajudar na limpeza dos
canais radiculares pela transformacdo de subst@ncias insollveis (tecido pulpar e
restos necroticos) em substancias solUveis como os sabdes, cloraminas e sais de
aminoacidos além da acdo dos sabBes produzidos na reacdo que mantém corpos
gordurosos em suspensao (micelas) passiveis de serem aspirados.

Sabendo da toxicidade relacionada ao hipoclorito quando usado sobre altas
concentragdes, foram estudadas outras formas possiveis de melhorar a eficacia da
solucdo na dissolugdo do tecido pulpar. O aumento do pH (CHRISTENSEN et al,
2008) e da temperatura das solucbes (SPANO et al, 2001), a ativacdo das solucdes
por ultrassons e tempo de trabalho prolongado (KAMBURIS et al, 2003; ZEHNDER,

2006) sdo maneiras de otimizar o uso no NaOCI.
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SPANO et al (2001) pesquisaram o poder de solvéncia de tecidos de quatro
diferentes concentracbes de NaOCl e concluiram que a  concentracdo era
inversamente proporcional a velocidade de solvéncia dos tecidos, todas as
concentragbes de hipoclorito de sddio reduziu o pH e a tensdo superficial e as
concentragbes mais elevadas da solucdo tinha o menor consumo de cloro durante a
dissolucéo do tecido.

Em 2008, ROSSI-FIDELE & DE FIGUEIREDO testaram a capacidade de
dissolugdo tecidual do hipoclorito de sédio a 4% em diferentes temperaturas e
salientaram a eficiéncia do aumento de temperatura da solucdo irrigante, porém
apontaram um platd em sua capacidade de solvéncia dos tecidos quando a
temperatura chegou a 60°C.

IRALA et al (2010) avaliaram a capacidade de dissolugédo tecidual variando a
concentracdo do hipoclorito de sodio (1% e 2,5%) e combinando ou ndo EDTA 17%
a solucdo irrigante, medindo os valores do pH das solu¢cdes antes e apds 0s
experimentos. A combinacdo de hipoclorito com o EDTA 17% nao foi capaz de
dissolver o tecido pulpar enquanto o aumento da concentracdo aumentou o poder de
solvéncia da solucéo irrigante frente ao substrato. Os valores do pH nas solugbes de
hipoclorito de sédio a 1 e 2,5% antes e apdés 0 experimento mantiveram-se
constantes.

STOJICIC et al (2010) testaram diferentes concentracbes e temperaturas de
hipoclorito de sodio utilizando ou ndo sistemas ultrassénicos para avaliar solvéncia de
tecidos. Os resultados indicaram que o aumento da concentracdo, da temperatura,
do fluxo da substancia irrigante e o uso de sistemas ultrassénicos podem melhorar a
atuacdo do hipoclorito em até 50 vezes.

Assim como muitos pesquisadores buscam novas solugbes irrigadoras,
COBANKARA et al (2010) avaliaram o poder de dissolucao tecidual do hipoclorito de
sodio 5,25% comparado com o dioxido de cloro a 13,8%, uma substancia com fortes
propriedades antimicrobianas, compatibilidade com tecido vivo e facilidade de uso.
Os resultados mostraram semelhanca na atuacdo das solucBes testadas, porém
salientam a importancia de mais pesquisas para os efeitos do didxido de cloro sobre

bactérias dentro dos tubulos dentinarios e concentracéo inibidora minima.
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Durante a dissolucdo tecidual ha pequena queda no pH da solucdo de
hipoclorito de sodio, altamente alcalina, devido as reacdes entre a solucdo irrigante e
0 substrato orgéanico envolvidos no tratamento endodéntico, provocando liberacdo de
jons cloro. Visando otimizar a solvéncia de tecidos, JUNGBLUTH et al (2011)
adicionaram hidroxido de sodio, outra substancia altamente alcalina, ao hipoclorito
de sodio afim de manter o pH da solucédo irrigante durante a dissolucédo tecidual.
Comparando a nova solucdo a solucdo de hipoclorito de sédio, os resultados
apontaram que as novas soluc¢des tinham os valores do pH inalterados mesmo apods
0s experimentos e provocavam maior perda de peso de tecido.

PALAZZI et al (2012) estudaram a tensdo superficial de diferentes solucdes
irrigantes a base de hipoclorito de sédio (hipoclorito de sédio a 5,25%, Chlor-Xtra,
Hypoclean A e B) e concluiram que as solu¢gdes modificadas com surfactantes tinham
valores significativamente menores de tensdo superficial resultando em maior
contato com as paredes da dentina, atingindo mais facilmente areas ndo atingidas
pelos instrumentos endodbnticos, bem como permiti uma maior eficacia
antimicrobiana e solvéncia tecido de polpa.

Muitas pesquisas mostram a relacdo direta entre o tempo de contato e
concentracdo do hipoclorito de sédio com a sua eficiéncia na eliminacdo de
determinados microrganismos. No entanto, além de concentracfes elevadas serem
potencialmente toxicas para tecidos periapicais (MEHRA et al, 2000; GERNHARDT et
al, 2004; BARNHART et al 2005), também ha relatos de alteragfes nas propriedades
mecanicas da dentina radicular, tais como diminuicdo da microdureza e rugosidade
apoés a exposicdo ao hipoclorito de sédio em concentragdes de 2,5% e 5,25% (ARI et
al, 2004).

Em 1995, SAQUY et al analisaram a microdureza da dentina quando tratada
com edta, solucdo de Dakin ou associacdo EDTA + solucdo de Dakin ou agua e
observaram que a dureza da dentina ndo é afetada pela agua ou pelo liquido de
Dakin isoladamente. Todavia, quando a agua ou o liquido de Dakin sdo associados
ao EDTA, ocorre a descalcificacdo da dentina resultando na diminuicdo da sua
microdureza.

Uma solucdo de 5,25% de hipoclorito de sédio reduz significativamente os

modulos de elasticidade e resisténcia a flexdo da dentina humana comparada ao soro
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fisiologico, enquanto que uma solucdo a 0,5% n&o causa 0 mesmo impacto sobre a
dentina (SIM et al, 2001). Essa diminuicdo da elasticidade da dentina € causada,
provavelmente, pela acdo proteolitica do hipoclorito de sédio concentrado sobre a
matriz de colageno da dentina.

BARBOSA et al (1994) estudaram o efeito do hipoclorito de sédio a 5% e do
peréxido de hidrogénio a 35% sobre a permeabilidade e perda de peso da dentina,
constatando o aumento da permeabilidade e a perda de cerca de 14% do peso seco
da dentina em 24h quando utilizado o NaOCI.

GUERISOLI et al (1998) analisaram a agdo do hipoclorito de sodio em diversas
concentracfes sobre a estrutura dentinaria e concluiram que a dentina mineralizada
apresenta perda de massa quando submetida por uma hora a acéo do hipoclorito de
sodio, senda esta perda estatisticamente semelhante para todas as concentragdes e
0 colageno dentindrio apresenta perda de massa diretamente proporcional a
concentracdo de hipoclorito de sodio, quando submetido a esta solu¢do por uma
hora.

PECORA et al (1998) estudaram o efeito de reducdo da tensdo superficial de
diferentes concentracdes de solucdes de hipoclorito de soédio na permeabilidade da
dentina radicular e concluiram que, comparadas a agua, todas as concentracdes de
hipoclorito de sédio testadas aumentaram a permeabilidade dentinaria e atingiram
valores de permeabilidade mais elevados quando as soluc¢des de hipoclorito de sodio
foram associadas com 0,1% de lauril dietilinoglicol éter sulfato de sodio.

MOREIRA et al (2009) analisaram as alteracbes causadas na estrutura da
dentina bovina quando tratadas com hipoclorito de sodio a 5,25% associado ou nédo
a EDTA 17% e clorexidina 2% associada ou ndo a mesma solucdo quelante
concluindo que o hipoclorito de sodio associado ao ndo causa altera¢cdes no colageno
da dentina e os grupos tratados com EDTA 17% associados ou ndo com outras
substéncias, apresentavam areas de desmineralizacéo.

Durante o tratamento endodontico, o hipoclorito tem contato direto e constante
com tecido conjuntivo de origem mesodérmica: a polpa, rica em compostos
organicos e a dentina, um tecido conjuntivo altamente diferenciado, constituida por
tabulos dentinérios, dentina peritubular e intertubular (TEN CATE, 1994). Esta ultima

€ composta em cerca de 50% em peso pela fase mineral, 40% pela fase orgéanica e
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10% pela fase aquosa, semelhante a formacdo do osso (WANG & WEINER, 1998).
Noventa por cento do peso dessa fase organica é constituida por colageno, uma
proteina, que é quase exclusivamente do tipo | (LINDE & ROBINS, 1988; GOLDBERG
& TAKAGI, 1993) e é responsavel pela formagdo da estrutura fibrosa tridimensional
da matriz dentinaria.

Os organoclorados, normalmente encontrados em quantidades muito pequenas
na natureza, sdo gerados pelo contato de substancias a base de cloro com tecido
organico composto por cadeias carbdnicas, sdo neurotoxinas, altamente lipofilicas,
quimicamente estavel e persistente no meio ambiente. Em virtude de sua toxicidade
para algumas plantas e insetos, muitos desses compostos organoclorados,
produzidos sinteticamente pela acdo de cloro elementar sobre hidrocarbonetos
derivados do petréleo, tem tido um amplo uso como pesticida. Outros
organoclorados sdo utilizados extensivamente nas industrias de plasticos e
eletrbnica.

A ligacdo carbono-cloro caracteriza-se por ser dificil de romper, e a presenca do
cloro reduz também a reatividade de outras ligacdes das moléculas organicas. Para
muitas aplicacdes, a falta de reatividade é uma vantagem importante. Porém, essa
mesma propriedade significa que, uma vez que os organoclorados tenham entrado
no ambiente, eles degradam-se muito lentamente, tendendo, portanto, a se
acumular. Além disso, a maioria dos compostos organoclorados é hidrofébica: eles
ndao se dissolvem facilmente em agua, mas sao facilmente solUveis em meios
semelhantes ao hidrocarboneto, tais como 6leos ou tecidos adiposos.

A falta de uma via eficiente para a degradacdo dos compostos organoclorados
em combinacdo com a sua hidrofobicidade tem levado a seu acimulo em organismos
vivos, incluindo peixes, humanos e outros animais. De fato, todo o planeta, incluindo
a totalidade dos seres vivos, sofre uma contaminagcdo de baixo nivel por esses
produtos quimicos. Muitos esfor¢cos dos Orgdos governamentais e de grupos
ambientais nas décadas passadas foram no sentido de documentar essa
contaminacado e regulamentar o uso dos compostos organoclorados, impedindo que
suas concentracBes atinjam niveis perigosos, particularmente em nossa dieta

alimentar (BAIRD, 2002a).
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Trabalhos mostram a preocupacao do impacto da formacdo dos organoclorados
nas redes de tratamento de agua (WHO, 1996; IVANCEV-TUMBAS et al, 1999;
PICHON, 2000) e do seu uso nos pesticidas na agricultura (ISCAN et al, 2002;
KARAMI-MOHAJERI & ABDOLLAHI, 2011) devido a sua toxicidade.

Embora a carga ambiental de alguns pesticidas organoclorados tenha diminuido
lentamente em muitas areas do mundo devido a restricdo de seu uso e producdo
(SANDERS et al., 1994; BIGNERT et al., 1998; GLYNN et al, 2000), em humanos o
acumulo desses ainda geram preocupacdes (BROUWER et al., 1995; HUISMAN et al.,
1995; WEISGLAS- KUPERUS et al.,, 1995; KOOPMAN-ESSEBOM et al., 1996;
ROTHMAN et al., 1997; PATANDIN et al., 1999).

Alguns pesticidas a base de organoclorados conhecidos como poluentes
orgéanicos persistentes (POPs) sdo hidrofébicos, possuem tempo de meia-vida longo
e os tendem a acumular no tecido adiposo de animais e humanos (DE VOOGT et al,
1999). Esses POPs podem acumular em moléculas de lipidio de diferentes 6rgéos do
corpo humano envolvidos no metabolismo de carboidratos, proteinas e gorduras
como no figado, pancreas, camada adiposa, musculos e sangue (MUSSALO-
RAUHAMAA, 1991; HADDAD et al, 2000) alterando a glicolise, gliconeogenese desses
orgaos (RAHIMI & ABDOLLAHI, 2007).

O cloro (Cl,) é o desinfetante mais utilizado no tratamento da agua, devido a
sua facilidade de utilizagéo, baixo custo e suas eficazes propriedades germicidas. No
entanto, o cloro também reage com a matéria organica dissolvida de modo a formar
subprodutos de desinfeccdo, tais como trialometanos (cloroférmio) e &cidos
haloacéticos. Apesar da desinfec¢cdo da agua, considerada um dos principais avangos
da saude publica, ser responsavel pela diminuicdo da mortalidade por doencas
infecciosas (BOORMAN et al, 1999), alguns produtos sdo formados quando utilizados
certos desinfetantes (cloro, ozoénio, diéxido de cloro ou cloraminas) que reagem com
matéria organica natural durante a producdo de agua potavel (RICHARDSON et al,
2007) e a exposicdo diaria e ao longo da vida com agua clorada pode representar um
perigo a salude humana por causa das caracteristicas carcinogénicas e mutagénicas
dos compostos originados.

Estudos epidemiolégicos mostram a correlacdo entre o consumo de &gua
clorada e o aumento do risco para o cancer (CANTOR, 1997; KOIVUSALO et al, 1997,
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TAO et al, 1999) e confirmada por estudos de carcinogenicidade a longo prazo em
ratos (HERREN-FREUND & PEREIRA, 1986). BAIRD (2002b) cita a relacdo entre a
cloracdo da agua com os indices de cancer em varias comunidades dos Estados
Unidos. Os problemas de saude publica causados pela desinfeccdo da &gua é
atualmente uma grande preocupacdo em todo mundo.

No corpo humano, ha relatos de que os organoclorados podem apresentar
riscos a saude como alteracdo do metabolismo e das funcdes vitais celulares
resultando em sua morte por necrose ou apoptose in vivo (DATTA et al, 1992; LU et
al, 2002; ABDOLLAHI et al, 2004; YUAN et al, 2006; RICHARDSON et al, 2007;
SOLTANINEJAD & ABDOLLAHI, 2009) ou in vitro (BOORMAN et al, 1999; LU et al,
2004; YUAN et al, 2005), toxicidade cuténea, imunotoxicidade (EXON et al, 1987),
efeitos reprodutivos e teratogenicidade, a desregulacdo enddcrina e de
carcinogenicidade (MOSER et al, 1992; WHO, 1998), sendo hipdtese inclusive de
afetar a fertilidade do homem (COLBORN et al, 1993; SHARPE & SKAKKEBAEK, 1993;
TOPPARI et al, 1996) e apontado como um dos possiveis responsaveis pelo cancer
de mama entre as mulheres (WASSERMANN et al, 1976; MUSSALO-RAUHAMAA et al,
1990; FALCK et al, 1992; WOLFF et al, 1993; DEWAILLY et al, 1994; GUTTES et al,
1998; HOYER et al, 1998; OLAYA-CONTRERAS et al, 1998).

Diante do exposto acima e considerando o uso comprovado e difundido do
hipoclorito de sodio em suas diferentes concentracbes durante a terapéutica
endodontica, mais pesquisas precisam ser realizadas com o intuito de se verificar o
potencial risco de sua utilizacédo, devido aos varios produtos toxicos oriundos da sua
reacdo com o0s tecidos orgéanicos presente no interior do sistema de canais

radiculares.
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O objetivo do presente trabalho consiste em determinar, por meio da
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas, 0s produtos originados
a partir do contato de diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio com polpa e

dentina bovina.
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Para facilitar a compreensdo da metodologia empregada neste trabalho, este
capitulo foi dividido em tépicos, a saber: 1. Substratos Organicos; 2. Reagentes; 3.
Equipamentos e materiais utilizados; 4. Preparo dos substratos e dos reagentes; 5.
Método de extracdo para analise em Cromatografia Gasosa acoplada em
Espectrometria de Massas (CG-MS); 6. Otimizacdo do CG-MS para andlise dos
produtos gerados pela decomposicdo do material organico pelo NaOCI; 7. Curva de

calibracdo das amostras.

1. Substratos Organicos

¢ Dentina bovina

e Polpa bovina

2. Reagentes

Os reagentes utilizados neste trabalho:
e Hipoclorito de Sodio 10%
e H20O Deionizada, Quimis®
e Eter Etilico Merck Millipore®

3. Equipamentos e materiais utilizados

e Cromatografo Gasoso QP 2010 Plus Shimadzu® equipado com detector
de Massas. Utilizou-se o hélio como gas de arraste. Os cromatogramas
foram registrados em computador através do programa GCSolution

responsavel pela integracdo dos picos (Figura 1).
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Figura 1. Vista geral do equipamento (Cromatdgrafo Gasoso acoplado com
Espectrometro de Massas) utilizado nas analises

e Deionizador de Agua, QUIMIS®.

e Fibra de microextracgho em fase solida (SPME) —  65um
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno (PDMS/DVB) versdo azul SUPELCO®
acoplada a holder (Figura 2).

- TIUETTERTRRTANT - S —_—

eeeD——————

E.

Figura 2. A) Fibra SPME — 65um (PDMS/DVB) versdo azul. B) Exposi¢do da
fibra. C) Holder para fibra SPME.

e Balanca Analitica Mettler Toledo® AG245

e Tubo plastico transparente com tampa de 1,7ml - Eppendorf®.
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e Micro seringa - Hamilton CO. Reno. Nevada Gastight® # 1002 - 2 mL.

e Filtro organico Ministart celulose regenerada 15 mm 0,45 pm, Sartorius®

e Ponta diamantada 2068G — KG Sorensen® - Cotia - SP

e Disco diamantado flexivel 7010 (mono face) - KG Sorensen® - Cotia - SP

e Micromotor pneumatico N270/peca reta - Dabi Atlante® - Ribeirdo Preto -
SP

e Limas Hedstroem 12 série - Maillefer®, Dentsply® - Suica

e Agitador Magnético sem aquecimento modelo 751 - Fisatom®

e Moinho de bola MLW® - Alemanha

4. Preparo dos Substratos Organicos; dos reagentes.

4a. Preparo dos Substratos Organicos

Os dentes bovinos recém-extraidos tiveram suas coroas separadas das raizes
com a ajuda de disco diamantado flexivel 7010 mono face (KG Sorensen®) acoplado
em micromotor pneumatico N270/peca reta (Dabi Atlante®). Em seguida, o tecido
pulpar foi removido da porcdo radicular com o auxilio de limas Hedstroem
(Dentsply®, Maillefer®), pesado (Balanca Analitica Mettler Toledo® AG245), separado
em porcbes de aproximadamente 11 mg e armazenado em geladeira em tubos
Eppendorfs® contendo &gua deionizada (Quimis®) de modo a manter suas
caracteristicas. A porcéo radicular seccionada teve sua superficie externa preparada
com pontas diamantadas 2068G (KG Sorensen®) para a remocdo da camada
cementaria, seccionada em pequenos fragmentos e em seguida foi triturada em um
moinho de bola (MLW® - Alemanha) a fim de obter microparticulas de dentina.
Depois de triturada, a dentina bovina foi pesada (Balanca Analitica Mettler Toledo®
AG245) e separada em porcdes contendo 30 mg e armazenadas em Eppendorfs®

mantidos em temperatura ambiente (Figura 3).
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Figura 3. Processo de preparo do substrato organico. A) Sec¢do da coroa e raiz
do dente bovino. B) Remogado da polpa. C) Preparo da superficie externa da raiz
para remoc¢ao da camada cementaria. D) Fragmentacdo da raiz para facilitar sua

trituracdo. E) Moinho de bola MLW® utilizado para triturar os fragmentos de
dentina bovina.

4b. Preparo dos reagentes

As amostras de NaOCl 0,5%, 2,5% e 5,25% foram obtidas a partir da diluicdo

do NaOCl 10% em &gua deionizada e imediatamente tituladas pelo método da
iodometria.

5. Método de extracado para analise em Cromatografia Gasosa acoplada
em Espectrometria de Massas (CG-MS)

5a. Analise das Polpas: extracédo dos volateis
As amostras das polpas previamente pesadas, separas e armazenadas de modo
a manter suas caracteristicas, foram colocadas em recipiente de vidro com tampa

contendo 2 ml de NaOCI| nas concentracdes descritas no item 4b. Assim foram
obtidos os seguintes grupos:
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e Polpa bovina (11 mg) + NaOCI 0,5% (2 ml)
e Polpa bovina (11 mg) + NaOCI 2,5% (2 ml)
e Polpa bovina (11 mg) + NaOCI 5,25% (2 ml)

*Todas as amostras acima foram feitas em triplicatas.

Os recipientes contendo a polpa bovina e a respectiva solucdo de hipoclorito de
sodio foram mantidos sob agitacdo (agitador magnético sem aquecimento -
Fisatom®) para garantir o contato do liquido em toda superficie externa do material
organico até que pudesse observar a total dissolu¢cdo do material pelos compostos
halogenados. A seguir, ainda sob agitacdo, a Fibra SPME (65um PDMS/DVB
SUPELCO®) acoplada a holder era inserida dentro do recipiente através da
membrana existente na tampa do mesmo e exposta pelo tempo de 15 minutos, sem
tocar a fase aquosa, com o intuito de efetuar a adsorcdo dos volateis gerados pela
dissolucdo do material organico em contato com as diferentes concentracbes de
NaOCI (Figura 4).

Figura 4. Insercéo da fibra SPME dentro do recipiente através
da membrana para adsor¢do dos produtos volateis gerados pela
dissolucdo do material organico em contato com diferentes

concentrag6es de NaOCI.
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ApOs o tempo de exposicdo da fibra (15 minutos) a mesma era retirada do
recipiente da amostra e imediatamente injetada no CG-MS (permanecendo por 5

minutos) para analise dos compostos volateis (Figura 5).

Figura 5. Injecéo da fibra impregnada no CG-MS para anélise dos compostos.

5b. Analise das Dentinas: extracdo dos volateis

As amostras de dentinas previamente preparada, pesadas e armazenadas de
modo a manter suas caracteristicas, foram colocadas em recipiente de vidro com
tampa contendo 2 ml de NaOCI nas concentracdes descritas no item 4b. Assim foram

obtidos os seguintes grupos:

- Dentina bovina (30 mg) + NaOCI 0,5% (2 ml)
- Dentina bovina (30 mg) + NaOCI 2,5% (2 ml)
- Dentina bovina (30 mg) + NaOCI 5,25% (2 ml)

*Todas as amostras acima foram feitas em triplicatas.

Os recipientes contendo a dentina bovina e a respectiva solu¢do de hipoclorito

de sédio foram mantidos sob agitacdo (agitador magnético sem aquecimento -
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Fisatom®) pelo tempo de 15 minutos para garantir o contato do liquido em toda
superficie externa do material orgénico. A seguir, ainda sob agitacdo, a Fibra SPME
(65um PDMS/DVB SUPELCO®) acoplada a holder era inserida dentro do recipiente
através da membrana existente na tampa do mesmo e exposta pelo tempo de 15
minutos, sem tocar a fase aquosa, com o intuito de efetuar a adsorcdo dos volateis
gerados pela dissolugdo do material organico em contato com o NaOCl em suas
diferentes concentragoes.

Apés o tempo de exposicdo da fibra (15 minutos) a mesma era retirada do
recipiente da amostra e imediatamente injetada no CG-MS (permanecendo por 5

minutos) para andlise dos compostos volateis gerados.

5c¢. Analise das Polpas e Dentinas — fase aquosa

Para andlise da fase aquosa das polpas e dentinas foi utilizado o mesmo
protocolo. Deste modo, ap0s a remoc¢do das fibras para a analise dos compostos
volateis, foi feita a extracdo da solucdo final obtida por meio de éter etilico puro,
padronizando-se a mistura de 2 ml da solucdo + 2 ml de éter (Merck Millipore®) e
mantendo sob agitacdo (agitador magnético sem aquecimento - Fisatom®) durante 5
minutos para assegurar a mistura dos liquidos. Seguida a agitacdo, a fase suspensa
da mistura era aspirada com Micro seringa (Hamilton CO. Reno. Nevada Gastight® #
1002 - 2 mL) separando o éter da fase aquosa da solucédo obtida. O éter, contendo o
material resultante da interacdo quimica dos compostos organicos da dentina ou
polpa com o NaOCI nas suas diferentes concentracdes, era filtrado (Filtro orgéanico
Ministart celulose regenerada 15 mm 0,45 um, Sartorius®) e em seguida injetado no

CG-MS para analise da fase aquosa das amostras.

6. Otimizacdo do CG-MS para analise dos produtos gerados pela

decomposicdo do material organico pelo NaOCI

A temperatura foi variada a fim de obter a melhor separacdo possivel dos
produtos de decomposicdo das matérias organicas em NaOCl. Dentre as condi¢des

avaliadas, a resolucdo cromatogréfica ideal estd apresentada abaixo:
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Temperatura inicial do forno: 40°C

Temperatura do Injetor: 250°C

» Rampa:

40°C por 2,5 minutos > 130°C (velocidade 35°C/min) > 145°C por 4 minutos
» Controle de Fluxo — Velocidade Linear

ePresséo: 49,7 KPa

e Fluxo Total: 14 ml/min

e Fluxo da coluna: 1 ml/min

eModo Injecao Split (relacéo 10)

7. Curva de calibracdo das amostras

Realizou-se a padronizacdo do método com a obtencdo da curva de calibracdo

para:
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Intensidade (uV)

Controle 1 (Fibra SPME): assim que removida do seu invélucro, a fibra
foi injetada no CG-MS para andlise. A linha em azul constante no valor 0
presente na ordenada da Figura 6 indica que ndo houve deteccdo de

gualquer substancia na fibra SPME que pudesse alterar resultados deste

trabalho.
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10000000 ]
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6000000 ]
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]

T T T T T T T T T ) T
2 4 ] a 10 12

Tempo (min)

Figura 6. Andlise imediata da fibora em CG-MS antes do contato com
qualquer reagente ou produto.
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Intensidade (uV)

Controle 2 (NaOCI 5,25%): a fibra foi inserida em ambiente fechado
contendo NaOCIl a 5,25%, exposta por 15 minuto sem contato com o
liquido e em seguida foi injetada no CG-MS para andlise. As pequenas
oscilagbes que aparecem nos resultados expressos na Figura 7 estdo
dentro do padrdo de desvio, concluindo que o NaOCl 5,25% n&o possui

qualquer substancia que pudesse alterar os resultados deste trabalho.
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Figura 7. Analise imediata dos produtos volatilizados apds exposicédo da fibra
apenas ao NaOCl a 5,25%.
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>

Intensidade (uVv)

Controle 3 (polpa bovina): a fibra foi inserida em ambiente fechado
contendo polpa bovina, exposta por 15 minuto sem contato com a amostra
e em seguida foi injetada no CG-MS. A linha em azul constante no valor 0
presente na ordenada da Figura 8 indica que n&do houve deteccdo de
gualquer substancia na polpa bovina que pudesse alterar resultados deste

trabalho.
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Figura 8. Andlise imediata dos produtos volatilizados apds exposicédo da fibra
apenas a polpa bovina.
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» Controle 4 (dentina bovina): a fibra foi inserida em ambiente fechado

Intensidade (uV)

contendo dentina bovina, exposta por 15 minuto sem contato com a amostra
e em seguida foi injetada no CG-MS (Figura 9). A linha em azul constante no
valor O presente na ordenada da Figura 8 indica que ndo houve deteccao de

qualquer substancia na dentina bovina que pudesse alterar resultados deste

trabalho.
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Figura 9. Andlise imediata dos produtos volatilizados apds exposi¢ao da fibra
apenas a dentina bovina.



Materiais e Métodos | 79

Intensidade (uV)

Controle 5 (éter etilico): a fibra foi inserida em ambiente fechado
contendo éter etilica, exposta por 15 minuto sem contato com o liquido e
em seguida foi injetada no CG-MS (Figura 10). O pico no tempo de
retencdo 1,6 min. refere-se a identificacdo do éter etilico volatilizado
adsorvido pela fibra, ndo apresentando qualquer outra substancia ou

produto que pudesse alterar os resultados deste trabalho.
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Figura 10. Analise em CG-MS do solvente éter etilico utilizado para as
extracBGes em fase liquida.
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Os resultados cromatograficos dos produtos originados pelo contato do NaOCI
com o material organico (polpa/dentina) obtidos com a submissdo das amostras no
Cromatografo Gasoso acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-MS), serdo
expressos da seguinte forma: 1. Extracdo dos volateis; 2. Extracdo da fase aquosa;
3. Analise das areas dos picos obtidos na cromatografia gasosa dos compostos

volateis (relacdo concentracdo do hipoclorito de sodio e produtos gerados).
1. Extracado dos volateis
la. Dentina
O resultado obtido por meio do Cromatografo Gasoso a qual foi submetida a

extracdo dos volateis do composto originado pelo contato das diferentes

concentracbes do NaOCI com a dentina bovina esta ilustrado na Figura 11.
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Figura 11. Analise cromatografica inicial dos produtos formados na reagdo
entre NaOCI e dentina bovina.
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Observa-se na Figura 11, um pico com tempo de retencdo (TR) de 2,15 min.,
detalhado na Figura 12, o qual se refere a geragdo de cloroférmio, de massa carga
(m / z) = 83, 47, que € um organoclorado. O espectro de massas deste pico na
figura 11 pode ser visto com detalhe na Figura 13. A estrutura molecular do produto

cloroférmio pode ser visto na Figura 14.
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Figura 12. Zoom de 1 - 4 min da andlise imediata dos produtos volateis
formados na reacéo entre NaOCI / dentina bovina.
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Figura 13. Espectro de massas referente ao pico com TR = 2,15 min. da Figura 12,
correspondendo ao cloroférmio, obtido apos dessorcao da fibra.
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Cl

cloroférmio

Figura 14. |llustracdo da estrutura
molecular do organoclorado cloroférmio.

O segundo pico da Figura 11, detalhado na Figura 15, correspondente ao TR de

5,32 min., refere-se a deteccdo de benzaldeido de m / z = 106, 77, 51. Seu

espectro de massas pode ser observado na Figura 16 e sua estrutura molecular na

Figura 17.
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Figura 15. Zoom de 4 — 6 min da analise imediata dos produtos volateis

formados na reacdo entre NaOCI e a dentina bovina.
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Figura 16. Espectro de massas referente ao pico com TR = 5,32 min. da figura 15,
correspondendo ao benzaldeido, obtido ap6s dessorcdo da fibra.

®
F
SH

Figura 17. llustragdo da estrutura molecular do benzaldeido.

A seguir, observa-se a presenca de um terceiro pico com a TR = 6,30 min.,
com imagem maximizada na Figura 18, que aponta a deteccdo de outro
organoclorado, o hexacloroetano de m / z = 201, 166, 117, 94 e seu espectro de
massas pode ser observado na Figura 19. A estrutura molecular e tridimensional esta

llustrada na figura 20.
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Figura 18. Zoom de 6 - 8 min da andlise imediata, dos produtos volateis
formados na reacéo entre NaOCl e a dentina bovina.
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Figura 19. Espectro de massas referente ao pico com TR = 6,3 min. da Figura 18,

correspondendo ao hexacloroetano, obtido apds dessorcéo da fibra.
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Figura 20. llustracdo da estrutura molecular do hexacloroetano.
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Um ultimo pico de maior evidéncia ilustrado ainda na Figura 11, detalhado na
Figura 18 em maior aumento, retido no tempo TR = 6,7 min corresponde a mais um
organoclorado resultante do contato do NaOCl com a matéria organica da dentina
bovina: o diclorometilbenzeno. O organoclorado formado possui m / z = 125, 89,

63, seu espectro de massas e sua estrutura molecular estéo ilustrados nas figuras 21

e 22, respectivamente.
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Figura 21. Espectro de massas referente ao pico com TR = 6,7 min. da Figura 18
correspondendo ao diclorometilbenzeno, obtido apos dessor¢ao da fibra.

Cl

HC
Cl

Figura 22. llustracdo da estrutura molecular do diclorometilbenzeno.

1b. Da Polpa

O resultado obtido por meio do Cromatdgrafo Gasoso a qual foi submetido a

extracdo do composto originado pelo contato das diferentes concentracdes do NaOCI

com a polpa bovina esté ilustrado na Figura 23.
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Figura 23. Andlise imediata dos produtos volateis formados na reacédo entre

NaOCl e polpa bovina.

A Figura 23 foi desmembrada mantendo os valores da ordenada e diminuindo o

intervalo apresentado nas abscissas,

demonstram as Figuras 24, 25 e 26.

maximizando 0s picos presentes como
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Figura 24. Zoom de 1 — 4 min da andlise imediata dos produtos volateis
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formados na reacé@o entre NaOCI / polpa bovina.
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Figura 25. Zoom de 4 — 6 min da andlise imediata dos produtos volateis
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formados na reacéo entre NaOCI / polpa bovina.
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Figura 26. Zoom de 6 — 8 min da anélise imediata dos produtos volateis
formados na reacé@o entre NaOCI / polpa bovina.

A andlise feita dos resultados obtidos pela Cromatografia Gasosa acoplada ao
Espectdmetro de Massas (CG-MS) mostra semelhanca nos produtos originados a
partir do contato do NaOCl em polpa ou dentina bovina: cloroférmio, benzaldeido,

hexacloroetano e diclorometilbenzeno.
2. Extracdo da fase aquosa
O resultado obtido por meio do Cromatdgrafo Gasoso a qual foi submetido a

extracdo da fase aquosa do composto originado pelo contato das diferentes

concentragfes do NaOCI com a dentina e polpa bovina esté ilustrado na Figura 27.



92 | Resultados

12000000 L L 1 L 1 . 1 . 1 A ]
J Eter Legenda
Controle Dentina
10000000 polpa

8000000 —
)
>
> 4
N—r
& 6000000
-% Cloroférmio
S _
(72}
c Hexacloroetano
2 4000000 Benzaldeido
£ Cloroférmio

2000000

] \\ Diclorometil benzeno
04 N L JLM A A
I T ! T T v T T T T T
2 4 6 8 10 12

Tempo (min)

Figura 27. Extragdo com éter etilico da fase aquosa dos produtos formados
na reacdo entre NaOCl 5,25% / dentina bovina e NaOCl 5,25% + / polpa
bovina.

Observa-se na figura 27 a presenca de um pico entre o tempo 1 — 2 min.
referente ao éter etilico. A linha de cor preta é o grafico do controle do solvente
utilizado demonstrando sua identificacdo pelo CG-MS. Depois de identificado, o
grafico mostra-se sem qualquer outro tipo de resposta ao éter etilico pela analise de
Cromatografia Gasosa acoplada ao Espectémetro de Massas.

Assim como nos resultados demonstrados pela analise dos compostos volateis,
tanto da dentina quanto da polpa bovina, na fase aquosa nota-se a formacgdo dos
mesmos compostos nos diferentes substratos: cloroférmio, benzaldeido,
hexacloroetano e diclorometilbenzeno nos TRs de 2, 15 min., 5,32 min., 6,3 min. e

6,70 min., respectivamente.
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3. Analise das areas dos picos obtidos na cromatografia gasosa dos
compostos volateis (relacdo concentracdo do hipoclorito de sodio e

produtos gerados).

3a. Dentina Bovina
A Tabela | informa as areas referentes a cada pico da Figura 11 dos compostos

gerados pelo contato da dentina bovina nas diferentes concentracdes do NaOCI.

Tempo de Retencéo

. o P
Pico NaOCI (26) (min) Area
0,5 10681137
1 2,5 2,15 (pico 1) 24501360
cloroférmio 5,25 24856101
0,5 2045827
2 2,5 5,32 (pico 2) 8417137
benzaldeido 5,25 11931805
0,5 511172
3 2,5 6,30 (pico 3) 8887362
hexacloroetano 5,25 12298806
0,5 1208900
4 2,5 6,70 (pico 4) 3045170
diclorometilbenzeno 5,25 11691997

Tabela 1. Areas dos picos obtidos na cromatografia gasosa dos compostos
volateis liberados na reacdo entre a dentina e o hipoclorito de sddio (NaOCI)
nas diferentes concentracfes testadas.

A altura dos picos presentes na Figura 11 ndo corresponde a quantidade
formada de cada composto. Os valores expressos na ordenada da Figura referem-se
a Intensidade (uV) com que cada composto foi identificado pelo CG-MS. Assim, a
quantidade formada de cada composto é expressa pela area dos picos.

No TR = 2,15 min. da Figura 11, referente ao cloroférmio, apesar do pico de
maior altura ser do NaOCI| na concentracdo de 2,5%, seguido pelo pico do NaOCI
5,25% e 0 mais baixo pelo NaOCI 0,5%, a quantidade do composto formado segue a
proporcionalidade da concentracdo do hipoclorito de sédio utilizado, ou seja, a
concentracdo mais baixa do NaOCIl (0,5%) resulta na menor area (10681137) de
cloroférmio gerado na reacdo, seguida pela éarea de 24501360 referente a

guantidade de cloroférmio resultante do contato do NaOCI a 2,5% em dentina bovina
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e finalizando com a maior area, de 24856101, do composto organoclorado resultado
do uso do NaOCl a 5,25%, expressos na tabela I. Assim, salienta-se que a geracao
do cloroférmio é diretamente proporcional a concentracdo do hipoclorito de sodio.

Referente ao benzaldeido, no TR = 5,32 min. da Figura 11, os picos formados
na variacdo de cada solucdo de NaOCl| sdo proporcionais a area. O menor pico
(NaOCl 0,5%) também é responsavel pela menor area de 2045827, seguido pelo
pico do NaOCl 2,5% que possui area de 8417137, finalizando pelo maior pico, de
area de 12298806, do NaOCl 5,25%.

Assim como nos picos apresentados na formacdo do benzaldeido, o
hexacloroetano e o diclorometilbenzeno também possuem o0s picos seguindo a
proporcionalidade das areas e as concentracfes do NaOCIl. O hexacloroetano (TR
= 6,30 min.) apresenta 0 menor pico na concentracdo do hipoclorito de sddio a 0,5%
com area de 511172. A concentracdo de 2,5% do NaOCl, a segundo mais
concentrada, também é o segundo maior pico e a segunda maior area, de 8887362.
A solucdo mais concentrada, de 5,25% apresenta maior pico na Figura 11 e possui
area de 12298806.

Finalizando a analise das é&reas dos picos da Figura 11, o
diclorometilbenzeno identificado no TR = 6,7 min. apresenta um menor pico
correspondente a solucdo de NaOCI 0,5% e com area de 1208900 seguido pelo pico
do NaOCl 2,5% dono da area de 3045170 e finalmente a maior area de 11691997
referente ao NaOCI 5,25%.
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3b. Polpa Bovina
A Tabela Il informa as areas referentes a cada pico da Figura 23 dos compostos

gerados pelo contato da polpa bovina nas diferentes concentracdes do NaOCI.

. NaOCl Tempo de Retencédo p
Pico (%) (min) Area

0,5 7442200
1 2,5 2,15 (pico 1) 12190135
cloroférmio 5,25 12382353
0,5 1837003
2 2,5 5,32 (pico 2) 4873283
benzaldeido 5,25 6867971
0,5 1393245
3 2,5 6,30 (pico 3) 2791955
hexacloroetano 5,25 8957649
0,5 1574741
4 2.5 6,70 (pico 4) 4943370
diclorometilbenzeno 5,25 1115776

Tabela I1. Areas dos picos obtidos na cromatografia gasosa dos compostos volateis
liberados na reacdo entre a polpa e o hipoclorito de sddio (NaOCl) nas diferentes
concentragfes testadas.

No primeiro pico da Figura 23 no TR = 2,15 min., referente a identificacdo do
cloroférmio, o maior pico é da resposta do CG-MS frente ao NaOCl 2,5%, seguido
pelo pico da formacédo do organoclorado quanto utilizado NaOCI 0,5% e o pico mais
baixo € da polpa bovina em contato com NaOCl a 5%, porém a quantidade do
cloroférmio formado n&o corresponde aos picos, sendo aumentada em razéo
proporcional ao aumento da concentracdo da solucdo halégena. A area de menor
valor igual a 7442200 corresponde ao segundo maior pico (NaOCl 0,5%), seguida
pela segunda maior area de valor 12190135 expressa na Tabela P cujo pico, de
maior altura, esta ilustrado na Figura 23 e a maior area (12382353), da Tabela II,
refere-se ao menor pico.

Os picos da Figura 23 referente a formacdo do benzaldeido estdo no TR =
5,32 min. e seguem a proporcdo de quanto maior o pico, maior a &rea da Tabela Il e
concentragdo do NaOCl. O menor pico, referente ao NaOCl 0,5% tem area de
1837003, seguido pelo pico de area de 4872823 (NaOCl 2,5%) e 0 maior pico tem

area de 6867971 da formacao do benzaldeido com o uso do NaOCI a 5,25%.
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Os picos de identificacdo do hexacloroetano expressos pelo TR = 6,30 min.
pelas andlises do CG-MS também sdo proporcionais as suas areas e concentracdo do
NaOCI utilizado. A menor area, de valor 1393254, e menor pico resultam da
utilizacdo da menor concentra¢cdo do NaOCI proposto pelo trabalho (NaOCI 0,5%). O
segundo maior pico é do NaOCl a 2,5% e tem o valor de 2791955 para sua area. A
maior area (8957649) e também maior pico sdo demonstrados quando se utilizou a
maior concentracdo do NaOCl a 5,25%.

No TR = 6,70 min. da Figura 23, temos ilustrados os picos de identificagcdo do
diclorometilbenzeno que, ao contrario de todos os outros picos identificados nos
resultados, o aumento concentracdo do NaOCI ndo originou maior quantidade do
organoclorado formado. O maior pico, responsavel pela maior area com valor de
4943370 foi originada quando se utilizou NaOCIl 2,5%. Quando utilizado o NaOCI a
0,5%, menor concentracdo utilizada neste trabalho, obteve-se o segundo maior pico
e a segunda maior area na formacao do diclorometilbenzeno com valor de 1574741.
E o uso do NaOCl a 5,25% gerou a menor area e 0 menor pico na formacdo do

organoclorado, com o valor de 1115776 para a area do pico ilustrado na Figura 23.
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A analise em cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
MS) mostrou-se eficaz na identificagdo dos produtos gerados no contato do
hipoclorito de s6dio com dentina ou polpa bovina.

Cromatografia € um método fisico de separacdo no qual os componentes a
serem separados se distribuem entre duas fases, uma estacionaria, enquanto a outra
se movimenta numa direcdo definida. A mistura que contem 0S componentes a
serem separados € dissolvida na fase movel. Durante a passagem da fase movel
através da fase estacionaria, alguns componentes sao fortemente retidos e por isso
se movem lentamente com o fluxo da fase movel; enquanto isso , outros
componentes interagem fracamente com a fase estacionaria, sendo transportados
mais facilmente pela fase movel. Devido a essas diferencas em mobilidade, os
componentes da mistura podem ser separados e analisados de forma qualitativa
e/ou quantitativa, tais como espectrofotometria ou a espectrometria de massas
(IUPAC 2007).

Em um sistema de cromatografia gasosa acoplada ao espectrbmetro de
massas, as amostras sdo bombardeadas por elétrons e quebradas gerando ions
positivos, negativos e radicais. A diferenca na relacdo massa / carga dos ions
gerados ira separa-los (ATKINS, 2001; EWING, 2002).

Os resultados deste trabalho mostraram que, independente das concentracdes
da solucdo de hipoclorito de sodio, ha a formagcédo dos mesmos compostos, porém o
aumento da concentracdo é diretamente proporcional ao aumento da quantidade
formada de cada um deles, sendo alguns téxicos ao ser humano.

Os quatro compostos gerados em maior quantidade e apresentados nos
resultados deste trabalho (cloroférmio, benzaldeido, hexacloroetano e
diclorometilbenzeno) foram observados tanto na andlise da fase volatil quanto da
fase aquosa do contato do hipoclorito de soédio com dentina e polpa bovina sendo
que trés possuem estruturas quimicas que 0s caracterizam como compostos
organoclorados: o cloroformio, o hexacloroetano e o diclorometilbenzeno.

O cloroférmio ou triclorometano, um organoclorado impropriamente chamado
de tricloreto de formol, € altamente refrativo, ndo inflamavel, alto peso molecular,
muito volatil, odor caracteristico e, quando em estado liquido, possui saber

adocicado. Solidifica a -63,5° e atinge ponto de ebulicdo a 59°. Os resultados deste
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trabalho apontaram maior quantidade do cloroformio nas andlises dos volateis
comparado nas analises da fase aquosa. Isso é explicado pela alta volatilidade do
organoclorado. SMYTH et al (1962) pesquisou o efeito do cloroférmio em ratos e
afirmou a toxicidade da substéncia no organismo vivo apontando ainda a dose letal
para a espeécie por via oral no valor de 2,18g/kg. Quando inalado em grandes doses
pode causar hipotensdo, depressdo respiratéria e cardiaca e até a morte. Esta
substancia € considerada uma substancia carcinogénica. Ainda é utilizado como
solvente de gorduras, 6leos, borracha, ceras, guta-percha, como agente de limpeza,
em extintores de incéndio para baixar a temperatura de congelacdo do tetracloreto
de carbono.

O hexacloroetano, outro composto caracterizado como um organoclorado é
soltvel em cloroférmio, alcool, benzeno, éter e 6leos e € insolivel em agua, possui
odor de canfora. Encontrado em forma de cristal, sublima sem derreter. A dose letal
em caes por meio intravenoso € de 325 mg/kg (Barsoum & Saad, 1934). Em
humanos Pode ser moderadamente irritante para pele e mucosas.

O diclorometilbenzeno é um organoclorado pouco estudado, porém os
benzenos sdo cancerigenos. Assim mais pesquisas devem ser realizadas sobre este
organoclorado.

O benzaldeido, outra substancia formada, porém que ndo se enquadra nos
compostos organoclorados € encontrado nos grdos de améndoas. Em seu estado
liquido possui alto valor de refragdo, tem a cor amarelada, o odor é caracteristico,
deve ser mantido em recipiente fechado e protegido da luz. O ponto de ebulicdo é
em torno de 25° e o ponto de solidificacdo é de -56,5°. A dose letal por via oral em
ratos é de 1300/1000 mg/kg (JENNER et al, 1964). E utilizado na fabricacdo de
corantes, perfumaria, como solventes e agentes aromaticos. Em altas concentracdes
podem causar dermatite de contato.

Acrescentam-se as reacdes ja estudadas (PUCCI, 1945; SPANO et al, 2001) os
conhecimentos expressos neste trabalho que pode ser visto na Figura 28 em que
mostra todas as reacdes quimicas entre os componentes do tecido pulpar e as

substancias presentes na solucéo de hipoclorito de sédio.
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Figura 28. ReacgBes quimicas entre os componentes do tecido pulpar e as substéncias presentes na
solucdo de hipoclorito de sédio.
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Apesar do hipoclorito de sodio ser uma das solucdes irrigantes mais utilizadas
hd mais de um século no tratamento endodbntico pelas suas propriedades de
clarificacédo, dissolucdo de tecido organico e necrético (CLARKSON et al, 2006; AL-
JADAA et al, 2009; DUTTA & SAUNDERS, 2012; CLARKSON et al, 2012), por ser
eficaz em condicbes aerdbicas e anaeroObicas (YANG et al, 1995), saponificacdo
(SPANO et al, 2001), transformagcio de aminas em cloraminas, desodorizagio e ac&o
antimicrobiana (ESTRELA et al, 2007, ALVES et al, 2011, PAIVA et al, 2013), é
necessario rever o seu uso nos atendimentos clinicos odontol6gicos considerando os
resultados deste trabalho. A inalacdo pelo profissional e paciente da fase volatil dos
produtos resultantes do contato do NaOClI com substratos organicos, deve ser
considerada uma vez que organoclorados tendem a acumular no tecido adiposo de
humanos (DE VOOGT et al, 1999) apresentando riscos a salde (OLAYA-CONTRERAS
et al, 1998; WHO, 1998; YUAN et al, 2005; SOLTANINEJAD & ABDOLLAHI, 2009).

Fica claro, frente aos resultados encontrados neste trabalho, que ocorre reagéo
entre o NaOCI e o substrato organico presente na dentina e polpa bovina com a
consequente formacgdo de substancias, sendo algumas delas organoclorados e
cancerigenas. Sabendo da toxicidade das mesmas, sugere-se que mais trabalhos
sejam realizados para andlise mais precisa e conclusiva sobre a quantidade dos
produtos organoclorados formados durante o tratamento endodéntico, seus efeitos
guando acumulados no organismo e a relacdo das acbes benéficas e deletérias do

uso do hipoclorito de sodio na instrumentacéo dos canais radiculares.
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Com base na metodologia empregada e nos resultados obtidos, é licito

concluir que:

1- Ha formacdo de compostos organoclorados quando o NaOCl é colocado em

contato com substrato organico (polpa ou dentina bovina);

2- A formacdo desses produtos ocorrem em todas as concentracdes do NaOCI

testadas (0,5%, 2,5% e 5,25%);

3- Todos os produtos formados neste trabalho apresentam proporcionalidade
direta com a concentracdo do hipoclorito de sédio utilizada, com excecdo das
analises dos resultados do diclorometilbenzeno na fase volatil quando o NaOCI

foi mantido em contato com polpa bovina.
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