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RESUMO

SILVA, P. V. Avaliagao da capacidade de limpeza do canal radicular por meio
de agentes quelantes e desmineralizantes: estudo, ex vivo, por MEV e
espectrometria dos compostos, 2011, 80 p. Dissertagcao (Mestrado) — Faculdade
de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2011.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar, por meio da microscopia eletrdnica
de varredura (MEV), a capacidade de remoc¢ao da smear layer dos tercos médio e
apical do canal radicular utilizando solugdes quelantes e desmineralizantes e,
quantificar, por meio da espectrometria de absor¢gdo atbmica com chama, a
concentracado de ions calcio presentes nessas solugdes apos suas utilizagdes. Vinte
e cinco caninos superiores foram preparados pela técnica Free Tip Preparation com
4 instrumentos acima do inicial e irrigados com hipoclorito de sédio 1% a cada troca
de instrumento. Os dentes foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos, conforme
protocolo utilizado para a irrigagao final: G1 - EDTA 15%, G2 - quitosana 0,2%, G3 -
acido citrico 10%, G4 - acido acético 1%. O grupo controle (G5) nado recebeu
irrigacao. Foram utilizados 5 mL de cada solugao por 3 minutos. Apos percorrer toda
extensao do canal radicular a solugdo extravasada pelo forame foi coletada e
encaminhada para analise espectrométrica. Os espécimes foram seccionados
longitudinalmente e preparados para analise em MEV. As fotomicrografias obtidas
foram avaliadas qualitativamente por trés examinadores, que atribuiram escores as
imagens, conforme a quantidade de smear layer. Os dados obtidos pela MEV foram
analisados estatisticamente por meio do Teste de Kruskal-Wallis e Dunn. Para
avaliacdo da espectrometria utilizou-se Tukey-Kramer (one-Way ANOVA). Os
resultados mostraram que o EDTA 15%, quitosana 0,2% e acido citrico 10%
removeram a smear layer de forma semelhante entre si e estatisticamente diferente
(p<0,05) do acido acético 1% e controle. Nao houve diferenga na capacidade de
limpeza das solu¢des quando os tercos médio e apical foram comparados. A maior
concentragdo de ions calcio foi observada no grupo do EDTA 15% e quitosana
0,2%, sem diferenga entre ambos. O grupo do acido acético 1% apresentou as
menores concentragbes e o acido citrico 10%, concentragdes intermediarias e
diferentes estatisticamente dos dois grupos (p<0,01). Concluiu-se que as solugdes
de EDTA 15%, quitosana 0,2% e acido citrico 10% foram eficientes na remocao da
smear layer do terco médio e apical do canal radicular. As solugdes de EDTA 15% e
quitosana 0,2% promoveram o maior efeito desmineralizante, seguidas pelo acido
citrico 10% e acido acético 1%.

Descritores: Agentes desmineralizantes, agentes quelantes, acido citrico, acido
acético, EDTA, quitosana, smear layer, Microscopia Eletrbnica de Varredura,
Espectrometria de absor¢ao atdmica.



ABSTRACT

SILVA, P. V. Evaluation of the cleaning ability of root canal by means of
chelating and demineralization agents: ex vivo study, SEM and atomic
absorption spectrometry of the compounds. 2011. 80 p. Dissertagao (Mestrado) —
Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&do Paulo, Ribeirdo
Preto, 2011.

This study aimed to evaluate, by scanning electron microscopy (SEM), the ability to
remove the smear layer from the apical and middle thirds of the root canal using
chelators and demineralizing solutions, and quantify, by atomic absorption
spectrophotometry flame, the concentration of calcium ions present in these solutions
after their use. Twenty-five canines were prepared by Free Tip Preparation
Technique with four instruments above the initial and irrigated with 1% sodium
hypochlorite in each change of instrument. The teeth were randomly divided into four
groups, according to the protocol used for the final irrigation: G1 - EDTA 15%, G2 -
0.2% chitosan, G3 - citric acid 10%, G4 - 1% acetic acid. The control group (G5) did
not receive irrigation. We used 5 mL of each solution for 3 minutes. After irrigating
the entire length of the root canal through the apical foramen, the solution was
collected and sent to spectrometric analysis. The specimens were sectioned
longitudinally and prepared for SEM analysis. The photomicrographs were
qualitatively evaluated by three observers, who attributed scores to the images,
equivalent to the amount of smear layer removal. The data obtained by SEM was
statistically analyzed using the Kruskal-Wallis and Dunn tests. To evaluate the
spectrometer, the Tukey-Kramer (one-way ANOVA) was used. The results showed
that 15% EDTA, 0.2% chitosan and 10% citric acid had a similar smear layer removal
with statistically different (p <0.05) when compared to 1% acetic acid and the control
group. There was no difference between the solutions’ cleaning ability when the
middle and apical thirds were compared. The highest concentration of calcium ions
was observed in 15% EDTA group and 0.2% chitosan, with no statistical difference
between them. The 1% acetic acid group had the lowest concentration and the 10%
citric acid intermediate concentrations with statistical difference between each other
(p <0.01). It can be concluded that the solutions of 15% EDTA, 0.2% chitosan and
10% citric acid were effective in removing the smear layer of the middle and apical
thirds of the root canal. 15% EDTA solutions and 0.2% chitosan promoted the
greatest effect on the demineralization, followed by 10% citric acid and 1% acetic
acid.

Keywords: demineralization agents, chelating agents, citric acid, acetic acid, EDTA,
chitosan, smear layer, scanning electron microscopy, atomic absorption
spectrometry.
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INTRODUCAO

O sucesso da terapia endoddntica é obtido quando ha indicadores clinicos e
radiograficos que evidenciem a auséncia de sinais e sintomas de infec¢gdo ou
inflamacao, restabelecimento da fungao do elemento dentario e redugao no tamanho
e densidade da radiolucidez periapical anteriormente existente (ABBOT, 1991).

O éxito almejado no tratamento dos canais radiculares € dependente de
varios fatores, como: a técnica empregada, propriedades fisico quimicas da solucéo
irrigante utilizada, qualidade da sanificacdo e promogao da obturagao tri-dimensional
(SEN; WESSELINK; TURKUN, 1995).

Dentre as etapas que compdem a terapéutica endodéntica, destaca-se o
preparo biomecanico, o qual se caracteriza pelo debridamento e modelagem da
geometria do canal radicular (MAHRAN; ABOEL-FOTOUH, 2008). No entanto, a
acao dos instrumentos endodénticos junto as paredes dentinarias promove,
inevitavelmente, a formacdo da smear layer, independentemente do tipo de
instrumento utilizado ou da técnica estabelecida (VIOLICH; CHANDLER, 2010). Esta

camada possui um aspecto granular, amorfo, irregular e € composta por matéria
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inorganica (raspas de dentina contendo hidroxiapatita) e matéria organica (tecido
pulpar vivo ou necrosado, remanescentes de odontoblastos, proteinas coaguladas,
células sanguineas, fibras nervosas, colageno, fluido tissular, bactérias e seus
subprodutos), associadas a solugao irrigante utilizada (TORABINEJAD et al., 2002;
KOKKAS et al., 2004).

A smear layer pode impedir ou dificultar consideravelmente a penetragao de
agentes antimicrobianos através dos tubulos dentinarios, limitando uma efetiva
desinfecgao (ORSTAVIK; HAAPASALO, 1990), interferindo na adesao dos cimentos
endodonticos e comprometendo a qualidade da obturagdo do canal radicular
(ECONOMIDES et al., 1999).

Shahravan et al. (2007), avaliaram o efeito da smear layer na qualidade do
selamento da obturagdo dos canais radiculares em uma revisao sistematica e meta-
analise de artigos publicados entre os anos de 1975 e 2005. Concluiram que a sua
remogao melhora a qualidade de selamento da obturagdo endoddéntica, com
consequente diminuigdo de infiltragcdo de fluidos tissulares. Salientaram que a
técnica de obturagao ou o cimento endodéntico utilizado ndo demonstraram efeitos
significativos.

Fica evidente, por meio da literatura, que as chances de sucesso da
terapéutica endodbéntica aumentam, quando a camada de smear € removida do
canal radicular. Instrumentos ultrasénicos, lasers, e agentes quelantes tém sido
utilizados tanto para a remog¢ado quimica e mecanica da smear layer, quanto da
smear plug (TORABINEJAD et al.,, 2003). A procura por uma solugao irrigante
comum, simples e de baixo custo, que promova a sua eliminagdo das paredes
dentinarias tem sido alvo de pesquisa de varios estudos (ESTRELA et al., 2007,
PRADO et al., 2011; KHEDMAT; SHOKOUHINEJAD, 2008; CARVALHO et al.,
2008).

Diferentes autores tém investigado a eficacia do EDTA associado a variadas
concentragbes de hipoclorito de sédio para a remogdo da smear layer. Esta
combinagao é considerada atualmente o método mais eficaz para essa finalidade
(MARQUES et al., 2006; ESTRELA et al., 2007; SPANO et al., 2009).

O EDTA constitui-se, portanto, a solugdo quelante mais utilizada na
Endodontia. A sua reacdo com os ions calcio da dentina resulta em quelato de
calcio, proporcionando descalcificagdo na estrutura dentinaria em uma profundidade
aproximada de 20 a 30 ym em 5 minutos (VIOLICH; CHANDLER, 2010).
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Alguns dos atuais agentes quelantes acarretam sérios riscos ao meio
ambiente, incluindo o EDTA, por ndo serem biodegradaveis. Eles promovem a
deplecdo de metais necessarios ao metabolismo de alguns microorganismos,
promovendo um desequilibrio na cadeia alimentar. Podem também se ligar a metais
pesados e serem ingeridos pelos seres humanos, causando intoxicagdo. A avaliagao
do impacto sobre o meio ambiente decorrente de emissdes dos agentes quelantes é
realizada por meio da andlise de aguas de rios e esgotos (JAWORSKA;
SCHOWANEK; FEIJTEL, 1999). A preocupagédo com o meio ambiente tem levado os
pesquisadores a procurar substancias alternativas ao EDTA, uma vez que a
concentracdo desse composto tem aumentado consideravelmente nos rios e lagos.
O EDTA é considerado um poluente visto que este elemento ndo é encontrado
originalmente na natureza (SPANO et al., 2009).

A busca por solugdes mais biocompativeis que o EDTA, com o objetivo de
minimizar a agressao aos tecidos periapicais tem se mostrado cada vez mais
frequente nos estudos. Como exemplo, podem-se destacar alguns acidos fracos,
como os acidos citrico e latico e o vinagre de mag¢a (HAZNEDAROGLU, 2003;
SPANO et al., 2009; PRADO et al., 2011). Avancos na area odontolégica tém sido
proporcionados pelo desenvolvimento cientifico no setor de biomateriais e
dispositivos biomédicos. Em particular, as pesquisas focalizam-se no
desenvolvimento de novas biomacromoléculas e materiais biocompativeis para uso
clinico odontoldgico (WU et al., 2008).

A quitosana € um polissacarideo natural o qual tem atraido grande atengéo
dos pesquisadores no ambito odontolégico devido as suas propriedades de
biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesao e atoxidade diante do organismo
humano (SENEL; KAS; SQUIER, 2000; AKNCBAY; SENEL; AY, 2007). Essa
substancia é aviada por desacetilacdo da quitina, a qual € obtida a partir de cascas
de caranguejo e camardo (KURITA, 1998). Sendo uma substéncia abundante na
natureza e com baixo custo para sua produgdo, torna-se ecologicamente
interessante seu aproveitamento para diversas finalidades (PETER, 1995). Tem sido
amplamente utilizada nas diversas areas: farmacéutica e médica (efeito
antibacteriano, agente antitumor, carreador para drogas, acelerador de cicatrizagao
de feridas), biotecnologia (carreador para enzimas e células, resina para
cromatografia, matéria para membranas), meio ambiente (tratamento de agua),

agricultura (preparagdo de sementes, ativador de células de plantas, atividade
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antimicrobiana para patogenos de plantas), cosméticos e alimentagao (acelerador de
absorc¢ao de ferro e calcio, fonte de fibras) (JEON; SHAHID; KIN, 2000).

Biologicamente, a quitosana absorve ou liga-se as gorduras, com isso, induz
redugao de peso. Em adic&o, ajuda no controle do colesterol, acelera a cicatrizagao
de tecidos conjuntivos, facilita a hemostasia (KLOKKEVOLD et al., 1991) e induz
formagao 6ssea (MUZZARELLI et al., 1994; PARK et al., 2008).

Na periodontia, o uso da quitosana em gel bem como sua associagao a matriz
de osso desmineralizado ou a membrana colagena tem se mostrado efetivos como
auxiliares na regeneracéo periodontal em defeitos intradsseos (PARK et al., 2003;
BOYNUEGRI et al. 2009). Também foi avaliado o potencial do polimero em auxiliar o
combate a Candida albicans (SENEL et al., 2000). Sua utilizagdo como veiculo junto
a pasta de hidroxido de calcio, como medicacgao intracanal, promove a liberacao
prolongada de ions calcio (BALLAL et al., 2010).

A quitosana possui alta capacidade quelante por varios ions metalicos
(incluindo Ni** zZn**, Co*" Fe?*, Mg®* e Cu?*) em condigdes acidas, e tem sido
amplamente aplicado para remogao ou recuperacdo dos ions metalicos em
diferentes areas da industria (KURITA, 1998).

Diante das propriedades da quitosana que proporcionam versatilidade de
aplicacdo na Odontologia, sua capacidade quelante sobre as paredes dos canais
radiculares ainda nao foi investigada na literatura. Dessa forma, torna-se
interessante pesquisar sobre essa propriedade, avaliando o desempenho da
quitosana em remover a smear layer, e assim verificar a possibilidade do uso como

substancia auxilar na terapéutica endodéntica.
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REVISTA DA LITERATURA

Com intuito de organizar os assuntos e facilitar a leitura, o presente capitulo
foi dividido em dois subitens: solugdes irrigantes e auxiliares; quitosana:

propriedades e aplicagdes.
Solugdes irrigantes e auxiliares

Orstavik e Haapasalo (1990) avaliaram o efeito de diferentes solucbes
irrigantes e curativos endodonticos em amostras de dentina bovina infectadas
experimentalmente com Enterococcus faecalis, Streptococcus sanguis, Escherichia
coli ou Pseudomonas aeruginosa. Foram preparados cilindros de dentina, os quais
foram padronizados e limpos por tratamento ultrassénico, EDTA e hipoclorito de
sodio. Os espécimes foram infectados por periodos de até 14 dias. A avaliagdo do
grau de infecgdo nos tubulos ocorreu por meio do método Brown e Brenn,
microscopia eletrbnica de varredura (MEV) e cultura de pé de dentina. Medicagbes
endodénticas foram aplicadas as amostras infectadas para comparar a capacidade
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antibacteriana. Os resultados mostraram que o paramonoclorofenol canforado foi
mais eficiente que o Calasept®. Dentre as solucdes estudadas, o iodeto de potassio
apresentou-se mais eficiente que o hipoclorito de sddio e clorexidina. Os autores
salientaram que a presencga de smear layer retardou, mas nao eliminou o efeito das
medicacoes.

Abbot (1991) pontuou os fatores que afetam o sucesso endodéntico e discutiu
os métodos utilizados para reconhecer e evitar possiveis falhas. Segundo o
pesquisador, muitos fatores podem contribuir para o insucesso da terapia
endoddntica, mas o principal esta associado a presenca de bactérias. Por fim,
chama a atengdo para o fato de que as falhas no tratamento podem ser
reconhecidas por meio dos exames clinicos e radiograficos, sendo passiveis de
prevencgao por meio de cuidadosa selegao do caso.

Sen, Wesselink e Tdrkin (1995) relataram que durante a instrumentacao
endodontica ha formagdo de uma camada composta de dentina, restos de tecido
pulpar e processos odontoblasticos, além de bactérias. Esta camada, denominada
smear layer, tem aparéncia amorfa, irregular e granular sob o microscopio eletrénico
de varredura. Os autores complementam que a smear layer atua como uma barreira
fisica e interfere na aderéncia e penetracdo de cimentos nos tubulos dentinarios,
podendo afetar a eficiéncia da vedacao da obturacdo do canal radicular.

O efeito da camada de smear na microinfiltracdo apical apds obturagcao dos
canais radiculares foi avaliada por Economides et al. (1999). Cento e quatro dentes
humanos extraidos foram distribuidos em quatro grupos tratados da seguinte forma:
GA1- a smear layer foi mantida e os canais foram obturados com guta-percha e
cimento Roth 811; GA2- manutengédo da smear layer e canais obturados com guta-
percha e AH26; GB1- a smear layer foi removida e os canais obturados com guta-
percha e Roth 811; GB2- remocgao da smear layer e canais obturados com guta-
percha e AH26. A microinfiltragdo foi mensurada pelo método eletroquimico.
Paralelamente, parte da amostra foi examinada por microscépio eletrénico de
varredura. Os resultados indicaram que a remogao da smear layer resultou em uma
reducdo estatisticamente significativa dos valores de microinfiltragdo em grupos
obturados com AH26. A presenga ou nao da smear layer nao teve efeito significativo
sobre a capacidade de selamento do Roth 811.

Jaworska, Schowanek e Feijtel (1999) preocupados com o meio ambiente,

sugeriram o uso de um agente quelante e biodegradavel, o [S,S] etileno-diamino
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disuccinato ([S,S]-EDDS), como auxiliar no tratamento de esgoto. Os autores
enfatizaram que a propriedade deste composto que o distingue de outros quelantes
€ a sua alta capacidade de biodegradagao (sem metabdlitos persistentes) e baixa
toxicidade para peixes e alguns crustaceos. Concluiram que o uso deste composto,
nos compartimentos ambientais observados, ndo apresentou indices preocupantes.

A acgado da solugao de EDTA na remocédo da smear layer e seu efeito na
estrutura dentinaria foram avaliados por Calt e Serper (2002). Seis dentes
unirradiculares foram instrumentados, os quais tiveram, posteriormente, os tergos
cervical e médio cortados e desprezados. A porcido referente ao terco médio foi
cortada longitudinalmente em dois segmentos iguais. Utilizaram-se 10 mL de EDTA
17% para irrigagcdo das metades pertencentes a mesma raiz, durante 1 e 10
minutos, respectivamente. Todos os dentes tiveram irrigacao final com 10 mL de
hipoclorito de sddio 5%. Os resultados evidenciaram que com apenas 1 minuto de
acao, a solucdo de EDTA mostrou-se eficiente na remocao da smear layer.
Entretanto, a aplicagédo da solucdo de EDTA durante 10 minutos, causou erosao
excessiva da dentina peritubular e intertubular. Os pesquisadores sugeriram que
este procedimento ndo deveria ser prolongado por mais de um minuto durante a
terapéutica endodéntica.

Pécora et al. (2002), com objetivo de reduzir o indice de fratura de
instrumentos de niquel titanio utilizados com sistemas mecanizados, preconizaram o
uso da técnica Free Tip Preparation. Essa técnica tem como principio o preparo do
canal radicular de forma que a ponta do instrumento ndao toque as paredes
dentinarias, na maioria das vezes, servindo apenas como guia e diminuindo, assim,
a possibilidade de fratura.

Torabinejad et al. (2002) fizeram uma revisdo bibliografica com énfase nas
implicagdes clinicas da smear layer na endodontia. Segundo os autores, esta bem
estabelecido que a instrumentagao do canal radicular promove a formacao da smear
layer, a qual recobre as superficies das paredes dentinarias. Observaram que ha
varios métodos utilizados para sua remocgao, no entanto, a manutencdo ou nao
dessa camada, ainda é bastante discutivel no d&mbito cientifico.

Haznedaroglu (2003) estudou, por meio da MEV, a eficiéncia do acido citrico
em diferentes concentracbes e pH, na remogdo da smear layer da superficie
dentinaria. Utilizaram-se 50 caninos superiores extraidos, os quais foram irrigados

com hipoclorito de sédio 2,5% durante a instrumentagdo. As solugcbes de acido
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citrico foram preparadas nas concentragdes de 50%, 25%, 10% e 5%. Concluida a
instrumentacéao, os tergos cervical e apical da raiz foram removidos. A por¢cdo média
foi seccionada longitudinalmente em dois segmentos, sendo um imerso em acido
citrico com pH original e o outro, no mesmo acido, porém com pH 6, ambos por 2
minutos. Em seguida, as amostras foram colocadas em recipientes contendo
hipoclorito de sodio 2,5% e agua destilada, por 2 e 1 minuto respectivamente. Os
resultados mostraram que as solugbes com baixas concentragcbes e baixo pH
removeram a smear layer mais eficientemente que as solu¢gdes de pH elevado
(p<0,05). Nao houve diferenga significante nos grupos em que as concentragdes do
acido eram altas, independentemente do pH. Entretanto, ocorreu maior destruigao
de dentina peritubular na utilizagado das solugdes de altas concentragdes e pH baixo.

Hulsmann, Heckendorff e Lennon (2003) realizaram uma revisado da literatura
sobre as substancias quelantes utilizadas na Odontologia, bem como o emprego e
funcdo dos quelantes na Endodontia. Verificaram que as solugdes quelantes
apresentam a capacidade de desmineralizar a dentina, facilitando a ag¢ao dos
instrumentos em canais atrésicos, reduzem a microdureza, aumentam a
permeabilidade dentinaria, facilitando a acdo da medicacéo intracanal e removem
smear layer.

Torabinejad et al. (2003) avaliaram, por meio da MEV, a capacidade de
limpeza do MTAD, uma substancia composta de isdmero de tetraciclina, acido e
detergente, como um irrigante final na superficie dos canais radiculares. Quarenta e
oito dentes humanos unirradiculares receberam, apds a biomecanica, 5 mL de uma
das seguintes solugdes: agua destilada, hipoclorito de sédio 5,25%, EDTA 17% e
MTAD. A quantidade de smear layer, assim como o grau de erosdo sobre a
superficie dos trés tercos do canal radicular foi avaliado. Os resultados mostraram
que MTAD foi eficiente na remocao da smear layer, nao alterando a estrutura dos
tubulos dentinarios.

Scelza et al. (2004) estudaram a capacidade de remocgao da smear layer apds
o uso de diferentes solugdes irrigantes variando-se o tempo de irrigagdo. Noventa
dentes caninos foram distribuidos em 9 grupos, conforme a solugdo empregada na
irrigacao final. Utilizaram-se 20 mL das solugdes de EDTA-T, EDTA 17% e acido
citrico 10% no periodo de 3, 10 e 15 minutos. Apds os tratamentos os espécimes
foram analisados por meio de MEV. Os resultados apontaram que o acido citrico

10% por 3 minutos foi significantemente melhor que nos tempos de 10 e 15 minutos
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de irrigagdo. No grupo do EDTA 17% a irrigagcado por 3 minutos também foi mais
eficiente que a de 15 minutos, apresentando maior quantidade de canaliculos
abertos. Nao houve diferenga significante entre os 3 periodos no grupo do EDTA-T.
Os pesquisadores concluiram que as solugbes avaliadas foram eficientes em um
curto intervalo de tempo ndo melhorando o efeito com o aumento do tempo.

Slutzky-Goldberg et al. (2004) estudaram o efeito do hipoclorito de sodio
sobre a microdureza da dentina radicular. Quarenta e duas raizes de incisivos
bovinos foram distribuidas em 6 grupos, variando-se a concentragao da solugao
irrigante (NaOCI 2,5 e 6%) e o periodo de irrigagéo (5, 10 e 20 minutos). No grupo
controle utilizou-se solugdo salina. As raizes foram cortadas transversalmente
obtendo-se assim, discos de dentina, os quais foram lixados, polidos e levados a um
aparelho de microdureza Vickers. As mensuragdes foram realizadas a 500 ym, 1000
pm e 1500 ym da luz do canal radicular. Os resultados apontaram diminui¢cdo da
microdureza em todas as distancias analisadas para ambas concentragdes, no
entanto, o NaOCI 6% a 500 ym promoveu uma redugao significantemente maior que
a2,5%.

Kokkas et al. (2004) avaliaram, por meio da MEV, o efeito da smear layer na
capacidade de penetracdo de trés cimentos endoddnticos através dos tubulos
dentinarios. Apos o preparo quimico-mecanico de 64 dentes unirradiculares, os
espécimes foram distribuidos em dois grupos: GA- a camada de smear permaneceu
intacta; GB- remogao completa da smear layer. Duas raizes de cada grupo foram
utilizadas como controle. Os grupos foram redistribuidos de acordo com o cimento
obturador a ser utilizado: AH Plus, Apexit e Roth 811. Os resultados revelaram que a
smear layer agiu como um selante dos tubulos dentinarios, impedindo a penetragéo
dos cimentos, enquanto que sua remogao permitiu a penetragdo de todos os
cimentos numa profundidade variavel.

Marques et al. (2006) verificaram a capacidade de remogao da smear layer e
de ions calcio da dentina radicular apds irrigagdo com 3 diferentes solugbes
quelantes. Dezesseis dentes caninos foram instrumentados pela técnica Step Back.
A cada troca de lima utilizou-se 1 mL de solugao quelante conforme os grupos: G1-
EDTAC 17%; G2- CDTA 17%; G3- EGTA 17%. Ao final do preparo biomecanico
foram coletados 8 mL de cada solugao, os quais foram levados ao espectrofotdmetro
de absorg¢ao atbmica para analise da quantidade de ions calcio presente. As raizes

foram seccionadas longitudinalmente e preparadas para avaliagdo em MEV. Os
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autores observaram que o EDTAC e CDTA removeram a smear layer e ions calcio
da dentina de forma mais eficiente que a solugdo de EGTA. Em relagdo a limpeza
nao houve diferenca entre os tercos analisados.

Estrela et al. (2007) pesquisaram, por meio da MEV, a capacidade de limpeza
das paredes dentinarias ap0s irrigagdo com diferentes solugdes. Foram avaliadas as
solugdes de clorexidina, vinagre de maca e hipoclorito de sédio associados ou nao
ao EDTA. Os autores verificaram que a combinacdo de todas as solugbes com
EDTA aumentou significantemente a capacidade de remogao da camada de smear,
e que o melhor resultado foi obtido com a associagdo com o vinagre de maga.

Shahravan et al. (2007) realizaram uma revisdo sistematica e meta-analise
com enfoque do efeito da smear layer na qualidade da obturacdo dos canais
radiculares. Os autores verificaram artigos publicados entre os anos de 1975 e 2005.
Concluiram que a remog¢ao da smear layer melhora a qualidade do selamento
endoddntico, com consequente diminuicio da infiltracdo de fluidos.

Papagianni (2007) enfatiza os aspectos da bioquimica de fermentagao,
transporte de membrana e modelo do processo de produgdo do acido citrico por
meio do Aspergillus niger. Salientaram que o mecanismo bioquimico pelo qual o
Aspergillus niger acumula acido citrico continua a atrair o interesse cientifico,
embora a sua produgdo comercial por fermentacdo tenha sido estabelecido ha
décadas.

Carvalho et al. (2008) avaliaram, por meio da MEV, a capacidade de limpeza
de diferentes solugdes utilizadas para irrigagéo. Trinta e dois dentes unirradiculares
foram distribuidos em 4 grupos (n=8) de acordo com a solugdo irrigante empregada
na biomecanica: G1- NaOCl 2,5% + EDTA 17%; G2- Clorexidina Gel 2% + EDTA
17%; G3- Canal Plus (associagdo de EDTA com perdxido de hidrogénio) + NaOCI
2,5%; G4- soro + EDTA 17%. Os resultados mostraram grande quantidade de
tubulos dentinarios abertos no G1 e G3. Em todos os grupos, a limpeza obtida no
terco cervical foi melhor que a dos tercos apical e médio, com diferenca estatistica
significante no grupo da clorexidina.

Silva et al. (2008) avaliaram, por meio da MEV, a capacidade de remogéao da
smear layer dos canais radiculares, apos irrigacao com diferentes substancias. Trinta
dentes unirradiculares foram instrumentados e distribuidos em 3 grupos de acordo
com a solucdo a ser testada: G1- EDTA 14,3%, G2- SmearClear® e G3— sem

irrigacao (controle). Foram obtidas fotomicrografias com aumentos de 200x e 750x
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para avaliagcao da quantidade da smear layer nos tergos cervical, médio e apical. Os
resultados mostraram que os grupos 1 e 2 removeram a smear layer de forma
similar entre si e de forma superior ao grupo 3, com diferenga estatisticamente
significante (p<0,01).

Khedmat e Shokouhinejad (2008) compararam, por meio da MEV, a eficacia
da SmearClear® na remoc&o da smear layer. Quarenta e nove dentes unirradiculares
foram preparados com instrumentos rotatérios de niquel titdnio Mtwo. Os dentes
foram distribuidos em 4 grupos (n=12) de acordo com o protocolo de irrigagao final
por 1 min: G1- NaOCI 5,25% (controle); G2— Smear Clear; G3— EDTA 17%; G4—
acido citrico 10%. Os resultados mostraram que as solugdes avaliadas limparam o
canal radicular de forma semelhante entre si. Em relagdo aos tergos, ndo houve
diferenca significante nos grupos do EDTA 17% e SmearClear. Entretanto, o acido
citrico 10% limpou os tercos cervical e médio de forma mais eficaz que o apical
(p<0,05). Os autores concluiram que as solugdes nado foram totalmente eficientes na
remogao da smear layer, especialmente no tergo apical. A adicdo de um surfactante
ao EDTA néo resultou em maior eficacia desta substancia.

Pérez-Heredia et al. (2008) avaliaram o efeito descalcificante de diferentes
solugdes irrigantes, por meio da espectrofotometria de absorgdo atébmica. Foram
obtidos dois cortes da porgao cervical de 10 dentes incisivos humanos.
Posteriormente, seccionaram-se os cortes ao meio, totalizando 40 espécimes, o0s
quais foram distribuidos de acordo com a solugéo avaliada (n=10): G1- EDTA 15 %;
G2- acido citrico 15%; G3- acido fosférico 5%; e G4- hipoclorito de Sédio 2,5%. Os
corpos-de-prova foram tratados em diferentes periodos de tempo (5, 10 e 15
minutos). Os espécimes permaneceram submersos nas solugdes e, a cada 5
minutos, 5 mL da solucéo irrigante foi extraida para ser analisada. Os resultados
evidenciaram que, nos trés periodos de tempo, o EDTA 15% e acido citrico 15%
foram similares na capacidade descalcificante e com resultados estatisticamente
melhores que o acido fosforico 5%. A descalcificagdo da dentina radicular foi mais
acentuada nos primeiros 5 minutos em todos os grupos.

Reis et al. (2008) pesquisaram, por meio de MEV e microscopia éptica Co-
site, o efeito de altas concentragcdes do acido citrico na dentina humana. Neste
experimento foram utilizados 16 molares superiores, os quais tiveram suas coroas
seccionadas e desprezadas. A porgao cervical das raizes foi exposta e submetida ao

tratamento com acido citrico 1, 5 e 10% e EDTA 17%. O periodo de observacao dos
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espécimes variou de 15 a 300 segundos. Os autores verificaram que as solug¢des de
acido citrico apresentaram os maiores efeitos quelantes, sendo que quanto maior a
concentragdo, maior a desmineralizacdo. As solugbes de acido citrico 5 e 10%
promoveram efeito erosivo na dentina inter e peritubular, apés 60 segundos de agao.

Mahran e Aboel-Fotouh (2008) realizaram um estudo comparativo do
desgaste cervical promovido por diferentes instrumentos, como também,
quantificaram a dentina excisada durante a biomecanica. Canais mésio-vestibulares
de 45 molares inferiores foram distribuidos de acordo com o instrumento
empregados: G1- ProTaper; G2- Shaper Hero; e G3- associagao de brocas Gates e
limas manuais Flex-R. A espessura cervical da dentina e o volume de material
excisado do canal radicular foram mensurados antes e apds a instrumentacao por
meio da tomografia computadorizada. Os resultados indicaram que as limas
ProTaper removeram significativamente menores quantidades de dentina na porgao
cervical da parede distal (zona critica) em relagdo a HeroShaper e Brocas Gates
Glidden (p<0,05). Entretanto, o total de estrutura dentinaria removida durante a
instrumentacao foi significativamente maior com o sistema ProTaper (p<0,05).

Spand et al. (2009) avaliaram a capacidade de remocdo da smear layer
promovida pela agdo de agentes quelantes e desmineralizantes e quantificaram a
concentracdo de ions calcio presentes nas solugdes apds a utilizacdo. Quarenta e
dois incisivos centrais superiores foram instrumentados e a cada troca de
instrumento os espécimes receberam 2 mL de NaOCI 1%. Posteriormente, os dentes
foram distribuidos em 7 grupos (n = 6), conforme a irrigagao final estabelecida: G1-
EDTA 15%; G2 - acido citrico 10%; G3- citrato de sddio 10%; G4- vinagre de maga;
G5 - acido acético 5%; G6 - acido malico 5%; G7- sem irrigacéo final (controle).
Durante a irrigagdo, as solugbes foram simultaneamente coletas, apods
extravasamento apical, e encaminhadas a analise espectrométrica. Os autores
verificaram que o EDTA 15% e o &acido citrico 10% removeram a smear layer de
forma semelhante entre si. As demais solugbes nao foram eficientes para esta
finalidade. A maior quantidade de ions calcio removidos foi observada no grupo do
EDTA 15%, seguido do &cido citrico 10%. O citrato de sddio 10% apresentou as
menores quantidades do ion.

Mancini et al. (2009) pesquisaram, comparativamente, a capacidade de
remocao da smear layer e o grau de erosao provocado no tergo apical, apés

irrigacdo com 3 solugdes auxiliares quelantes. Noventa e seis dentes unirradiculares
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foram instrumentados empregando-se o sistema rotatério GT® e irrigados com 2 mL
de NaOCIl 5,25% a cada troca de lima. Os espécimes, posteriormente, foram
distribuidos em 4 grupos de acordo com a solugdo quelante utilizada na irrigagao
final: G1- Bio-pure MTAD; G2- EDTA 17%; G3- acido citrico 42%. Foi utilizado 1 mL
de cada solugao auxiliar por 1 minuto seguido de 3mL de NaOCI 5,25% e mais 5 mL
de agua destilada. Em relacdo a limpeza, a analise estatistica mostrou haver
diferenga significante entre os grupos do Bio-pure MTAD e EDTA em relagcdo ao
acido citrico, o qual foi similar ao grupo do NaOCI (controle). Os autores salientaram
que o protocolo empregado no trabalho nao foi suficiente para promover a limpeza
adequada do tergo apical, dessa forma, nao foi possivel avaliar o grau de eroséo.

Sen, Erturk e Pigkin (2009) verificaram, por meio de MEV, a capacidade de
limpeza e a erosdo decorrente do uso do EDTA em diferentes concentragdes na
superficie da dentina radicular. Quarenta dentes unirradiculares foram preparados
pela técnica Step Back e irrigados com NaOCI 2,5% a cada troca de instrumento. Os
espécimes foram distribuidos em 4 grupos de acordo com a solugdo quelante
utilizada como irrigacéao final: G1- EDTA 15 %; G2- EDTA 10%; G3- EDTA 5%; G4-
EDTA 1%. Utilizaram-se 5 mL de cada concentracdo de EDTA por 1 minuto. Os
resultados mostraram que todas as solug¢des limparam, de forma estatisticamente
semelhante, as paredes do canal radicular. O terco cervical mostrou-se com menor
quantidade de smear layer que o apical. As solugbes de EDTA 15, 10 e 5 %
apresentaram erosdes similares entre si, ndo havendo diferenga entre os tercos da
raiz. Os autores concluiram que o EDTA em pequena concentracdo pode ser
recomendado clinicamente, uma vez que impede a erosdo excessiva da parede
dentinaria.

Mai et al. (2010) avaliaram, por meio da microscopia eletrbnica de
transmissao (MET), o possivel efeito erosivo do NaOCI 5,25% associado ao EDTA
17% nas paredes dentinarias. Trinta terceiros molares humanos foram utilizados
para obtengao de discos de dentina dos tercos médio e cervical. Foram empregados
dois protocolos de irrigacdo, simulando tratamentos rapidos e tratamentos
complexos, nos quais ocorre maior tempo de contato da solucdo com o tecido
dentinario: G1- NaOCI 5,25% por 10 min. e EDTA 17% como irrigante final por 2
min.; G2- NaOCI 5,25% por 60 min. e EDTA 17% por 2 min. Os resultados
mostraram que para os dois protocolos de irrigagcdo com NaOCI 5,25%, a irrigacao

final de EDTA resultou em desmineralizacdo similar com 0,5 ym de espessura.
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Entretanto, a imersdo em 60 minutos resultou em extensa erosao na superficie
radicular. Os autores concluiram que a aparente agressividade do EDTA 17% em
provocar erosao nas paredes dos canais radiculares é, na verdade, atribuida ao uso
prolongado de NaOCI 5,25%, podendo tornar os dentes tratados endodonticamente
mais susceptiveis a fratura vertical.

Mello et al. (2010) compararam, por meio da MEV, a capacidade de remogao
da smear layer apds utilizacdo de duas técnicas de irrigagdo com EDTA 17%.
Sessenta dentes humanos unirradiculares foram instrumentados e distribuidos
conforme o protocolo de irrigacdo: G1- irrigagao continua com 5 mL EDTA 17%, por
3 minutos; G2- irrigacao inicial de 1 mL de EDTA 17% por 6 segundos, seguida da
inundacao do canal com EDTA 17%, por 2 minutos e meio, mais irrigagao final com
4 mL da mesma solucgao, por 24 segundos. Os autores verificaram que o grupo com
irrigacdo continua apresentou maior superficie livre de smear layer quando
comparado ao outro grupo. Conclui-se que a irrigagado continua de 5 mL de EDTA
17% por 3 minutos pode remover de forma eficiente a smear layer.

Violich e Chandler (2010) realizaram, por meio de 408 trabalhos divulgados
no PubMed, uma revisao literaria focando a relevancia da smear layer para a
Endodontia. Os autores afirmaram que a remocdo da smear layer reforca a
desinfec¢gdo do canal radicular e que, dentre os métodos atuais empregados para
essa finalidade (quimica, ultrassom e técnicas utilizando laser), nenhum é totalmente
eficaz. A maioria dos trabalhos recomenda o uso do EDTA alternado com hipoclorito
de sodio para a limpeza do canal.

Zhang et al. (2010) avaliaram, por meio da MEV e MET, a capacidade de
remogao da por¢do organica da dentina e o grau de erosao nas paredes dos canais
radiculares apés o uso de NaOCI seguido de EDTA. Dentina em p6 foi imersa em
NaOCI 5,25% ou 1,3% em diferentes tempos (10, 20, 30, 60, 120, 180 e 240
minutos) seguido de irrigagcdo com EDTA 17% por 2 min. Antes e apds o uso do
EDTA 17%, a dentina em p6 foi examinada por meio da espectroscopia (ATR-FT-IR)
para verificagcdo da perda de componentes organicos e inorganicos. Os resultados
mostraram que o uso de NaOCI 5,25% ocasionou maiores alteracdes na estrutura
colagena, independentemente da irrigacéo posterior com EDTA 17%. A erosao das
paredes dentinarias foi observada apenas no grupo do NaOCI 5,25% seguido de
EDTA 17%. A erosao estendeu-se 10-15 micrometros abaixo da superficie da
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dentina apds o uso de NaOCI 5,25% por 20 min. Os autores concluiram que o efeito
destrutivo superficial do NaOCI ¢ irreversivel e independe do uso posterior de EDTA.

Prado et al. (2011) verificaram, por meio da MEV, a capacidade de remogao
da smear layer apos o uso do acido fosforico 37% (solucdo e gel), EDTA 17% e
acido citrico 10%. Apds a instrumentacao de 52 caninos humanos superiores, 0s
espécimes foram irrigados com agua destilada e distribuidos em grupos, conforme
as solugdes descritas. O tempo de irrigagdo com os agentes irrigantes variou em 30
segundos, 1 e 3 minutos. A MEV forneceu 3 fotomicrografias (2000x) de cada
amostra, para avaliacdo dos tergos apical, médio e cervical. Os resultados
mostraram que nenhuma das substancias empregadas foi eficiente na remocgéo da
smear layer no periodo de 30 segundos. No periodo de 1 minuto a solugéo de acido
fosforico apresentou melhores resultados que as demais. No periodo de 3 minutos
todas as substancias apresentaram bom desempenho nos tercos cervical e médio.
Os autores concluiram que a solugdo de acido fosforico apresenta-se como um

agente promissor para remogao da smear layer.

Quitosana: propriedades e aplicagoes

Em relagdo ao mecanismo de quelagdo da quitosana, Blair e Ho (1981) e
Focher et al. (1986), sustentam a teoria de que dois ou mais grupos amino da cadeia
de quitosana ligam-se ao mesmo ion metalico (modelo da ponte). Blair e Ho (1981)
avaliaram a adsor¢cdo e difusdo de ions cobre e de um corante, utilizando
membranas de quitosana contendo diferentes quantidades de ions cobre quelatado.
Os resultados indicaram que aumentando o teor de cobre sobre a membrana,
diminui-se a taxa de difusdo de ions através da membrana.

Domard (1987) e Piron e Domard (1998) defendem a teoria de que apenas
um grupo amino da estrutura da quitosana € envolvido na ligagédo entre a substancia
e o metal. Piron e Domard (1998) avaliaram, por meio da espectrofotometria, o
mecanismo de interagdo que ocorre entre o quelante e ions de uranio. Os resultados
mostraram que a saturacéo do polimero por ions de uranio ocorreu na proporcao de
2:1, devido as propriedades intrinsecas da quitosana. Os autores observaram a
formacgao de um unico tipo de complexo caracterizado por ligagdes coordenadas dos

grupos amino da quitosana com ions uranio.
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Onsgyen e Skaugrud (1990) relataram que a quitosana é um polimero
policatibnico natural com propriedades valiosas. Possui varias aplicagcbes como no
tratamento de aguas residuais para a remog¢ao de metais pesados e isotopos de
radio; no tratamento de aguas para recuperagao de metais valiosos; purificacdo de
agua potavel; liberagdo controlada de metais essenciais para o crescimento de
plantas, na agricultura; e na industria alimenticia, na melhora do sabor de alimentos
cozidos e requentados, por meio da quelacéo de ferro. Os autores salientam que as
interacbes dos metais com a quitosana s&o complexas, apresentando
provavelmente, processos simultdneos de adsorcgdo, troca ibnica e quelagdo. Por
fim, chamam a atenc¢ao para fato de que o grau de polimerizagéo, a desacetilagcéo e
a distribuicao dos grupos acetil na cadeia do polimero é de importancia crucial para
definir as caracteristicas de interagao entre quitosana e metal.

Klokkevold et al. (1991) avaliaram o efeito hemostatico da quitosana em
ferimentos de coelhos, por meio dos tempos de sangramento e de coagulagéo.
Foram realizadas duas incisdes (15 x 2 milimetros) nas linguas dos animais, sendo
uma tratada com um preparado a base de quitosana e a outra sem medicagao
(controle). Os tempos de sangramento e coagulagado foram verificados em trés
momentos: no pré-operatério, pos-operatdrio e antes do sacrificio dos animais. Os
resultados revelaram que as incisbes que receberam o composto com quitosana
apresentaram uma hemostasia 32% maior que o grupo controle.

Muzzarelli et al. (1994) verificaram o efeito da quitosana modificada em
defeitos 6sseos no cdndilo femural de ovelhas. Os defeitos foram confeccionados
cirurgicamente (7 milimetros de diametro) e tratados de acordo com os grupos
propostos: com e sem quitosana. Os resultados mostraram que no periodo de 40
dias ap0s a cirurgia, o grupo que recebeu o tratamento com a substancia apresentou
neoformacéo éssea. O novo tecido formado mostrou-se com aspecto de um nddulo
mineralizado com componente fibroso, na regido central, e na regido periférica, com
estrutura trabecular. No grupo controle, nenhum sinal de formacdo Ossea ou
processo de reparo foram observados. Os autores concluiram que a quitosana tem
um forte potencial osteoindutor.

Peter (1995) realizou uma revisao literaria sobre as propriedades dos
polissacarideos naturais quitina e quitosana. Os pesquisadores ressaltaram que as
caracteristicas proeminentes das propriedades quimicas e mecanicas desses

materiais, oferecem inuUmeras aplicagdes, ainda pouco exploradas nas areas da
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tecnologia, quimica, medicina e agricultura. Os derivados de quitina e quitosana
podem ser obtidos por meio de reagbes dos grupos hidroxi € amino com reagentes
adequados. Varios tipos de géis, membranas e fibras, incluindo materiais
policatibnicos e soluveis em agua, podem ser formados. Os autores enfatizam, por
fim, que a producado de quitina e quitosana, a partir de residuos de caranguejo, sao
realizadas por meio de processos que n&o prejudicam o meio ambiente.

Kurita (1998) avaliaram a afinidade de derivados organossoluveis da quitina
por solventes, sua atividade antimicrobiana, assim como a susceptibilidade a
lisozima. Varios grupamentos podem ser introduzidos as estruturas quimicas da
quitina e quitosana para obtengdo de compostos ndo naturais, de forma a melhorar a
efetividade de suas propriedades. Os derivados de quitina resultantes revelaram que
B-quitina apresentou-se com melhor desempenho que a usual a-quitina.

Guibal, Milot e Roussy (2000) avaliaram o mecanismo de quelagdo de
molibidénio pela quitosana, e os possiveis fatores que interferem nesse processo.
Os autores concluiram que a interagdo entre o quelante e a substancia caracteriza-
se pela “ancoragem” dos ions molibidénio nos grupos amino da quitosana.
Associado a esse processo ocorre o mecanismo de troca ibnica. Verificaram que
varios grupos amino podem também reagir com o mesmo grupo de molibidénio. O
tipo de interacdo depende do ion metalico, de sua estrutura quimica e do pH da
solugao.

Senel, Kas e Squier (2000) relataram que a quitosana é um polissacarideo
natural que tem atraido grande atencédo dos pesquisadores no ambito odontolégico
devido as suas propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, bioadesao e
atoxidade diante do organismo humano.

Senel et al. (2000) avaliaram, in vitro, a atividade antifungica da quitosana
associada ou nao a clorexidina, assim como o tempo de liberacdo dessas substancia
na cavidade oral. Foram preparados géis e membranas de quitosana com
concentracbes de 1 e 2% contendo clorexidina 0,1 ou 0,2%. Os resultados
evidenciaram que a liberagdo prolongada foi observada nas formulagdes em
membrana e a maior atividade antifungica foi obtida com gel de quitosana 2%
contendo clorexidina 0,1%.

Segundo Jeon, Shahide e Kin (2000), a quitosana possui varias propriedades
funcionais, as quais tém atraido grande interesse de pesquisadores, visto suas

atividades bioldgicas e potenciais aplicagdes nas industrias alimentar, farmacéutica,
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agricola e ambiental. Muitos artigos cientificos destacam a quitosana como uma
fonte potencial de materiais bioativos, sendo utilizados nas areas farmacéutica e
médica (efeito antibacteriano, agente anti-tumor, carreador para drogas, acelerador
de cicatrizacdo de feridas), na biotecnologia (carreador para enzimas e células,
resina para cromatografia, matéria para membranas), no meio ambiente (tratamento
de agua), na agricultura (preparagcao de sementes, ativador de células de plantas,
atividade antimicrobiana para patégenos de plantas), e no setor de cosméticos e
alimentacgao (acelerador de absorg¢ao de ferro e calcio, fonte de fibras).

Rhazi et al. (2002) avaliaram, por meio de diferentes técnicas, a influéncia da
natureza do ion metalico no processo de quelagdo com a quitosana. Os resultados
mostraram que o polimero apresentou seletividade de acordo com o ion metalico na
seguinte sequéncia de afinidade: Cu (Il) 2 Hg (II) > Zn (II) > Cd (II) > Ni (llI) > Co (lI),
Ca (II) > Eu (1l1) = Nd (lll) > Pr (Ill). Os autores salientaram que a seletividade parece
nado apresentar relagdo com o tamanho e dureza dos ions considerados,
independentemente da forma de apresentacédo da quitosana (filme, pd ou solugéo).
Os estudiosos observaram que em funcdo da capacidade quelante seletiva da
quitosana, a mesma pode ser utilizada como agente despoluente na recuperacao de
ions metalicos.

Park et al. (2003) avaliaram, por meio de analise histologica, o
comportamento da quitosana associada a esponja de colageno, no tratamento de
defeitos intra-6sseos. Os defeitos foram confeccionados bilateralmente na maxila e
mandibula de cdes da raca Beagle. Os grupos foram distribuidos conforme a
terapéutica adotada: G1- realizou-se apenas o retalho (controle); G2- utilizagdo de
esponja de colageno associada a um tampao de fosfato; G3- esponja de colageno
associada a quitosana. Os animais foram sacrificados oito semanas apoés a terapia.
Os resultados mostraram diferenga estatistica na quantidade de migragao de epitélio
juncional entre G1 e G3 (p<0,05), com o grupo da quitosana apresentando melhor
desempenho. Com relagdo a quantidade de cemento regenerado e reparo 6sseo
alveolar, observou-se diferenga estatisticamente significante entre G3 e os demais
grupos, com resultados superiores para G3. Os autores concluiram que a quitosana
induziu a regeneragcdo periodontal no tratamento de defeitos intradsseos com
inibicdo apical da migracdo do epitélio juncional e aumento nas quantidades

neoformadas de osso e cemento,
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Akncbay, Senel e Ay (2007) avaliaram o desempenho da quitosana em gel
1% e em uso associado ao metronidazol 15% para o tratamento coadjuvante da
periodontite cronica. Inicialmente, os pacientes com periodontite crénica receberam
terapia de raspagem e alisamento radicular, seguindo-se a distribuicdo dos grupos
de acordo com a medicagdo empregada: G1- quitosana gel 1%; G2- quitosana gel
1% associada ao metronidazol 15%; G3- sem medicagéo (grupo controle). Em todos
os grupos, foram observadas melhorias significativas nos parametros clinicos
(profundidade de sondagem, recessdo gengival, indice de placa, sangramento
gengival) entre o inicio e 24 semanas apos o tratamento. As redug¢des nos valores
da profundidade de sondagem foram 1,21 mm para o grupo da quitosana, 1,48 mm
para quitosana + metronidazol, e 0,94 mm para o grupo controle. Os autores
concluiram que a quitosana isoladamente, bem como associada ao metronidazol foi
eficiente no tratamento coadjuvante da periodontite cronica.

Park et al. (2008) avaliaram o efeito de diferentes materiais utilizados no
enxerto de defeitos 6sseos confeccionados em calvaria de 75 ratos. Os animais
foram distribuidos em quatro grupos experimentais, conforme o material utilizado:
G1- particulas de dentina de porcos; G2- particulas de dentina com sulfato de calcio
hemi-hidratado; G3- particulas de dentina com quitosana; G4- quitosana. Os
roedores foram sacrificados com 2, 4 e 8 semanas apos a implantagdo. Os
resultados revelaram que todos oOs grupos experimentais apresentaram maior
formacao 6ssea em relagado ao controle. Adicionalmente, todos os materiais exibiram
maior crescimento 6sseo no periodo de 8 semanas. Particularmente, os autores
concluiram que defeitos intradsseos tratados com particulas de dentina em
associagao a quitosana podem mediar um excelente efeito de neoformacéao éssea.

Wu et al. (2008) estudaram as propriedades biolégicas de uma membrana
complexa, composta de acido hialurénico, colageno e quitosana. Observaram que a
membrana € capaz de induzir crescimento de fibroblastos sob sua superficie, de
promover alteracbes morfologicas das plaquetas durante a coagulagao, além de
apresentar efeito antimicrobiano contra Escherichia coli e Staphylococcus aureus.
Concluiram que a membrana apresentou propriedades efetivas de coagulagao,
compatibilidade celular, mostrando-se eficiente como agente antibacteriano.

Boynuedri et al. (2009) pesquisaram o efeito da quitosana isoladamente ou
associada a membrana colagena ou matriz dssea, no tratamento da periodontite

cronica. Apds os procedimentos periodontais basico, os pacientes foram distribuidos
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em quatro grupos, de acordo com o tratamento coadjuvante: GA- quitosana gel 1%;
GB- quitosana gel + matriz 6ssea desmineralizada; GC- quitosana gel + membrana
de colageno; GD- sem complementagdo (grupo controle). Medidas clinicas e
radiograficas foram registrados no inicio do estudo e nos periodos de 3 e 6 meses
apos a cirurgia. Os resultados mostraram que, clinicamente, ndo foram observados
diferencas entre os grupos. No entanto, os dados radiograficos revelaram que, com
excegao do grupo controle, todos os demais apresentaram neoformacgéao 6ssea com
valores estatisticamente significantes quando comparados aos valores basais. Os
autores concluiram que o gel de quitosana utilizado isoladamente ou em associagéo
a matriz 6ssea desmineralizada ou a membrana colagena foi eficiente como auxiliar
para a regeneragao ossea.

Ballal et al. (2010) avaliaram, in vitro, o tempo de liberagdo de ions calcio e as
alteracbes de pH provocadas por medica¢des a base de hidroxido de calcio com
diferentes veiculos. Apds a biomecanica, os canais radiculares dos espécimes foram
preenchidos com pasta de hidroxido de calcio preparadas com o0s seguintes
veiculos: G1- propilenoglicol; G2- polietilenoglicol 6000; G3- quitosana; e G4- goma.
Os dentes foram armazenados em frascos de vidro de forma a permitir que apenas o
tergco apical ficasse imerso em agua destilada. Decorridos 30 dias a solugdo do
frasco foi coletada e analisada por meio de espectrofotometro ultravioleta. Os
resultados mostraram que a formulagao com quitosana apresentou a maior liberagao
de ions calcio em comparagao as demais. Os autores chamam a atencao de que a
quitosana apresenta-se como um veiculo promissor a pasta de hidréxido de calcio

utilizada como medicacgao intracanal.
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PROPOSICAO

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade de limpeza das
paredes do canal radicular, apds irrigacao final com solugbes quelantes e
desmineralizantes, com atengao para os seguintes itens:

1- Avaliar, por meio da microscopia eletrbnica de varredura, a capacidade de
remogao da smear layer dos tergcos medio e apical do canal radicular pelas solugdes
de EDTA 15%, quitosana 0,2%, acido citrico 10% e acido acético 1%.

2- Quantificar, por meio da espectrometria de absorgdo atbmica com chama, a

concentracao de ions calcio presentes nessas solugdes apos suas utilizagdes.
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MATERIAL E METODO

Apos a submissao e aprovagao do presente projeto pelo Comité de ética em
Pesquisa (CEP) da Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto da Universidade de
Sao Paulo (FORP-USP) (Ref. Processo n° 2011.1.205.58.6; CAAE n°
0015.0.138.000-11) (Anexo I), foram utilizados 25 dentes caninos superiores cedidos
pelo Banco de Dentes da mesma instituigao.

Os dentes foram mantidos em solugao de timol 0,1% em geladeira a 9°C até o
momento do experimento, quando, entdo, foram lavados em agua corrente por 24
horas para remocdo do remanescente da solugcdo de timol presente sobre a
superficie dos espécimes.

A amostra passou por um processo de selecado pelo qual se observaram os
seguintes critérios: presenca de canal radicular unico e aparentemente reto,
rizogénese e apicigénese completas e auséncia de calcificacdo. Os dentes foram
examinados clinicamente e na sequéncia radiografados no sentido proximo-proximal
para observagao dos critérios adotados. Aqueles que nao cumpriram as exigéncias

estabelecidas foram substituidos.
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Preparacao dos espécimes

Inicialmente, realizou-se a cirurgia de acesso com brocas esféricas
diamantadas acopladas ao motor de alta rotagao (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil) sob refrigeracéo.

Para o preparo cervical utilizaram-se brocas La Axxess® (Sybronendo
Corporation, West Collins, Orange, CA) acionadas por meio de micromotor (Dabi
Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), na sequéncia operatéria da numeragdo de 1 a 3
(Do = 0,20; 0,35; 0,45 mm, respectivamente e conicidade de 0,06 mm/mm).

Apds o0 acesso ao canal radicular, concluido, com uma lima tipo K, didametro
#10 (Dentsply-Maillefer, Petropolis, Rio de Janeiro, Brasil) procedeu-se a sondagem
do canal e remogao de possiveis remanescentes de tecido pulpar. O instrumento foi
introduzido até que sua ponta fosse visualizada no forame apical, quando entao,
subtraiu-se 1 mm determinando-se, assim, o comprimento de trabalho (CT).

Terminada esta etapa, determinou-se o didmetro anatémico (DA), por meio da
introdugdo de instrumentos manuais tipo K (Dentsply-Maillefer, Petropolis, Rio de
Janeiro, Brasil) com didametros sucessivos e crescentes até que um deles sofresse
resisténcia ao ser retirado do CT. Os valores referentes ao CT e DA foram anotados
para cada espécime, individualmente.

O preparo biomecanico foi realizado por meio de sistema rotatério continuo
com instrumentos de niquel titanio Quantec® (Sybronendo Corporation, West Collins,
Orange, CA, USA) acoplados ao motor elétrico X-Smart (Dentsply—Maillefer, Suiga).
A instrumentacédo do canal radicular, realizada pela técnica “Free Tip Preparation”
(PECORA et al., 2002), seguiu a ordem crescente de instrumentos, de tal forma que
a ultima lima que percorreu todo o CT apresentava didmetro correspondente a
quatro instrumentos acima daquele que determinou o DA. Dessa forma, assegurou-
se a remogao de no minimo 200 ym de estrutura dentinaria no tergo apical.

Durante a etapa de preparagao dos espécimes, 0s mesmos receberam 1 mL
de hipoclorito de sédio 1% apds a abertura coronaria, 1mL no intervalo entre cada
broca utilizada no desgaste compensatério e 1 mL a cada troca de instrumento
utilizado durante a biomecanica. Ao final da instrumentagéo, irrigou-se o canal com

mais 2 mL de hipoclorito de sédio 1%, totalizando volume aproximado de 10 mL.
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A solucéo irrigadora foi introduzida no interior do canal radicular por meio de
canula de 21 mm de comprimento e gauge 29 (Nav Tip, Ultradent Products Inc,
South Jordan, USA).

Com a finalidade de remover possiveis raspas de dentina soltas no interior do
canal radicular, os dentes tiveram seus canais radiculares lavados com 20 mL de
agua deionizada por meio de uma seringa com bico tipo Luer lock® (BD, Sao Paulo,
Brasil) conectada a uma canula plastica Capillary Tip (Ultradent Products Inc, South
Jordan, USA). Posteriormente, os canais foram secos com cones de papel
absorvente de numeracéo correspondente aos didmetros cirurgicos obtidos em cada

amostra.
Preparo das solugoes utilizadas

As solugdes utilizadas foram aviadas no Laboratério de Pesquisa em
Endodontia da FORP-USP. As solugdes e amostras foram preparadas com
reagentes de grau analitico e agua purificada por meio de sistema de Osmose
Reversa com Luz Ultravioleta (Quimis, Diadema, SP, Brasil) com condutividade

elétrica inferior a 1 uS.
Acido etilenodiaminotetraacético dissédico (EDTA 15%).

Em um béquer para 200 mL, pesaram-se 17 gramas de EDTA (Merck) e
adicionou-se 100 mL de agua deionizada. A solugdo formada, com coloragao
branca, foi agitada por meio de um agitador magnético e em seguida gotejou-se
lentamente o hidréxido de sédio 5 mol . L'1, até se obter pH 7,25. Nesse momento, a
solucdo que se encontrava com coloragéo branca, tornou-se limpida e transparente.
O pH da solucéo foi aferido por meio de um pHmetro Analion®. O EDTA, depois de

aviado, foi colocado em recipiente plastico &mbar, dotado de batoque e tampa.
Acido acético 1%

Em um baldo volumétrico para 100 mL, adicionou-se 1 mL de acido acético
(Sinthy, teor de acido acético 99,7%) completando-se o restante do volume com
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agua deionizada. A solucdo formada de coloragao cristalina foi homogeneizada e, na

sequéncia, mediu-se o pH (2,60).
Acido citrico 10%

Em um baldo volumétrico para 100 mL foram adicionadas 10g de acido citrico
(Sigma) e completou-se o volume com agua deionizada. A solugao formada de
coloracéo cristalina foi homogeneizada e o pH (1,4) aferido por meio de um pHmetro

Analion®.
Quitosana 0,2%

Em um béquer para 200 mL, pesaram-se 0,2 gramas de quitosana (ACROS
Organics) e adicionou-se 100 mL de acido acético 1%. A mistura, que inicialmente é
heterogénea, foi agitada por meio de agitador magnético por 2 horas,
aproximadamente. Ao final, obteve-se uma mistura homogénea cristalina com pH
3,2.

Distribuicao dos grupos

A amostra composta de 25 dentes foi distribuida aleatoriamente em 5 grupos
experimentais com 5 dentes cada (n = 5), conforme a irrigagao final adotada: G1 -
EDTA 15%; G2 - solugao de quitosana 0,2%; G3 - acido citrico 10%; G4 - acido
aceético 1%; G5 - controle (sem irrigagao final).

Os espécimes receberam 5 mL da solugao a ser analisada por um periodo de
3 minutos quantificados por um crondmetro. A solucao foi introduzida no interior do
canal radicular por meio de agulha 0,45 x 13 mm (BD, Franklin Lakes, NJ, USA — 26
G 12), a qual foi fixada na embocadura do canal, individualmente para cada
espécime. A fixacao da agulha ao dente foi realizada com resina fotopolimerizavel
Top Dan Blue® (FGM/Dentscare, Joinvile, CS, Brasil), recobrindo todo o acesso
coronario para evitar possiveis refluxos da solugéo (Figura 1a).

Simultaneamente ao ato da irrigagao, essas solugdes eram coletadas em um
tubo tipo falcon com capacidade para 15 mL. Perfurou-se a tampa do tubo de modo

a adaptar a porcao radicular dos espécimes, de tal forma que os dentes foram
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colocados no furo com a coroa dental pra fora e a raiz para o lado de dentro da
tampa. A fixacdo dos espécimes a tampa plastica foi realizada com Pritt Multi Tak®
(Henkel Ltda, Itapevi, Sao Paulo, Brasil) (Figura 1b).

As solugbes irrigantes, entdo, percorriam todo canal radicular no tempo
estabelecido e saiam pelo forame apical caindo diretamente no tubo coletor (Figura
1c).

Figura 1 — a) Detalhe da agulha fixada na embocadura do
canal; b) dente fixado na tampa do frasco coletor; c) Tubo
coletor tipo Falcon

Analise por Microscopia Eletronica de Varredura

ApOs a coleta de todas as amostras, a seringa de irrigacédo era desconectada
da agulha adaptada a coroa dental, a tampa plastica utilizada para fixagdo do dente
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era desrosqueada do tubo falcon, o qual foi fechado com uma nova tampa,
identificado e encaminhado para a espectrometria. Em ato continuo, os espécimes
foram irrigados com 10 mL de agua deionizada, por meio de outra seringa conectada
a agulha de irrigagdo, com finalidade de eliminar os residuos das solugbes
avaliadas. Na sequéncia, os dentes receberam dois sulcos diametralmente opostos
(faces vestibular e palatina) realizados com discos de carburundum acoplados a
peca reta do micromotor (Dabi-Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil). Nesta fase,
tomou-se o cuidado em relagdo a profundidade do sulco realizado na estrutura
dental, para que ndo houvesse exposicdo da camara pulpar e ou do canal radicular,
evitando assim, a deposicao de residuos dentinarios sobre a superficie do canal a
ser avaliada.

Por meio de cinzel bi-bizelado clivaram-se os espécimes longitudinalmente ao
meio. A hemissecgdo com menos irregularidades e que melhor representou a
extenséo total do canal radicular foi selecionada para a analise por MEV.

Inicialmente, as hemissecgbes passaram por um processo de desidratacao
em uma bateria de alcool etilico ascendente (40° 50° 70° 80° e 96° GL),
permanecendo por 1 hora em cada concentragdo alcodlica e, ao final, em alcool
etilico absoluto por 24 horas. Em seguida os espécimes foram colocados em um
dessecador até o momento da MEV, de forma a impedir a umidificacdo das
amostras.

No momento da analise, os espécimes receberam uma cobertura ultrafina de
material eletricamente condutor (aproximadamente 30 nanémetros), por meio de um
processo denominado metalizagcdo. Na sequéncia, foram fixados com fita adesiva
condutora de corrente elétrica em suportes metalicos onde receberam uma ténue
camada de ouro, por meio do aparelho Desk Il Denton Vacuum (Toéquio, Japao).

Para a realizagdo da MEV utilizou-se um aparelho Jeol JSM5410 (Jeol,
Toquio, Japao) (Figura 2). Foram obtidas 50 fotomicrografias com aumento de 350X,
referente aos tercos médio e apical dos cinco espécimes de cada grupo, sendo 10
fotomicrografias por grupo e 5 para cada tergo (médio e apical).

As fotomicrografias foram tabuladas sem identificacdo e submetidas a 3
examinadores, previamente calibrados, para avaliagao da limpeza. Os avaliadores,
doutores em Endodontia, atribuiram escores que variaram de 1 a 5 (Tabela 1) a
cada fotomicrografia conforme a quantidade de smear layer presente nas paredes

do canal radicular.
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Figura 2 - Aparelho de microscopia eletronica de varredura

Tabela 1. Escores utilizados para analise da limpeza.

Escores Descrigao

Camada de smear recobrindo toda a superficie.
Camada de smear recobrindo parcialmente a superficie e poucos tubulos visiveis.
Cerca de metade da superficie com smear layer e metade com tubulos abertos.

Camada de smear recobrindo pouca superficie e tubulos visiveis.

a b WON -

Auséncia da camada de smear na superficie.

Analise por Espectrometria de Absorgao Atomica com Chama (F AAS).

Para a determinacdo da concentracdo de ions calcio removidos pelas
solucdes desmineralizantes, utilizou-se um espectrometro de absorcédo atdmica com
chama, modelo AAnalyst 800 (PerkinElmer, USA) (Figura 3), da Faculdade de
Quimica de Ribeirdo Preto - USP. Para medida dos sinais de absorbancia, foram
usadas lampadas de catodo oco de calcio PerkinElmer (Norwalk, EUA) e gas
acetileno White Martins (SP, Brasil). O tempo de integragcédo foi de 5 segundos. A
vazédo de acetileno, assim como, a altura do queimador foram ajustadas para se

obter a melhor relagao sinal/ruido.
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Figura 3 — Espectrometro de absorgao atdbmica com chama

Para o ajuste da curva de calibracdo para ions calcio do espectrometro
utilizou-se uma solugdo padrdo de calcio de concentragdo 1000 mg . L (Ultra
Scientific). As amostras das solu¢des de EDTA, acido citrico e acido acético, antes
de serem analisadas, foram diluidas em agua deionizada para que as concentragdes
de calcio se enquadrassem na curva de calibracdo, supracitada. Na amostra da
solucdo de quitosana, especificamente, a diluicdo foi realizada em solugcdo de
lantanio 0,1% (relagdo massa/volume), evitando assim, a interferéncia da matriz

polimérica da quitosana na quantificagdo dos ions calcio.

Analise Estatistica

Os resultados obtidos referentes a analise da quantidade de ions calcio
revelados pela espectrometria de absorcdo atdbmica, assim como, os valores
atribuidos a limpeza, por meio da MEV, foram tabulados, montando-se um arquivo
de dados e posteriormente submetidos a analise estatistica, por meio do software
BioEstat 5.0.
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Figura 4 — Fluxograma da metodologia. a) cirurgia de acesso; b) Irrigagdo com solugéo
de hipoclorito de sédio 1%, apds o acesso coronario e utilizagdo de cada instrumento; c)
determinagéo do didametro anatdmico; d) instrumentagéo dos canais; €) Motor elétrico X-
Smart e instrumentos de niquel titdnio Quantec®; f) preparo do dispositivo para irrigagao
final e coleta das substancias quelantes; g) preparo das solu¢des coletadas para
avaliacdo espectrometrica; h) Espectrometro; i) preparo dos espécimes para MEV;
confeccao dos sulcos diametralmente opostos na face vestibular e palatina; j) clivagem
dos espécimes; |) aparelho Desk Il Denton Vacuum (Téquio, Japao); m) espécimes antes
e depois da metalizagao; n) aparelho Jeol JSM5410 (Jeol, Téquio, Japao).
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RESULTADOS

Os resultados apresentados no presente estudo foram obtidos por meio da
analise estatistica dos dados provenientes de dois arquivos distintos, sendo um
referente a quantidade de ions calcio removidos pelas solugdes avaliadas e outro,
oriundo dos escores atribuidos a limpeza dos tercos médio e apical do canal
radicular. Dessa forma, visando facilitar a disposicdo e compreensao dos resultados,

dividiu-se este capitulo em dois subitens, como segue abaixo:

Analise da limpeza dos tercos médio e apical do canal radicular por meio da
MEV

O conjunto matematico segue um modelo composto por um fator de variacgao,
denominado solugbes desmineralizantes, formado por 4 grupos experimentais: G1
(EDTA 15%), G2 (quitosana 0,2%), G3 (acido citrico 10%), G4 (acido acético 1%) e

um grupo controle (G5).
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Para cada grupo foram obtidas 10 fotomicrografias referentes as imagens
representativas da limpeza do ter¢co médio (5) e apical (5). Somaram-se, no total, 50
fotomicrografias as quais foram avaliadas por 3 examinadores que atribuiram
escores que variaram de 1 a 5 conforme a quantidade de smear layer observada.
Assim, obtiveram-se 150 dados de escores, 75 referentes ao terco médio e 75 ao
terco apical. Montou-se uma tabela dos dados para o ter¢co médio e outra para o
apical. Os escores atribuidos ao terco médio pelos 3 examinadores podem ser

vistos na Tabela 2.

Tabela 2 — Escores por grupo, referente a limpeza do tergo médio do canal.

Amostras EDTA quitosana ac. citrico ac. acético controle
(G1) (G2) (G3) (G4) (G5)
01 5 5 4 2 1
02 5 4 4 3 1
03 5 5 5 3 2
04 5 5 4 3 1
05 5 5 3 4 1
01 5 5 4 2 1
02 5 4 5 1 1
03 3 4 4 1 1
04 4 4 4 2 2
05 5 4 5 3 1
01 4 4 4 3 1
02 5 5 5 3 1
03 5 5 4 3 1
04 5 4 4 2 1
05 5 4 4 3 1

Por se tratar de escores a realizagdo de teste estatistico paramétrico foi
contra indicado, assim, realizou-se o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis, visto

que os dados envolvidos sado independentes (Tabela 3).

Tabela 3 — Teste de Kruskal-Wallis

Valor de p P<0,0001

As diferengas entre as médias sao significantes? Sim (p<0,05)
Numero de grupos? 05

H= 58,8688

Graus de liberdade 4
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Por meio do teste de Kruskal-Wallis foi possivel observar diferenga
estatisticamente significante entre os grupos. Com finalidade de identificar quais
entre os grupos eram diferentes entre si, realizou-se o teste de comparagdes

multiplas de Dunn, o qual esta expresso na Tabela 4.

Tabela 4 - Teste de comparagdes multiplas de Dunn

Comparagdes multiplas duas a duas z calculado  z critico p
G1 (EDTA15%) X G2 (quitosana 0,2%) 0,7916 2,807 ns
G1 (EDTA15%) X G3 (ac. citrico 10%) 1,4744 2,807 ns
G1 (EDTA15%) X G4 (ac. acético 1%) 4 4775 2,807 <0,05
G1 (EDTA15%) X G5 (controle) 6,1781 2,807 <0,05
G2 (quitosana 0,2%) X G3 (ac. citrico 10%) 0,6827 2,807 ns
G2 (quitosana 0,2%) X G4 (ac. acético 1%) 3,6859 2,807 <0,05
G2 (quitosana 0,2%) X G5 (controle) 5,3865 2,807 <0,05
G3 (ac. citrico 10%) X G4 (ac. acético 1%) 3,0032 2,807 <0,05
G3 (ac. citrico 10%) X G5 (controle) 4,7037 2,807 <0,05
G4 (ac. acético 1%) X G5 (controle) 1,7005 2,807 ns

O teste de Dunn mostra claramente a formacgao de 2 grupos de solug¢des. Um
formado pelo EDTA 15%, quitosana 0,2% e acido citrico 10% e outro pelo acido
acético 1% e grupo controle. No primeiro, as solugdes envolvidas promoveram a
limpeza das paredes do terco médio do canal radicular de forma semelhante entre si
e diferente estatisticamente (p<0,05) do segundo grupo. O acido acético 1% nao foi
capaz de remover a smear layer, apresentando resultado estatisticamente
semelhante ao grupo controle.

A Figura 5 destaca a diferenca entre as médias encontradas na comparagao
entre os grupos. Observam-se os maiores valores, com diferenca entre as médias
superiores a 40, entre os grupos G1-G5 e G2-G5 (p<0,05). A relagédo entre os
grupos G1-G4 e G3-G5 apresentaram valores diferenciais entre as médias acima de
30. Esses resultados revelaram a alta capacidade das solugdes de EDTA 15%,
quitosana 0,2% e acido citrico 10% em remover a smear layer do terco médio do
canal radicular quando comparadas isoladamente ao grupo do acido acético 1% e
controle.

Para analise da capacidade de limpeza das solu¢des no tergo apical do canal
radicular utilizou-se os dados da Tabela 5, referente aos escores atribuidos para

cada solucao.
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Figura 5- Representacao grafica da diferenga entre as médias com o grau de
significancia entre as solugdes no terco médio (G1-EDTA 15%; G2- quitosana
0,2%; G3- ac. citrico 10%; G4- ac. acético 1%; G5-controle).

Tabela 5 — Escores por grupo, referente a limpeza do ter¢o apical do canal.

Amostras

EDTA
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ac. acético
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A Tabela 6 mostra o teste nao-paramétrico de Kruskal-Wallis evidenciando
que as solugdes avaliadas agiram de forma estatisticamente diferente na limpeza do
terco apical.

No sentido de identificar quais os agentes desmineralizantes eram diferentes

entre si, realizou-se o teste de comparagdes multiplas de Dunn (Tabela 7).

Tabela 6 — Teste de Kruskal-Wallis

Valor de p P<0,0001
As diferengas entre as médias séo significantes? Sim (p<0,05)
Numero de grupos? 05

H= 45,5397
Graus de liberdade 4

Tabela 7 - Teste de comparagdes multiplas de Dunn

Comparagdes multiplas duas a duas z calculado  z critico p
G1 (EDTA15%) X G2 (quitosana 0,2%) 0,0419 2,807 ns
G1 (EDTA15%) X G3 (ac. citrico 10%) 1,0346 2,807 ns
G1 (EDTA15%) X G4 (ac. acético 1%) 4,0042 2,807 <0,05
G1 (EDTA15%) X G5 (controle) 4,8043 2,807 <0,05
G2 (quitosana 0,2%) X G3 (ac. citrico 10%) 0,9927 2,807 ns
G2 (quitosana 0,2%) X G4 (ac. acético 1%) 3,9624 2,807 <0,05
G2 (quitosana 0,2%) X G5 (controle) 47624 2,807 <0,05
G3 (4c. citrico 10%) X G4 (4c. acético 1%) 2,9697 2,807 <0,05
G3 (ac. citrico 10%) X G5 (controle) 3,7697 2,807 <0,05
G4 (4c. acético 1%) X G5 (controle) 0,8000 2,807 ns

Semelhante aos resultados referentes ao terco médio, o teste de Dunn
mostrou que no terco apical as solugdes de EDTA 15%, quitosana 0,2% e acido
citrico 10% também limparam as paredes do canal radicular de forma semelhante
entre si e diferente estatisticamente (p<0,05) do acido acético 1%. Este ultimo
mostrou-se semelhante estatisticamente ao grupo controle evidenciando a auséncia
de capacidade de limpeza da solugao.

Por meio da Figura 6 observa-se a diferenca entre as médias encontradas na
comparacgao entre 0s grupos no terco apical. Verificaram-se os maiores valores, com
diferenga entre as médias maiores que 30, entre os grupos G1-G4, G1-G5, G2-G4,
G2-G5 e G3-G5 (p<0,05), e superior a 20 entre G3-G4 (p<0,05), evidenciando a

maior capacidade das solugcées de EDTA 15%, quitosana 0,2% e acido citrico 10%
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em remover a smear layer do terco apical em relagdo ao acido acético 1% e grupo

controle.

1 1 1 |
-2 13 14 1.5 23 24 25 34 35 45

Figura 6- Representacao grafica da diferenga entre as médias com o grau de
significancia entre as solugbes no tergo apical (G1-EDTA 15%; G2- quitosana
0,2%; G3- ac. citrico 10%; G4- ac. acético 1%); G5-controle).

Na sequéncia, realizou-se o teste de Kruskal-Wallis entre os ter¢cos médio e
apical para as solugoes de EDTA 15%, quitosana 0,2% e &acido citrico 10%,
individualmente, com objetivo de verificar se a capacidade de limpeza foi igual ou
maior em um tergo do que no outro. Os valores do teste para o grupo do EDTA 15%
(p=0,51), quitosana 0,2% (p=0,28) e acido citrico 10% (p=0,09) mostraram que as
solucbes promoveram a limpeza dos tercos médio e apical de forma semelhante,
nao havendo diferencga estatisticamente significante. As Figuras de 7 a 9 ilustram a
representacao grafica da diferenga entre as médias dos postos entre os tergos

medio e apical para cada solucgao.
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As Figuras 10 e 11 mostram fotomicrografias dos tercos médio e apical dos

espécimes apos irrigagao final com as solugdes desmineralizantes.

i-2

Figura 7- Representacao grafica da diferenga entre
as meédias dos postos dos tergos médio e apical
para o grupo do EDTA 15%.

1-2

Figura 8- Representagao grafica da diferenca entre
as médias dos postos dos tergos médio e apical
para o grupo da quitosana 0,2%.
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1-2

Figura 9- Representacao grafica da diferenga entre
as médias dos postos dos tergcos médio e apical
para o grupo do acido citrico 10%.
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Figura 10 — Fotomicrografias da dentina dos tergos médio e apical (350X). (a) tergo médio do
grupo do EDTA 15% evidenciando total desobstrugdo dos tubulos dentinarios; (b) regiao apical
do grupo do EDTA 15%; (c) terco médio da dentina irrigada com quitosana 0,2% mostrando
auséncia da smear layer; (d) tergo apical tratado com quitosana 0,2% evidenciando grande
quantidade de tubulos dentinarios desobstruidos; (e) paredes do ter¢o médio irrigadas com
acido citrico 10%. Observa-se remogao da smear layer com tubulos desobstruidos; (f) regido
apical do grupo do acido citrico 10% com grande quantidade de tubulos dentinarios
desobstruidos.
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Figura 11 — Fotomicrografias com aumento de 350X. a e b) tercos meédio e apical,
respectivamente, do grupo do acido acético 1% evidenciando grande quantidade de smear
layer nas paredes dentinarias; tercos médio (c) e apical (d) do grupo controle com presencga
de smear layer por toda regiao.

Analise da concentragao de ions calcio removidos pelas solugdes.

O modelo matematico do experimento apresenta um unico fator de variagao,

denominado irrigagéo final, com 4 componentes: G1 no qual realizou-se a irrigagcéo

final com EDTA 15%; G2 que recebeu irrigacéo final com solugcdo de quitosana

0,2%; G3 no qual utilizou-se o acido citrico 10% na irrigacédo final e; G4 cuja

irrigacao final foi com acido acético 1%.

Foram obtidos 20 dados provenientes da mensuracdo da concentracdo de

calcio, dada em miligramas por litro, apds a irrigagao final de 5 espécimes por grupo

do agente desmineralizante (5 X 4 = 20).

A Tabela 8 mostra os valores obtidos da concentragao de calcio por solugao,

as médias e o desvio padréao.
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Tabela 8 - Valores da concentragao de calcio por solugéo

Amostra EDTA Quitosana Ac. citrico Ac. acético

1 1151 89,31 70,36 17,61

2 123,6 101,6 85,21 26,21

3 123,8 100,6 76,50 25,05

4 118,3 137,19 56,63 21,28

5 128,2 91,95 63,23 37,96
Médias+DP 121,80+5,13 104,13+19,23 70,38+11,15 25,62+7,68

Os valores da Tabela 8 foram submetidos a analise estatistica, por meio do
software BioEstat 5.0, com nivel de significancia de 5% (a = 0,05). O programa
evidenciou que a amostra testada apresentou distribuicdo normal. Tal informagao
aliada ao modelo matematico do experimento faculta a realizagdo do teste
paramétrico de Analise de Variancia (one-Way ANOVA) seguido pelo teste
complementar de Tukey-Kramer. A Tabela 9 apresenta os resultados da Analise de

Variancia.

Tabela 9 — Resultados da Analise de Variancia

Fontes de | Soma dos Grau de Quadrado | Valorde F | Valor de p
variagao quadrados | liberdade meédio
Tratamentos 26890 3 8963,3 61,8512 <0,0001
Residuos 2318,7 16 144,92
Total 29208 19

A Analise de Variancia evidenciou que a diferengca entre as medianas é
bastante significante, uma vez que o valor de p calculado € muito inferior a 0,05
(p<0,0001). Com a finalidade de esclarecer quais dentre as solugdes apresentavam
diferengas entre si, realizou-se o teste complementar de Tukey-Kramer, o qual pode

ser visto na Tabela 10.

Tabela 10 — Teste de Tukey entre solugdes

Solugdes Médias Valor critico & = 0,05
EDTA 121,8 A

Quitosana 104,11 A 4,046

Ac. citrico 70,38 o

Ac. acético 2562 m

Simbolos diferentes representam valores estatisticamente diferentes
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A andlise do teste complementar de Tukey-Kramer possibilitou a composi¢cao
das solugdes quelantes e desmineralizantes avaliadas em trés grupos distintos. Um
grupo formado pelo EDTA 15% e quitosana 0,2%, outro pelo acido citrico 10% e um
terceiro formado pelo acido acético 1%.

As solugbes de EDTA 15% e quitosana 0,2% removeram as maiores
concentracdes de ions calcio do canal radicular, de forma semelhante entre si e
diferente estatisticamente dos demais grupos (p<0,01).

As menores concentracées de ions calcio foram observadas no grupo do
acido acético 1%. O acido citrico 10% apresentou valores da concentragao de calcio
intermediarios ao grupo formado pelo EDTA 15% e quitosana 0,2% e ao grupo do
acido acético 1%, sendo diferente estatisticamente de ambos (p<0,01).

A Figura 12 ilustra o grafico da diferenga entre as médias entre os grupos

estudados e o grau de significancia entre eles.
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Figura 12 - Representagdo gréafica da diferenga entre as médias com o grau
de significancia entre os grupos (G1-EDTA; G2- quitosana; G3- ac. citrico e
G4- ac. acético).
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DISCUSSAO

O presente estudo comparou a capacidade de remocgao da smear layer do
canal radicular entre diferentes solu¢des quelantes e desmineralizantes. A eficiéncia
das solugdes testadas em remover essa camada foi avaliada de duas formas. Na
primeira, a microscopia eletrbnica de varredura possibilitou analisar a limpeza das
paredes dentinarias dos tercos médio e apical com aumento de 350x apos agao das
solucdes. Na segunda, a espectrometria de absorgao atbmica com chama permitiu
quantificar a concentracdo de ions calcio em mg L™ presentes nas solugdes
coletadas apds irrigacéo. Por meio dessa ultima analise foi possivel verificar, dentre
as solugdes, qual apresentava maior capacidade desmineralizante sobre a porgao
inorganica da smear layer e nas paredes dentinarias.

Os resultados da MEV mostraram que os grupos do EDTA 15%, quitosana
0,2% e acido citrico 10% promoveram a limpeza das paredes dos canais radiculares
de forma semelhante entre si e estatisticamente diferente do acido acético 1% e

controle (p < 0,05).
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A eficiéncia do EDTA em remover a smear layer ja € bastante conhecida e
documentada na literatura (MARQUES et al., 2006; KHEDMAT; SHOKOUHINEJAD,
2008; MANCINI et al., 2009; SPANO et al., 2009; PRADO et al., 2011). A associacio
do EDTA ao hipoclorito de sédio tem sido amplamente utilizada para a promogao de
paredes dentinarias isentas de smear layer e tubulos dentinarios desobstruidos
(SEN; ERTURK; PISKIN, 2009; SILVA et al., 2008; MELLO et al. 2010). No entanto,
ha relatos de que essa associagcdo tem proporcionado extensa erosdo do tecido
dentinario (MAI et al. 2010; ZHANG et al. 2010).

O acido citrico € um acido organico fraco com capacidade de reagir
rapidamente com ions calcio, além de apresentar citotoxicidade relativamente baixa
(PAPAGIANNI, 2007). No presente estudo, o acido citrico 10% mostrou-se
semelhante ao EDTA 15% quando comparada a capacidade de ambos em remover
a smear layer. Resultados similares foram obtidos por Spand et al. (2009). Os
autores avaliaram, comparativamente, a capacidade de limpeza das solugdes de
EDTA 15%, acido citrico 10%, citrato de soédio 10%, vinagre de maca, acido acético
5%, acido malico 5% e hipoclorito de sodio 1%. A MEV evidenciou que o EDTA e o
acido citrico removeram totalmente a camada de smear de forma estatisticamente
semelhante entre si. Estudos anteriores nos quais utilizaram o acido citrico na
mesma concentracdo e para a mesma finalidade, corroboram os achados do
presente trabalho (HAZNEDAROGLU, 2003; SCELZA et al., 2004; KHEDMAT;
SHOKOUHINEJAD, 2008; PRADO et al., 2011).

A solugdo de quitosana 0,2%, como evidenciado anteriormente, apresentou
resultados estatisticamente semelhantes ao EDTA 15% e acido citrico 10%, no que
se refere a limpeza. A primeira impressdo chama a atencdo para o fato de que a
solugdo, mesmo em baixa concentragéo, foi capaz de remover a smear layer da
mesma maneira que solu¢cdes bem mais concentradas. E relevante salientar que os
escores atribuidos pelos examinadores ao grupo da quitosana 0,2% foram
significantemente maiores aos do acido acético 1% (p < 0,05), ou ainda, a limpeza
das paredes dentinarias promovida pela quitosana 0,2% foi superior as tratadas com
acido acético 1%. Tal informacéo torna-se importante, uma vez que a solucdo de
quitosana utilizada neste experimento foi obtida por meio da diluicdo em acido
acético 1%. Dessa forma, pela analise dos resultados fica evidente que capacidade

de remogao da smear layer deve-se as propriedades da quitosana e nao a do acido
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acético 1%, visto que este ultimo mostrou-se estatisticamente semelhante ao grupo
controle.

A propriedade quelante da quitosana evidenciada, pioneiramente, neste
estudo indica que esta solugao agiu satisfatoriamente sobre a por¢ao inorganica da
smear layer favorecendo a remogao desta camada. Embora ndo tenha sido, até
entdo, documentado na literatura o efeito quelante da quitosana na endodontia, essa
propriedade tem sido vastamente explorada pela industria na recuperagao de ions
metalicos no tratamento de aguas residuais e na purificagcdo de agua potavel para
redugéo de metais indesejados (ONSJYEN; SKAUGRUD, 1990).

Processos de adsorcdo, troca ibnica e quelacdo sdo os provaveis
mecanismos responsaveis pela formacdo de complexos entre quitosana e ions
metalicos. O tipo de interagdo que ocorre depende do ion envolvido, da estrutura
quimica da quitosana e do pH da solugdo (GUIBAL; MILOT; ROUSSY, 2000; RHAZI
et al., 2002). Dois modelos sdo relatados na literatura como possiveis mecanismos
de acdo. Um deles, conhecido como modelo da ponte, baseia-se na teoria de que
dois ou mais grupos aminos de uma cadeia de quitosana ligam-se a um mesmo ion
metalico (BLAIR; HO, 1981; FOCHER et al.,1986). O outro defende a teoria de que
apenas um grupo amino da estrutura da substancia € envolvido na ligacéo, estando
o ion “ancorado” ao grupo amino (DOMARD, 1987; PIRON e DOMARD, 1998).

Em relagdo a limpeza entre os tergos médio e apical, a analise estatistica
mostrou ndo haver diferenga significante para cada solugéo, ou seja, a remogao da
smear layer ocorreu indistintamente nos dois tergos. Mancini et al. (2009) verificaram
que as solug¢des de EDTA 17% e Bio-pure MTAD removeram a smear layer do tergo
médio do canal, mas nédo foram capazes de limpar o tergo apical. A divergéncia nos
resultados pode ser explicada, uma vez que no presente estudo para que as
amostras pudessem ser coletadas e submetidas a espectrometria, os apices dos
espécimes foram desobstruidos. Assim, durante o ato da irrigacdo, a solugao
percorreu todo canal radicular desembocando diretamente no tubo coletor através
do forame apical. Dessa forma, no mesmo periodo de tempo, o volume do agente
quelante que agiu no tergco médio foi o mesmo do terco apical.

A analise por meio da espectrometria de absor¢cdo atdbmica com chama
mostrou que as quatro solugdes avaliadas removeram ions calcio do canal radicular.

A presengca de calcio na solugdo apdés a irrigagdo nédo € proveniente,
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exclusivamente, da descalcificagdo da estrutura inorganica da smear layer. As
solugcdes quelantes e desmineralizantes atuam sobre o calcio da matriz de
hidroxiapatita da dentina, com consequente exposicdo de colageno e redugao da
microdureza (SLUTZKY-GOLDBERG et al., 2004). Assim, interpretou-se que a
solucdo com maior concentracdo de ions calcio apresentava, consequentemente,
maior capacidade desmineralizante e possibilidade de limpeza aumentada.

No presente estudo, a analise da espectrometria apontou que as solugdes de
quitosana 0,2% e EDTA 15% apresentaram as maiores concentragbes de ions
calcio, sem diferenca estatisticamente significante entre elas. As menores
concentragdes foram observadas no grupo do acido aceético 1%, enquanto o acido
citrico 10% ocupou uma posicao intermediaria. Resultado similar foi observado no
trabalho de Spand et al. (2009), no qual os pesquisadores adotaram a
espectrometria de absorcdo atbmica em chama para avaliar o efeito
desmineralizante de diferentes solugbes irrigantes. Os autores observaram que o
EDTA 15% apresentou as maiores concentragdes de calcio, seguido do acido citrico
10%. O 4&cido acético apresentou concentragcbes do ion bastante baixas,
semelhantes as encontradas no presente estudo. Analisando os resultados de
ambos os trabalhos, parece existir uma relacdo direta entre a capacidade de
remogao da smear layer e a quantidade de ions calcio removidos do canal radicular.
Esta relacao foi observada, também, no experimento de Marques et al. (2006), que
utilizando metodologia semelhante ao do presente estudo, verificaram que as
solucoes de EDTAC 17% e CDTA 17%, além de promoverem a limpeza mais
eficiente diante da solucdo de EGTA 17%, apresentaram as maiores concentragcdes
de ions calcio apds analise espectrométrica.

Pérez-Heredia et al. (2008) avaliaram o efeito desmineralizante EDTA 15%,
acido citrico 15%, acido fosforico 5% e hipoclorito de sddio 2,5% sobre a dentina
radicular. As amostras de cada grupo permaneceram nas solugdes por diferentes
periodos de tempo. Os resultados revelaram que maiores concentragcdes de calcio
foram extraidas das amostras de EDTA 15% e acido citrico 15%, sem diferenca
estatisticamente significante entre esses grupos. Tais resultados divergiram aos
achados do presente estudo. A explicagcao deve-se aos fatores que interferem na
eficiéncia dos agentes desmineralizantes, como o tempo de aplicagdo, o pH, a
concentracao da solugcdo e a quantidade de solucédo disponivel (CALT; SERPER,
2002; HULSMANN, HECKENDORFF, LENNON, 2003; MARQUES et al., 2006). A
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concentragcédo do acido citrico utilizado por Pérez-Heredia et al. (2008) foi maior que
a utilizada no presente estudo, o que provavelmente, atribuiu ao acido efeito
desmineralizante estatisticamente semelhante ao EDTA. A acao quelante do acido
citrico torna-se maior a medida que se aumenta a sua concentracado (REIS et al.,
2008).

A analise espectrométrica para a quitosana a 0,2% revelou uma concentragao
meédia de 104,13 mg L', sem resultados estatisticamente significantes na
comparacdo com o EDTA 15% (121,80 mg L™'). Se ambas as solugdes apresentam
efeito quelante semelhante, por uma questdo econbmica, a solugdo menos
concentrada deve ser preferida. A fibra natural quitina, precursora da quitosana € a
mais abundante na natureza depois da celulose. Em associagdo, as preocupagdes
com 0 meio ambiente tém pressionado os pesquisadores para a substituicdo do
EDTA, uma vez que a concentracdo desse produto esta aumentando muito nos rios
e lagos do hemisfério norte (SPANO, et al., 2009).

Os resultados satisfatérios apresentados pela quitosana a 0,2% nesse
experimento, e diante das caracteristicas diferenciais apresentadas por esse
biopolimero (atoxidade, efeito antibacteriano, biodegradavel, biocompativel)
(SENEL; KAS; SQUIER, 2000; AKNCBAY; SENEL; AY., 2007), possibilita novas
pesquisas no sentido de investigar o uso dessa substancia como irrigante do canal
radicular.

Estudos futuros sao necessarios para avaliar a agdo da quitosana sobre a
microdureza dentinaria; uma possivel interferéncia na adesdao dos cimentos
endodénticos e dos materiais restauradores; grau de erosdo frente a estrutura
dentinaria, além da avaliagdo do comportamento dessa biomolécula nos tecidos

periapicais.
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CONCLUSOES

Com base na metodologia empregada e na analise dos resultados obtidos é
licito concluir que:

1- As solugdes de EDTA 15%, quitosana 0,2% e acido citrico 10% apresentaram
capacidade, semelhante, de remover a smear layer do canal radicular.

2- Nao houve diferenca na capacidade de limpeza das solucdes supracitadas
quando comparados os tercos medio e apical.

3- O acido acético 1% néao foi eficiente na limpeza das paredes do canal
radicular.

4- As solugbes de EDTA 15% e quitosana 0,2% removeram em maior
quantidade ions calcio do canal radicular, seguidos pelo acido citrico 10% e

acido acético 1%.
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