UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
Faculdade de Odontologia
Disciplina de Trabalho de Conclusao de Curso (TCC)

INFLUENCIA DO USO DE DIFERENTES IRRIGANTES FINAIS NA
ULTRAESTRUTURA DA DENTINA RADICULAR - ESTUDO IN VITRO

Relatorio Final

Apresentado a Faculdade de Odontologia
da Universidade de Passo Fundo, como
requisito da disciplina de Trabalho de
Conclusao de Curso e para graduagdo no
curso de Odontologia da Universidade de

Passo Fundo.

Aluno — Luanda Tissiani

Orientador — Prof. Dr. Matheus Albino Souza

Passo Fundo, setembro de 2019



Sumario

Lo TETULO et s s es s eeees 3
2. EQUIPE EXECUTORA ..o 3

2L ATUIIO .o et 3

2.2, OFHCIMEAAOY ... e et e et e e e e e e e e e eeas 3
BuRESUMO ... e e e e e e e s ee e s e seeesaeen 3
4. PROBLEMA DE PESQUISA ...t 4
§. JUSTIFLCATIVA ..o, 5
6. REVISAO DE LITERATURA ......oooimiieeeeeeeee et s e 5
T OBIETIVOS oo e e e e e s e es s eereeeen 15

7.1, ODJEtiVOS GETALS .....ceeiiiiiiiiiiiiiiiie et ettt e et e e e aee e s bee e sbee e 15

7.2. Objetivos eSPecCifiCos...........cc.oeeiiiiiiiiiiiieeeece e 15
8. MATERIAIS E METODOS ..ottt e eeees e eeeeeeeee 15
9. RESULTADOS ... e e s s s s seeeen 22
10. DISCUSSAO ...ttt ettt et et et et eteeeeeeeeeteeeeeeeeeeeens 23
11 CONCLUSAO ..., 224
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......oovoieieeeeeeeeeeeeeee oo, 224
13. AVALIACAO DO DESEMPENHO DO ALUNO..........cooooieeeeeeeeeseeeeeeeeen. 27

14, ANEXOS ..o e 28



RELATORIO FINAL

1. TITULO

Influéncia do uso de diferentes irrigantes finais na ultraestrutura da dentina

radicular — estudo in vitro

2. EQUIPE EXECUTORA

2.1. Aluna
Nome: Luanda Tissiani

Matricula: 144972

2.2. Orientador
Nome: Matheus Albino Souza

Matricula: 8948

3. RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a influéncia do uso de diferentes
irrigantes finais na ultraestrutura dentinaria. Seis dentes unirradiculares bovinos extraidos
foram utilizados para o presente estudo. Apos remocao da coroa dentaria, foram obtidos
remanescentes radiculares de 15mm de comprimento. Dois sulcos longitudinais foram
confeccionados nas faces vestibular e lingual, em toda a extensdo do remanescente
radicular, e dois sulcos circulares a 5 mm e a 10 mm do apice, utilizando disco de
diamante. O preparo quimico-mecanico foi realizado com agua destilada e limas tipo-K,
ampliando manualmente até a lima #50. As 6 amostras foram divididas aleatoriamente
em trés grupos de 2 amostras cada, de acordo com o irrigante final utilizado pelo periodo
de 30 segundos, como segue: G1 — dgua destilada (grupo controle), G2 — EDTA 17%, G3
— QMIX. Ap0s os protocolos de irrigagdo final, as amostras foram irrigadas com 5 ml de
agua destilada e clivadas em todos os sulcos previamente confeccionados, provendo 4
amostras por grupo (n=4), sendo utilizado somente o terco médio para avaliagdo. A

avaliacdo da ultraestrutura dentinaria foi realizada em seccOes obtidas em



ultramicrotomia por meio de microscopia eletronica de transmissdo, considerando os
seguintes status de classificacdo: intacto, disperso e alterado. Por se tratar de uma
avaliacdo qualitativa, foi feita apenas uma andlise descritiva das imagens obtidas. Os
resultados mostraram o grupo 1 (controle) manteve a estrutura intacta, enquanto que o
grupo 2 (EDTA) e o grupo 3 (QMix) causaram dispersao da mesma. Pode-se concluir que
os irrigantes finais testados ndo causam alteragdo na ultraestrutura dentinaria e apenas

promovem a sua dispersao.

Palavras-chave: EDTA, QMix, ultraestrutura dentindria

4. PROBLEMA DE PESQUISA

O tratamento endoddntico possui como um dos seus principais objetivos eliminar os
microorganismos presentes no sistema de canais radiculares, que sdo os principais
causadores das patologias pulpares e periapicais (KAKEHASHI et al., 1965). No entanto,
durante a instrumentagdo, ocorre a formagao da smear layer, uma camada composta por
tecidos organicos, irrigantes endodonticos e microorganismos que adere a superficie
dentinaria (TORABINEJAD et al., 2002). Como consequéncia, os tubulos dentinarios sao
obliterados, promovendo assim uma reduc¢do da resisténcia de unido do material
obturador a dentina radicular e a reducdo da resisténcia a fratura do elemento dentario
(SHAHRAVAN et al., 2007).

Nesse sentido, a remog¢ao da camada de smear layer, por meio da utilizagdo de
substancias quimicas auxiliares, se torna fundamental. O EDTA ¢ o irrigante final mais
empregado apos a realizagdo do preparo quimico-mecanico para a remog¢ao de smear
layer (DAl et al., 2011). No entanto, possui algumas limitagdes, dentre as quais se inclui
uma reduzida a¢do de limpeza no tergo apical de canais radiculares (KURUVILLA et al.,
2015) e a alteracdo do coldgeno dentinario, quando utilizado em associagdo com o
hipoclorito de sédio (WAGNER et al., 2016). Além disso, uma série de componentes
toxicos sdo liberados na sua produgdo, o que pode trazer um impacto ambiental
significativo (SILLANPAA, 1997).

Diante dos problemas expostos, torna-se necessaria a busca de alternativas para serem

utilizadas na irrigagdo final no intuito de promover a remogao da smear layer.



5. JUSTIFICATIVA

O QMix ¢ um irrigante final endoddntico que apresenta na sua composi¢do uma série
de componentes, dentre os quais se incluem o EDTA 17%, clorexidina e um agente
surfactante (STOJICIC et al., 2012). O EDTA 17% promove a remoc¢ao de smear layer
(PEREZ-HEREDIA et al., 2008), a clorexidina promove a ac¢do antimicrobiana
(FERRAZ et al., 2001) e o agente surfactante promove a reducao da tensao superficial,
melhorando a molhabilidade e penetracdo do produto nas paredes do canal radicular
(STOJICIC et al., 2012). Apesar da presenca do EDTA 17% na sua composi¢ao, ndo ha
estudos consolidados na literatura a respeito das alteragdes que o irrigante final QMix
pode promover na ultraestrutura da dentina radicular. Além disso, ndo ha relatos na
literatura sobre prejuizos ao meio ambiente a partir da sintese do QMix. Diante do
exposto, torna-se justificavel a realizagdo do presente estudo na busca de alternativas para
serem utilizadas apds o preparo quimico-mecanico como irrigante final, no intuito de
avaliar as alteracdes que os irrigantes finais testados possam promover na ultraestrutura

da dentina radicular.

6. REVISAO DE LITERATURA

SAGHIRI et al, em 2009, realizaram um estudo com setenta e dois pré-molares
humanos unirradiculares, onde os mesmos foram ampliados com limas rotatorias
Protaper. A por¢do média das raizes foram seccionadas em um diametro de 4 mm. Os
valores iniciais de microdureza das amostras intactas foram avaliados na profundidade de
100 um e 500 um da interface dentina-polpa, utilizando o avaliador de microdureza
Vickers. As amostras foram divididas aleatoriamente em 6 grupos contendo 12 amostras
cada, como segue: G1: NaOCl 2,6%, G2: EDTA 17% (5 minutos) depois NaOCl 2,6% (5
minutos), G3: EDTA 17% (1 minuto) depois NaOCl 2,6% (1 minuto), G4: MTAD (5
minutos), G5: clorexidina 2% (5 minutos) e G6: Solucdo salina (grupo controle). Os
valores de microdureza, apds os tratamentos, foram obtidos da mesma forma que os
valores i1niciais. Posteriormente, as amostras foram preparadas para andlise na
microscopia eletronica de varredura (MEV) e a quantidade de erosdo fora examinada. O
G2 apresentou o efeito mais erosivo na dentina radicular (p <0,0001) e o menor
decréscimo na microdureza dentinaria na profundidade de 100 um, enquanto que o G4

apresentou a maior redu¢do da microdureza dentinéria e maior efeito erosivo na mesma.
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Conclui-se que a erosdo nao ¢ o principal fator causal na diminui¢do da microdureza
dentindria, enquanto que a quantidade de penetragdo dos irrigantes pode ser a principal
causa.

MOREIRA et al., no ano de 2009, realizaram uma analise estrutural da dentina bovina
apos o uso de diferentes substancias quimicas auxiliares de endodontia. Este estudo
avaliou o efeito de diferentes substancias durante o tratamento endoddntico nas paredes
do canal radicular através da implementagdao de microscopia de luz polarizada (PLM) e
microscopia eletronica de varredura (SEM). Para esta analise, foram utilizados sessenta
incisivos bovinos que foram divididos aleatoriamente em seis grupos (n = 10): G1, NaOCl
5,25% + EDTA17%; G2, clorexidina 2% (CHX) gel; G3, NaOCl 5,25%; G4, EDTA
17%; G5, CHX 2% + EDTA 17%; e G6, solugao de cloreto de sédio a 0,9% (controle).
Os dentes foram preparados quimicamente fragmentos e fraturados em dois. Um
fragmento foi usado para PLM e o outro foi usado para analises SEM. Apoés a andlise, 0s
restultados foram que os grupos tratados com NaOCIl 5,25%, associados ou ndo
associados a EDTA 17%, apresentaram um padrdo de birrefringéncia significativamente
diferente em relagdo ao grupo controle. Os resultados revelaram que os grupos irrigados
com CHX 2% e EDTA, independentemente ou combinados, ndo apresentaram diferencas
significativas em relacdo ao grupo controle. A andlise de SEM apresentou alteragdes
estruturais da matriz inorganica do canal radicular para todos os grupos que utilizaram
EDTA 17%. Os autores chegaram a conclusdao que NaOCI 5,25%, associado ou nao
associado com EDTA 17%, causa alteragdes no coldgeno da dentina.

STOJICIC et al., em 2012 avaliaram a eficacia do irrigante de canais radiculares
QMix, contra Enterococcus faecalis e bactérias de placas misturadas em fase planctonica
e biofilmes. Além disso, avaliaram também a sua capacidade de remover a camada de
esfregaco. As bactérias de placas misturadas e o Enterococcus faecalis foram expostos a
QMix, Clorexidina 2% (CHX), MTAD e hipoclorito de sédio 1% (NaOCl) durante 5
segundos, 30 segundos e 3 minutos. Apos esta exposi¢do, foram colhidas amostras,
diluidas em série e cultivadas de forma aerdbica e anaerdbica em placas de agar de soja
triptico (TSA) ou em placas de agar de sangue durante 24 e 72 horas, respectivamente,
para medir a morte de bactérias. Enterococcus faecalis ¢ biofilmes de placas foram
cultivados durante 3 semanas em discos de hidroxiapatita revestidos com coldgeno ou
dentina e expostos por 1 a 3 minutos a QMix, NaOCl 1 e 2%, CHX 2% e MTAD. A
quantidade de bactérias mortas resultante em biofilmes foi analisada por microscopia

confocal de varredura a laser usando manchas de viabilidade. Os blocos de dentina foram
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expostos a QMix e EDTA 17% durante 5 minutos. A eficacia da remocao da camada de
esfregaco pela solugdo foi avaliada usando microscopia eletronica de varredura. Para
analise estatistica foi utilizado a andlise de variancia unidirecional e a comparagdo de
duas proporgdes. Isto resultou no conhecimento de que QMix e NaOCl 1% mataram todas
as bactérias planctonicas E. faecallis da placa em 5 segundos, enquanto que CHX 2% e
MTAD foram incapazes de matar todas bactérias da placa em 30 segundos e algumas
células de E. faecallis sobreviverram até 3 minutos de exposi¢cdo. O QMix e NaOClI 2%
mataram até doze vezes mais bactérias do biofilme em comparagdo a NaOCl 1% (p<0,01),
2% de CHX (p <0,05; p <0,001) e MTAD (p <0,05; p <0,001). O QMix removeu a
camada de esfregaco igualmente bem como EDTA (p = 0,18 x 10 (-5)). QMix e NaOCl
foram superiores a CHX e MTAD em condi¢des laboratoriais ao matar E. faecalis e
bactérias de placas em cultura planctonica e de biofilme. A capacidade de remover a
camada de esfregaco por QMix foi comparavel ao EDTA.

MORGENTAL et al., em 2013, realizaram um estudo “in vitro” que teve como
objetivo comparar o efeito antibacteriano de um novo irrigante endodontico denominado
QMix, com o de solugdes irrigadoras convencionais na auséncia ou presenc¢a de po de
dentina. O p6 de dentina foi preparado a partir de incisivos bovinos esterilizados. Foram
testados contra o Enterococcus faecalis: hipoclorito de s6dio 6%, hipoclorito de sodio
1%, QMix, gluconato de clorexidina 2%, EDTA 17% e solugdo salina esterilizada como
grupo controle negativo. A sobrevivéncia de bactérias que foram expostas aos irrigantes
na presenc¢a ou auséncia de dentina foi monitorada sob condigdes planctonicas. Foram
contadas as unidades formadoras de colonias e os nimeros, transformados em log, foram
analisados usando testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Os valores de P inferiores
a 0,05 foram considerados significativos. O estudo demonstrou que na auséncia de
dentina, ap6s 10 segundos de contato com a suspensdo bacteriana, o NaOCl 6%
apresentou menor contagem bacteriana; houve diferenca significativa com o controle
negativo. Apos 30 segundos em contato com NaOCl 6% apresentou O unidades
formadoras de coldnias por mililitro, enquanto que em contato com NaOCl 1% e QMix
apresentaram numero reduzido de colonias em comparagcdo com o controle negativo.
Apd6s 1 minuto ambas as concentragdes de NaOCl ndo apresentaram crescimento
bacteriano ¢ Qmix reduziu o numero de coldnias, mas EDTA e CHX apresentaram
contagem bacteriana semelhante ao controle negativo. A dentina teve um efeito inibitorio
importante em NaOCl 6% (10 segundos), NaOCI 1% (10 segundos ¢ 1 minuto) e QMix
(10 segundos e 1 minuto). Apos 6 horas, ambas as concentragdes de NaOCl, QMix e CHX
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mataram todas as bactérias, independentemente da presenga de dentina. Concluiram entao
que o NaOCl 6% foi o irrigante mais eficaz contra o Enterococcus faecalis, ja a solugao
salina e 0o EDTA nao obtiveram efeito antibacteriano mensuravel. A presenca de dentina
atrasou a atividade antibacteriana de NaOCl e QMix, mas ndo impediu completamente
sua acao.

ULUSOY et al., compararam, em 2013, os efeitos de diferentes solugdes irrigadoras
sobre a microdureza da dentina radicular, erosao e remog¢ao da smear layer. Utilizaram
72 fatias de dentina radicular que foram divididas em seis grupos, de acordo com os
irrigantes finais utilizados: Grupo 1: &cido etilenodiamina tetraacético 17% (EDTA) +
NaOCl 2,5%, Grupo 2: acido maleico 7% (MA) + hipoclorito de sdédio 2,5 % (NaOCl),
Grupo 3: mistura de tetraciclina, 4cido e detergente (MTAD) de 1,3%, grupo 4: Smear
Clear + NaOCI 2,5%, Grupo 5: NaOCl 5%, grupo 6: solucdo salina. Os valores de
microdureza de Vickers foram medidos antes e apds o tratamento. No total, 42 metades
de raiz foram preparadas para o microscopio eletronico de varredura para avaliar a
quantidade de esfregago e erosdo nos tercos coronais, médios e apicais. Os dados foram
analisados usando testes ANOVA, Duncan de duas vias e Z-tests de duas proporgdes. A
analise mostrou que o acido maleico mostrou a maior redug¢ao na microdureza dentinaria
(P <0,05), seguida de EDTA e MTAD. O EDTA, 4cido maleico, MTAD e Smear Clear
removem a camada de esfregaco eficientemente nos ter¢os coronais e médios do canal
radicular. No entanto, na regido apical, o acido maleico mostrou uma remog¢ao mais
eficiente da camada de esfregaco do que os outros irrigantes (p <0,05).

ARANDA-GARGIA et al, no ano de 2013, estudaram efeito dos protocolos de
irrigacdo final (EDTA 17%, BioPure MTAD, SmearClear e QMiX) sobre a microdureza
e erosao da dentina do canal radicular. Cinquenta raizes foram seccionadas
transversalmente na jungdo cemento-esmalte e cada raiz foi seccionada horizontalmente
em partes de 4 mm de espessura. As amostras foram divididas em cinco grupos (n = 10)
de acordo com o protocolo de irrigagdo final: G1: 4gua destilada (grupo controle); G2:
EDTA 17%; G3: BioPure MTAD; G4: SmearClear; e G5: QMix. A microdureza
dentinédria foi medida com uma carga de 25g por 10s. Inicialmente, os valores de
microdureza de referéncia foram obtidos para as amostras sem nenhum ataque quimico.
As mesmas amostras foram entdo submetidas aos protocolos de irrigagdo final e foi
realizada uma nova medida e a diferenga entre antes e depois dos procedimentos foi a
reducdo da microdureza dentinaria. Em sequéncia, os espécimes foram submetidos a

andlise SEM para verificar a erosdo dentindria. Os testes de Kruskal Wallis e Dunn (o =
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5%) foram utilizados para comparar os resultados. A microdureza dentinaria diminuiu
para todos os protocolos de irrigacdo final. Os resultados mostraram que houveram
diferengas significativas entre os grupos 2, 3, 4 e 5 (p> 0,05), mas esses grupos
apresentaram maior reducdo significativa de microdureza dentindria do que o grupo 1 (p
<0,05). No grupo 2, ocorreu a maior incidéncia de erosdo dentinaria (P <0,05). Os autores
concluiram que o EDTA 17%, BioPure MTAD, SmearClear ¢ QMix promoveram
redugdo significante de microdureza dentindria e a erosao dos tubulos dentérios foi
promovida por EDTA 17%.

ASLANTAS et al., em 2014, realizaram um estudo em que avaliaram os efeitos da
irrigagdao do canal radicular sobre a microdureza da dentina deste canal na presenca e
auséncia de agentes modificadores de superficie. Utilizaram 24 molares mandibulares
humanos extraidos que tiveram sua raiz distal dividida longitudinalmente em quarenta e
oito metades e, ap0s essa divisdo, as mesmas foram incorporadas em resina acrilica ultra-
polimerizadora, deixando assim, a dentina exposta. Ap6s o polimento, os valores de
microdureza das superficies dentinarias ndo tratadas foram gravados usando o indentador
Vickers no nivel central da raiz. Entdo, as metades destas raizes foram distribuidas
aleatoriamente para 6 grupos compostos de 8 amostras cada e tratadas por 5 minutos com
um dos seguintes produtos: EDTA 17%, REDTA, gluconato de clorexidina 2% (CHX),
CHX 2% com modificadores de superficie (CHX-Plus ), NaOCl 6% ou NaOCl 6% com
modificadores de superficie (Chlor-XTRA). Apdés a realizagdo do tratamento de
superficie, os valores da microdureza dentinaria foram registrados nas proximidades das
areas de indentagdo inicial e os dados experimentais foram analisados estatisticamente
usando o teste T e a andlise de variancia unidirecional, seguido do teste de diferenca
significativa de Tukey em a = 0,05. Os resultados foram que o EDTA, REDTA, NaOCl
com Chlor-XTRA diminuiram significativamente a microdureza da dentina radicular em
compara¢do com controles intactos (p <0,05). Os autores concluiram que a adi¢do de
modificadores de superficie para os irrigantes ndo afetou a microdureza das amostras.

KOLOSOWSKI et al., no ano de 2015, realizaram uma analise qualitativa da formagao
de precipitado na superficie e nos tubulos da dentina irrigada com hipoclorito de sédio e
um enxague final de clorexidina ou QMix. O objetivo deste estudo foi avaliar
qualitativamente a formacao de precipitado e PCA na superficie e nos tiibulos da dentina
irrigada com NaOCl, seguidos por EDTA, NaOCl e CHX ou por solugao salina e QMiX
utilizando TOF- SIMS. Para isto, foram utilizados molares humanos extraidos de maxila

e incorporados em resina e seccionados transversalmente para expor a dentina. Os blocos
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de dentina foram obtidos a partir de molares maxilares humanos, incorporados em resina
e seccionados transversalmente para expor a dentina. As amostras do grupo 1 foram
imersas em 2,5% de NaOCl, seguidas de 17% de EDTA, 2,5% de NaOCl e 2% de CHX.
Os espécimes do grupo 2 foram imersos em 2,5% de NaOCl, seguido de solugdo salina e
QMiX. As superficies dentinarias foram submetidas a analise de espectro TOF-SIMS. As
seccoes longitudinais dos blocos dentindrios foram entdo expostas e submetidas a andlise
TOF-SIMS. Analisando os resultados, o grupo 1 revelou um precipitado irregular,
contendo produtos de degradacdo de PCA e CHX, nas superficies dentindrias e
estendendo-se nos tubulos e, na andlise do grupo 2, ndo foram detectados precipitados,
incluindo PCA, na superficie da dentina ou nos tibulos. Com isso, os autores concluiram
que o precipitado contendo PCA foi formado nos tiibulos da dentina irrigada com NaOCl
seguido por CHX e nenhum precipitado ou PCA foram detectados nos tubulos da dentina
irrigada com NaOCl seguido de solugdo salina e QMix.

TUNCER em 2015, avaliou o efeito da irrigagao final com um novo irrigante
endoddntico, QMix 2 em 1, na penetragdo do selante em tubulos dentinarios usando
microscopia confocal de varredura a laser. Foram utilizados trinta incisivos maxilares
humanos extraidos no presente estudo. Os dentes foram instrumentados com irrigagao
com hipoclorito de s6dio (NaOCI) e depois divididos em 3 grupos de acordo com o regime
de irrigacao final utilizado: G1 NaOCl 2,5% como grupo controle; G2 EDTA 17% e CLX
2%; G3 QMIX 2 em 1. Todos os dentes foram completamente secos e depois obturados
com selante AH26 de gutta-percha e rodamina B. Apos a realizagao, as raizes dos dentes
foram seccionadas horizontalmente em 3, 5 ¢ 8 mm do dpice da raiz para a examinagao
da penetragdo do selante nos tubulos dentinarios por microscopia confocal de varredura
a laser. Nas seccoes apicais das raizes, ndo foi detectada diferenca significante na
porcentagem de penetragdo do selante entre os 3 grupos de irrigagdo final (p > 0,05).
Tanto os grupos 2 e 3, EDTA + CHX e QMIX, respectivamente, mostraram
significativamente mais penetracdo do selante do que o grupo controle nas sec¢des do
meio e coronal, porém, nao houve diferenca entre os grupos EDTA + CHX e QMix em
qualquer uma dessas areas (p > 0,05). O resultado indicou que o uso de EDTA + CHX ou
QMix durante a irrigagdo final melhorou significativamente a penetragdo do selante
quando comparado com o grupo controle no meio e nas sec¢des coronais das raizes, no
entanto, nenhum efeito foi observado nas se¢des apicais.

TUNCER et al., realizaram um estudo no ano de 2015, no qual objetivava avaliar os

efeitos de QMix, EDTA + CHX, EDTA + NaOCl e acido maleico sobre a microdureza
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da dentina do canal radicular. Para o estudo foi utilizado quarenta caninos de maxilares
humanos recém extraidos, os mesmos foram seccionados longitudinalmente em 80
segmentos e depois incorporados em uma resina acrilica ultra-polimerizadora. Os dentes
foram divididos em quatro grupos aleatorios: G1, EDTA 17% + NaOCl 2,5%; G2, EDTA
17% + CHX 2%; G3, QMix ¢ G4, acido maleico 7%. A microdureza da dentina destes
dentes foi medida com um indentador de diamante Vickers nos tercos coronais, médios e
apicais das raizes e entdo, ap0ds a realizagdo do tratamento, os valores de diminui¢do da
microdureza foram obtidos através de um calculo de porcentagem e analisados
estatisticamente usando os testes U de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. Observando os
resultados, soube-se que o G4 diminuiu significativamente a microdureza em todas as
regides, em comparagdo com os demais grupos, € que nas regioes coronal e média, nao
houve diferenga significativa entre os outros grupos. Na regido apical, ndo houve
diferenga significativa entre G3 e G2, mas esses grupos apresentaram reducdo
significativa da microdureza da dentina em comparacdo com o grupo G1. Conclui-se
entdo que enquanto o G4 apresentou a maior reducdo na microdureza dentinaria,
verificou-se que G3, G2 e G1 causam esta mesma redugao no canal radicular nas regides
coronais e médias.

CECCHIN et al., em 2015, avaliaram a eficacia antimicrobiana e das propriedades
mecanicas da dentina apés o uso de irrigantes auxiliares quimicos e naturais. O estudo
objetivava avaliar o efeito de GSE, NaOCl, CHX e QMix como agentes antimicrobianos
contra Enterococcus faecalis ¢ sua influéncia na flexdo e resisténcia a tragao final da
dentina do canal radicular. Para esta avaliac¢do, os canais radiculares foram divididos em
cinco grupos (n = 10) de acordo com as substancias utilizadas: NaOCl 2,5%, CHX 2%,
GSE 6,5%, QMix e grupo controle (dgua destilada) (DW). A irrigacao final foi feita com
EDTA 17% em todos os grupos, exceto quando DW foi utilizado. O niimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) foi utilizado para avaliar a atividade antimicrobiana. As
vigas de dentina foram utilizadas para avaliar a resisténcia a flexao apds tratamento com
substancias como descrito anteriormente (n = 10). O UTS foi1 avaliado ap6s o tratamento
de se¢des de dentina radicular com as mesmas substincias (n = 30). Os resultados
mostraram que uma menor contaminagdo de bactérias foi observada para CHX e GSE,
enquanto NaOCl e QMix mostraram uma atividade antimicrobiana intermediaria
(p>0,05). NaOCl e QMix reduziram significativamente as propriedades mecanicas da
dentina (resisténcia a flexdo e UTS) (p <0,05) e ndo houveram diferencas estatisticas entre

CHX, GSE ¢ DW (p> 0,05). Neste estudo foi concluido que CHX e GSE foram mais
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eficazes do que NaOCl e QMix contra E. faecalis, além disso, eles nao prejudicaram as
propriedades mecanicas da dentina, observadas para NaOCl e QMix.

AKSEL et al., avaliaram, em 2016, o efeito do NaOCl inicial sobre a capacidade de
descalcificagdo e erosdao de EDTA e QMix. Neste presente estudo confeccionaram
sessenta incisivos extraidos de maxilares com corte longitudinal e as metades dos dentes
foram utilizadas e o experimento foi conduzido em dois conjuntos. No set-I, as metades
de 80 dentes foram tratadas na presenca ou auséncia de NaOCl inicial e EDTA. Em set-
I, as metades de 40 dentes foram imersas em NaOCI e QMix. Apos cada tratamento, a
libertag@o de ion célcio foi determinada com fotometria de chama. Os autores concluiram
que o QMix como solugao final mostrou menos descalcificacdo e erosao do que EDTA
17%, quando utilizado NaOCl 5% como irrigante inicial (p <0,05). A melhoria da
concentragdo e do tempo de aplicagcdo de NaOCl pode diminuir o efeito de descalcificacio
dos agentes quelantes.

WIDBILLER et al., em 2017 avaliaram se o uso de ultrassom nos irrigantes promovia
um aumento na liberagdo de fatores de crescimento na dentina humana. Para isto, dentes
humanos foram submetidos a irriga¢do com e sem ativacdo ultrassonica, os protocolos
incluiam tratamento com EDTA 10% e solug@o salina tamponada com fosfato (PBS),
onde cada amostra foi tratada trés vezes. As quantidades de fator de crescimento
transformante B1 (TGF-B1) em solu¢do foram quantificadas usando ensaios imuno-
absorventes enzimaticos. A andlise estatistica ndao paramétrica foi realizada para
comparar diferentes grupos, bem como repeti¢cdes dentro de um grupo (teste U de Mann-
Whitney, a = 0,05) e, as alteragdes morfoldgicas das superficies dentinarias foram
visualizadas por microscopia eletronica de varredura (SEM). Os resultados mostraram
que o TGF-B1 nao foi detectado apo6s a irrigacao da dentina com PBS, nem com nem sem
ativacao ultrassonica. A irrigacdo com TGF-B1 com EDTA e a ativagao ultrassonica do
EDTA melhoraram esse efeito, contudo, o processo de EDTA anterior permitiu a
liberagdo de proteinas bioativas na solu¢do de PBS. A visualizacdo das superficies
dentinérias apods diferentes tratamentos revelaram erosdo superficial apds a ativagdo
ultrassonica, independentemente da solugdo irrigante, mas diferentes graus de exposi¢ao
a substancia organica, os autores concluiram que a ativa¢do por ultrassom aumenta a
liberacao do fator de crescimento da dentina humana. As proteinas bioativas podem ser
isoladas em solventes fisiologicos € podem atuar como suplementos autdlogos para

tratamento endoddntico regenerativo ou engenharia do tecido pulpar.
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SOUZA et al., no ano de 2017, investigaram “in vitro”, a retencdo de CHX 2% gel,
CHX 2% liquido e QMix dentro de um canal radicular pelo tempo de 24 horas, 30, 90 e
120 dias, por analise quimica. Para o estudo foram utilizados oitenta dentes humanos
extraidos que foram divididos em quatro grupos de acordo com a substancia utilizada
para realizar a instrumentagdo: G1: dgua destilada (grupo controle), G2: CHX 2% em gel,
G3: CHX 2% liquido, G4: QMix. As raizes foram preparadas por instrumenta¢do em série
para o instrumento #45. Um corte longitudinal foi efetuado nas superficies livres das
raizes, fornecendo 2 metades de cada raiz e, como conseguinte, 40 amostras por grupo.
Os grupos foram divididos aleatoriamente em quatro subgrupos (n=10) e a
substantividade dos materiais foi avaliada apds 24 horas, 30, 90 e 120 dias. A quantidade
de CHX 2% gel, CHX 2% liquido e QMix foi medida por cromatografia liquida de alta
performance em fase reversa. A analise estatistica foi realizada por ANOVA e teste
Games-Howell para comparagdes pos-hoc (o = 0,05). Apods as avaliagdes constatou-se
que CHX gel, CHX liquido e QMix ficaram retidos em dentina por at¢ 120 dias e
observou-se uma significativa menor substantividade do Qmix independentemente do
tempo e, em contraponto, observou-se valores mais altos, estatisticamente significativos,
para CHX 2% gel ap6s 24 horas, enquanto ndo foram observadas diferengas entre CHX
2% gel e CHX 2% liquido ap6s 30, 90 e 120 dias de avaliagao (p <0,05). Com a realizagdo
deste estudo, os autores constataram que CHX 2% (gel e liquido) e QMix ficam retidos
na dentina do canal radicular por até 120 dias.

BALDASSO et al., em 2017, avaliaram o efeito de protocolos de irrigagao final sobre
reducdo de microdureza e erosdao da dentina do canal radicular. Para o estudo, foram
utilizados sessenta canais radiculares de incisivos mandibulares, que foram divididos
aleatoriamente em seis grupos (n = 10) de acordo com o irrigante utilizado: QMix, EDTA
17%, écido citrico 10% (CA), acido peracético 1% (PA), NaOCl 2,5% (controle da
solugdo) e agua destilada (controle negativo). Apos a utilizagdo de solugdo de quelacdo
para a irrigacdo final utilizou-se NaOCl 2,5%. Concluido os protocolos de irrigagao todos
os espécimes foram enxaguados com 10 mL de dgua destilada para remover qualquer
residuo restante das solugdes quimicas. A microdureza dentinaria foi medida antes e
depois da realizacdo dos protocolos de irrigacdo com o auxilio do indentador Knoop,
entdo, foram feitas trés indentagdes a 100 um e 500 pum do limen do canal radicular e,
posteriormente, os espécimes foram preparadas para analise microscopica eletronica de
varredura e a quantidade de erosdo dentindria foi examinada. Os testes de Wilcoxon e

Kruskal-Wallis foram utilizados para analisar os resultados e o nivel de significancia
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estabelecido foi de 5%. Apds a analise dos testes constatou-se que a 100 pm, todos os
protocolos reduziram significativamente a degradacao dentaria (p <0,05), enquanto a 500
um, este efeito foi detectado apenas nos grupos EDTA e QMix (p <0,05). O irrigante que
causou erosao nos tibulos dentinarios de forma mais significante foi o CA, em sequéncia
PA e EDTA, ja o QMix abriu os tibulos dentinanarios e ndo causou dentinose. Os
resultados mostraram que o QMix e o0 EDTA 17% reduziram a microdureza dentinaria
em maior profundidade e, além disso, QMix ndo causou erosao dentinaria.

TREVISAN et al., em 2017, realizaram um estudo sobre o efeito de gel de acido
cloreto de etilenodiaminotetraacético 24% (EDTA) e clorexidina 2% (CHX) na
permeabilidade dentinéria e na remog¢do da camada de esfregaco de canais radiculares
instrumentados com sistema rotativo NiTi usando coloragao histoquimica € microscopia
eletronica de varredura (SEM) para analise. Neste presente estudo, 43 pré-molares foram
classificados em dois grupos experimentais, EDTA (n = 20) e CHX (n = 20), ¢ um
controle negativo (NC) (n = 3). Todos os espécimes foram instrumentados e as solucdes
irrigadoras foram usadas apds cada mudanca de instrumento. O grupo EDTA recebeu um
enxague final com 5 ml de NaOCl a 1% seguido por uma solugdo salina de 5 ml a 0,9%;
o grupo CHX recebeu um enxague final com solugao salina de 10 ml a 0,9%; e o grupo
de controle negativo recebeu um enxaguamento final com apenas solugao salina a 0,9%.
Quinze dentes de cada grupo foram preparados para coloragdo histoquimica e avaliagao
da permeabilidade dentinaria usando o software de digitalizagdo de imagens Axion
Vision. Cinco dentes remanescentes foram preparados para analise usando SEM para
analise morfologica. O estudo descobriu que gel de EDTA 24% aumentou a
permeabilidade da dentina em todos os tercos avaliados e também demonstrou uma
capacidade de limpeza aumentada, com paredes dentinarias isentas de camada de
esfregaco e tibulos dentinarios abertos, em comparagdao com gel de CHX 2%. Concluiu-
se que EDTA foi eficiente na limpeza dos tibulos dentinidrios e aumento da
permeabilidade dentindria.

WAGNER ef al., no ano de 2017, avaliaram o efeito de diferentes protocolos de
irrigagdo na estrutura da dentina radicular utilizando a microscopia eletronica de
varredura (SEM) e a microscopia eletronica de transmissdao (TEM). Utilizaram, neste
estudo, trinta e nove incisivos bovinos inferiores, onde os mesmos foram seccionados
longitudinalmente e divididos aleatoriamente em 13 grupos (n = 3). Apds remontar as
metades das raizes, aplicou-se um protocolo de irrigagao diferente para cada grupo: G1,

agua destilada (grupo controle); G2, solu¢ado salina a 0,9%; G3, solu¢do salina + EDTA
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17%; G4, solucao salina + PUI; G5, solugao salina + PUI + EDTA; G6 a G9 recebera o
mesmo protocolo acima mencionado, porém, substituiu-se a solucdo salina a 0,9% por
NaOCl 2,5%; E G10 a G13, substituiu-se por CHX 2%. A metade das amostras foram
preparadas e avaliadas com o uso de SEM e a outra metade com o uso de TEM. Este
estudo resultou na andlise descritiva de TEM mostrando modificagcdes na ultraestrutura
organica da dentina, caracterizada pelo desbaste das fibrilas de coldgeno da dentina,
causadas por NaOCl, refor¢cada por EDTA e/ou PUI. A anélise de SEM mostrou que o
NaOCI com PUI causou erosdo significativamente maior na dentina peritubular do que
em todos os outros grupos (p<0,05), seguido de NaOCl + EDTA e NaOCl + EDTA +
PUI. Concluiu-se que o NaOCI causou alteragdes ultraestruturais no colageno dentinario

e reforcado pelo EDTA e/ou PUI, promoveu erosao peritubular e intertubular.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivos gerais

Avaliar, in vitro, a influéncia do uso de diferentes irrigantes finais na ultraestrutura

da dentina radicular

7.2. Objetivos especificos

Avaliar, in vitro, a influéncia do uso do EDTA 17% e do QMix na ultraestrutura da

dentina radicular, por meio da microscopia eletronica de transmissao.

8. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido a apreciacdo do comité de ética e pesquisa da Universidade

de Passo Fundo, sob o numero de protocolo 3.110.552.

8.1 Obtencao e preparo das amostras

Seis dentes incisivos bovinos extraidos foram utilizados para esta avaliacao, obtidos
de animais abatidos para fins comerciais. Logo ap6s a extracdo, os dentes foram

congelados at¢ o momento do preparo das amostras, no intuito de preservar as
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propriedades dos mesmos. No referido dia, os dentes foram descongelados em
temperatura ambiente, realizando a limpeza da porcdo externa com auxilio de curetas
periodontais (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) (Figura 1a). A por¢do corondria
foi seccionada com disco diamantado de dupla face (American Burrs, Palhoga, SC,
Brasil), acoplado a uma peca reta de baixa rotagao (Figura 1b), sob constante refrigeracao,
resultando em amostras radiculares de 15mm de comprimento (Figura 1c¢).

Na sequéncia, foram confeccionados dois sulcos longitudinais nas faces vestibular e
lingual, em toda a extensdo do remanescente radicular, e dois sulcos circundantes a raiz,
a5 mm e a 10 mm do é&pice, utilizando disco diamantado de dupla face (American Burrs,
Palhoca, SC, Brasil) (Figura 1d). Ap6s a delimitagao dos sulcos, as raizes foram irrigadas
com agua destilada (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brasil), para remoc¢ao de raspas de
dentina.

Todas as 6 raizes foram preparadas de forma similar, no intuito de remover o tecido
pulpar e padronizar o diametro interno do canal radicular. O comprimento de trabalho
fora estabelecido a partir da introducdo de uma lima tipo-K #10 (Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Suica), no interior do canal radicular, até que sua ponta fosse visualizada no
forame apical. A partir desta medida reduziu-se 1 mm, estabelecendo o comprimento de
trabalho. O preparo foi realizado manualmente com limas tipo-K (Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Suica), por meio de instrumentacao seriada, ampliando o canal radicular até
a lima #50, com movimentos de limagem e alargamento (Figura le e 1f). A substancia
quimica-auxiliar utilizada foi a agua destilada, sendo realizada irrigagao e renovagao
mesma a cada troca de instrumento, com seringa descartavel estéril e agulha Navi-Tip

#30 (Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos), e aspiragao.

\
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Figura 1: (a) Limpeza dos dentes; (b) Seccionamento da coroa; (¢c) Remanescente radicular;
(d) Sulcos Confeccionados; (¢) Limagem e alargamento; (f) Lima final.

Fonte: Autora (2019)

8.2 Classificag¢do dos grupos de tratamento

As 6 raizes foram divididas aleatoriamente em 3 grupos com 2 amostras cada, de
acordo com o protocolo de irrigacdo final utilizado, como segue: G1 — 4gua destilada
(controle); G2 — EDTA 17%; G3 — Qmix. Nos trés grupos, os canais radiculares foram
preenchidos até o extravasamento com o irrigante final testado (Figura 2a), que
permaneceu em contato com as paredes do canal radicular pelo periodo de 30 segundos
(Figura 2b). Apos esse periodo, fora realizada irrigagdo com 5 ml de agua destilada para
remogao dos irrigantes finais testados. Para inser¢ao dos irrigantes nos canais radiculares,

fora utilizada seringa descartavel estéril e agulha Navi-tip #30 (Ultradent, South Jordan,
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UT, Estados Unidos). Por fim, os canais radiculares de todos os grupos foram secos com
canula de aspiragdo e cones de papel absorvente #50 (Tanari, Manacapuru, AM, Brasil)
Apds a conclusdo dos protocolos de irrigacao final, foi realizada para cada grupo a
clivagem das raizes, iniciando pela clivagem do sulco vestibular ao lingual, obtendo duas
metades de cada raiz (Figura 2c). Posteriormente, foi feita a clivagem dos sulcos
circundantes, obtendo-se duas amostras do terco cervical, médio e apical de cada raiz. As
amostras dos tercos cervical e apical foram descartadas, e as amostras do terco médio
foram aproveitadas (Figura 3d) para a avaliagdo em microscopia eletronica de
transmissdo, conforme descrito por WAGNER et al., 2017, totalizando 4 amostras por

grupo (n=4).

Figura 2: (a) Preenchimento com irrigante; (b) Contato por 30 segundos; (c) Clivagem do

sulco V e L; (d) Amostra ter¢o médio

Fonte: Autora (2019)
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8.3 Preparo e avaliacdo da alteracio da ultraestrutura dentinaria

As 4 amostras de cada grupo foram parcialmente descalcificadas a partir da imersao
das mesmas em EDTA para descalcificacao, pH 7,4 (Natupharma, Passo Fundo, RS,
Brasil), em um volume 10x maior que as amostras (Figura 3a). As amostras
permaneceram em contato com o liquido descalcificante durante 40 dias, sendo renovado
a cada 24 horas. Apds o processo de descalcificagdo, as amostras foram imersas em
solu¢do fixadora (Glutaraldeido 2,5%, Parafomaldeido 2%, Tampao fosfato 0,12 M, pH
7,2 —7,4), passadas por trés ciclos de lavagens de 30 minutos cada (Tampao fosfato 0,1
M), pos-fixadas (Tetroxido de Osmio 2% e Tampao fosfato 0,2 M) e lavadas com mais
trés ciclos de lavagens igual o anterior. A desidratagdo ocorreu utilizando a sequéncia de
Acetona P.a em 30% por 10 minutos, em 50% por 10 minutos, em 70% por 10 minutos,
em 95% por 10 minutos e depois por 20 minutos, e, por fim, em 100% por 10 minutos e
depois por 20 minutos. Seguindo, as amostras foram pré-embebidas (banhos com
desidratante e com proporgdes gradativas crescentes de resina por minimo de 2 horas), e
embebidas (banho de resina 100% durante 24 horas). Entdo, foram inclusas em moldes
de silicone com resina pura e armazenadas em estufa com temperatura constante de 60°C
por 72 horas (Figura 3b).

Apds o periodo de armazenamento, fora realizada a ultramicrotomia das amostras
(Figura 3¢) em um microtomo modelo EM U7 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha).
Nesta etapa, sec¢oes de 100 nm de espessura foram confeccionadas na dire¢ao do longo
eixo dos tibulos dentindrios, apos, foram depositadas em grids (Figura 3d) e inserido
liquido de contraste Acetato de Uranila 2% e Citrato de Chumbo (Figura 3e). Estas
secgoes, obtidas das 4 amostras de terco médio de cada grupo, foram examinadas em
microscopio eletronico de transmissao, modelo TECNAI G2 T20 (FEI, Thermofisher
Scientific, Hillsboro, Oregon, EUA), a 200 kV de poténcia (Figura 3f)

Em cada grupo, foram captadas seis imagens das sec¢des no aumento de 8.900x e
seis imagens das seccdes no aumento de 39.000x de magnificagdo, totalizando 12
imagens por grupo. A andlise do coldgeno, correspondente a ultraestrutura dentinaria
intrarradicular, considerou os seguintes status de classificagdo: intacto (INT), disperso
(DIS) e alterado (ALT). Esta andlise e atribuicdo de status foram realizadas por
examinador sénior em ultraestrutura dentindria, estando este cegado quanto aos grupos

de tratamento e previamente calibrado quanto a atribui¢ao do status previamente descrito.
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Figura 3: (a) Descalcificacdo; (b) Amostras em molde com resina; (c) Cortes com

ultramicrétomo; (d) Amostras dispostas em grids; (¢) Imersdo em contraste; (f) MET.

Fonte: Autora (2019)
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8.4 Analise estatistica

Por se tratar de uma avaliag¢@o qualitativa, os dados ndo foram submetidos a andlise
estatistica, sendo realizada uma descricdo dos achados, com especial atencdo para a
aparéncia do colageno dentinario, sendo classificado, cada grupo, como INTACTO,

DISPERSO ou ALTERADO, nas magnifica¢des de 8.900x e 39.000x.

9. RESULTADOS

De acordo com a analise das imagens de MET, pode-se observar que a estrutura das
amostras do grupo controle encontrava-se INTACTA, em ambas magnificagdes. Ao
mesmo tempo, a analise das imagens de MET revelou que a estrutura das amostras dos
grupos 2 (EDTA) e 3 (QMix) mostraram um coldgeno DISPERSO, tanto na magnificacao
de 8.900x, quanto na magnificacdo de 39.000x. Por fim, pode ser observado que nao
houve alteracao estrutural do coldgeno nos grupos testados, pois mesmo na superficie da
parede do canal, ndo foi encontrado afilamento proteico, nem areas de perda de substincia

ou colabamento estrutural.

10. DISCUSSAO

Sabe-se que o colageno € o principal componente organico da dentina e tem a
funcdo de atuar como matriz para depoésito de cristais de hidroxiapatita, e desempenha a
funcao de ligagdo entre sistemas adesivos e dentina, porém, ha um déficit de informacgdes
na literatura a respeito de alteracdes na ultraestrutura da dentina radicular a partir do uso
de diferentes irrigantes finais utilizados na endodontia. Contudo, apds o preparo quimico-
mecanico do canal, faz-se necessario o selamento do mesmo e busca-se por irrigantes que
ndo interfiram negativamente na unido do cimento obturador com o substrato dentario, o
seja, no colageno, pois a ligacdo depende da qualidade da dentina e integridade do mesmo
para fornecer longevidade ao tratamento (Moreira et al, 2009)

O presente estudo utilizou dentes bovinos em virtude da reducdo de variaveis que
estao presentes no dente humano, bem como a idade, a¢ao da carie, doengas periodontais,
entre outras. O dente bovino apresenta um coldgeno mais padronizado e mesmo assim
consegue ser semelhante a dentina humana quanto a matriz organica uma vez que o

objetivo do estudo ¢ avaliar a ultraestrutura da dentina e ndo a remocao de smear layer e
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microorganismos. Além disso, a dentina bovina apresenta semelhangas com a dentina
humana, principalmente em relagdo ao niimero e diametro dos tubulos dentinarios, além
da disponibilidade e facilidade de aquisi¢do (Camargo et al., 2007). As amostras
selecionadas para o estudo com Microscopia Eletronica de Transmissdo foram do terco
médio, visto que apresentam maior regularidade e suaves paredes de dentina (Wagner et
al, 2017).

Os instrumentos endoddnticos promovem uma limpeza mecanica indispensavel
ao tratamento endoddntico, porém, quando ndo associados a uma substancia quimica
adequada, grandes areas permanecerao contaminadas, ou seja, a limpeza juntamente com
a desinfec¢ao do canal radicular sdo fatores criticos para um sucesso terapia endodontica
(BALDASSO et al., 2017). Além de descontaminacdo, os irrigantes devem promover
dissolugdo de tecido organico e inorganico, ndo pode ser toxico ao tecido, bem como, ndo
pode promover um enfraquecimento da ultraestrutura dentinaria (STOJICIC et al., 2012).
Os irrigantes EDTA 17% e QMix, ja possuem relatos na pesquisa odontoldgica quanto a
sua citotoxicidade, descontaminagdo, a¢do reoldgica, dissolucdo de tecido organico e
efetividade de concentracdo, mas o foco desse estudo ¢ buscar respostas quanto a sua
influéncia na alterac¢ao da ultraestrutura dentinaria.

A escolha dos irrigantes finais EDTA 17% e QMix deu-se pela significancia da
eficacia clinica que apresentam, bem como manter o processo continuo da pesquisa em
endodontia acerca dos mesmos, visando melhor entendimento de suas propriedades e
efeitos na dentina radicular. De acordo com MORGENTAL et al. (2012), o QMix ¢
composto por clorexidina 2%, EDTA e agente surfactante, ou seja, com essas
propriedades, ele deve ser capaz de combinar o efeito antimicrobiano e de substantividade
da clorexidina, remocdo da smear layer do EDTA e promover diminui¢do da tensao
superficial, aumento da molhabilidade e penetracao das subtancias nos canaliculos
dentindrios, sendo projetado para substituir o EDTA 17%. Apds a utilizagdo e analise das
imagens captadas, ambos promoveram uma estrutura dentindria dispersa, sem causar
alteracdo nos filamentos do colageno. Logo, a utilizacdo isolada do EDTA 17% promove
o mesmo efeito do que quando associado a clorexidina e agente surfactante, no quesito
de alteracdo da ultraestrurura dentinaria.

Conforme os estudos prévios de STOJICIC et al. (2012), o QMix se mostrou
capaz de matar bactérias E. faecalis ficando 5 segundos em contato com o canal radicular,
j& nos estudos de SOUZA et al. (2019) que avaliaram a atividade antimicrobiana, a

remog¢do de smear layer e a resisténcia de unido, a efetividade dos irrigantes finais fora
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determinada em 1 minuto de contato do irrigante com o canal dentinério, concordando
com estudos de CALT E SERPER (2002), que trataram as amostras com EDTA 17% pelo
periodo de 1 minuto e as mesmas apresentaram remocao da smear layer e abertura dos
tubulos dentinarios. Este presente estudo utilizou um protocolo de 30 segundos pois esta
propondo um reduzido tempo de agdo dos irrigantes, no intuito de preservar os
componentes organicos e inorganicos da dentina radicular, ao mesmo tempo que se espera
uma efetiva remogao de smear layer.

O microscopio eletronico de transmissao ¢ uma ferramenta de suma importancia
em estudos que buscam avaliar a morfologia e defeitos estruturais das amostras, de forma
qualitativa e quantitativa (Wagner et al., 2017). Nesse estudo, o TEM foi a microscopia
de escolha baseada no estudo de WAGNER et al. (2017), que utilizaram este método para
resultar em uma analise descritiva, mostrando modificagdes na ultraestrutura organica da
dentina. Apds a captacdo das imagens no TEM, o avaliador sénior nessa area, que estava
cegado quanto aos grupos de tratamento, analisou e descreveu as imagens, fornecendo os
resultados das alteragdes dentinrias que os grupos promoveram.

Os resultados demonstram a a¢do das substancias quelantes e/ou 4cidas no padrao
normal da dentina. Mesmo que ndo tenha havido modificacdo estrutural do coldgeno,
claramente, a superficie dentinaria fora afetada no processo de unido entre as pontes de
colageno superficial. Do ponto de vista clinico, isso pode ser considerado benéfico. A
separacao das ligagdes entre colageno permite uma maior penetragdo das substancias
quimicas auxiliares do preparo, sendo mais efetiva sua agao desinfetante. Além disso,
serve para receber maior quantidade de cimento endodontico, o que pode aumentar o
imbricamento do material selador com a dentina. Como esse efeito ¢ somente na
superficie, ndo altera a resisténcia deste tecido (Wagner et al., 2017).

Diante das limita¢des do presente estudo, € necessario melhor discriminar o efeito
dessas substancias. Para tal, a mensuragdo de area de coldgeno versus o espago aberto
entre eles, podera diferenciar quais substancias produziram mais efeitos nos componentes
organicos da dentina radicular, bem como trazer mais debate sobre eventuais
repercussoes. Claro estd que este € apenas uma parte de um elenco de informagdes que
precisam ser medidas, para que haja maior compreensao dos produtos que utilizamos para

tratar o canal radicular.
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11. CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos do presente estudo, pode-se concluir que o
uso do EDTA 17% e do QMix promoveu dispersao na ultraestrutura da dentina radicular,

sem alterar a integridade estrutural da mesma.
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14. ANEXOS

Imagem de TEM magnificacio 8.900x grupo 1 — Agua destilada
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Imagem de TEM magnificacio 8.900x grupo 2 - EDTA 17%
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Imagem de TEM magnifica¢ao 8.900x grupo 3 - Qmix

Imagem de TEM magnificacido 39.000x grupo 3 - Qmix
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RESUMO

Objetivo: avaliar, in vitro, a influéncia do uso de diferentes irrigantes finais na
ultraestrutura dentinaria. Seis dentes unirradiculares bovinos extraidos foram utilizados
para o estudo. Materiais e método: Apods remogdo da coroa, foram obtidos
remanescentes radiculares de 15mm de comprimento. Dois sulcos longitudinais foram
confeccionados nas faces vestibular e lingual e dois sulcos circulares a 5 mm e a 10 mm

do apice, utilizando disco de diamante. O preparo quimico-mecanico foi realizado com
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agua destilada e limas tipo-K, ampliando manualmente até a lima #50. As 6 amostras
foram divididas aleatoriamente em trés grupos de 2 amostras cada, de acordo com o
irrigante final utilizado pelo periodo de 30 segundos, como segue: G1 — 4gua destilada
(grupo controle), G2 — EDTA 17%, G3 — QMIX. Apos os protocolos de irrigacdo final,
as amostras foram irrigadas com 5 ml de dgua destilada e clivadas em todos os sulcos
previamente confeccionados, provendo 4 amostras por grupo (n=4), sendo utilizado
somente o tergo médio para avaliagdo. A avaliagao da ultraestrutura dentinéria foi
realizada em secgdes obtidas em ultramicrotomia por meio de microscopia eletronica de
transmissdo, considerando os seguintes status de classificagdo: intacto, disperso e
alterado. Por se tratar de uma avaliacdo qualitativa, foi feita apenas uma analise descritiva
das imagens obtidas. Resultado: O grupo 1 (controle) manteve a estrutura intacta,
enquanto que o grupo 2 (EDTA) e o grupo 3 (QMix) causaram dispersao da mesma.
Conclusao: Os irrigantes finais testados ndo causam alteragao na ultraestrutura dentinaria
e apenas promovem a sua dispersao.

Palavras-chave: EDTA, QMix, ultraestrutura dentinaria

INTRODUCAO

O tratamento endoddntico possui como um dos seus principais objetivos eliminar os
microorganismos presentes no sistema de canais radiculares, que sdo os principais
causadores das patologias pulpares e periapicais'. No entanto, durante a instrumentagao,
ocorre a formacdo da smear layer, uma camada composta por tecidos organicos, irrigantes
endoddnticos e microorganismos que adere a superficie dentindria®. Como consequéncia,
os tubulos dentinarios sao obliterados, promovendo assim uma redugao da resisténcia de
unido do material obturador a dentina radicular e a reducdo da resisténcia a fratura do

elemento dentario’.
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Nesse sentido, a remog¢do da camada de smear layer, por meio da utilizagdo de
substancias quimicas auxiliares, se torna fundamental. O EDTA ¢ o irrigante final mais
empregado apos a realizacdo do preparo quimico-mecanico para a remocao de smear
layer*. No entanto, possui algumas limita¢des, dentre as quais se inclui uma reduzida a¢io
de limpeza no tergo apical de canais radiculares’ e a alteracio do colageno dentindrio,
quando utilizado em associa¢do com o hipoclorito de sodio®. Além disso, uma série de
componentes toxicos sdo liberados na sua produgdo, o que pode trazer um impacto
ambiental significativo’.

Diante dos problemas expostos, torna-se necessaria a busca de alternativas para serem
utilizadas na irrigacao final no intuito de promover a remoc¢ao da smear layer.

O QMix ¢ um irrigante final endodontico que apresenta na sua composi¢do uma serie
de componentes, dentre os quais se incluem o EDTA 17%, clorexidina e um agente
surfactante®. O EDTA 17% promove a remogdo de smear layer’ a clorexidina promove a
acdo antimicrobiana'® e o agente surfactante promove a reduciio da tensio superficial,
melhorando a molhabilidade e penetragdo do produto nas paredes do canal radicular'!.
Apesar da presenca do EDTA 17% na sua composi¢ao, ndo ha estudos consolidados na
literatura a respeito das alteracdes que o irrigante final QMix pode promover na
ultraestrutura da dentina radicular. Além disso, ndo hé relatos na literatura sobre prejuizos
ao meio ambiente a partir da sintese do QMix. Diante do exposto, torna-se justificavel a
realizacdo do presente estudo na busca de alternativas para serem utilizadas apos o
preparo quimico-mecéanico como irrigante final, no intuito de avaliar as alteragdes que os

irrigantes finais testados possam promover na ultraestrutura da dentina radicular.

MATERIAIS E METODO
Este estudo foi submetido a apreciagao do comité de ética e pesquisa da Universidade

de Passo Fundo, sob o numero de protocolo 3.110.552.
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Seis dentes incisivos bovinos extraidos foram utilizados para esta avalia¢do, obtidos
de animais abatidos para fins comerciais. Logo apds a extragdo, os dentes foram
congelados at¢ o momento do preparo das amostras, no intuito de preservar as
propriedades dos mesmos. No referido dia, os dentes foram descongelados em
temperatura ambiente, realizando a limpeza da por¢ao externa com auxilio de curetas
periodontais (Golgran, Sao Caetano do Sul, SP, Brasil). A por¢ao coronaria foi
seccionada com disco diamantado de dupla face (American Burrs, Palhoga, SC, Brasil),
acoplado a uma pega reta de baixa rotacao, sob constante refrigeragao, resultando em
amostras radiculares de 15mm de comprimento.

Na sequéncia, foram confeccionados dois sulcos longitudinais nas faces vestibular e
lingual, em toda a extensdao do remanescente radicular, e dois sulcos circundantes a raiz,
a5 mm e a 10 mm do apice, utilizando disco diamantado de dupla face (American Burrs,
Palhoga, SC, Brasil). Apos a delimitagdo dos sulcos, as raizes foram irrigadas com agua
destilada (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brasil), para remocao de raspas de dentina.

Todas as 6 raizes foram preparadas de forma similar, no intuito de remover o tecido
pulpar e padronizar o didmetro interno do canal radicular. O comprimento de trabalho
fora estabelecido a partir da introdu¢do de uma lima tipo-K #10 (Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Suica), no interior do canal radicular, até que sua ponta fosse visualizada no
forame apical. A partir desta medida reduziu-se 1 mm, estabelecendo o comprimento de
trabalho. O preparo foi realizado manualmente com limas tipo-K (Dentsply-Maillefer,
Ballaigues, Sui¢a), por meio de instrumentagdo seriada, ampliando o canal radicular até
a lima #50, com movimentos de limagem e alargamento. A substancia quimica-auxiliar
utilizada foi a dgua destilada, sendo realizada irriga¢do e renovagdo mesma a cada troca
de instrumento, com seringa descartavel estéril e agulha Navi-Tip #30 (Ultradent, South

Jordan, UT, Estados Unidos), e aspiracao.
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As 6 raizes foram divididas aleatoriamente em 3 grupos com 2 amostras cada, de
acordo com o protocolo de irrigacdo final utilizado, como segue: G1 — dgua destilada
(controle); G2 — EDTA 17%; G3 — Qmix. Nos trés grupos, os canais radiculares foram
preenchidos até o extravasamento com o irrigante final testado, que permaneceu em
contato com as paredes do canal radicular pelo periodo de 30 segundos. ApoOs esse
periodo, fora realizada irrigagdo com 5 ml de dgua destilada para remocao dos irrigantes
finais testados. Para insercao dos irrigantes nos canais radiculares, fora utilizada seringa
descartavel estéril e agulha Navi-tip #30 (Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos).
Por fim, os canais radiculares de todos os grupos foram secos com canula de aspiragdo e
cones de papel absorvente #50 (Tanari, Manacapuru, AM, Brasil)

Apo6s a conclusdao dos protocolos de irrigagdo final, foi realizada para cada grupo a
clivagem das raizes, iniciando pela clivagem do sulco vestibular ao lingual, obtendo duas
metades de cada raiz. Posteriormente, foi feita a clivagem dos sulcos circundantes,
obtendo-se duas amostras do terco cervical, médio e apical de cada raiz. As amostras dos
tercos cervical e apical foram descartadas, e as amostras do ter¢o médio foram
aproveitadas para a avaliagdo em microscopia eletronica de transmissao, totalizando 4
amostras por grupo (n=4).

As 4 amostras de cada grupo foram parcialmente descalcificadas a partir da imersao
das mesmas em EDTA para descalcificagdo, pH 7,4 (Natupharma, Passo Fundo, RS,
Brasil), em um volume 10x maior que as amostras. As amostras permaneceram em
contato com o liquido descalcificante durante 40 dias, sendo renovado a cada 24 horas.
Apobs o processo de descalcificagdo, as amostras foram imersas em solucdo fixadora
(Glutaraldeido 2,5%, Parafomaldeido 2%, Tampao fosfato 0,12 M, pH 7,2 — 7,4),
passadas por trés ciclos de lavagens de 30 minutos cada (Tampao fosfato 0,1 M), pos-

fixadas (Tetroxido de Osmio 2% e Tampao fosfato 0,2 M) e lavadas com mais trés ciclos
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de lavagens igual o anterior. A desidratag¢do ocorreu utilizando a sequéncia de Acetona
P.a em 30% por 10 minutos, em 50% por 10 minutos, em 70% por 10 minutos, em 95%
por 10 minutos e depois por 20 minutos, e, por fim, em 100% por 10 minutos e depois
por 20 minutos. Seguindo, as amostras foram pré-embebidas (banhos com desidratante e
com propor¢des gradativas crescentes de resina por minimo de 2 horas), e embebidas
(banho de resina 100% durante 24 horas). Entdo, foram inclusas em moldes de silicone
com resina pura e armazenadas em estufa com temperatura constante de 60°C por 72
horas.

Ap0s o periodo de armazenamento, fora realizada a ultramicrotomia das amostras em
um micrétomo modelo EM U7 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Nesta etapa,
seccoes de 100 nm de espessura foram confeccionadas na direcdo do longo eixo dos
tubulos dentinérios, apods, foram depositadas em grids e inserido liquido de contraste
Acetato de Uranila 2% e Citrato de Chumbo. Estas sec¢oes, obtidas das 4 amostras de
terco médio de cada grupo, foram examinadas em microscépio eletronico de transmissao,
modelo TECNAI G2 T20 (FEI, Thermofisher Scientific, Hillsboro, Oregon, EUA), a 200
kV de poténcia.

Em cada grupo, foram captadas seis imagens das sec¢des no aumento de 8.900x e seis
imagens das sec¢oes no aumento de 39.000x de magnificagdo, totalizando 12 imagens
por grupo. A andlise do coldgeno, correspondente a ultraestrutura dentindria
intrarradicular, considerou os seguintes status de classificagdo: intacto (INT), disperso
(DIS) e alterado (ALT). Esta andlise e atribuicdo de status foram realizadas por
examinador sénior em ultraestrutura dentindria, estando este cegado quanto aos grupos

de tratamento e previamente calibrado quanto a atribuicao do status previamente descrito.
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RESULTADOS

Por se tratar de uma avaliag@o qualitativa, os dados nao foram submetidos a analise
estatistica, sendo realizada uma descricdo dos achados, com especial aten¢do para a
aparéncia do coldgeno dentinario, sendo classificado, cada grupo, como INTACTO,
DISPERSO ou ALTERADO, nas magnificagdes de 8.900x e 39.000x.

De acordo com a analise das imagens de MET, pode-se observar que a estrutura das
amostras do grupo controle encontrava-se INTACTA, em ambas magnificacdes. Ao
mesmo tempo, a analise das imagens de MET revelou que a estrutura das amostras dos
grupos 2 (EDTA) e 3 (QMix) mostraram um colageno DISPERSO, tanto na magnificagao
de 8.900x, quanto na magnificacdo de 39.000x. Por fim, pode ser observado que nao
houve alteracao estrutural do colageno nos grupos testados, pois mesmo na superficie da
parede do canal, nao foi encontrado afilamento proteico, nem areas de perda de substancia

ou colabamento estrutural.

DISCUSSAO

Sabe-se que o colageno ¢ o principal componente organico da dentina e tem a
funcdo de atuar como matriz para deposito de cristais de hidroxiapatita, € desempenha a
funcao de ligagdo entre sistemas adesivos e dentina, porém, ha um déficit de informacgdes
na literatura a respeito de alteragdes na ultraestrutura da dentina radicular a partir do uso
de diferentes irrigantes finais utilizados na endodontia. Contudo, ap6s o preparo quimico-
mecanico do canal, faz-se necessario o selamento do mesmo e busca-se por irrigantes que
ndo interfiram negativamente na unido do cimento obturador com o substrato dentério, o
seja, no colageno, pois a ligagdo depende da qualidade da dentina e integridade do mesmo

para fornecer longevidade ao tratamento'".
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O presente estudo utilizou dentes bovinos em virtude da redu¢@o de varidveis que
estdo presentes no dente humano, bem como a idade, agdo da carie, doengas periodontais,
entre outras. O dente bovino apresenta um coldgeno mais padronizado e mesmo assim
consegue ser semelhante a dentina humana quanto a matriz organica uma vez que o
objetivo do estudo ¢ avaliar a ultraestrutura da dentina e ndo a remocao de smear layer e
microorganismos. Além disso, a dentina bovina apresenta semelhangas com a dentina
humana, principalmente em relagao ao nimero e diametro dos tibulos dentinarios, além
da disponibilidade e facilidade de aquisicdo'?. As amostras selecionadas para o estudo
com Microscopia Eletronica de Transmissao foram do terco médio, visto que apresentam
maior regularidade e suaves paredes de dentina®.

Os instrumentos promovem uma limpeza mecanica indispensdvel ao tratamento
endododntico, porém, quando nao associados a uma substancia quimica adequada, grandes
areas permanecerao contaminadas, ou seja, a limpeza juntamente com a desinfec¢ao do
canal radicular sdo fatores criticos para um sucesso terapia endodontica'’. Além de
descontaminagdo, os irrigantes devem promover dissolu¢do de tecido organico e
inorganico, ndo pode ser toxico ao tecido, bem como, ndo pode promover um
enfraquecimento da ultraestrutura dentinaria®. Os irrigantes EDTA 17% e QMix, ja
possuem relatos na pesquisa odontologica quanto a sua citotoxicidade, descontaminacao,
acao reoldgica, dissolucdo de tecido organico e efetividade de concentracdo, mas o foco
desse estudo ¢ buscar respostas quanto a sua influéncia na alteracdo da ultraestrutura
dentinaria.

A escolha dos irrigantes finais, EDTA 17% e QMix, deu-se pela significancia da
eficacia clinica que apresentam, bem como manter o processo continuo da pesquisa em
endodontia acerca dos mesmos, visando melhor entendimento de suas propriedades e

efeitos na dentina radicular. O QMix ¢ composto por clorexidina 2%, EDTA e agente
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surfactante, ou seja, com essas propriedades, ele deve ser capaz de combinar o efeito
antimicrobiano e de substantividade da clorexidina, remoc¢do da smear layer do EDTA e
promover diminui¢do da tensdo superficial, aumento da molhabilidade e penetragao das
subtancias nos canaliculos dentinarios, sendo projetado para substituir o EDTA 17% ja
que o associa a outras substancias. Apos utilizagdo a utilizagdo e analise das imagens
captadas, ambos promoveram uma estrutura dentinaria dispersa, sem causar alteracao nos
filamentos do coldgeno, logo, a utilizacdo do EDTA 17% sem associa¢do promove o
mesmo efeito do que quando associado a clorexidina e agente surfactante, no quesito de
alteracdo da ultraestrurura dentinaria'*.

Conforme os estudos prévios® o QMix se mostrou capaz de matar bactérias E.
faecalis ficando 5 segundos em contato com o canal radicular, ja em outros estudos!® que
avaliaram a atividade antimicrobiana, a remoc¢ao de smear layer e a resisténcia de unido,
a efetividade dos irrigantes finais fora determinada em 1 minuto de contato do irrigante
com o canal dentinario concordando com outras pesquisas, que trataram as amostras com
EDTA 17% pelo periodo de 1 minuto e as mesmas apresentaram remog¢ao da smear layer
e abertura dos tiibulos dentinarios'®. Este presente estudo utilizou um protocolo de 30
segundos pois esta propondo um reduzido tempo de agdo dos irrigantes, no intuito de
preservar os componentes organicos e inorganicos da dentina radicular, a0 mesmo tempo
que se espera uma efetiva remog¢ao de smear layer.

O microscopio eletronico de transmissdo ¢ uma ferramenta de suma importancia
em estudos que buscam avaliar a morfologia e defeitos estruturais das amostras, de forma
qualitativa e quantitativa. Nesse estudo, o TEM modelo TECNAI G2 T20 de 200 kV de
poténcia fora a microscopia de escolha baseada em pesquisas recentes® que utilizaram
este método para resultar em uma analise descritiva, mostrando modificagdes na

ultraestrutura organica da dentina. Apos a captacao das imagens no MET, o avaliador
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sénior nessa area, que estava cegado quanto aos grupos de tratamento, analisou e
descreveu as imagens, fornecendo os resultados das alteragdes dentinarias que os grupos
promoveram.

Os resultados demonstram a agao das substancias quelantes e/ou acidas no padrao
normal da dentina. Mesmo que ndo tenha havido modificagdo estrutural do colageno,
claramente, a superficie dentinaria fora afetada no processo de unido entre as pontes de
colageno superficial. Do ponto de vista clinico, isso pode ser considerado benéfico. A
separacao das ligagdes entre colageno permite uma maior penetragdo das substancias
quimicas auxiliares do preparo, sendo mais efetiva sua agao desinfetante. Além disso,
serve para receber maior quantidade de cimento endoddntico, o que pode aumentar o
imbricamento do material selador com a dentina. Como esse efeito ¢ somente na
superficie, ndo altera a resisténcia deste tecido.

Diante das limitagdes do presente estudo, é necessario melhor discriminar o efeito
dessas substancias. Para tal, a mensura¢do de area de colageno versus o espago aberto
entre eles, podera diferenciar quais substancias produziram mais efeitos nos componentes
organicos da dentina radicular, bem como trazer mais debate sobre eventuais
repercussoes. Claro estd que este ¢ apenas uma parte de um elenco de informagdes que
precisam ser medidas, para que haja maior compreensao dos produtos que utilizamos para

tratar o canal radicular.

CONCLUSAO
De acordo com os resultados obtidos do presente estudo, pode-se concluir que o uso do
EDTA 17% e do QMix promoveu dispersdo na ultraestrutura da dentina radicular, sem

alterar a integridade estrutural da mesma.
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