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RESUMO

Introducgéo: Este estudo teve como objetivo avaliar, in
vitro, a citotoxicidade de um novo irrigante final e sua
influéncia na estrutura da dentina radicular. Métodos: A
citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio MTT, a
microdureza da dentina radicular por meio de
microdurémetro Vickers e ultraestrutura da dentina radicular
por meio de microscopia eletrénica de transmissdo, havendo
exposicdo das amostras por 1 minuto aos seguintes protocolos
de irrigacdo final: (1) — dgua destilada estéril (controle), (2) -
EDTA 17%, (3) - QMix, (4) - Acido Glicdlico 17% (AG) e
(5) Novo Irrigante Final (composto por AG, clorexidina e
agente surfactante). Analise estatistica especifica foi realizada
para cada avaliacdo, com nivel de significancia igual a 5%.
Resultados: A maior taxa de viabilidade celular foi
observada no grupo controle, sendo estatisticamente diferente
aos demais grupos testados (p<0,05). O grupo EDTA 17%
apresentou um maior percentual de viabilidade celular, sendo
estatisticamente superior aos grupos QMix e Novo irrigante
final (p<0,05), sem diferenca estatisticamente significante em
relagio a0 AG 17% (p>0,05). N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos AG 17%, QMix
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e Novo irrigante final (p>0,05). Por sua vez, os resultados de
microdureza demonstraram que todos os irrigantes finais
testados promoveram modificacbes da microdureza na
dentina radicular, quando comparados ao grupo controle, sem
diferenca estatistica entre eles (p>0,05). Por fim, as imagens
de microscopia eletronica de transmisséo revelaram que a
estrutura das amostras do grupo controle encontrava-se
intacta, a0 mesmo tempo em que a estrutura das amostras de
todos 0s grupos experimentais encontrava-se dispersa, em
ambas as magnificacdes. Conclusdes: Diante das limitagdes
do presente estudo, pode-se concluir que o Novo Irrigante
Final apresenta citotoxicidade similar aos irrigantes finais
convencionalmente utilizados e induz modificacdes
superficiais na microdureza e ultraestrutura da dentina
radicular, podendo ser obtido a um custo significativamente

mais baixo.

Palavras-chave: &cido glicolico, citotoxicidade, irrigante
final, microdureza, ultraestrutura dentinaria.



ABSTRACT

Introduction: This study aimed to evaluate, in vitro, the
cytotoxicity of a new final irrigant and its influence on the
structure of root dentin. Methods: Cytotoxicity was evaluated
using the MTT assay, root dentin microhardness using a
Vickers microhardness device and root dentin ultrastructure
using transmission electron microscopy, with samples being
exposed for 1 minute to the following final irrigation
protocols: (1) - sterile distilled water (control), (2) - 17%
EDTA, (3) - QMix, (4) - 17% Glycolic Acid (GA) and (5)
New Final Irrigant (composed of GA, chlorhexidine and
surfactant agent). Specific statistical analysis was performed
for each assessment, with a significance level set to 5%.
Results: The highest rate of cell viability was observed in the
control group, being statistically different from the other
groups tested (p<0.05). The 17% EDTA group had a higher
percentage of cell viability, being statistically higher to the
QMix and New Final Irrigant groups (p<0.05), with no
statistically significant difference compared to 17% GA
(p>0.05). There was no statistically significant difference
between the 17% GA, QMix and New Final Irrigant groups



(p>0.05). In your turn, the microhardness results showed that
all  final irrigants tested promoted microhardness
modifications in the root dentin, when compared to the
control group, with no statistical difference between them
(p>0.05). Finally, transmission electron microscopy images
revealed that the structure of samples from the control group
was intact, while the structure of samples from all
experimental groups was dispersed, in both magnifications.
Conclusions: Given the limitations of the present study, it can
be concluded that the New Final Irrigant presents cytotoxicity
similar to the final irrigants conventionally used and induces
superficial modifications in the microhardness and
ultrastructure of the root dentin, which can be obtained at a

significantly lower cost.

Keywords: cytotoxicity, dentin ultrastructure, final irrigant,

glycolic acid, microhardness.



1. INTRODUCAO

O preparo quimico-mecanico é de fundamental
importancia para a reducdo de microorganismos do sistema
de canais radiculares, havendo a acdo das substancias
quimicas auxiliares em associacdo com a acdo mecanica dos
instrumentos endoddnticos (HAAPASALO et al., 2010). No
entanto, durante esta etapa do tratamento endodoéntico, existe
a formacdo de uma camada denominada de smear layer,
composta por raspas de dentina, microorganismos,
remanescentes organicos e substancias quimicas auxiliares.
(TORABINEJAD et al., 2002). Esta camada apresenta adesdo
significativa as paredes dentinarias e promove a obliteracdo
dos tabulos dentinarios, trazendo, como consequéncia, uma
inadequada penetracdo de agentes antimicrobianos e uma
reducdo da resisténcia de unido de materiais obturadores a
dentina radicular (SHAHRAVAN et al.,, 2007). Neste
cenario, o uso de irrigantes finais com reconhecida habilidade
para promover a remocdo da smear layer se torna
imprescindivel no tratamento endodontico.

O é&cido etilenodiaminotetracético (EDTA) é o irrigante
final mais empregado no tratamento endoddntico para a

remocao de smear layer (AHIR et al., 2014). No entanto,
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promove reduzida acdo de limpeza no terco apical de canais
radiculares (KURUVILLA et al.,, 2015), limitada acgéo
antimicrobiana (DE ALMEIDA et al., 2016), reducdo da
microdureza dentinaria (ASLANTAS et al., 2014), alteracdo
do colageno dentinario (WAGNER et al., 2016) e potencial
citotoxico (AMARAL et al., 2007). Além disso, uma série de
componentes toxicos sdo liberados na sua producdo, o que
pode trazer um impacto ambiental significativo
(SILLANPAA, 1997).

O QMix, por sua vez, € um irrigante final utilizado no
tratamento endodontico, que apresenta na sua composi¢éo
clorexidina, EDTA e um agente surfactante. Devido a esta
composicdo, 0 QMix apresenta uma efetiva capacidade de
remocdo de smear layer, a0 mesmo tempo em que pode
contribuir para a redugdo de microorganismos do sistema de
canais radiculares (STOJICIC et al., 2012). No entanto, a
presenca do EDTA em sua composicao pode levar aos efeitos
prejudiciais descritos anteriormente. E, ainda, por se tratar de
um produto importado e ndo disponibilizado comercialmente
em territério nacional, o custo para sua aquisicdo é
significativamente superior quando comparado aos custos dos

irrigantes finais convencionalmente utilizados.



Diante dos problemas expostos, torna-se necessaria a
busca por irrigantes finais alternativos, que possam promover
uma efetiva capacidade de remocdo de smear layer, sem
induzir efeitos adversos quando utilizado no tratamento
endodontico.

O &cido glicolico (AG) pertence ao grupo de &cidos alfa-
hidroxil, onde esta inserido o &cido citrico, um irrigante final
comumente utilizado no tratamento endodontico, no intuito
de promover a remocao da smear layer (MANCINI et al.,
2009). O AG ¢ biodegradavel, apresenta baixo pKa, baixo
peso molecular e natureza organica, sendo uma alternativa
para ser utilizado em superfiicies minerais como as estruturas
dentarias (CECCHIN et al., 2018). Recentemente, 0 AG
apresentou efetiva remocdo de smear layer e menor
citotoxicidade quando comparado ao EDTA (BELLO et al.,
2019), além de apresentar estabilidade de pH e preservar as
propriedades mecanicas da dentina radicular (BELLO et al.,
2020).

Diante das caracteristicas e resultados apresentados
previamente, o AG poderia ser um substituto ao EDTA na
composicdo de um novo irrigante final similar ao QMix

desenvolvido em territério nacional, com menor custo e maior
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acessibilidade para ser utilizado no tratamento endodoéntico.
Para tal, a formulacdo e uma série de propriedades deveriam
ser testadas. Em relacdo a formulacdo deste novo irrigante
final, bem como a avaliacdo da capacidade de remocao de
smear layer, acdo antimicrobiana e influéncia na resisténcia
de unido de materiais obturadores e restauradores, estudo
prévio foi realizado com resultados satisfatorios nestas quatro
avaliacGes (DIAS, 2020). A partir destes resultados, novas
propriedades relacionadas ao uso deste novo irrigante final
precisam ser avaliadas, tais como citotoxicidade, bem como
sua influéncia na microdureza e ultrestrutura da dentina
radicular, tornando justificavel a realizacdo do presente

estudo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Citotoxicidade

A érea da satde é um campo em constante mudanca. Na
odontologia, diversas sdo as propriedades dos materiais que
podem ser analisadas para qualificacdo acerca da
confiabilidade para o uso clinico (WAGNER et al.,2016).

O EDTA é o irrigante final mais empregado no tratamento
endodéntico para a remoc¢do de smear layer (AHIR et al.,
2014). No entanto, promove reduzida acdo de limpeza no
terco apical de canais radiculares (KURUVILLA et al.,
2015), limitada acdo antimicrobiana (DE ALMEIDA et al.,
2016), reducdo da microdureza dentinaria (ASLANTAS et
al., 2014), alteracdo do colageno dentinario (WAGNER et al.,
2016) e potencial citotoxico (AMARAL et al., 2007). Frente
a isso, KOLAOUZIDOU et al.(1999) avaliaram e
compararam os efeitos citotoxicos de solucdes de EDTA
neutro (15%,1% e 0,1%) e alcalino (17%,1%,01%) com os da
solucdo de hipoclorito de sodio (2,25%,1%,01%) usando uma
linhagem celular estabelecida: L1929, com células de
fibroblastos. A citotoxicidade foi avaliada por técnica
quantitativa em cinco periodos de observagdo (1, 3, 6, 12 e

24horas) e os efeitos ndo citotoxicos foram observados nos
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grupos controle. Nos testes utilizando EDTA e NaOCI, houve
uma diminui¢do na densidade celular confirmando o efeito
citotoxico dos materiais testados. As concentragdes de 17% e
15% de EDTA e 2,25% de NaOC1l foram citotoxicos
enquanto que em concentracGes de 0,1%, 0s agentes eram
moderadamente citotoxicos. Como resultado, concluiu-se que
todos o0s agentes testados apresentaram citotoxicidade
moderada a grave no presente modelo experimental de
maneira dependente da concentracéo.

Em estudo realizado no ano de 2007 por AMARAL et al.,
foi avaliado a citotoxicidade, in vivo, do EDTA 17% e solugéo
de &cido citrico 15% em macrofagos usando o0 método MTT.
Nesse estudo, um total de 5x10° células foram plaqueadas em
cultura média com EDTA 17% ou &cido citrico 15%, onde foi
utilizado o meio de cultura puro e fresco como controle. Os
valores de toxicidade foram analisados estatisticamente pelo
teste de ANOVA e Tukey (P <0,05) em periodos curtos de
observacdo (0, 6, 12, 24 horas) e periodos médios de
observacao (1, 3, 5, 7 dias), utilizando a absorvéncia ELISA
como método de avaliacdo para a citotoxicidade. Concluiu-se
que tanto o EDTA 17% como o acido citrico 15%

apresentaram efeitos citotoxicos nas culturas de macrofagos



in vivo. No entanto, o &cido citrico foi menos tdxico nos
periodos de avaliagdo de 1 a 7 dias de uso.

ASHOFTEH et al.(2012) compararam as respostas do
tecido subcutaneo ao MTAD, EDTA 17% e NaOCI 2,6%.
Foram utilizados para o estudo, trinta e seis ratos Wistar e as
solucdBes testadas foram injetadas subcutaneamente em areas
predeterminadas no dorso do animal. Os ratos foram entéo
divididos aleatoriamente em trés grupos (n=12) e sacrificados
a cada 2 horas, 2 dias e 2 semanas, sendo avaliada
histologicamente a gravidade da inflamagédo induzida por
cada irrigante em diferentes intervalos de tempo. Os
resultados mostraram que ndo houve diferenca significativa
entre a gravidade da inflamacéo induzida por MTAD e 2,6%
de NaOCI nos diferentes intervalos de tempo. As respostas de
tecido subcutdneo ao MTAD n&o foram diferentes das
observadas em espécimes de EDTA 17% em intervalos de 2
horas e 2 dias. Sob as condi¢bes deste estudo, o MTAD
apresentou a mesma toxicidade que 2,2% de NaOClI.

Uma pesquiza conduzida por MARINS et al.(2012)
avaliou a capacidade, in vitro, de irrigantes endoddnticos em
induzir dano genético ou morte celular. Nesse estudo, células
de fibroblastos foram expostas ao EDTA, NaOCIl, MTAD e
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acido citrico em concentracdes crescentes por 3 horas a 37°
C. O grupo controle negativo foi tratado com controle
veicular (solucdo tampéo fostato — PBS) por 3 horas a 37°C,
e 0 controle positivo foi tratado com
metilmetanosulfonato,1uM, durante 3 horas a 37°C. A
citotoxicidade foi avaliada pelo teste do azul de tripano e a
genotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de celula unica
(cometa). Os resultados mostraram que, a exposicdo a 2,5% e
5% de NaOCI e 8,5% de &cido citrico resultou em um efeito
citotdxico significativo. O NaOCI, EDTA e &cido citrico ndo
produziram efeitos genotéxicos em relacdo aos danos do
ensaio cometa para todas as concentracoes avaliadas. Embora
o MTAD ndo tenha sido um agente citotoxico, mostrou
efeitos genotoxicos significativos em todas as concentracbes
testadas. Verificou-se também, que o NaOCl, o EDTA e o
acido citrico sdo citotoxicos dependendo da dose, mas ndo se
mostraram genotoxicos. O MTAD nédo causou morte celular,
mas apresentou efeitos genotdxicos.

O QMix é um irrigante final utilizado no tratamento
endoddntico, que apresenta na sua composicao clorexidina,
EDTA e um agente surfactante. Devido a esta composicao, o

QMix apresenta uma efetiva capacidade de remocao de smear



layer, a0 mesmo tempo em que pode contribuir para a reducao
de microorganismos do sistema de canais radiculares
(STOJICIC et al., 2012). Frente a isso, ALKAHTANI et
al.(2014) avaliaram e compararam a citotoxicidade do QMix
na irrigacdo do canal em células-tronco mesenquimatosas da
medula 6ssea humana (hnTERT-MSC-C1) e compararam com
o hipoclorito de so6dio (NaOCI). As células foram expostas ao
QMix e NaOCI. A viabilidade celular foi avaliada por ensaios
de MTT e alamarBlue. A morfologia celular foi estudada ap6s
duas horas de exposi¢do ao QMix e NaOCl e, apds periodos
de incubacdo de 2 e 4 horas, as analises foram realizadas.
Finalmente, a mancha fluorescente de brometo de etidio / alga
de acridina (EB / AO) foi aplicada as células nas laminas de
depois de serem incubadas com o0s agentes testados durante 2
horas para detectar células vivas e mortas. Concluiu-se que as
solucdes QMix e NaOCI foram toxicas para as células-tronco
mesemquimatosas onde cada uma induziu a morte celular de
maneira diferente.

Em 2015, VOUZARA et al., avaliaram a capacidade de
irrigantes do canal radicular de induzir efeitos citotdxicos,
quando aplicados isoladamente ou em combinagdo. As

células MRCs foram cultivadas como culturas de
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monocamada a 37°C, numa atmosfera contendo 5% de CO>
em ar e 100% de humidade relativa. As células foram
expostas a hipoclorito de sodio (NaOCI), é&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), clorexidina (CHX) e suas
combinagdes (NaOCI/EDTA, NaOCI/CHX e EDTA/CHX)
em diluigdes seriadas. O meio de crescimento utilizado foi o
meio de Eagle modificado por Dulbecco suplementado com
10% de soro bovino fetal e antibidticos e foi usado como
controle. O efeito na sobrevivéncia celular foi estimado apds
6 e 24 h de exposic¢do por meio do ensaio da sulforrodamina
B, em referéncia aos controles. Os irrigantes testados foram
citotoxicos de maneira dependente da dose e do tempo. A
CHX foi o irrigante mais citotdxico testado, seguido pelo
NaOCl, enquanto o EDTA foi o irrigante testado menos
citotdxico. A CHX foi significativamente mais citotdxica que
0 NaOCl e o EDTA. O NaOCI foi significativamente mais
citotoxico do que o EDTA. A acdo combinada de irrigantes
ndo produziu um aumento significativo em sua
citotoxicidade.

FHARHAD et al.(2016) realisaram um estudo sobre o
efeito de algumas solugdes irrigadoras em células tronco de

papila apical humana (SCAPs) apos diferentes periodos de



exposicdo. Para o estudo, células tronco de terceiros molares
inferiores impactados e imaturos foram isolados e
transferidos para 24 placas de wells, divididas aleatoriamente
em 6 grupos experimentais, sendo expostas a BioPure MTAD
Cleanser, QMix, EDTA 17%, Clorexidina 2%, NaOCI a
5,25%, solucdo salina estéril e grupo controle ndo tratado. A
citotoxicidade foi avaliada ap6s 1,5 e 15 minutos de
exposicao utilizando o ensaio de tiazol tetrazdlio (MTT). A
porcentagem média de células viaveis em todos 0s grupos
experimentais foi significativamente diferente dos grupos de
solugdo salina esteril em todos os momentos e, a porcentagem
média de células viaveis diminui significativamente ao longo
do tempo nos grupos NaOCI, QMix, EDTA e MTAD, mas
nenhuma reducéo significativa foi observada no grupo CHX.
Em todos os momentos, a maior e a menor citotoxicidade
foram observadas nos grupos MTAD e solucgéo salina normal,
respectivamente. A citotoxicidade dos materiais de estudo do
mais alto a mais baixo foi o seguinte: MTAD>
EDTA>QMix= NaOCI>CHX> solugdo salina estéril. De
acordo com estudo, concluiu-se que clorexidina teve a menor
citotoxicidade e essa ndo mudou ao longo do tempo em

comparagdo com outras solugoes.
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2.2. Microdureza

Um estudo preconizado por ELDENIZ, et al.(2005)
avaliou o efeito das solucdes de acido citrico e EDTA sobre a
microdureza e a rugosidade da dentina do canal radicular
humano. Para o experimento, foram utilizados quarenta e
cinco dentes humanos seccionados longitudinalmente, sendo
o0s espécimes divididos aleatoriamente em trés grupos de 30
dentes cada um e tratados da seguinte forma: (a) um acido
citrico de um molar (19%) durante 150 segundos, seguido de
NaOCl a 5,25%; (b) EDTA a 17% por 150 s e enxaguada com
5,25% de NaOClI; (c) lavou-se com agua destilada e serviu
como grupo controle. Trés grupos foram entdo divididos em
dois subgrupos de 15 espécimes cada. Os espécimes, no
primeiro subgrupo, foram submetidos ao teste de Vickers,
enquanto o segundo subgrupo foi submetido a testes de
rugosidade superficial. Concluiu-se que, houve diferencas
significativas na microdureza entre os grupos de teste, sendo
0 grupo do &cido citrico o0 menos duro (p 0,05). Ademais, 0
acido citrico aumentou significativamente a rugosidade da
superficie.

O efeito das solucbes de acido citrico, EDTA e &cido

etilenodiaminotetraacético mais Cetavion (EDTAC) sobre a



microdureza da dentina do canal radicular humano foi
avaliado por DE-DEUS, et al., em 2006. Foram utilizados
dezesseis caninos humanos maxilares que foram seccionados
transversalmente na juncdo cemento-esmalte, sendo
descartadas as coroas. Posteriormente, cada raiz foi
incorporada em um cilindro de resina epdxi e seu terco medio
seccionado horizontalmente em fatias de 4 mm de espessura.
As amostras foram divididas aleatoriamente em trés grupos
de acordo com o agente quelante empregado, da seguinte
forma (n = 6): grupo 1: EDTA 17%, grupo 2: EDTAC 17% e
grupo 3: &cido citrico 10%. A microdureza de dentina foi
medida com uma carga de 50 g por 15 segundos. No inicio do
experimento, foram obtidos valores de microdureza de
referéncia para amostras sem gravidade  (t = 0 min). As
mesmas amostras foram entdo expostas a 50 microL da
solucdo de quelante durante 1,3 e 5 min. O teste T de Student
(P <0,05) foi usado para comparar resultados para diferentes
tempos para cada quelador e diferentes quelantes para cada
tempo. Concluiu-se que a microdureza diminuiu com o
aumento do tempo de aplicacdo de solucGes de quelagéo, ndo
havendo diferencas significativas entre microdureza inicial

para os trés grupos, bem como apds 1 min de aplicacdo das
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substancias. Apés 3 min, o EDTA produziu uma reducéo
significativamente maior na microdureza. Entretanto, néo
houve diferenca significativa entre EDTA e EDTAC apoés 5
min. O &cido citrico causou reducdo significativa na
microdureza.

O efeito de 7% de acido maleico e 17% de EDTA sobre a
microdureza e a rugosidade superficial da dentina do canal
radicular humano, foi alaviado por BALLAL, et al., em 2010.
Foram seccionados longitudinalmente quarenta e cinco
incisivos centrais superiores humanos, descartando as coroas,
em um total de 90 segmentos, sendo incorporados em resina
acrilica de polimerizacdo automatica e foram aterrados de
forma plana com papéis abrasivos de carboneto de silicio.
Com base nas solucGes de teste utilizadas, as amostras foram
divididas aleatoriamente em trés grupos: (1) o grupo EDTA,
1 mL de EDTA a 17% durante 1 minuto (n = 30), (2) o grupo
acido maleico, 1 mL de 7% acido maleico durante 1 minuto
(n=30), e (3) o grupo controle, 1 mL de solug&o salina a 0,9%
durante 1 minuto (n = 30). Todo grupo foi entdo dividido em
dois subgrupos de 15 espécimes cada. No grupo la, 2a e 3a,
foram utilizados espécimes para determinar a microdureza da

dentina do canal radicular no tergco coronal, médio e apical



usando o testador de dureza de Vicker. Nos grupos 1b, 2b e
3b, foram utilizados espécimes para a determinacdo da
rugosidade superficial da dentina do canal radicular
utilizando um testador de rugosidade (Surtronic, Leicester,
Inglaterra). De acordo com o estudo, concluiu-se que o acido
maleico reduziu a microdureza da dentina radicular
semelhante ao EDTA, mas aumentou a rugosidade da
superficie significativamente mais do que o EDTA.

Em 2011, CRUZ-FILHO, et al., investigaram o efeito de
diferentes solugbes de quelagdo sobre a microdureza da
camada de dentina mais superficial do limen do canal
radicular. Foram utilizados trinta e cinco incisivos centrais
maxilares extraidos onde as raizes foram seccionadas
longitudinalmente em uma direcdo mesiodistal para expor a
extensdo do canal inteiro. Os espécimes foram distribuidos
em sete grupos de acordo com a irrigacdo final: 15% de
EDTA, 10% de acido citrico, 5% de acido malico, 5% de
acido acético, vinagre de macd, 10% de citrato de sddio e
controle (sem irrigacdo). Foi utilizado um volume
padronizado de 50 pL de cada solugdo quelante durante 5
minutos. A microdureza dentinaria foi medida com um

indentador de Knoop sob uma carga de 10 g e um tempo de
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permanéncia de 15 segundos e os dados foram analisados
estatisticamente por anélise de varidncia unidirecional e teste
de comparacdo multipla de Tukey-Kramer com nivel de
significancia de 5%. Como resultados desse estudo, 0 EDTA
e 0 acido citrico tiveram o maior efeito geral, causando uma
diminuigdo acentuada da microdureza da dentina sem
diferenca significativa (p> 0,05) umas das outras. No entanto,
ambos os quelantes diferiram significativamente das outras
solugdes (p <0,001), o citrato de sédio e agua desionizada
foram semelhantes entre si (p> 0,05) e ndo afetaram a
microdureza da dentina. O vinagre de maca, acido aceético e
acido malico foram semelhantes entre si (p> 0,05) e
apresentaram resultados intermediarios.

A microdureza da dentina radicular foi avaliada usando
EDTA 17%, MTAD e 18% HEBP em um estudo conduzido
por DINESHKUMAR, et al.(2012). Para o estudo, quarenta
dentes humanos de canal U(nico foram seccionados
longitudinalmente, gerando oitenta espécimes que foram
divididos em quatro grupos (n = 20). O grupo | foi tratado
com agua destilada (controle), os grupos Il, Il e IV foram
tratados com 1,3% de NaOCIl como solugdo de trabalho
durante 20 minutos, seguido de 17% de EDTA, MTAD e 18%



de HEBP, respectivamente. A dureza superficial da dentina
radicular foi determinada em cada espécime com indentador
de Vickers e os valores obtidos foram analisados
estatisticamente utilizando ANOVA unidirecional e testes
de comparacdo multipla Tukey pds-hoc. Como resultados,
constatou-se diferencgas estatisticamente significativas entre
todos os grupos (ANOVA unidirecional, P <0,001). Entre os
grupos experimentais, a HEBP mostrou a maior microdureza
dentinaria (53,74 MPa, P <0,001). A microdureza minima foi
encontrada com MTAD (42,85 MPa, P <0,001).

O estudo conduzido por TUNCER et al.(2015) avaliou 0s
efeitos do QMIX, EDTA + Clorexidina, EDTA + é&cido
cloridrico e acido maleico sobre a microdureza da dentina do
canal radicular. Nesse estudo, utilizou-se quarenta caninos
superiores, recém extraidos, que foram seccionados
longitudinalmente em 80 segmentos e depois incorporados
em uma resina acrilica ultra- polimerizavel. A microdureza da
dentina na amostra foi medida com um indentador de
diamante Vickers nos tercos coronais, médios e apicais das
raizes. Por fim, os espécimes foram divididos aleatoriamente
em quatro grupos: 17% de EDTA + 2,5% de NaOCI; 17% de
EDTA + 2% de CHX; QMix; e 7% de acido maleico. Os
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valores de microdureza pos-tratamento foram obtidos e a
diminuigdo da microdureza foi calculada como uma
porcentagem. Os valores de microdureza foram analisados
estatisticamente usando os testes U de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney. Chegou-se a conclusdo que, o acido maleico
diminui a microdureza em todas as regides, em comparagao
aos demais. Enquanto o QMix, EDTA 17% + CHX 2% e
EDTA 17% + NaOCI 2,5% causaram a mesma reducdo na
microdureza da dentina do canal radicular nas regides
coronais e medias.

Em 2017a, BALDASSO et al., avaliaram o efeito dos
protocolos de irrigacdo final sobre a reducdo da microdureza
e erosdo da dentina do canal radicular. No estudo, foram
utilizados 60 canais radiculares de incisivos mandibulares,
instrumentados e divididos em 6 grupos aleatoriamente de
acordo com o irrigante utilizado: QMiX, 17% de EDTA, 10%
de &cido citrico (CA), 1% de &cido peracético (PA), 2,5% de
NaOCI (controle da solucdo) e agua destilada (controle
negativo). As solucdes de quelacdo foram utilizadas para
irrigar o canal seguido de 2,5% de NaOCI. Concluiu-se que o

QMIX e 0 EDTA 17% reduziram a microdureza dentinaria



em maior profundidade. Ademais, 0 QMIX nédo causou eroséo
dentinéria.

DAL BELLO et al.(2019) pesquisaram os efeitos do
acido glicolico na microdureza, rugosidade e distribuicdo do
conteddo mineral da dentina; remocgdo da smear layer e
citotoxidade. Para o estudo, cem dentes humanos foram
divididos aleatoriamente em seis grupos: agua destilada
(grupo controle), 17% de EDTA, 10% de acido citrico (CA),
5% de AG, 10% de AG e 17% de AG. A microdureza e
rugosidade foram medidos no lumen do canal. Imagens de
microscopia eletrénica de varredura (SEM) (2000X) para
analise da remocdo da smear layer; espectroscopia de raios x
dispersiva em energia (EDS) para analises quimicas. O ensaio
de viabilidade celular foi efetuado em células de fibroblastos.
Mediante o estudo, observou-se que a menor microdureza e
maior rugosidade foram observados para 17% de AG. O acido
glicolico e o é&cido citrico foram citotéxicos de maneira
dependente da dose. O AG apresentou a capacidade de
remover a smear layer para um nivel semelhante a0 EDTA e
CA, sem diferenca estatistica entre as concentracoes
utilizadas. Sendo assim, 0 AG mostrou potencial como agente

endodontico para irrigacdo final em endodontia.
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2.3. Ultraestrutura

O efeito de diferentes protocolos de irrigagdo no preparo
quimico mecanico sobre componentes organicos e
inorganicos da dentina radicular de dentes bovinos foi
avaliado por GHISI et al., em 2015. Para a realizacdo do
estudo, foram utilizados oitenta incisivos bovinos divididos
aleatoriamente em 8 grupos (n=10): 5NaOCI, 5NaOCl +
EDTA, 2NaOCl, 2NaOCl + EDTA, Sterilox, Sterilox +
EDTA, EDTA e agua destilada. A instrumentacdo do canal
radicular foi realizada usando o irrigante correspondente. Os
15mm apicais foram seccionados longitudinalmente em 2
fragmentos: um para analise de microscopia de luz em
laminas coradas com picrosirius vermelho (componente
organico) e o outro para analise por microscopia eletronica de
varredura (componente inorgénico). Os escores obtidos em
ambas avaliagdes foram submetidos a andlise estatistica
especifica. De acordo com os resultados do presente estudo,
pode-se concluir que o uso de NaOCI 5% promoveu o dano
mais extenso ao componente organico da dentina e, quando
associado ao EDTA, a erosdo dentinaria pdde ser observada.

Um estudo conduzido por BALDASSO et al.(2017b)
avaliou os efeitos de quatro agentes quelantes endodonticos,



seguidos de hipoclorito de sédio a 2,5% (NaOCI), como
agentes finais de irrigagdo nos componentes organicos e
inorganicos da dentina radicular humana. Para o estudo,
foram preparados sessenta incisivos inferiores e divididos
aleatoriamente em seis grupos (n=10): QMiX, 1% de acido
peracético (PA), 17% de EDTA, 10% de acido citrico (CA),
2,5% de NaOCI (solugdo de controle) e agua destilada (DW)
(controle negativo). Os espécimes foram divididos
longitudinalmente em duas metades; um foi designado para
analise de componentes organicos por microscopia de luz
polarizada (PLM) e o outro para andlise de estrutura
inorganica por microscopia eletrénica de varredura (MEV).
Mediante ao estudo, concluiu-se que os grupos NaOCl e DW
apresentaram uniformidade na rede fibrilar e smear layer
obliterando os tubulos dentinérios, enquanto o grupo CA
apresentou alteracdo nos componentes organicos e
inorganicos da dentina. O grupo EDTA ndo diferiu dos
demais no componente organico, mas causou alteracdo na
estrutura inorganica. Em contra-partida, os grupos QMiX e
PA ndo causaram alteracdo morfologica significativa no
coldgeno e removeram a smear layer sem modificagdo da

estrutura inorganica. Como irrigacao final, as solucbes de
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QMiX e PA, sequidas de NaOCl a 2,5%, apresentaram melhor
comportamento do que os demais agentes quelantes testados,
preservando 0s componentes organicos e inorganicos da
dentina radicular humana.

WAGNER et al.(2017) avaliaram o efeito de diferentes
protocolos de irrigacdo na estrutura da dentina radicular
utilizando a microscopia eletronica de varredura (SEM) e na
ultraestrutura da dentina radicular utilizando a microscopia
eletronica de transmissdo (TEM). Nesse estudo, foi utilizado
trinta e nove incisivos bovinos inferiores, sendo seccionados
longitudinalmente e divididos aleatoriamente em 13 grupos
(n = 3). Apos remontar as metades das raizes, aplicou-se um
protocolo de irrigacdo diferente para cada grupo: G1, agua
destilada (grupo controle); G2, solucdo salina a 0,9%; G3,
solucgdo salina + EDTA 17%; G4, solucgéo salina + PUI; G5,
solucdo salina + PUI + EDTA; G6 a G9 receberam o mesmo
protocolo acima mencionado, porém, substituiu-se a solugdo
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 analise descritiva de TEM

mostrando modificacbes na ultraestrutura organica da



dentina, caracterizada pelo desbaste das fibrilas de colageno
da dentina, causadas por NaOCI, reforcada 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 + PUL.
Concluiu-se que o NaOCI causou altera¢Ges ultraestruturais
no colageno dentinario e reforcado pelo EDTA e/ou PUI,
promoveu erosao peritubular e intertubular.

DAL BELLO et al.(2020) avaliaram os efeitos do &cido
glicdlico (AG) na resisténcia a flexdo da dentina. No estudo,
a tensdo superficial e os niveis de pH das solucdes de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), acido citrico (CA) e AG
foram avaliados em diferentes épocas e temperaturas, 0s
feixes de dentina em po e dentina mineralizada foram imersos
por 1min em solucdes de EDTA, CA ou AG e submetidos a
espectroscopia para analise da razdo apatita/colageno e teste
de flexdo de 3 pontos, respectivamente. Observou-se que, 0
AG apresentou 0 maior tamanho de particula (um) e sua
tensdo superficial foi semelhante a do EDTA e CA. Nao
obstante, a tensdo superficial diminuiu em solucbes de

maiores concentracdes €, 0 AG mostrou estabilidade de pH
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em todos 0s momentos e temperaturas analisadas. A relagédo
apatita/colageno diminuiu com o aumento das concentracdes
de AG, enquanto a forca de flexdo néo foi consideravelmente
afetada pela concentracdo AG. Desse modo, 0 AG apresentou
ser uma escolha significativa como solucéo final de irrigacdo

apos a preparacdo do canal radicular.

3. PROPOSICAO

3.1. Este estudo teve como objetivo geral:
Avaliar, in vitro, a citotoxicidade de um novo irrigante

final e sua influéncia na estrutura da dentina radicular

3.2. Este estudo teve como objetivos especificos:

3.2.1. Avaliar, in vitro, a citotoxicidade de um novo
irrigante final composto por acido glicélico, clorexidina e
agente surfactante, por meio de ensaio MTT.

3.2.1.1. Avaliar a influéncia desse novo irrigante final na
microdureza da dentina radicular por meio do
microdurdmetro de Vickers, e na ultraestrutura da dentina

radicular por meio da microscopia eletrénica de transmissao.



4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi apreciado e aprovado pela Comisséo de
Etica em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo
(protocolo n° 4.396.496).

4.1. Avaliagdo da Citotoxicidade

Neste experimento, foram utilizadas células L929, que s&o
culturas continuas de fibroblastos de gengiva, provenientes da
American Type Culture Collection (ATCC), gentilmente
cedidas pelo Laboratério de Virologia Aplicada da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC,
Florianopolis, SC, Brasil). Para a manutencéo das células foi
escolhido o meio MEM (Minimum Essential Media — Sigma-
Aldrich, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) em
frascos de cultura de 75 cm? mantidos em atmosfera
umidificada a 37° C e 5% de CO? Né&o foram utilizados
antibidticos ou antifungicos durante a manutencdo da cultura
celular e/ou experimentos.

Para avaliacdo da citotoxicidade celular, foi realizado o
ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil

tetrazolium ou MTT (Sigma-Aldrich), que corresponde a um



teste colorimétrico utilizado para avaliar a viabilidade celular.
No dia anterior ao ensaio, as células L929 foram tripsinizadas,
contadas e distribuidas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 1x10° células por pogo. O meio para a
realizacdo dos experimentos foi o DMEM (Dulbecco's
Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), enriquecido com 5% de soro fetal bovino.

Apbs a incubacdo durante 24 horas a 37° C em estufa com
5% de CO, foi realizada a observacdo da confluéncia do
tapete celular através da visualizagdo em microscopio
invertido. A seguir, 0 meio DMEM foi retirado por aspiragao
e 100 uL das seguintes solucdes foram adicionadas: agua
destilada estéril (controle) (G1), EDTA 17% (G2), QMix
(G3), Acido Glicélico (AG) 17% (G4) e Novo Irrigante Final
composto por acido glicdlico, clorexidina e agente surfactante
(G5), sendo incubadas no periodo de tempo de 1 minuto.

Apds o tempo de incubacdo, os pocos foram lavados com
200 pl de PBS estéril a temperatura de 37°C, e foram
adicionados 50 mL da solugdo de MTT (1 mg/mL em meio
DMEM), para incubagdo pelo periodo de 4 horas.
Posteriormente, o MTT foi cuidadosamente retirado evitando

a danificacdo das células e foram adicionados 100 mL de



dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizacdo dos cristais de
formazam. Também foi adicionado 0 DMSO em pogos vazios
para o célculo do branco. A placa foi colocada em um agitador
durante 10 minutos de incubacdo e a absorbancia foi entdo

mesurada em filtro de 490 nm (Figura 1).
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Apds o tempo de Incubago, o5 pogos
foram lavados com 200 i de PES estéri a
temperatura de 37°C e foram adicionados
50 ML da solugdo de MTT (1 mg/ mL em
meio DMEM) para incubag3 por 4 horas.

A segur, 0 meo DMEM fol retrado por
aspirag3o e 100 Ul das seguintes sougdes
foram adiionadas:

20000000
20000000
LA L L L L L L B
00000000
90000000
PEODOGRE O~
-0

TOm"mONne»

O MTT foi cuidadosamente
retirado evitando a danificagio
das células e foram
adicionados 100 mL de
dimetiisulf6xido (DMSO) para
solubllizacdo dos cristars de
formazam

Solugdio Tampdo Fosfato Salina (PBS) como solugdio
controle (G1);

(EDTA) 17% (G 2 &
QMix (G3)
Acido Glicoico (AG ) 17% (G4),
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Incubafos no periodo de tempo de 3 minutos.

Foi adicionado 0 DMSO em
POGOs vazios para o cakulo do
branco. Aplaca foi colocada
em um agitador durante 10
minutos de incubagdo e a
absorbandia fol entso
mesurada em filtro de 490 nm.

Figura 1 — Metodologia aplicada para a Avaliagao da Citotoxicidade.



Ressalta-se que todos os experimentos foram realizados
em triplicata e as porcentagens de viabilidade celular foram
calculadas em relacdo aos controles celulares, conforme

férmula abaixo:

% de viabilidade = (absorbancia da amostra- média da
absorbéncia do branco) x100

(absorbancia do controle - média da absorbancia do branco)

4.2. Avaliacdo da microdureza da dentina radicular

Cinguenta incisivos superiores humanos extraidos foram
obtidos no Biobanco da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Passo Fundo. As coroas dentarias foram
seccionadas com disco de diamante, obtendo-se raizes de 15
mm de comprimento (Figura 2). Todas as raizes foram
preparadas até o forame apical com limas tipo K #15
(Dentsply Sirona, Tulsa, OK, Estados Unidos) e &gua
destilada para remocdo de tecido pulpar e padronizacdo do
diametro do canal (Figura 3). A seguir, dois sulcos
longitudinais foram feitos na superficie radicular externa com
um disco de diamante, sem atingir o espago do canal (Figura

4). As raizes foram divididas em duas metades com laminas
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de micrétomo, totalizando 100 amostras (Figura 5). A
superficie convexa recoberta com cimento foi planificada
com broca de diamante, mantendo 2 mm de espessura entre a
superficie desgastada e a luz do canal radicular. A camada de
dentina entre o limen do canal radicular e 0 cemento também
foi planificada com angulagéo de aproximadamente 45 ° para
facilitar o polimento do canal radicular e sua visualizagdo no

dispositivo microscopico do microdurémetro (Figura 6).

O] 3 (4)



(6)

Figura (2) Raizes com 15 mm de comprimento; (3) Preparacdo das raizes
para remocdo do tecido pulpar e padronizacdo do didmetro do canal; (4)
Confeccdo de 2 sulcos longitudinais na superficie radicular externa; (5)
Divisdo das raizes em duas metades com lamina de micrétomo; (6)
Planificacdo para obtencdo de espessura minima de 2 mm e desgastade
com angulagdo de aproximadamente 45° entre limen do canal e cemento.

Todas as amostras foram fixadas em blocos de resina
acrilica, deixando a dentina radicular exposta para cima. As
amostras foram polidas com lixa de carboneto de silicio
(granulacao 180, 320 e 600) e papel de polimento de diamante
de 0,25 mm (Metkon, Bursa, Turquia) sob resfriamento com
agua destilada (Figura 7). Por fim, as amostras foram lavadas
com &gua destilada e secas com cénula de aspiracéo.

As amostras foram divididas em 5 grupos (n=20), de
acordo com o0s irrigantes testados, conforme descrito

anteriormente para avaliagdo da citotoxicidade. Em todos 0s
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grupos, as amostras foram cobertas com 1 mL da solugéo
teste, ficando totalmente cobertas. O tempo de contato foi de
1 minuto (Figura 8). Ap6s esse periodo, as amostras foram
lavadas com 5 mL de agua destilada e secas com canula de
aspiracao.

A microdureza foi mensurada por meio de microdurdémetro
Vickers (HMV-2000, Shimadzu, Kyoto, Japdo) com aumento
de 40x, carga de 300 g e tempo de permanéncia de 20
segundos (Figura 9). Trés indentacdes foram feitas ao longo
de linhas paralelas a borda do limen do canal radicular, sendo
as primeiras a 1.000 um da entrada do canal radicular e as
outras duas a 200 pm uma da outra. O valor de microdureza
para amostra foi obtido por meio do valor médio para as trés

endentagdes (Figura 10).

()
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(10)

Figura (7) Fixagdo e polimento das amostras em blocos de resina acrilica;
(8) Divisdo das amostras em 5 grupos; (9) Avaliacdo da microduresa pelo
microdurémetro Vickers (HMV-2000, Shimadzu, Kyoto, Japdo; (10)
Imagem das identa¢Bes nas amostras.

4.3. Avaliacdo da ultraestrutura da dentina radicular

Dez dentes incisivos bovinos extraidos foram utilizados
para esta avaliagdo, obtidos de animais abatidos para fins
comerciais. Logo apos a extracao, os dentes foram congelados
até 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¢éo externa com auxilio de curetas
periodontais (Golgran, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil)
(Figura 11). A porcdo coronaria foi seccionada com disco
diamantado de dupla face, acoplado a uma peca reta de baixa
rotacdo, sob constante refrigeracdo, resultando em amostras
radiculares de 15mm de comprimento (Figura 12).

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 &pice, utilizando
disco diamantado de dupla face (Figura 13). Apds esta

delimitacdo dos sulcos, as raizes foram irrigadas com agua

destilada, para remocdo de raspas de dentina
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(13)

Figura (11) Limpeza dos dentes; (12) Seccionamento da coroa e

remanescentes radiculares; (13) Confeccdo dos sulcos longitudinais e

circundantes;

Todas as 10 raizes foram preparadas de forma similar, no
intuito de remover o tecido pulpar e padronizar o diametro
interno do canal radicular (Figura 14). O comprimento de
trabalho foi estabelecido a partir da introducdo de uma lima
tipo-K #10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica), no
interior do canal radicular, até que sua ponta seja visualizada
no forame apical. A partir desta medida, foi reduzido 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, iniciando com uma lima #10 promovendo a

ampliacdo do canal radicular até a lima #50, com movimentos



de alargamento e limagem (Figura 15). A substancia quimica-
auxiliar utilizada foi a &gua destilada, sendo realizada
irrigacéo e renovagdo da mesma a cada troca de instrumento,
com seringa descartavel estéril e agulha Navi-Tip #30
(Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos), e aspiragéo.

As 10 raizes foram divididas aleatoriamente em 5 grupos,
de acordo com os irrigantes testados, conforme descrito nas
avaliacGes anteriores, havendo duas raizes por grupo. Nos
cinco 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
1 minuto. Para insercdo dos irrigantes nos canais radiculares,
foi utilizada seringa descartavel estéril e agulha Navi-tip #30
(Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos) (Figura 16).
Apos esse periodo, foi realizada irrigacdo com 5 ml de agua
destilada para remocao dos irrigantes finais testados. Por fim,
os canais radiculares de todos os grupos foram secos
com cénula de aspiracdo e cones de papel absorvente #50
(Tanari, Manacapuru, AM, Brasil) (Figura 17).
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Figura (14) Raizes padronizadas; (15) Limagem e

alargamento; (16) Insercdo dos irrigantes nos canais radiculares;

(17) Secagem final dos canais.

Apo6s a conclusdo dos protocolos de irrigacdo 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 18). 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 para a avaliagdo em
microscopia eletrdnica de transmissdo (Figura 19), conforme
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descrito por WAGNER et al.(2017), totalizando 4 amostras

por grupo (n=4).

(18) (19)
Figura (18) Clivagem do Sulco V ao L; (19) Amostra do Terco Médio.

As 4 amostras de cada grupo foram parcialmente
descalcificadas a partir da imersdo das mesmas em EDTA
para descalcificacdo, 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 (Figura 20).



Figura (20) Descalcificagdo das amostras.

Apo0s o processo de descalcificacdo, as amostras foram
imersas em solucdo fixadora (Glutaraldeido 2,5%,
Parafomaldeido 2%, Tampdo fosfato 0,12 M, pH 7,2 — 7,4),
passadas por trés ciclos de lavagens de 30 minutos cada
(Tampéo fosfato 0,1 M), pds-fixadas (Tetroxido de Osmio 2%
e Tampdo fosfato 0,2 M) e lavadas com mais trés ciclos de
lavagens igual o anterior. A desidratacdo 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
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proporcOes 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 21).

(21)

Figura (21) Amostras em molde com resina.

Ap6s o periodo de armazenamento, foi realizada a
ultramicrotomia das amostras em um micrétomo modelo EM
U7 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha)  (Figura 22).
Nesta etapa, sec¢des de 100 nm de espessura foram

confeccionadas na direcdo do longo eixo dos tubulos



dentinarios, apos, foram depositadas em grids (Figura 23) e

inserido liquido de contraste Acetato de Uranila 2% e Citrato
de Chumbo (Figura 24).

(22) | (23)
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(24)

Figura (22) Cortes com Ultramicrétomo; (23) Amostras dispostas em

grids; (24) Imersdo em contraste.

Estas sec¢des, obtidas das 4 amostras de terco médio de
cada grupo, foram examinadas em microscopio eletrdnico de
transmissdo, modelo TECNAI G2 T20 (FEI, Thermofisher
Scientific, Hillsboro, Oregon, EUA), a 200 kV de poténcia
(Figura 25).

Em cada grupo, foram captadas seis imagens das sec¢des
no aumento de 8.900x e seis imagens das sec¢Ges no aumento

de 39.000x de magnificacdo, totalizando 12 imagens por



grupo. A analise do colageno, correspondente a ultraestrutura
dentinaria intrarradicular, considerou os seguintes status de
classificacdo: intacto (INT), disperso (DIS) e alterado (ALT).
Esta analise e atribuicdo de status foram realizadas por
examinador sénior em ultraestrutura dentinéria, estando este
cegado quanto aos grupos de tratamento e previamente
calibrado quanto a atribuicéo do status previamente descrito.

(25)

Figura (25) Anélise das amostras no MET.
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4.4 Andlise Estatistica

A andlise estatistica das avaliacBes de citotoxicidade e
microdureza da dentina radicular foi realizada por meio de
ANOVA, seguido por post-hoc de Tukey, com nivel de
significancia estabelecido em 5%. Por se tratar de uma
avaliagcdo qualitativa, foi feito apenas uma andlise descritiva
das imagens obtidas de microscopia eletrénica de transmisséo
na avaliacdo da ultraestrutura dentinaria. Os dados foram
analisados utilizando o programa SPSS versdo 17.0 (SPSS,
Chicago, IL, Estados Unidos).

5. RESULTADOS

A média e o desvio padrdo do percentual da taxa de
viabilidade celular, bem como da dos valores de microdureza
dentinéaria, apds o tratamento com os protocolos de irrigacdo
final testados, estdo expressos na Tabela 1. A maior taxa de
viabilidade celular foi observada no grupo controle, sendo
estatisticamente diferente aos demais grupos testados
(p<0,05). O grupo EDTA 17% apresentou um maior
percentual de viabilidade celular, sendo estatisticamente
superior aos grupos QMix e Novo irrigante final (p<0,05),

sem diferenca estatisticamente significante em relacdo ao GA



17% (p>0,05). N&ao houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos GA 17%, QMix e Novo irrigante
final (p>0,05). Por sua vez, os resultados de microdureza
demonstraram que todos os irrigantes finais testados
promoveram modificacbes da microdureza na dentina
radicular, quando comparados ao grupo controle, sem

diferenca estatistica entre eles (p<0,05).

Tabela 1. Média + desvio padrdo da taxa de viabilidade
celular (%) e da microdureza dentinaria apos tratamento com

os protocolos de irrigacdo final testados.

Grupo Viabilidade Microdureza
celular (%o)

1. DW 98.09 +4.912 29.42 +2.382

2. EDTA 48.57 +2.29° 21.12+3.16°

3. QMix 33.33+0.62°¢ 19.10 £4.09°

4.GA 38.57 +2.88 b¢ 21.89 +1.37°

5. Novo irrigante 30.71 £1.09°¢ 19.34 +2.68°

final

Por fim, de acordo com a analise das imagens de MET,

pode-se observar que a estrutura das amostras do grupo
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controle encontrava-se INTACTA, em ambas magnificacdes.
Ao mesmo tempo, a anélise das imagens de MET revelaram
que a estrutura das amostras de todos 0s grupos experimentais
mostrou um coldgeno DISPERSO, tanto na magnificacdo de
8.900x, quanto na magnificacdo de 39.000x. Além disso,
pode ser observado que ndo houve alteracdo estrutural do
coldgeno nos grupos experimentais, pois, mesmo nha
superficie da parede do canal, ndo foi encontrado afilamento
proteico, nem areas de perda de substancia ou colabamento

estrutural.

6. DISCUSSAO

Os microorganismos correspondem aos principais agentes
que ddo origem as patologias de ordem pulpar e periapical
(Kakehashi et al., 1965). Dessa forma, o preparo quimico-
mecénico, que alia o uso de substancias quimicas auxiliares e
instrumentos endoddnticos, é necessario para promover uma
limpeza adequada, criando condi¢des para permitir uma
terapia endoddntica bem-sucedida (Bukhary et al., 2017). No
entanto, durante o preparo quimico e mecanico dos canais
radiculares, ocorre a formagdo de uma camada denominada

de smear layer, que é composta por raspas de dentina



oriundas da instrumentacdo, além de detritos organicos e
remanescentes microbianos. Essa camada promove a
obliteracdo dos tubulos dentinérios, dificultando a penetracdo
de agentes microbianos e cimentos obturadores endoddnticos
(Barcellos et al., 2020). Como consequéncia, temos a reducéo
da capacidade de descontaminacgdo, bem como da adeséo dos
materiais obturadores nestas areas, promovendo a reducao da
resisténcia de unido do material obturador a dentina radicular
(Shahravan et al., 2007). Por essa razdo, se torna
imprescindivel o uso de protocolos de irrigacdo final, no
intuito de promover a remogédo da smear layer (Baldasso et
al.,2017).

O EDTA ¢ o irrigante final mais comumente utilizado na
terapia endodontica, apresentando capacidade de promover a
remocdo de smear layer (Ahir et al., 2014). No entanto,
possui algumas desvantagens, dentre as quais se incluem a
citotoxicidade (Amaral et al., 2007), uma limitada acédo
antimicrobiana contra o biofilme de Enterococcus faecalis
(De Almeida et al., 2016), uma reduzida acao de limpeza no
terco apical de canais radiculares (Kuruvilla et al., 2015), a
reducdo da microdureza dentinéria (Aslantas et al., 2014) e a

alteracéo do colageno dentinario (Wagner et al., 2016). O
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QMIix, por sua vez, é um irrigante final que apresenta na sua
composicdo EDTA, clorexidina e um agente surfactante,
sendo eficaz na remocgéo de smear layer, a0 mesmo tempo em
que possui uma excelente penetracdo na estrutura dentinaria
e contribui para a neutralizacdo de microorganismos (Stojicic
et al., 2012; Elnaghy et al., 2014). No entanto, o0 QMix
apresenta na sua composicdo o EDTA, trazendo, em
decorréncia disso, os efeitos deletérios promovidos por esse
componente, conforme descrito previamente. E, além disso, €
um produto importado, trazendo um custo bastante elevado
para a terapia endodontica a ser realizada. Nesse sentido, 0
presente estudo traz uma nova proposicao de irrigante final a
ser testado.

A proposicdo do novo irrigante final testado no presente
estudo, é apresentar uma substancia quimica que promova,
por meio da associacdo de trés componentes, uma eficiente
remocdo da smear layer, aos mesmo tempo que contribua
para o processo de descontaminagéo dos canais radiculares e
ndo induza modifica¢bes profundas na estrutura da dentina
radicular. Neste cendrio, 0 novo irrigante € composto por
acido glicdlico, clorexidina e agente surfactante. Estudos

recentes demonstram que o acido glicélico tem a capacidade



de promover a desmineralizacdo do esmalte e da dentina
(Cecchin et al., 2018), uma efetiva remogéo de smear layer,
com menores valores de inducdo de citotoxicidade e sem
comprometer de forma significativa a estrutura da dentina
radicular (Dal Bello et al., 2019; Dal Bello et al., 2020). Por
sua vez, a clorexidina tem atividade antimicrobiana de amplo
espectro e substantividade (Ferraz et al., 2001). Por fim o
agente surfactante promove reducdo da tensdo superficial,
aumenta a molhabilidade, melhora eficacia de penetracao nos
tibulos dentinarios e contribui para uma maior limpeza dos
canais radiculares (Giardino et al., 2006). A partir da unido
destes trés componentes, temos a formulacdo de um novo
irrigante final, com potencial para ser testado em diversas
avaliagbes relacionadas diretamente ao tratamento
endodontico. Uma vez que diversas avaliagdes foram
realizadas com esta substancia em estudo prévio (Dias, 2020),
0 presente estudo retoma a continuidade das avaliacdes
inicialmente propostas.

A principal fungdo de um protocolo de irrigagéo final é
promover de forma efetiva a remogdo de smear layer das
paredes do canal radicular (Ahir et al., 2014). De acordo com

estudo prévio de Yamada et al., em 1983, os protocolos de
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irrigacdo final removeram de forma efetiva a smear layer
ap6s 1 minuto de acdo no interior do canal radicular. No
mesmo estudo, ndo foram observadas melhorias nos
resultados de remocdo de smear layer com o aumento do
tempo de permanéncia dos protocolos de irrigacdo final no
interior do canal radicular. Resultados similares foram
encontrados por Kuruvilla et al., em 2015, onde a aplicagéo
de EDTA 17% por 1 minuto foi eficiente para promover a
remocdo efetiva de smear layer do interior dos canais
radiculares. Além disso, o uso de agentes quelantes por tempo
excessivo no interior dos canais radiculares pode ocasionar
erosdo dentindria, bem como danos as propriedades
mecanicas da dentina radicular (Calt & Serper, 2002). Por
essas razdes, 0 tempo de acdo dos irrigantes finais, no interior
dos canais radiculares, foi estabelecido em 1 minuto no
presente estudo.

O estudo da citotoxicidade de um irrigante final utilizado
em endodontia se faz necessario, tanto para habilitar o uso
clinico de novas substancias, quanto para determinar quais
sd0 0s riscos decorrentes do uso inadequado de um produto
com potencial citotoxico. Durante o preparo do canal

radicular, a extrusdo ndo intencional de residuos e irrigantes



para a area periapical pode ocorrer e causar reacOes
temporais. Tais reagfes podem promover alteragfes
vasculares, com ativacdo de células inflamatorias, tais como
neutrofilos e macrofagos, producdo de mediadores quimicos
e reducdo no reparo celular. Assim, 0s agentes quimicos
empregados devem ser biologicamente compativeis,
principalmente quando em contato com a regido periapical.
(Amaral et al., 2007).

O ensaio MTT com células de fibroblastos L929 é um dos
métodos mais utilizados na literatura para avaliar a
citotoxicidade de um material, incluindo solugdes irrigantes
(Amaral et al., 2007; Prado et al., 2015; Chavez-Andrade et
al., 2017; Teixeira et al., 2018). Este método avalia a
citotoxicidade de materiais dentarios com base nas mudangas
no namero de células vidveis, metabolismo celular e
morfologia celular. E um método simples e reproduzivel, e
ndo requer radioisotopos (Mollashahi et al., 2016). Embora os
ensaios tenham sido realizados em triplicata e as porcentagens
de viabilidade celular terem sido calculadas em relacdo aos
controles celulares, somente o ensaio de MTT, segundo a
literatura, é limitado para uma confiabilidade dos resultados.

Diante disso, ressalta-se a importancia de outros ensaios
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comitentes a esse, como o vermelho neutro e fluorescéncia do
citoesqueleto (Andolfatto et al., 2017). Outro fator a ser
considerado é que a avaliacdo da citotoxicidade de materiais,
in vitro, é completamente celular. As células cultivadas em
comparacdo com os tecidos periapicais sdo altamente
suscetiveis aos efeitos toxicos das drogas. Sob condicdes in
vivo, 0s materiais sdo diluidos com fluidos corporais e sua
concentracdo diminui. Além disso, eles sdo eliminados pela
funcdo dos sistemas vascular e linfatico. Assim, em
concentragdes iguais, a citotoxicidade dos materiais diminui
ao longo do tempo no ambiente clinico em comparagdo com
o ambiente in vitro (Mollashahi et al., 2016), o que torna 0s
resultados generalizados e aproximados quando comparados
in vivo.

Os irrigantes finais utilizados em endodontia devem ser
biologicamente compativeis, especialmente quando em
contato com a regido periapical. De acordo com estudos
prévios, o EDTA demonstra potencial citotoxico quando
utilizado nas formulacGes e concentragdes preconizadas para
aendodontia (Amaral et al., 2007; Prado et al., 2015; Chavez-
Andrade et al., 2017; Teixeira et al., 2018). Apesar de

apresentar um maior percentual de viabilidade celular quando



comparado aos demais grupos no presente estudo, pode-se
afirmar que a solugéo de EDTA 17% demonstrou potencial
citotoxico, considerando o fato de que uma reducdo de 50 a
70% da viabilidade celular ¢ um indicativo para revelar
citotoxicidade (Amaral et al., 2007). O GA, por sua vez,
também induziu reducgdo significativa da viabilidade celular
no presente estudo, corroborando com os estudos de Dal Bello
etal.,em 2019, onde foram demonstrados resultados elevados
de citotoxicidade para 0 GA em menores diluicdes. A
presenca do EDTA e do GA na composi¢do do QMix e do
Novo Irrigante Final, respectivamente, podem ajudar a
explicar os reduzidos percentuais de viabilidade celular nestes
grupos. Além disso, a clorexidina também pode apresentar
potencial citotdxico, reduzindo a viabilidade de células
fibroblasticas e induzindo migracdo celular (Coaguila-
Lierena et al., 2019). Uma vez que a clorexidina também esta
presente na composic¢do de ambos irrigantes finais, QMix e
Novo Irrigante Final, este fator pode auxiliar na explicacdo
dos resultados de citotoxicidade obtidos nestes grupos, sendo
similares entre si.

Os dispositivos utilizados para mensurar a microdureza da

dentina radicular sdo denominados de microdurdmetros,
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sendo que os modelos Knoop e Vickers correspondem aos
mais amplamente utilizados nos estudos da area da
Endodontia. Ambos os métodos s&o considerados adequados
para avaliar esta propriedade mecanica. O método de
indentacdo Vickers permite ampla faixa de medicdo, sendo
sensivel as condicGes da superficie e mais sensivel a erros de
medicdo quando cargas iguais sdo aplicadas (Cruz-Filho et
al., 2011). Por esses aspectos positivos, 0 método Vickers foi
utilizado no presente estudo. Além disso, a microdureza
dentinaria esta relacionada a localizacao das indentacGes e seu
valor reduz na regido proxima ao tecido pulpar (Pashley et al.,
1985). Portanto, os indentac6es foram realizados ao longo de
linhas paralelas a borda da luz do canal radicular. Desse
modo, se consegue fazer uma avaliagdo efetiva da
microdureza da dentina radicular (Cruz-Filho et al., 2011),
apos a utilizacdo dos protocolos de irrigacdo final testados.
De acordo com os resultados do presente estudo, todos 0s
protocolos de irrigacdo final testados, inclusive do Novo
Irrigante Final, induziram modificagbes na microdureza da
dentina radicular, sendo diferentes do grupo controle e
similares entre si. Resultados similares foram encontrados por

Baldasso et al., em 2017, revelando reducdo significativa da



microdureza da dentina radicular apds a utilizacdo de EDTA
17% e QMix como irrigantes finais. Da mesma forma,
resultados similares foram encontrados por Dal Bello et al.,
em 2019, onde 0 GA 17% reduziu de forma significativa a
microdureza da dentina radicular quando comparado ao grupo
controle. Tais achados podem ser explicados pelo pH &cido
dos agentes quelantes utilizados no presente estudo, sejam
utilizados de forma isolada ou na composicao do QMix e do
Novo Irrigante final, o que contribui para a descalcificacdo da
dentina radicular (Eldeniz et al., 2005).

Apesar de haver diferenca estatistica, os valores de
microdureza dos grupos experimentais ndo demonstram
grande distancia em relacdo aos valores do grupo controle,
levando a crer que a reducdo da microdureza é superficial.
Neste cenario, a reducdo superficial da microdureza pode
facilitar o acesso e a acdo dos instrumentos endoddnticos em
canais radiculares estreitos e calcificados, bem como a
penetracdo de agentes antimicrobianos (Hulsmann et al.,
1997). Por outro lado, a reducdo mais profunda da
microdureza da dentina radicular pode ser desfavoravel, pois
pode induzir a reducdo do modulo de elasticidade da dentina

radicular e da resisténcia a flexdo, comprometendo a
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resisténcia a fratura do dente (Pashley et al., 1985), o que nédo
é desejavel ao dente tratado endodonticamente.

O coléageno é o principal componente organico da dentina
e tem a funcdo de atuar como matriz para depdsito de cristais
de hidroxiapatita, desempenhando a funcéo de ligacao entre
sistemas adesivos e dentina. Porém, h&d um déficit de
informacdes na literatura a respeito de alteracbes na
ultraestrutura da dentina radicular a partir do uso de diferentes
irrigantes finais utilizados na endodontia. Nesse sentido, apds
0 preparo quimico-mecénico, é ideal utilizarmos protocolos
de irrigacdo final que néo interfiram negativamente na unido
do material obturador com o substrato dentéario, uma vez que
adesdo depende da qualidade do substrato dentinario e
integridade do mesmo, no intuito fornecer longevidade ao
procedimento restaurador (Moreira et al., 2009).

No presente estudo, a microscopia eletrbnica de
transmissdo foi o método de escolha, com base em estudo
prévio de Wagner et al., em 2017, que utilizaram este tipo de
microscopia para realizar uma anélise descritiva das imagens
adquiridas, mostrando modificagbes na ultraestrutura
organica da dentina. A microscopia eletrénica de transmissdo

¢ uma ferramenta de suma importancia em estudos que



buscam avaliar a morfologia e componentes estruturais da
dentina radicular, de forma qualitativa e quantitativa (Wagner
etal., 2017). Apos a captacdo das imagens no microscopio, 0
avaliador previamente calibrado, que estava cegado quanto
aos grupos de tratamento, analisou e descreveu as imagens,
fornecendo os resultados das alteragdes dentinarias que 0s
grupos promoveram.

Os resultados do presente estudo demonstram a acao dos
protocolos de irrigacdo final testados sobre o padrdo normal
da dentina radicular. Mesmo que n&o tenha havido alteracéo
estrutural significativa do colageno, é possivel observar nas
imagens adquiridas que a superficie dentinaria fora afetada no
processo de unido entre as pontes de colageno de forma
superficial. Do ponto de vista clinico, isso pode ser
considerado benéfico. A separacdo das ligacOes entre
colageno, caracterizada por dispersdo, permite uma maior
penetracdo das substancias quimicas auxiliares do preparo,
sendo mais efetiva sua acdo desinfetante. Além disso, serve
para receber maior quantidade de cimento endodontico, o que
pode aumentar o embricamento mecanico do material

obturador com a dentina radicular. Como esse efeito é
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somente na superficie da dentina radicular, ndo promove
alteracdo da resisténcia deste tecido (Wagner et al., 2017).

O Novo lIrrigante Final, testado no presente estudo,
apresentou citotoxicidade similar ao QMix e GA, bem como
induziu modificacdo superficial na microdureza da dentina
radicular, com resultados similares aos irrigantes finais
convencionalmente utilizados. Além disso, ndo promoveu
alteracdo significativa da ultraestrutura da dentina radicular,
induzindo, apenas, alteragdes superficiais no colageno e
substrato dentinario. De acordo com os resultados de estudo
prévio de Dias, em 2020, o Novo Irrigante Final demonstrou
significativo potencial antimicrobiano, sendo este superior ao
EDTA 17% e GA, demonstrou capacidade de promover a
smear layer nos trés tergos do canal radicular, bem como
aumentou a resisttncia de unido do  material
obturador/restaurador a dentina radicular. Além disso, o custo
para obtencdo do Novo Irrigante Final é extremamente baixo,
quando comparado a obtencdo do irrigante final QMix. A
partir do exposto, estudos futuros sdo necessarios para
avaliacdo de efetivos resultados relacionados ao uso do Novo
Irrigante Final, no intuito de consolidar esse protocolo como

uma alternativa a ser utilizada na terapia endodontica.



7. CONCLUSOES
Diante das limitagdes do presente estudo, pode-se concluir
que o Novo Irrigante Final apresenta citotoxicidade similar
aos irrigantes finais convencionalmente utilizados e induz
modificagdes superficiais na microdureza e ultraestrutura da
dentina radicular, podendo ser obtido a um custo

significativamente mais baixo
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