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RESUMO

Procedimentos endoddnticos regenerativos tém sido sugeridos como uma
alternativa aos tratamentos convencionais para dentes imaturos despolpados. O
objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes associacdes entre solucdes
irrigantes e pastas medicamentosas no pré-tratamento da dentina radicular
durante um procedimento endododntico regenerativo. Oitenta dentes bovinos
higidos, simulando dentes com rizogénese incompleta, foram distribuidos
aleatoriamente de acordo com os protocolos de pré-tratamento da dentina
radicular (n=10): Controle (irrigacdo com agua destilada); HS (irrigacdo com
Hipoclorito de Sodio a 1,5%); EDTA (irrigacdo com EDTA a 17%); HS/EDTA
(irrigacdo com HS 1,5% + EDTA 17%); HS/HC/EDTA (irrigacdo com HS 1,5% +
pasta de Hidroxido de Célcio + EDTA 17%); HS/ITAPM/EDTA (irrigacdo com HS
1,5% + pasta triantibiotica modificada + EDTA 17%); HS/TAP/EDTA (irrigacéo
com HS 1,5% + pasta triantibiotica + EDTA 17%) e HS/DAP/EDTA (irrigacdo com
HS 1,5% + pasta diantibidtica + EDTA 17%). Apos a realizacdo dos protocolos,
a desmineralizacdo, a exposicao de fibras coladgenas e a erosdo dentinéria foram
avaliadas em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) aplicando-se um
escore (1-3) para classificar os eventos observados. Os grupos HS/TAP/EDTA
e HS/DAP/EDTA apresentaram os maiores indices de desmineralizacdo nos
tercos cervical e médio. No grupo HS/ITAPM/EDTA as amostras apresentaram
desmineralizagdo moderada. Ja no grupo HS/HC/EDTA os achados foram
semelhantes aos do grupo controle. P6de-se concluir que as pastas triantibiética
convencional (TAP) e diantibiética (DAP) foram as que mais promoveram

mudancas morfologicas na superficie dentinaria.

Palavras-chave: Tratamento endodéntico regenerativo; Pasta antibiotica,

Hidréxido de calcio; Hipoclorito de sodio; EDTA; Superficie dentinéria.



ABSTRACT

Regenerative endodontic procedures have been suggested as an
alternative to conventional treatments for pulpless immature teeth. The purpose
of this study was to evaluate the effect of different associations among irrigating
solutions and dressing pastes in the pre-treatment of root dentin during a
regenerative endodontic procedure. Eighty healthy bovine teeth, simulating teeth
with incomplete rhizogenesis, were randomly distributed according to
pretreatment protocols of root dentin (n=10): Control (irrigation with distilled
water); SH (irrigation with 1.5% Sodium Hypochlorite); EDTA (irrigation with 17%
EDTA); SH/EDTA (irrigation with 1.5% SH + 17% EDTA); SH/CH/EDTA (irrigation
with 1.5% SH + Calcium Hydroxide paste + 17% EDTA); SH/MTAP/EDTA
(irrigation with 1.5% SH + modified triantibiotic paste + EDTA 17%);
SH/TAP/EDTA (irrigation with 1.5% SH + triantibiotic paste + 17% EDTA) and
SH/DAP/EDTA (irrigation with 1.5% SH + diantibiotic paste + EDTA 17%). After
protocols completion, the demineralization, the exposure of collagen fibers and
the dentin erosion were evaluated in Scanning Electron Microscopy (SEM), by
applying a score (1-3) to classify the observed features. SH/TAP/EDTA and
SH/DAP/EDTA groups presented the highest rates of demineralization in both
coronal and middle root thirds. In the SH/MTAP/EDTA group, the samples
presented moderate demineralization. The samples from the SH/CH/EDTA group
presented similar findings to those of the control group. It was concluded that the
conventional triantibiotic (TAP) and diantibiotic (DAP) pastes promoted more

pronounced morphological changes on the dentin surface.

Keywords: Regenerative endodontic treatment; Antibiotic paste; Calcium
hydroxide; Sodium hypochlorite; EDTA; Dentinal surface.
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A cérie dental ainda é a doenca infecciosa mais prevalente entre 0s seres
humanos, configurando um grande desafio para a Odontologia (PETERSEN et
al., 2005). Além da carie, o trauma dental também apresenta alta incidéncia,
especialmente em criangas e adolescentes, devido ao tipo de atividade realizada
nesta fase da vida (ANDERSSON, 2013). Assim, a carie e o trauma dental se
tornam causas comuns de injuria pulpar, podendo levar a necrose deste tecido,
comprometendo o desenvolvimento dos segmentos radiculares em dentes
imaturos (LABBAN, et al., 2014; SAOUD, et al., 2014).

Quando ha necessidade de tratamento endoddntico em dentes
permanentes imaturos despolpados, o profissional se depara com multiplos
desafios, especialmente nos procedimentos para desinfeccdo e obturagdo do
canal radicular (TROPE, 2006). Por apresentarem paredes radiculares finas, o
preparo mecanico do canal ndo pode ser realizado da forma convencional para
nao fragilizar ainda mais a estrutura radicular (BANCHS & TROPE, 2004;
NOSRAT, SEIFI, ASGARI, 2011). Desta forma, a desinfeccdo deve ser realizada
com minimo ou nenhum debridamento mecanico, valorizando o uso de soluctes
irrigadoras com alto poder antimicrobiano e de medicacdes intracanal para
eliminacao de bactérias e de seus subprodutos do sistema de canais radiculares
(BANCHS, TROPE, 2004; TROPE, 2006).

Tradicionalmente, apdés a desinfeccdo, o tratamento de dentes com
rizogénese incompleta visa sua apicificacdo (RAFTER, 2005; GARCIA-GODOY
& MURRAY, 2012) ou a formacdo de uma barreira apical artificial utilizando
biomateriais proprios para tal procedimento (TROPE, 2006; GARCIA-GODOY &
MURRAY, 2012). Embora tais precaucbes sejam tomadas, ao final do
tratamento, os dentes permanecem com o comprimento menor do que o do seu
homologo e com paredes radiculares finas e suscetiveis a fratura (IWAYA,
IKAWA, KUBOTA, 2001; BANCHS & TROPE, 2004; TROPE, 2006).

Buscando sanar tais limitacfes terapéuticas, procedimentos endoddnticos
regenerativos foram desenvolvidos e introduzidos como uma opc¢éo de
tratamento para dentes permanentes imaturos despolpados (THIBODEAU &
TROPE, 2007; THIBODEAU, 2009; LENZI & TROPE, 2012). Por meio de uma
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abordagem biol6gica que visa regenerar o tecido pulpar, esses procedimentos
tém potencial para restabelecer o complexo dentina-polpa e permitir a
continuidade do desenvolvimento radicular em largura e extensao (JUNG et al.,
2008).

Entretanto, o controle da infec¢cdo do canal radicular ainda é o objetivo
primario das terapias endodoénticas, incluindo as regenerativas (GARCIA-
GODOY & MURRAY, 2012). Uma inflamacéo persistente pode interferir na
viabilidade, diferenciacdo e maturagdo das células da papila apical, resultando
na interrupcdo do desenvolvimento radicular de dentes imaturos (GARCIA-
GODOY & MURRAY, 2012).

Segundo o protocolo para procedimentos regenerativos sugerido pela
Associacdo Americana de Endodontistas (AAE, 2015), a desinfec¢éo do canal
radicular pode ser realizada pela irrigacdo com solucéo de hipoclorito de sodio
1,5% (HS), sequido pela aplicacdo de medicacédo intracanal de pasta de
hidroxido de calcio (HC) ou triantibidtica (TAP), composta por metronidazol,
ciprofloxacina e minociclina, por um periodo de 1 a 4 semanas. O uso dessas
medicacbes é recomendado, pois, mesmo que o HS apresente um bom poder
antimicrobiano, sua acdo é potencializada com o uso dessas pastas (SAFAVI &
NICHOLS, 1994).

Entretanto, esse protocolo pode ser alterado dependendo da resposta do
paciente a terapia, pois a substituicdo da medicacdo intracanal pode ser
necessaria, ou ainda o aumento de seu tempo de uso por até 11 semanas para
uma efetiva acdo antimicrobiana (THIBODEAU & TROPE, 2007). Decorrido este
periodo, e com a confirmacgao da auséncia de sinais e sintomas, procede-se com
a irrigacdo do canal radicular com EDTA a 17%. Tal irrigagdo favorece a
liberacdo de fatores de crescimento, que sdo moléculas bioindutoras presentes
na matriz dentinaria, as quais interagem com as células sinalizando a migracéao,
adeséao, proliferacdo e diferenciacdo celular (LOVELACE et al.,, 2011). Em
seguida, a estimulacao dos tecidos periapicais com um instrumento endodoéntico
levara a formacgéo de um coagulo sanguineo intracanal, que servira como fonte
de células progenitoras e como arcabouco (LOVELACE et al., 2011; DIOGENES
et al., 2013). A interacdo desses trés elementos (células, arcabouco e fatores de
crescimento) culminara na formagéao de um novo tecido (LOVELACE et al., 2011;
DIOGENES et al.,, 2013). ApoOs esses procedimentos, € recomendado o
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selamento da por¢ao cervical do canal com Agregado de Trioxido Mineral (MTA)
ou cimento de ionémero de vidro, seguido de restauracdo da coroa dental
(LOVELACE et al., 2011).

Todas as etapas do protocolo sdo de grande importancia para 0 sucesso
do tratamento regenerativo (PETRINO, et al., 2010). Assim, a comunidade
académica tem se empenhado em aprofundar os conhecimentos em cada uma
delas (PETRINO, et al., 2010). Em relacdo a medicacao intracanal, a pasta
triantibiotica (TAP) tem sido a medicacdo mais utilizada pelos clinicos, e
amplamente estudada pelos pesquisadores (PETRINO, et al., 2010). Porém,
estudos demonstraram que tal associacdo de antibidticos tem promovido
indesejaveis alteracdes na cor de dentes submetidos a este tipo de terapia
(TROPE, 2010; LABBAN, et al., 2014). A presenca da minociclina, um antibiético
da familia das tetraciclinas, parece estar relacionada a esta alteracdo na cor da
estrutura dental (TROPE, 2010; LABBAN, et al., 2014). Desse modo, autores
sugerem a retirada da minociclina da composicao da pasta antibiética, mantendo
apenas o metronidazol e a ciprofloxacina, que ndo demonstram ter relagdo com
o manchamento dental (TROPE, 2010; LABBAN, et al., 2014). Essa nova
formulacédo foi denominada de pasta diantibiética (DAP), e o seu efeito sobre a
cor dos dentes, bem como sobre a viabilidade celular e a atividade
antimicrobiana tem sido investigado (TROPE, 2010; LABBAN, et al., 2014).

Além dos efeitos da supressao da minociclina da pasta antibiética, outras
formulac6es na qual a minociclina € substituida por outros antibiéticos, como a
amoxicilina e o cefaclor, tém sido avaliadas (TROPE, 2010; DIOGENES, et al.,
2014). Ainda, além das pastas acima citadas, a pasta de HC também pode ser
utilizada como medicacédo intracanal quando se pretende realizar uma terapia
regenerativa (RAFTER, 2005).

Como a matriz dentinaria servira de substrato para as células que irdo
colonizar o canal radicular, um adequado tratamento da dentina favorecera a
interacdo com essas ceélulas, influenciando na formacdo do tecido
(ALTHUMAIRY, TEIXEIRA, DIOGENES, 2014). Porém, apesar do seu crescente
emprego como opc¢ao de tratamento endodoéntico, e dos beneficios creditados
aos procedimentos regenerativos, oS mecanismos envolvidos no processo de
regeneracdo do tecido pulpar ainda ndo estdo completamente elucidados
(ALTHUMAIRY, TEIXEIRA, DIOGENES, 2014). Assim, € importante investigar
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mais detalhadamente o microambiente onde ocorre o processo de formacédo
tecidual.

A interacao das células com as paredes dentinarias do canal radicular tem
papel fundamental sobre a viabilidade celular e a inducdo de eventos como
migracdo, adesdo, proliferacdo e diferenciacdo, fundamentais para a
regeneracao do tecido pulpar (ALTHUMAIRY, TEIXEIRA, DIOGENES, 2014).
Isso porque a matriz dentinaria possui moléculas bioindutoras do comportamento
celular (GRANDO MATTUELLA et al.,, 2007; DEMARCO et al.,, 2010). Na
auséncia dessas moléculas, as células ndo recebem a sinalizacdo adequada
para iniciar e manter eventos que irdo determinar a formacéo, organizacdo e
manutenc¢dao do tecido alvo, a polpa dental (GRANDO MATTUELLA et al., 2007;
DEMARCO et al., 2010).

A interacd@o das células com o substrato dentinario € favorecida quando
esta é tratada com substancias que quelam o componente mineral da matriz
dentinaria, expondo a parte organica, a matriz colagena (YASSEN et al., 2013a).
O colageno é reconhecido como um dos melhores substratos para as células,
facilitando a sua adeséo e demais eventos celulares (GALLER et al., 2011,
WIGLER et al., 2013).

Yassen et al. (2013a) demonstraram que a dentina tratada com HC (por
1, 2 e 4 semanas) nao apresentou sinais de desmineraliza¢do, 0 que suporta a
hipotese de haver um efeito de desnaturacdo da matriz organica dentinaria
devido ao pH alcalino do HC. Entretanto, nesse mesmo estudo foi observado
que, tanto a pasta triantibidtica, quanto a pasta diantibiética, desmineralizam a
dentina, e expbem a matriz colagena. Devido a exposicao das fibras colagenas,
e pela liberacdo de fatores de crescimento, os autores concluiram que estas
pastas sao fundamentais para o preparo de um ambiente favoravel a interacéo
com células-tronco (YASSEN et al., 2013a).

Um estudo recente demonstrou que a associacao entre EDTA a 17% e
HS a 1,5% promoveu erosdo dentinaria (YASSEN, ECKERT, PLATT, 2015).
Neste mesmo estudo também foi observado que as amostras tratadas
adicionalmente com TAP apresentaram maior erosdo de superficie. Segundo
esses autores, tais achados se devem a acdo quelante do EDTA, que foi
intensificada quando a TAP foi adicionada ao protocolo de tratamento, devido ao
seu baixo pH (YASSEN, ECKERT, PLATT, 2015).
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Sabe-se que o0 uso de solugdes irrigadoras pode afetar as propriedades
fisicas e quimicas da dentina, ja que as mesmas agem tanto na parte organica,
quanto inorganica deste tecido (SALEH & ETMANN, 1999). A solucédo de HS
possui excelente potencial antimicrobiano e capacidade de dissolucdo de
matéria organica, e tem sido comumente associada ao EDTA, expondo assim, o
colageno da dentina (BAUMGARTNER & MADER, 1987; MOHAMMADI, 2008).

Da mesma forma que as soluc¢des irrigadoras, as medica¢des intracanais
utilizadas nas terapias endodonticas regenerativas também possuem acgéo
desmineralizadora (YASSEN, ECKERT, PLATT, 2015), destacando-se a pasta
TAP, que possui pH acido (2,9), e contém minociclina em sua formulacdo, um
antibiotico com capacidade para quelar o calcio da superficie dentinaria.
(YILMAZ, DUMANI, YOLDAS, 2016).

O efeito de desmineralizacdo dentinaria e, consequentemente, a
exposicao de fibras colagenas e de fatores de crescimento causado pelas pastas
antibioticas proporciona um ambiente favoravel para as células tronco o
(YASSEN et al., 2013a). Porém, em contrapartida, uma exposi¢cao prolongada
as pastas antibiéticas e ao HC pode afetar as propriedades mecéanicas da
dentina (YASSEN, et al. 2013b).

Desse modo, é crucial o estudo das alteracBes quimico-estruturais
produzidas na superficie dentinaria por materiais utilizados em terapias
endoddnticas regenerativas. Um substrato adequado para receber as células
que irdo formar o novo tecido pulpar € fundamental, uma vez que o
desenvolvimento e a manutencdo de um microambiente favoravel esta

diretamente relacionado ao sucesso do tratamento regenerativo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Tendo em vista 0 exposto, este estudo teve por objetivo avaliar o efeito de
diferentes associa¢fes entre solugdes irrigantes e pastas medicamentosas no
pré-tratamento da dentina radicular durante um procedimento endodontico

regenerativo.

2.2. Especificos

As amostras foram avaliadas, por meio de Microscopia Eletrbnica de
Varredura (MEV), quanto a: remocao de detritos; diametro e exposicdo dos
tubulos dentinarios; presenca de erosdo; exposicdo de fibras colagenas, e

presenca de remanescente de material.
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Introducéo

Procedimentos endoddnticos regenerativos sdo uma opcéao de tratamento
para dentes permanentes imaturos despolpados (Thibodeau 2009, Lenzi &
Trope 2012). Através de uma abordagem biolégica que visa a regeneracdo do
tecido pulpar, esses procedimentos tém potencial para restabelecer o complexo
dentina-polpa, permitindo a continuidade do desenvolvimento radicular em
largura e extensao (Jung et al. 2008).

Nesses procedimentos, a instrumentagéo do canal radicular ndo pode ser
realizada da forma convencional para nao fragilizar ainda mais as paredes do
canal, as quais ja possuem uma fina espessura (Banchs & Trope 2004, Nosrat
et al. 2011). Deste modo, a desinfeccdo deve ser realizada com pouco ou
nenhum debridamento mecanico, valorizando o uso de solugdes irrigadoras com
alto poder antimicrobiano e de medicacdes intracanal (Banchs & Trope 2004,
Trope 2006).

O hipoclorito de soédio é o agente antimicrobiano mais utilizado em
endodontia para desinfecgéo do sistema de canais radiculares (Diogenes et al.
2014). A Associacdo Americana de Endodontistas (AAE 2015) recomenda que
a desinfeccdo do canal radicular seja realizada pela irrigagdo com solucdo de
hipoclorito de sédio 1,5% (HS), seguido pela aplicacdo de medicacéao intracanal
de pasta de hidroxido de calcio (HC) ou triantibiotica (TAP), composta por
metronidazol, ciprofloxacina e minociclina, por um periodo de 1 a 4 semanas.
Entretanto, esse protocolo pode ser alterado dependendo da resposta do
paciente a terapia, podendo ser necessaria a substituicdo da medicacao
intracanal, ou estendendo seu tempo de uso por até 11 semanas para uma
efetiva agao antimicrobiana (Thibodeau & Trope 2007).

A minociclina, um antibiético da familia das tetraciclinas, parece estar
relacionada a alteracdo na cor da estrutura dental (Trope 2010, Labban et al.
2014). Assim, tém-se sugerido a retirada da minociclina da composicao da pasta
antibiotica, mantendo apenas o metronidazol e a ciprofloxacina, que nao
demonstram ter relagdo com o manchamento dental (Trope 2010, Labban et al.
2014). Essa nova formulacdo foi denominada de pasta diantibiotica (DAP) e o
seu efeito sobre a cor dos dentes, bem como sobre a viabilidade celular e a
atividade antimicrobiana tem sido investigado (Trope 2010, Labban et al. 2014).

Além dos efeitos da supressdo da minociclina da pasta antibidtica, outras
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formulagBes na qual a minociclina € substituida por outros antibiéticos, como a
amoxicilina e o cefaclor, tém sido avaliadas (Trope 2010, Diogenes et al. 2014).

Apos a utilizacdo das medicacgdes, e na auséncia de sinais e sintomas, €
recomendada a irrigagao do canal com EDTA a 17%, a qual age como quelante,
retirando o célcio da dentina, expondo assim, a parte organica da matriz
dentinaria com suas proteinas morfogénicas (fatores de crescimento)
(Casagrande et al. 2010). ApoOs esta etapa, a estimulacéo dos tecidos periapicais
com um instrumento endodéntico levara a formacao de um coagulo sanguineo
intracanal, o qual servira como fonte de células progenitoras e como arcabougo
(Casagrande et al. 2010). A interacdo entre células, arcabouco e fatores de
crescimento resultard na formacdo de um novo tecido pulpar (Lovelace et al.
2011).

Sabe-se que um adequado tratamento da dentina deve ser realizado
durante a terapia endodontica regenerativa, ja que a matriz dentinaria servira de
substrato para as células que irdo colonizar o canal radicular, influenciando a
formacdao do tecido (Yassen et al. 2013a). Deste modo, o estudo das alteracdes
quimico-estruturais produzidas na superficie dentinaria por materiais utilizados
neste tipo de terapia é crucial.

Este estudo teve por objetivo avaliar o efeito de diferentes associacoes
entre solugdes irrigantes e pastas medicamentosas no pré-tratamento da dentina
radicular durante um procedimento endoddntico regenerativo. A hipotese nula
testada foi a de que as associacdes nao apresentariam diferenca significativa
nas alteracbes morfologicas promovidas no substrato dentinario quando

comparadas entre si.

Materiais e Métodos

Obtencdo e preparo dos dentes

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados 80 dentes incisivos
bovinos higidos, unirradiculares, canal unico, com raiz completamente formada
e apice fechado. Os dentes foram inicialmente lavados em solucao fisiologica e
limpos com curetas periodontais (Golgran, Sao Paulo, SP, Brasil), seguido de
desinfeccédo por imersédo em solugéo de hipoclorito de sédio a 1,5% (Extrato Vital,

Florianopolis, SC, Brasil) por 3 minutos.
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O comprimento médio da raiz dos dentes foi determinado em 24 mm (8
mm para cada terco), tendo como referéncia a juncdo amelocementéria até o
apice radicular. Os 4 mm finais do terco apical foram seccionados com ponta
diamantada cilindrica (Fava, Pirituba, SP, Brasil) acoplada em alta rotacdo sob
constante refrigeragdo, afim de simular dentes com rizogénese incompleta. Os
outros 4 mm do terco apical foram descontados para confeccdo de um plug em
cera utilidade (Lysandra Produtos Odontoldgicos Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil),
utilizado como selamento apical.

O acesso endodontico foi realizado seccionando-se a coroa 5 mm acima
da juncdo amelocementaria com ponta diamantada cilindrica acoplada em alta
rotacdo, sob constante refrigeracdo. Em seguida, a camara pulpar foi ampliada
com ponta diamantada esférica (Fava, Pirituba, SP, Brasil) para facilitar o acesso
e manuseio dos instrumentais durante o experimento. Finalizado o acesso
endodéntico, o canal radicular foi esvaziado com extirpa-nervos (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Suica) e lima tipo Hedstroem #45 (Kendo, Munigue,
Alemanha), associados a irrigacdo com 20 mL de &gua destilada, evitando-se
instrumentar as paredes do canal. Os dentes foram entdo distribuidos
aleatoriamente (n=10) de acordo com o protocolo de tratamento realizado
(Tabela 1).

As amostras dos grupos experimentais que receberam as medicacdes
intracanal (Magistrale Farmacia de Manipulacéo, Florianopolis, SC, Brasil) foram
irrigadas com 20 mL de HS por 5 minutos, seguidas de irrigacdo com 20 mL de
soro fisiologico (LBS Laborasa, Sao Paulo, SP, Brasil), também por 5 minutos.
Os canais radiculares foram entdo secos com cones de papel absorvente
estéreis (Dentsply-Maillefer) e a medicacgéo intracanal foi aplicada com uso de
uma seringa hipodérmica de 5 mL. Em seguida, uma espiral Lentulo (Dentsply-
Maillefer) foi acionada no interior do canal, de modo que este tenha ficado
completamente preenchido pelas pastas. O selamento da porcdo coronal foi
realizado com bolinha de algodao seca e estéril, e aplicagdo de um cimento
provisorio (Cavitec, caiTHEC Produtos Odontologicos e Hospitalares, Sdo José
dos Pinhais, Parand, Brasil). Os dentes foram armazenados em frascos com 30
mL de agua destilada por 4 semanas, em temperatura ambiente (+/- 30°C),
sendo a agua destilada substituida a cada trés dias. Para evitar a infiltracao de
agua destilada pelo forame, e a consequente dissolu¢céo da medicagéo, 0s 4 mm
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apicais que haviam sido selados com cera utilidade foram recobertos com uma
fina camada de esmalte transparente (Top Beauty, Atibaia, SP, Brasil).
Decorrido o periodo de armazenamento (30 dias), os canais radiculares
foram novamente acessados com brocas esféricas em baixa rotacdo. As
medicacOes foram entdo removidas por irrigacdo com 20 mL de EDTA a 17%
(Dermus Farmacia de Manipulacao, Florianopolis, SC, Brasil) por 5 minutos, os
canais foram secos com pontas de papel absorvente estéreis, e em seguida
encaminhados para preparo para a andlise. As amostras do grupo controle, e
aguelas tratadas apenas com irrigagédo, foram imediatamente destinadas para

preparo para a analise.
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Tabela 1. DistribuicBo das amostras segundo os protocolos de

tratamento.
Grupo Protocolo de Tratamento
Controle Irrigagdo com 20 mL de agua destilada.
HS Irrigagdo com 20 mL de HS a 1,5%.
EDTA )
Irrigag@o com 20 mL de EDTA a 17%.
Irrigacdo com 20 mL de HS a 1,5% e irrigacao
HS/EDTA

final com 20 mL de EDTA a 17%.

Irrigagdo com 20 mL de HS a 15% e
HS/HC/EDTA medicagdo intracanal (HC), seguido de
irrigacéo final com 20 mL de EDTA a 17%.

Irrigagdo com 20 mL de HS a 1,5% e
HS/TAPM/EDTA medicacdo intracanal (TAPM), seguido de
irrigacéo final com 20 mL de EDTA a 17%.

Irrigagdo com 20 mL de HS a 15% e
medicacdo intracanal (TAP), seguido de

HS/TAP/EDTA o _
irrigacéo final com 20 mL de EDTA a 17%.

Irrigagcdo com 20 mL de HS a 15% e
HS/DAP/EDTA medicacdo intracanal (DAP), seguido de
irrigacéo final com 20 mL de EDTA a 17%.

EDTA: acido etilenodiamino tetracético; HC: pasta de hidroxido de célcio
(veiculo propilenoglicol); HS: hipoclorito de sédio; TAP: pasta triantibiotica
(ciprofloxacina, metronidazol e minociclina - propor¢ao 1:1:1; concentracao
final 0,1mg/mL); DAP: pasta diantibiética (ciprofloxacina e metronidazol -
proporcdo 1:1; concentracdo final 0,1mg/mL); TAPM: pasta triantibidtica
modificada (ciprofloxacina, metronidazol e amoxicilina - propor¢cédo 1:1:1;
concentracao final 0,1mg/mL).

Analise em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
As porgbBes coronais remanescentes foram seccionadas proximas a

juncdo amelocementaria com ponta diamantada cilindrica acoplada em alta
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rotacdo, sob constante refrigeracdo. Em seguida, um cone de guta-percha
(Dentsply-Maillefer) foi posicionado no interior do canal radicular para facilitar a
visualizacdo do limen e evitar ranhuras na dentina interna do mesmo. Foram,
entdo confeccionadas, bilateralmente, canaletas longitudinais ao longo da raiz,
nas partes vestibular e lingual (regido de maior didametro da raiz), com auxilio de
um disco metalico de corte, até 0 momento em que a guta-percha fosse
visualizada. Com auxilio de um cinzel e de um martelo de borracha, as raizes
foram seccionadas em 2 partes (mesial e distal) armazenadas em pequenos
frascos com silica, e mantidas em temperatura ambiente (+/- 30°C) até o
momento da andlise. Uma das metades foi montada em stub metalico
(identificado segundo o grupo experimental), coberta com camada de ouro de
300 A (Bal-Tec CD 005; Bal-Tec Co., Balzers, Liechtenstein) e analisada em
Microscopio Eletrénico de Varredura (JEOL JSM-6390LV, Toquio, Japao)
operando em 10 kV, sob aumentos de 1.500, 2.000 e 5.000 x. Trés
eletromicrografias de cada terco radicular (cervical e médio), nos respectivos
aumentos, foram utilizadas para analise qualitativa das condicbes morfoldgicas
da superficie dentinaria, contemplando os seguintes achados: remoc¢do de
detritos, diametro e exposicdo dos tubulos dentinarios, presenca de eroséo,
exposicao de fibras colagenas e remanescentes de material aderido ao substrato
dentinario. Um escore (1 a 3) também foi utilizado, considerando: 1 - presenca
de tabulos dentinarios expostos na maior parte da area analisada; 2 - exposi¢ao
de guantidade moderada de tubulos dentinarios; e 3 - pequena quantidade de
tubulos dentinarios expostos na area de analise. A analise foi realizada de

maneira cega, por um unico examinador, previamente calibrado.
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Resultados
Na Tabela 2 podem ser vistos os valores médios dos escores obtidos a

partir da analise das imagens em MEV.

Tabela 2. Valores médios dos escores obtidos a partir da analise das imagens em MEV.

Escores Terco Cervical Terco Médio

Controle 2
HS
EDTA
HS/EDTA
HS/HC/EDTA
HS/TAPM/EDTA
HS/TAP/EDTA

HS/DAP/EDTA

P P N W N PP N ®W
P P N N N DN P

Nas amostras do grupo controle foi observada presenca de detritos em
ambos os tercos, porém, em maior quantidade no terco cervical, onde uma
menor quantidade de tubulos dentinarios permaneceu exposta (escore 3), em
comparacao ao terco médio (escore 2). Também foi possivel observar neste
mesmo grupo a presenca de algumas poucas fibras colagenas expostas na
regido do terco médio da raiz (Figuras 1A/B e 2A).

No grupo onde a dentina foi tratada com HS a 1,5% notou-se ampla
remocdo da camada de detritos da superficie dentinaria, expondo grande
quantidade de tubulos dentindrios em ambos os tercos radiculares, em
comparacdo com as amostras do grupo controle. A quantidade de fibras
coldgenas expostas também foi maior em ambos os tercos, sendo que estas se
apresentaram com maior destaque no terco médio. Nao foi possivel detectar a
presenca de eroséo dentinaria em ambos os tergos radiculares (Figura 1C/D).

Ja no grupo em que foi realizada irrigacdo com EDTA a 17% né&o foram
observados sinais de erosdo dentinaria. Entretanto, os tubulos dentinarios
mostraram-se amplamente expostos, com escores distintos entre os tercos

cervical e médio (1 e 2, respectivamente). Foi constatada ainda a exposicao de
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fibras coldgenas em ambos os tercos, consequéncia da remoc¢do da camada
mineral da superficie dentinaria. Alguns detritos também foram detectados em
grande maioria no terco médio das amostras (Figuras 1E/F e 2B).

N&o foi detectada em nenhuma das amostras a presenca de erosao
dentinaria no grupo onde foi realizada irrigagcdo com HS a 1,5% + EDTA a 17%.
Em ambos os tercos radiculares os achados observados foram semelhantes
(escore 2). Foi ainda possivel notar a presenca de pequenos cristais de sal,
devido a reagéo quimica do HS com EDTA. Houve também maior exposi¢éo dos
tubulos dentindrios em comparacdo aos grupos anteriores, com presenca de
fibras colagenas mais visiveis em ambos os tercos radiculares (Figuras 1G/H e
2C).

No grupo HS/HC/EDTA foram evidenciados depdsitos de hidroxido de
calcio em ambos os tercos radiculares, porém, com maior predominancia no
terco cervical (escore 3), onde os tubulos dentinarios apresentaram-se em
grande parte recobertos. O terco médio (escore 2) também apresentou residuos
do material e tubulos recobertos. Nao foi constatada a presenca de erosao
dentinéria e poucas fibras coladgenas foram expostas (Figuras 11/J e 2D).

Nas amostras do grupo HS/TAPM/EDTA notou-se a presenca de poucos
detritos dispersos sobre a superficie dentinaria, com quantidade moderada de
tubulos dentinarios expostos, e com o didmetro menor, em ambos 0s tercos
radiculares (escore 2). Algumas éareas de erosdo dentinaria também se
mostraram aparentes nas imagens (Figura 1K/L).

Ja nas amostras do grupo HS/TAP/EDTA foi visivel a remocéao de detritos,
com uma acentuada exposicdo de tubulos dentinarios em ambos os tercos
radiculares (escore 1). Grandes areas de exposicdo de fibras colagenas
puderam ser identificadas, assim como areas difusas de erosdo dentinaria
(Figuras 1M/N e 2E).

A presenca de algumas areas de erosdo dentinaria, com acentuada
remocao dos detritos dentinarios, em comparagao ao grupo controle, pode ser
detectada nas amostras do grupo HS/DAP/EDTA. As amostras tratadas deste
grupo receberam escore 1 tanto no terco médio, quanto no cervical. Os tubulos
dentinarios também se apresentaram amplamente expostos em ambos os
tercos. A presenca de grande quantidade de fibras colagenas também pode ser
identificada nas imagens obtidas (Figuras 10/P e 2F).
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Figura 1. Eletromicrografias representativas das superficies dentinarias apés pré-tratamento
com as diferentes associac¢des entre solugdes irrigadoras e pastas medicamentosas. (A) Grupo
controle - tergo cervical: Grande quantidade de detrito aderido ao substrato, obliterando a entrada
dos tabulos dentinérios (circulo). Tabulo dentinario exposto (seta). Aumento original, 2000 x. (B)
Grupo controle - terco médio: Note a maior quantidade de tabulos dentinérios expostos devido a
menor quantidade de detritos. Aumento original, 2000 x. (C) Grupo HS - terco cervical: Ampla
auséncia de debris, com grande quantidade de tabulos dentinarios expostos. Note a presenga
de pequena quantidade de detrito remanescente (seta). Aumento original, 2000 x. (D) Grupo HS
- terco médio: Tubulos dentinério expostos, com presenca de fibras coldgenas (setas). Aumento
original, 1500 x. (E) Grupo EDTA - terco cervical: Tabulos dentinarios amplamente expostos, sem
sinas de erosdo do substrato. Aumento original, 1500 x. (F) Grupo EDTA - terco médio: Detritos
remanescentes observados no terco médio das amostras (circulo). Note a exposi¢céo de fibras
colagenas (indicagdo). Aumento original, 1500 x. (G e H) Grupo HS/EDTA - tercos cervical/médio:
Presenca de pequenos cristais de sal (setas). Aumento original, 1500 x. (I) Grupo HS/HC/EDTA
- terco cervical: Depésitos de hidréxido de calcio (circulos) aderidos ao substrato dentinario.
Aumento original, 1500 x. (J) Grupo HS/HC/EDTA - terco médio: Quantidade maior de tibulos
dentinarios expostos em comparacao ao terco cervical no mesmo grupo. Aumento original, 1500
x. (K e L) Grupo HS/TAPM/EDTA - tercos cervical/médio: Note a presenca de poucos detritos
dispersos sobre a superficie dentinaria, com quantidade moderada de tubulos dentinarios
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expostos. Aumento original, 1500 x. (M e N) Grupo HS/TAP/EDTA - tercos cervical/médio:
Grande remocéao de detritos, com uma acentuada exposicao de tubulos dentinarios em ambos
os tercos radiculares. Observe a presencga de areas difusas de erosdo dentinaria (indicacéo).
Aumento original, 1500 x. (O) Grupo HS/DAP/EDTA - tergo cervical: Acentuada remogdo dos
detritos dentinarios, com exposigdo dos tibulos dentindrios e fibras coldgenas (seta). Aumento
original, 1500 x. (P) Grupo HS/DAP/EDTA - terco médio: Ampla area com tdbulos dentinérios

expostos, semelhante ao observado no terco cervical. Aumento original, 1500 x.

10kV %X5,000 5pm MLCME-UFSC 10KV X5,000  5pm

Figura 2. Eletromicrografias representativas das superficies dentinarias apds pré-tratamento
com as diferentes associa¢des soluges irrigadoras/pastas medicamentosas. (A) Grupo controle
- terco médio: Area em maior aumento evidenciando presenca de pequena quantidade de fibras
colagenas expostas (indicag&o). Aumento original, 5000 x. (B) Grupo EDTA - terco médio: Note
a maior quantidade de fibras colagenas expostas devido a remocdo da camada mineral da
superficie dentinaria. Aumento original, 5000 x. (C) Grupo HS/EDTA - terco médio: Detalhe
evidenciando a presenca de pequenos cristais de sal (circulo) sobre a superficie dentinéria.
Aumento original, 5000 x. (D) Grupo HS/HC/EDTA - terco cervical: Depdsitos de HC aderidos a
superficie dentinaria (indicagdo). Aumento original, 5000 x. (E) Grupo HS/TAP/EDTA - terco
cervical: Ampla exposicao de tlbulos dentinarios e fibras coladgenas (setas). Aumento original,
5000 x. (F) Grupo HS/DAP/EDTA - terco médio: Note a presenca de algumas areas de eroséo
dentinaria, entretanto, pode-se observar tibulos dentinarios e fibras coldgenas (indicacao)

amplamente expostas nesta amostra. Aumento original, 5000 X.
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Discussao

Protocolos de tratamento endoddntico regenerativo visam inicialmente a
desinfeccdo das paredes do canal radicular, seguido de sobre-instrumentagéo
para formacdo de um coagulo, onde células progenitoras presentes induzirdo o
reparo do tecido pulpar (Banchs & Trope 2004, Garcia-Godoy & Murray 2012).
Entretanto, o tratamento prévio da superficie dentinaria € necessario, pois essa
superficie servirh como substrato para as células que irdo promover 0 processo
de regeneracéo (Yassen et al. 2013a).

O obijetivo deste estudo foi avaliar o efeito de diferentes associacfes entre
solucbes irrigantes e pastas medicamentosas no pré-tratamento da dentina
radicular durante um procedimento endoddntico regenerativo. Com base nos
resultados obtidos, pode-se afirmar que a hipétese nula testada foi rejeitada, uma
vez que os diferentes protocolos de tratamento aplicados promoveram
alteracdes morfoldgicas diversas no substrato dentinério.

Quando as amostras do grupo controle (sem tratamento) foram
comparadas com as amostras experimentais, a acdo do HS a 1,5% e do EDTA
a 17% (associados ou nao) levaram a uma ampla exposicdo dos tubulos
dentinéarios e fibras colagenas. Tal fato se deve ao alto poder de dissolucéo de
matéria organica do HS, capaz de remover debris organicos da superficie
dentinéria, desobliterando a entrada dos tubulos (Hand et al. 1978). O mesmo
pode ser dito em relacdo ao EDTA a 17%, uma vez que esse acido age como
guelante do tecido mineralizado, sequestrando ions calcio da dentina e expondo
suas fibras colagenas (Casagrande et al. 2010).

Entretanto, quando a superficie dentinaria foi tratada com a associacéo
HS 1,5% + EDTA a 17%, notou-se a presenca de pequenos cristais na superficie,
provavelmente sais, resultantes da interacdo entre as solucdes irrigantes,
conferindo um aspecto ndo tao limpo as amostras (Calt & Serper 2002).

Vale ressaltar que tal associacdo promove tanto a remocdo da parte
organica, quanto inorganica da superficie dentinaria (Teixeira et al. 2005). Calt &
Serper (2002) demonstraram a presenca de erosdo dentinaria quando o EDTA
foi utilizado por periodos mais longos (por mais de 10 minutos). Porém, no
presente estudo, foi adotado um protocolo de irrigacdo final mais curto (5
minutos), o que pode explicar a deteccdo de apenas algumas poucas areas de

erosdo dentinaria nas amostras analisadas (Teixeira et al. 2005).
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Entre os grupos experimentais, o que teve suas amostras tratadas com a
pasta medicamentosa a base de HC apresentou escores semelhantes ao grupo
controle. Em ambos os tercos radiculares os tubulos dentinarios se
apresentaram em sua maioria obliterados devido a presenca de depdsitos de HC
remanescentes, mesmo apos a irrigacao final com EDTA a 17%. Deve-se ainda
enfatizar que estudos ja demonstraram que a utilizacdo do HC por longos
periodos pode levar a desnaturacdo da matriz colagena da dentina, devido ao
seu pH alcalino e baixo peso molecular (Andreasen et al. 2006, Leiendecker et
al. 2012, Yassen et al. 2013a), o que poderia comprometer a viabilidade de
componentes celulares importantes para o processo de regeneracédo pulpar. Por
outro lado, o HC é capaz de induzir a liberacdo de proteinas dentinarias,
fundamentais para o sucesso de terapias endodonticas regenerativas (Tomson
et al. 2007).

Ja quando as amostras foram tratadas com as medicacfes a base de
antibioticos, houve maior abertura e exposi¢cdo dos tubulos dentinarios em
ambos o0s tercos radiculares, em comparagcdo aos grupos controle e
HS/HC/EDTA. Amplas &reas de exposicéo de fibras colagenas, assim como de
erosdo dentinaria também puderam ser observadas. No caso do grupo
HS/TAP/EDTA, o baixo pH da pasta triantibidtica (pH=2,9), associado a
capacidade da minociclina em quelar ions calcio presentes no componente
mineralizado da superficie dentinaria potencializam o efeito desmineralizador
dessa pasta, explicando os achados observados neste grupo (Yassen et al.
2013a).

Yassen et al. (2013a) reportaram que a pasta triantibitica
(HS/TAP/EDTA) tem uma capacidade desmineralizadora superior a da pasta
diantibiética (HS/DAP/EDTA), principalmente devido a presenca da minociclina
na pasta triantibiotica, e ao pH mais elevado da pasta diantibiética (pH=3,4).
Porém, os resultados obtidos no presente estudo demonstraram que ambas as
pastas foram capazes de promover alteracbes morfolégicas semelhantes na
superficie dentinaria. A capacidade de desmineralizacao destas pastas tende a
aumentar com o passar do tempo, atingindo seu apice ap0s quatro semanas de
uso (Yassen et al. 2013a). No estudo de Yassen et al. (2013a), a concentracdo
de fosfato/amida | na dentina atingiu seus niveis mais baixos decorrido este

periodo, comprovando a capacidade de desmineralizacdo semelhante de ambas
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as pastas. No presente estudo, o periodo de armazenamento das amostras foi
exatamente de quatro semanas semelhante ao realizado no estudo de Yassen
et al. (2013a).

Os resultados observados no grupo HS/TAPM/EDTA sugerem uma menor
capacidade de desmineralizagdo desta pasta em comparacdo as pastas
utilizadas nos grupos HS/TAP/EDTA e HS/DAP/EDTA. Supde-se que a auséncia
da minociclina, substituida pela amoxicilina na pasta TAPM pode ter diminuido a
sua capacidade desmineralizadora. Porém, os resultados obtidos com a pasta
diantibidtica , que também ndo possui minociclina, mostram ao contrério, uma
vez que os niveis de desmineralizacdo neste grupo foram semelhantes ao da
TAP. Apesar do menor nivel de desmineralizacdo observado neste estudo,
Prather et al. (2014) demonstraram que pastas modificadas (sem minociclina)
podem promover desmineralizacdo e reducdo na microdureza da dentina
semelhantes as pastas convencionais (com minociclina).

Em um estudo realizado por Ruparel et al. (2012), pastas di e
triantibidticas, nas concentra¢des de 0,1 mg/mL e 0,01 mg/mL n&o promoveram
efeitos adversos detectaveis sobre as células da papila apical, ao contrario das
concentracfes maiores dessas medicacdes. Por esta razao, tais concentracdes
foram adotadas neste estudo. Ja o HC, em nenhuma das concentracdes
testadas, inclusive na maior delas (Img/mL), teve efeito residual sobre estas
células, aumentando sua proliferacao e viabilidade.

O condicionamento prévio da superficie dentinaria com EDTA a 17% pode
aumentar significativamente a aderéncia e proliferacdo de células-tronco
provenientes do tecido pulpar durante seu processo de regeneracéo (Galler et
al. 2011). Entretanto, a exposicao da superficie dentinaria por longos periodos
ao HC, ou a pastas antibibticas, pode levar a reducdo das caracteristicas
mecanicas desta, aumentando significativamente as chances de fratura radicular
devido a desnaturacao proteica, seguido da degradacéo do colageno promovida
pelo HC, e pelos altos indices de desmineralizacdo promovidos pelas pastas
antibidticas (Yassen et al. 2013a).

Apesar das limitagOes deste estudo in vitro, pode-se atestar que as pastas
triantibiética (TAP) e diantibiética (DAP) foram as que mais promoveram

mudancgas morfolégicas na superficie dentinaria. No entanto, outros estudos s&o
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necessarios para elucidar os beneficios destas alteracbes na adeséo,

proliferacéo e viabilidade de células-tronco provenientes do tecido pulpar.
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4. CONCLUSAO

A utilizacdo das pastas triantibiética (TAP) e diantibiética (DAP) por 4
semanas foram os protocolos que mais promoveram alteragfes na superficie
dentinaria. Assim como estas pastas, a utilizacdo da pasta antibiotica modificada
(MTAP) apresentou resultados razoaveis quanto a desmineralizacdo. Entretanto,
para a pasta a base de HC os achados foram semelhantes aos do grupo controle,
onde nenhum tratamento foi realizado. Mais estudos sdo necessarios para
investigar melhor o efeito dessas pastas sobre a superficie dentinaria, assim
como possiveis efeitos adversos das mesmas sobre o substrato dental e,
consequentemente, sobre a viabilidade de células-tronco provenientes do tecido
pulpar.
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