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RESUMO: O presente estudo avaliou a permeabilidade dentindria em toda a extensdo do canal radicular apés o
uso do EDTA associado a diferentes concentracdes de NaOCI. Foram utilizados cinquenta incisivos bovinos divididos em
cinco grupos experimentais (n=10) de acordo com as solugdes irrigantes empregadas: G1- NaOCl 1%; G2- NaOCl 5,25%;
G3- NaOCl 1% + EDTA; G4- NaOCl 5,25% + EDTA; G5- Agua destilada (grupo controle). ApSs o preparo biomecanico,
as raizes foram submetidas ao método de coloracio histoquimico com sulfato de cobre a 10% e dcido rubeanico a 1% para
identificacdo da permeabilidade dentindria. Para a andlise morfométrica as amostras foram seccionadas transversalmente,
obtidas trés seccdes de cada terco, desidratadas e clarificadas. Analisadas em microscopia Optica para quantificar a
penetracdo dos fons cobre na dentina radicular. Apds a andlise estatistica dos dados, os resultados indicaram que, houve
diferenca significativa entre os ter¢os analisados seguindo uma ordem de efetividade do ter¢o cervical maior que o médio e
este maior que o apical. Entretanto, nenhuma diferenca significante em relacdo a permeabilidade foi encontrada quando se
comparou as diferentes solugcdes estudadas. Concluiu-se que o uso do EDTA associado com diferentes concentracdes de
hipoclorito de sédio, como irrigante final, ndo promoveu alteracdo na permeabilidade dentindria no canal radicular em
relacdo as solug¢des usadas isoladamente.
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IN TRODUCAO cimentos endodonticos (TZANETAKIS,
KAKAVETSOS, KONTAKIOTIS, 2010).

A acdo dos instrumentos endododnticos Embora vérias pesquisas tenham avaliado

durante a limpeza e modelagem do sistema de
canais radiculares, produz restos de dentina que
associados com materiais organicos,
microorganismos € solucdes irrigantes, formam a
chamada smear layer (PRADO et al., 2011;
VIOLICH, CHANDLER, 2010). Esta camada adere
a superficie da dentina e oclui os tdbulos
dentindrios, impedindo a penetragdo da medicacgdo
intracanal e dos materiais obturadores (VIOLICH,
CHANDLER, 2010). Além disso, como a smear
layer contém bactérias e tecido necrdtico pode agir
como um substrato para a multiplicacdo de
microrganismos (DAI et al., 2011). O sucesso do
tratamento endoddntico depende da erradicacdo dos
microrganismos do sistema de canais radiculares e
da prevencdo da reinfeccio (HAAPSALO et al,
2010), para isso se faz necessdrio a remocdo da
camada de smear layer antes da obtura¢do do canal
radicular (DAI et al., 2011; GARIP et al., 2010; GU
et al.,, 2009; PRADO et al, 2011; VIOLICH,
CHANDLER, 2010). A remocdo desta camada
também aumenta a capacidade de selamento dos

diferentes solucdes quanto a sua capacidade de
remocdo da smear layer (GARIP et al., 2010; SEN,
ERTUK, PISKIN, 2009; TZANETAKIS,
KAKAVETSOS, KONTAKIOTIS, 2010; ZHANG
et al.,, 2010), at¢ o momento, nenhuma solucio
irrigante sozinha demonstrou ser capaz de dissolver
as partes organica e inorganica ao mesmo tempo. O
hipoclorito de s6dio (NaOCl) tem a capacidade de
dissolver o tecido necrdtico e os componentes
organicos da dentina (GARIP et al., 2010;
VIOLICH, CHANDLER, 2010). Entretanto, nao
consegue dissolver particulas inorgénicas, e por isso
agentes quelantes, como 0 4cido
Etlilenodiaminotetracético (EDTA), t&m sido
recomendados como coadjuvantes no tratamento do
canal radicular (GU et al., 2009; SEN, ERTUK,
PISKIN, 2009; VIOLICH, CHANDLER, 2010). Na
pratica endodontica, o uso sequencial de um
solvente organico (NaOCI) seguido por um solvente
inorganico (EDTA) gera canais mais limpos com
menos detritos (GU et al., 2009; HAAPSALO et al.,
2010; ZHANG et al., 2010).
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Recentes estudos, utilizando diferentes
instrumentos mecanicos e solugdes irrigantes na
tentativa da remoc¢do da smear layer, obtiveram
como resultado a permanéncia desta no interior do
canal radicular, principalmente no tergo apical (DAI
et al., 2011; GARIP et al., 2010; PRADO et al.,
2011; TZANETAKIS, KAKAVETSOS,
KONTAKIOTIS, 2010; ZHANG et al., 2010). A
presenca da smear layer modifica a permeabilidade
da dentina radicular, o que pode refletir de forma
negativa na penetracao da medicacdo e dos cimentos
endododnticos (MELLO, COIL, ANTONIAZZI,
2009; TZANETAKIS, KAKAVETSOS,
KONTAKIOTIS, 2010). A despeito da existéncia de
outros estudos avaliando a influencia da smear layer
na permeabilidade da dentina radicular (GUIGNES,
FAURE, MAURETTE, 1996; MARCHESAN et al.,
2008; MELLO, COIL, ANTONIAZZI, 2009;
PASHLEY, MICHELICH, KEHL, 1981), ¢
importante considerar as implicagdes do método de
andlise sobre os resultados encontrados.

A andlise deste pardmetro pode ser realizada
por diferentes metodologias como radiois6topos,
método histoquimico e infiltragdo com corantes
(GUIGNES, FAURE, MAURETTE, 1996;
MARCHESAN et al, 2008; MELLO, COIL,
ANTONIAZZI, 2009; PASHLEY, MICHELICH,
KEHL, 1981; RIBEIRO et al., 2010). Considerando
que a remog¢do adequada da smear layer continua
sendo objeto de vdrios estudos, propusemos o
presente estudo com objetivo de avaliar a
permeabilidade dentindria em toda a extensdo do
canal radicular ap6s o uso do EDTA associado a
diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio,
utilizando um método histoquimico.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados cinquenta dentes bovinos
unirradiculares, que apds a remocdo de suas coroas
tiveram seu comprimento radicular padronizado em
170 mm. Em seguida, foram secos e
impermeabilizados externamente com duas camadas
de cianocrilato (Super-Bonder, Loctite, Brasil Ltda).

O preparo mecénico dos tercos médio e
cervical das amostras foi realizado com brocas
Gates Glidden n°® 4, 3, e 2 (Mailleffer, Ballaigues,
Suica). Enquanto o ter¢o apical foi instrumentado
progressivamente até lima Kerr 60 (Dentsply —
Malleifer, Ballaigues, Suica) estabelecendo-se o
batente apical no comprimento de 16,0 mm, a partir
do qual foi realizado o escalonamento progressivo
até lima Kerr 80.

A cada troca de lima, durante toda
instrumentacdo, foi utilizado 1,0 ml de solucdo

232
Bonetti, M. M. et al.

irrigante de hipoclorito de sédio (NaOCl) a 1% ou
5,25% e irrigagdo final com 10,0 ml de 4gua
destilada. Vinte amostras receberam antes da
irrigacdo final 1,0 ml de EDTA a 17% que
permaneceu no canal por 5 minutos, sendo agitada
pela lima memdria no primeiro minuto. As raizes
foram divididas em cinco grupos experimentais
(n=10) de acordo com as solugdes irrigantes
empregadas: G1- NaOCl 1%; G2- NaOCl 5,25%;
G3- NaOCl 1% + EDTA; G4- NaOCl 5,25% +
EDTA; G5- Agua destilada (grupo controle).

Os grupos experimentais foram submetidos
a um método histoquimico (RIBEIRO et al., 2010)
no qual as amostras ficaram imersas por 30 minutos
em solucdo de sulfato de cobre a 10% e depois 30
minutos em soluc@o alcodlica de acido rubeanico.
Nos primeiros 5 minutos da imersdo em cada uma
das solucdes foi aplicado vdcuo, com o objetivo de
remover o ar contido no interior do canal radicular e
aumentar o contato das solugdes com as paredes
dentindrias. Apds cada imersdo foram usadas
toalhas de papel absorvente e cone de papel para
remog¢do das solucdes das partes externa e interna
das raizes. O rubeanato de cobre, resultado da
reacdo do sulfato de cobre com o 4cido rubeanico,
forma um pigmento que ao penetrar na dentina
radicular vai da coloracdo do azul intenso até ao
preto. Os dentes foram em frascos com algoddo
embebido em amonia por sete dias para fixacdo da
pigmentacdo antes de serem seccionados.

Para a andlise morfométrica as raizes foram
seccionadas transversalmente em cortadeira de
precisdo (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, IL,
USA), obtendo-se cortes de 100 a 150 micrémetros
de espessura. Foram selecionadas trés secgdes de
cada terco radicular, perfazendo um total de nove
secgOes para cada amostra. Em seguida, cada seccio
foi desidratada em alcool ascendente (70, 80, 96 e
100%), clarificada em xilol (3 banhos) e montada
em lamina de vidro.

A avaliagdo das seccdes transversais foi
realizada de forma padronizada e por um unico
operador, utilizando microscopio  Toolmaker
(Mitutoyo Corporation, Aurora, 1L, USA), em
aumento de 40x. Cada corte foi avaliado seguindo-
se a mesma sequéncia, primeiro a face vestibular,
depois a lingual, a mesial e a distal (figura 1). A
penetracdo do corante, correspondente a drea
pigmentada préximo a luz do canal, foi mensurada
em milimetros e as medidas anotadas para posterior
andlise estatistica. Foram obtidas quatro medidas
lineares em milimetros por sec¢do, a partir da
parede do canal radicular, num total de 12 medidas
por terco analisado.
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Figura 1. Medidas de pigmentacdo (P) do corante pela vestibular (V), lingual (L), mesial (M) e distal (D),
considerando a espessura dentindria (R) de uma seccao.

Os testes de Kruskal-Wallis e U de Mann-
Whitney foram aplicados as medidas de
pigmentacdo do corante, considerando as d&reas
cervical, média e apical e o nivel de significancia foi
estabelecido em 0,05, em uma prova bilateral.

RESULTADOS

Os resultados das médias das medidas

Quando foram comparadas as infiltracGes
do corante, considerando-se as areas cervical, média
e apical dos grupos experimentais, foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes
nas amostras dos grupos G2, G3, G4, e G5 (Tabela
2). Sendo que, nestes grupos os maiores valores de
penetracdo ocorreram no terco cervical, seguido
pelo terco médio (Tabela 3). Quando foi comparada
a infiltracdo total do corante ao longo da dentina

obtidas da penetracdo do corante do complexo radicular entre 0s  grupos  experimentais,
rubeanato de cobre na dentina estdo demonstrados considerando as areas radiculares duas a duas, nao
na Tabela 1. foram encontradas diferengcas estatisticamente
significantes (Tabela 4).
Tabela 1. Médias das medidas (mm) obtidas das dreas pigmentadas de cada terco radicular.
Terco NaOCl NaOCl 5,25% NaOCl 1% + NaOCl 5,25% + Agua destilada
radicular 1% (Gl) (G2 EDTA (G3) EDTA (G4) (GS)
cervical 0,45 0,56 0,59 0,45 0,38
médio 0,34 0,30 0,30 0,22 0,21
apical 0,19 0,19 0,19 0,07 0,06

Tabela 2. Probabilidades encontradas quando comparadas as dreas cervical, média e apical entre si dentro de

cada grupo experimental.

Variaveis analisadas Probabilidades
NaOCl 1% 0,095
NaOCl 5,25 % 0,003*
NaOCl 1% + EDTA 0,003*
NaOCl 5,25% + EDTA 0,001*
Agua destilada 0,002
p < 0,05
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Tabela 3. Probabilidades encontradas quando comparadas as dreas radiculares, duas a duas, dos grupos G2, G3,

G4 e G5.
Variaveis analisadas NaOCl NaOCl 1% NaOCl 5,25% Agua
5,25% EDTA EDTA destilada
cervical x média 0,021% 0,031* 0,019* 0,064
cervical x apical 0,002%* 0,001* 0,001* 0,001*
média x apical 0,150 0,082 0,037 0,050
* p< 0,05

Tabela 4. Probabilidades encontradas quando comparadas as dreas radiculares, duas a duas, entre os grupos

experimentais.
Variaveis analisadas Probabilidades
cervical x média 0,510
cervical x apical 0,454
média x apical 0,168
*p< 0,05
DISCUSSAO al., 2010). Desde a publicagdo do estudo de Pashley

Os resultados do presente estudo ndo
apontam relacdo entre o uso do EDTA apés
diferentes concentracdes de NaOCl e o aumento da
permeabilidade dentindria. Resultados semelhantes
foram observados por Mello, Coil e Antoniazzi
(2009) que observaram ndo haver diferenca na
permeabilidade da dentina radicular quando
compararam a irrigacdo final com NaOCl 1%,
EDTA 17%, EDTAT 17% e Biopure MTAD. O
aumento da permeabilidade ndo depende da
remocdo da smear layer, mas sua remocdo ¢
diferente em relacdo as solugdes avaliadas, quando
observadas por meio de infiltracio de corantes ou
por microscopia eletrdnica de varredura (MELLO,
COIL, ANTONIAZZI, 2009). Estudos anteriores
encontraram dependéncia entre as alteragdes da
permeabilidade dentindria e a remogdo da smear
layer (GUIGNES, FAURE, MAURETTE, 1996;
PASHLEY, MICHELICH, KEHL, 1981).
Marchesan et al. (2008) utilizando a mesma
metodologia de avaliagdo empregada em nossa
pesquisa, encontraram diferencas na permeabilidade
da dentina radicular quando associaram diferentes
solugdes irrigantes ao uso do laser 980-nm. A
permeabilidade dentindria apds a irradiacdo com
laser foi diretamente dependente da solugcdo usada
como irrigacdo final.

O método histoquimico utilizado, foi
proposto por Pécora et al. (1987) para detectar a
permeabilidade da dentina por causa de sua alta
reprodutibilidade, do menor tamanho molecular dos
ions de cobre em comparacio com corantes
organicos, e da insolubilidade do cobre em xilol
permitindo a clarificagdo da dentina sem perder a
coloragdo (MARCHESAN et al., 2008; RIBEIRO et

e Livingston (1978), sabe-se que o tamanho da
molécula €  fundamental ao detectar a
permeabilidade da dentina. Estes autores relataram
que um aumento de 19 vezes no tamanho da
molécula diminuiria a permeabilidade em 100
vezes. Esse método histoquimico associado a
andlise morfométrica permitiu a obtencdo de valores
absolutos, os quais puderem ser avaliados
quantitativamente.

O uso de quatro medidas lineares por
seccdo, a partir da parede do canal radicular, num
total de 12 medidas por terco analisado, minimizou
o problema das solugdes irrigantes ndao agirem de
maneira homogénea no interior de todo o canal
radicular. Como os instrumentos mecanicos nio
conseguem agir de forma homogénea, nem todas as
paredes do canal radicular estdo completamente
limpas para que possam sofrer a agdo direta das
solugdes irrigantes (DAl et al., 2011).

A maior penetracdo do corante na regido
cervical foi semelhante aos resultados encontrados
em outros estudos (MARCHESAN et al.,, 2008;
MELLO, COIL, ANTONIAZZI, 2009) e se deve
tanto ao maior nimero (LUI, KUAB, CHEN, 2007)
e maior didmetro dos tdbulos dentindrios
(GUIGNES, FAURE, MAURETTE,1996) quanto a
possibilidade de uma instrumentacdo mais efetiva
(LUI, KUAB, CHEN, 2007). O melhor acesso nesta
regido facilitou a acdo do hipoclorito e do EDTA.
Quanto maior a proximidade com 4pice, menor a
diferenca observada quanto a permeabilidade, o que
pode ter sido resultado do volume da solugdo
irrigante ou da penetragdo da agulha inadequados
para a irrigacdo efetiva do terco apical (SEN,
ERTUK, PISKIN, 2009). Segundo Sen, Ertiik e
Piskin (2009) haveria maior efetividade na remocao

Biosci. J., Uberlandia, v. 29, n. 1, p. 231-236, Jan./Feb. 2013



Avaliacao histoquimica...

da smear layer na regido apical, se a agulha de
irrigacdo fosse colocada mais préxima do
comprimento de trabalho, entretanto aumentaria
também a possibilidade de extrusdo das substancias
irrigantes nos tecidos periapicais.

Portanto a acdo das solucdes irrigantes fica
dependente da limpeza mecanica promovida pelas
limas, muitas vezes limitada pelas irregularidades
naturais das paredes do canal radicular (LUI,
KUAB, CHEN, 2007), o que poderia influenciar nas
variagdes da permeabilidade encontradas. Tal fato
pdde ser comprovado pela diferenca
estatisticamente significante observada no grupo
controle (4dgua destilada) quando se comparou a
regido cervical e a apical, com favorecimento para a
cervical.

Considerando que até o momento nenhuma
substincia é capaz de remover de forma efetiva a
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smear layer do interior do canal radicular,
acreditamos que o sucesso do tratamento
endodontico depende principalmente do preparo
mecanico.

CONCLUSOES

O método histoquimico utilizado permitiu a
quantificacdo  da  permeabilidade  dentindria
promovida pelas solugdes avaliadas; houve
diferencas significativas da permeabilidade entre os
tercos radiculares sendo que o tergo cervical
apresentou a maior penetragdo do corante.

O uso do EDTA associado com diferentes
concentracdes de hipoclorito de sédio, como
irrigante  final, ndo promoveu alteracio na
permeabilidade dentindria no canal radicular em
relacdo as solugdes usadas isoladamente.

ABSTRACT: This study evaluated the dentine permeability on the length of the root canal after the use of
EDTA associated with different concentrations of NaOCI. Fifty bovine incisors were used divided into five experimental
groups (n = 10) according to the irrigating solutions used: G1- 1% NaOCl; G2- 5.25% NaOCl; G3- 1% NaOCI + EDTA;
G4- 5.25% NaOCl + EDTA; G5- distilled water (control group). After biomechanical preparation, the roots were subjected
to histochemical staining method with 10% copper sulfate and then in 1% rubeanic acid alcohol solution for identification
of dentin permeability. For the morphometric analysis the samples were cross sectioned, obtained three sections of each
third, dehydrated and clarified. Analyzed with light microscopy to quantify the penetration of copper ions in the root
dentin. After statistical analysis, the results indicated that there were significant differences among thirds analyzed by an
order of effectiveness of the cervical third larger than the middle and this larger than the apical. However, no significant
difference in relation to the permeability was found when comparing the different solutions studied. In conclusion, the use
of EDTA associated with different concentrations of sodium hypochlorite, as final rinse, did not cause changes in dentin
permeability in relation solutions used alone.

KEYWORDS: Histochemical method. Irrigating solutions. Root canal therapy.
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