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INTRODUGAO:

A terapia endodoéntica regenerativa utiliza a capacidade inerente de proliferagéo de células do
tecido conjuntivo para preencher os espagos vazios no corpo. Para isso, a presenc¢a de um arcabougo
biolégico que preceda esse novo tecido se faz necessario. O coagulo sanguineo do préprio paciente é
o melhor para essa fungéo, principalmente pela liberacdo de diversos fatores de crescimento que
promovem a proliferacéo e diferenciacéo celular (WEBBet al., 1997). Assim, a partir desse coagulo,
redes de fibrinas servirdo de sustentacéo para a formacao do tecido conjuntivo e cemento dentro do
canal radicular, promovendo o crescimento e fortalecimento radicular (NOSRAT et al.,2019).

Contudo, o uso de substancias quimicas auxiliares se fazem obrigatérias para garantia da
descontaminacado de bactérias que possam estar presentes nos canais radiculares (FOUAD, 2017),
além de estimular a liberagéo de fatores de crescimento presentes na dentina radicular (GALLER et
al., 2015). Atualmente a Associacdo Americana de Endodontia recomenda o EDTA 17% para a
irrigacao final, previamente a formacao do codgulo sanguineo (American Association of Endodontists,
2018). Estudos tém demonstrado que uma grande quantidade e diferentes tipos de fatores de
crescimento sao liberados ap6s uma irrigagao final com uso do EDTA (Galler et al. 2015). Além disso,
estudos in vitro tem demonstrado minimos danos causados pelo EDTA na viabilidade de células da
papila apical (Chenet al., 2018). Todavia, Taweewattanapaisan et al. (2019) observaram que a
irrigacdo com EDTA promove alteracdes na morfoldgicas de células sanguineas e na reducao da rede
de fibrina do coagulo induzido pds - revascularizagdo. Os autores também observaram que uma
irrigacdo final com soro fisiolégico reduz significativamente os efeitos deletérios do EDTA sobre o
coagulo sanguineo.

Além da irrigacéo, a ativagéo da substancia quimica auxiliar por meio de sistemas ultrassénicos
tem sido amplamente utilizada com o objetivo de otimizar na remocao de smear layer presentes nas

paredes dos tubulos (Plotino et al., 2019; Souza et al., 2019), além de aumentar a penetracao das
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solucgBes irrigadoras nostubulos dentinarios (Faria et al., 2018; Virdee et al., 2018). Algumas pesquisas
demonstram que a agitacdo do irrigante pode ser uma etapa promissora para 0 sucesso da terapia
endododntica regenerativa. Todavia, ndo ha estudos na literatura que tenham investigado a influéncia
da agitacdo do EDTA com o dispositivo Easy Clean na morfologia do coagulo sanguineo.

Desta forma, sabendo-se da importancia da agitacdo do EDTA na terapia endodontica
regenerativa por meio da otimizacdo da liberacdo dos fatores de crescimento pela dentina, é
necessario conhecer também sua influéncia em outros aspectos desse procedimento. Dessa forma, a
elaboracdo dos objetivos desse projeto partiu da hipotese nula de que a agitacdo do EDTA néao
potencializara os danos causados pelo EDTA ao codgulo sanguineo, quando comparado a nao
agitacao; além disso, os autores testardo também, a hipbétese deque a irrigacdo final com soro

fisiologico podera reduzir os efeitos deletérios do EDTA sobre o coagulo sanguineo.

METODOLOGIA:

Selecdo e preparo dos espécimes

Sessenta (60) incisivos bovinos unirradiculares extraidos foram selecionados. Os dentes
possuiam raizes retas, sem rachaduras e um comprimento de raiz de pelo menos 15mm. As coroas de
todos os dentes foram removidas, e padronizou-se o comprimento radicular em 9 mm. As raizes dos
dentes foram preparadas com uso de brocas gates glidden 4, 5 e 6 no sentido coroa-apice e
retropreparadas com brocas de largo4 no sentido apice-coroa por 2 mm até se obter um 4pice aberto
de 1 mm de didmetro, confirmado com a passagem de uma lima 100 do tipo K.

A seguir, as raizes foram moldadas em silicone de condensacgé&o e colocadas em torno metalico
para garantir estabilidade.

Grupos experimentais e protocolos de irrigacéo

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente(www.randomizer.org) em seis (6) grupos de

acordo com o protocolo de irrigacéo final a ser utilizado (Quadrol).
Quadro 1. Protocolos de irrigacéo utilizados em cada grupo de estudo.

Grupos Protocolo de irrigagéo final

Grupo Controle (GC) (n=10) Solugédo salina 0,9% (20ml), sem agitacdo
Grupo Experimental 1 (GE1) (n=10) Solugéo salina 0,9% (20ml) + Agitacao

Grupo Experimental 2 (GE2) (n=10) EDTA 17% (20 ml), sem agitacao

Grupo Experimental 3 (GE3) (n=10) EDTA 17% (20 ml) + Agitagc&o
Grupo Experimental 4 (GE4) (n=10) EDTA 17% (20 ml) + solugé&o salina 0,9% (20ml).
Grupo Experimental 5 (GE5) (n=10) EDTA 17% (20 ml) + Agitacdo + Solucdo salina 0,9% (20ml).

Todos os procedimentos de irrigacdo foram realizados com o auxilio de seringa descartavel de
5ml e agulha hipodérmica posicionada 1 mm aquém do apice. A agitacdo da solucao foi realizada com
usodo dispositivo Easy Clean posicionado 2 mm aquém do &pice, em cinematica reciprocante,
acoplado ao motor endodontico X-Smart Plus. Os canais foram preenchidos com a solugao irrigadora,

a qual foi agitada em trés ciclos de 20 segundos cada, totalizando 60 segundos de agitacdo (LEONI
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http://www.randomizer.org/

et al., 2017). Entre cada ciclo de agitacéo, a solucéo irrigadora foi substituida.

Ao final, os canais foram secos com uma Capillary tip n°® 0,48 e pontas de papel absorvente
estéreis. Em seguida, os espécimes foram divididos verticalmente ao meio, no sentido vestibulo-
lingual, por um cinzel cirdrgico. A metade de cada raiz que se apresentou mais integra foi selecionada
para o estudo. A outra metade foi descartada.

Coleta do sangue e formacado do coagulo

A amostra de sangue foi coletada de um voluntario saudavel, com mais de 18 anos, nédo
fumante, que ndo tenha anemia ou doencas cardiovasculares, ndo faz uso de medicacdes
anticoagulantes e que nao tenha ingerido aspirina ou qualquer substancia analoga por pelo menos 48

horas antes da coleta.

Imediatamente apds a coleta, com uso de um microbrush estéril, o sangue foi espalhado em toda
extensdo dos canais radiculares dos espécimes, com o objetivo de simular o procedimento de
revascularizacdo. Em seguida, as raizes foram mantidas em uma camara umidificadora & 37°C
durante 15 minutos.

Preparacao do espécime para andlise no Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)

As raizes com o coagulo sanguineo formado foram fixadas em uma solucédo de glutaraldeido
a 2,5% em uma solucdo tampao de PBS com um pH de 7,4 por 24 horas, e foram desidratadas em
série com etanol. A seguir, os espécimes foram posicionados em stubs metalicos e recorbertos com
ouro-paladio.
Anélise de densidade da rede de fibrina

Trés fotomicrografias foram tiradas de cada terco da raiz, em diferentes éareas, sob
magnificacdode 2500x. Utilizamos um método amplamente utilizado na literatura para avaliagdo da
formac&o da rede de fibrinas em coagulos sanguineos, o indice de Adesdo de Elementos Sanguineos
(IAES) (DANTAS et al., 2012), de acordo com escores (Escore 0: Auséncia de rede de fibrina e células
sanguineas; Escore 1. Rede de fibrina mal distribuida e/ou células sanguineas; Escore 2: Numero
moderado de células sanguineas e rede fina de fibrina com entrelagamento deficiente; Escore 3: Rede
densa de fibrina com ricos entrelacamentos e presenca de células sanguineas).
Analise morfol6gica dos eritrocitos e plaquetas

As analises da morfologia dos eritrécitos e plaquetas foram realizadas por meio de andlise visual
com uso de Microscopia Eletronica de Varredura JEOL. Trés micrografias foram tiradas de cada terco
daraiz, em areas aleatérias da superficie dos espécimes, sob magnificacdo de 2500x. Imagens em uma
magnificagdo de 500x foram tiradas com o objetivo de verificar a homogeneidade do coégulo. Esta
andlise foi apenas visual e descritiva.

Andlise estatistica
O teste de normalidade de Shapiro-Wilk e Levene evidenciou que os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, e portanto os dados foram analisados por meio dos testes de Kruskal Wallis com

poés teste de Dunn. O nivel de significancia foi estabelecido em a = 5%.
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RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados parciais desse estudo demonstram que 0s grupos irrigados apenas com soro
fisiologico foi o que apresentou a maior densidade de rede de fibrinas, apresentando uma superficie
de coagulo composta por eritrocitos biconcavos, esferdcitos e plaguetas. Os grupos experimentais
apresentaram taxa moderada de rede de fibrinas, eritrocitos bicbncavos e principalmente a
formacgao de “rouleaux” (Figura 1). As altera¢cdes morfolégicas do coagulo sanguineo encontradas
Nnos grupos experimentais que utilizaram EDTA pode ser justificada pelas propriedades deletérias
desse composto aos componentes sanguineos do coagulo, uma vez que essa solugéo irrigadora
tem propriedades anticoagulantes amplamente estabelecidas (VIVES-CORRONS et al., 2014).

As anadlises da densidade de fibrina demonstraram que a irrigacdo apenas com EDTA é
capaz de influenciar negativamente na formacado da rede de fibrinas do codgulo sanguineo. Esse
resultado é condizente com o que ja existe na literatura (DANTAS et al., 2012; NASCIMENTO et
al., 2014; TAWEEWATTANAPAISAN et al., 2019; STEFANINI et al., 2021), e pode ser justificado
pelo fato de o EDTA interferir diretamente na cascata de coagulo e interrupgdo da formagéo de
trombina e fibrinogénio devido a quelacdo dos ions céalcio (BANFI et al., 2007).

Apesar dos efeitos deletérios a formacao da rede de fibrina dos grupos irrigados apenas
com EDTA, os resultados do presente estudo demonstraram que esses efeitos podem ser
revertidos total ou parcialmente com uma irrigagédo final de soro fisioldgico. Dessa forma, os
resultados estdo de acordo com um estudo prévio (TAWEEWATTANAPAISAN et al., 2019), de
metodologia semelhante, no qual observou que a densidade da rede de fibrina formada no grupo
irrigado com EDTA seguido por soro fisiolégico foi similar ao grupo controle (apenas soro
fisiolégico). Isso pode ser explicado pelo fato de a irrigagdo com soro fisiol6gico remover o EDTA
residual presente na dentina ap6s a irrigacdo, diminuindo seus efeitos deletérios ao coagulo.

Figura 1. Microfotografias de imagens representativas dos grupos experimentais.
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CONCLUSOES:

Por meio dos resultados obtidos até o0 momento, pode-se concluir que a irrigacdo com EDTA é
capaz de influenciar a formacdo do coagulo sanguineo durante procedimentos endodénticos
regenerativos, e que uma irrigacao final com soro fisioldgico é capaz de reverter os efeitos deletérios

aos componentes do codgulo sanguineo.
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