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Resumo

Estudou-se, in vitro, a accéo solvente de 4 concentracdes de hipoclorito de
sédio (1%; 2,5%; 3% e 6% com adicdo de agente de tensdo superficial) sobre tecido
muscular bovino, 0 aumento de temperatura destas solu¢des, a introducéo de agitacao
no meio, os valores de pH obtidos no final dos testes e o teor de cloro residual. Foi

usado um grupo controlo com agua destilada a temperatura ambiente.

Amostras padronizadas de tecido muscular bovino com peso de 70+5mg foram
imersas em dez mililitros de solucdo teste, durante 5 minutos, sendo o0 seu peso
registado antes e apds o periodo de imersdo e calculado posteriormente a
percentagem de peso perdido. A determinagdo dos valores de pH iniciais foram
realizados, para todas as solugdes de concentracdes distintas, antes dos
procedimentos laboratoriais; apds o tempo de imerséo, estes valores voltaram a ser
medidos na solugéo final (3 réplicas por grupo). Fez-se, em seguida, o calculo da
percentagem de variacdo de valores obtidos. Os valores de concentracdo de ides
cloreto foram, a semelhanca do procedimento utilizado para o pH, determinados para
as solugcbes de diferentes concentracdes antes dos procedimentos laboratoriais e
medidos nas solugdes finais; as variacbes encontradas para este parametro foram
calculados e apresentados sob a forma de percentagem.

De acordo com a metodologia empregue e os resultados obtidos conclui-se
gue: os valores de concentracdo superior, a subida da temperatura e a inducdo de
agitacdo no meio provocam um aumento da percentagem de dissolucéo tecidular. O
aquecimento prévio das solu¢des a 37°C provou ser menos eficaz que a pipetagem
exercida durante os primeiros 15 segundos de cada um dos 5 minutos de teste. Apés
o periodo de teste, os valores de pH e de concentragdo de ido cloreto baixaram em
todos os casos; as solugdes finais apresentavam-se alcalinas e com valores de cloro
ainda assinalaveis o que nos permite constatar que ainda seria possivel dissolver

maior percentagem de matéria organica.

Palavras-chave: Hipoclorito de sodio, dissolugdo tecidular, concentracao,

temperatura, agitacéo, tenséo superficial, pH, CI*



Introducéo

O sucesso do tratamento endoddntico depende de uma antissepsia canalar
eficaz e da prevencgédo da reinfecgdo. Os canais radiculares sdo conformados através
de instrumentos manuais e rotatérios sob irrigagdo constante removendo o tecido
inflamado ou necrotico, biofilme, microrganismos e outros detritos do sistema de

canais radiculares.®

Aquando da realizacdo de um tratamento endodéntico, podem encontrar-se no
espaco pulpar tecidos distintos: polpa dentaria s&, inflamada, necrética ndo infetada ou
infetada com ou sem envolvimento dos tecidos periapicais. Estas variaveis irdo
condicionar o efeito e a eficacia dos materiais de irrigacédo sobre o substrato, devendo
ser tidas em conta na escolha do produto e método de irrigacdo a empregar. " ®

A irrigacdo € uma etapa fundamental do tratamento endodéntico devendo
iniciar-se ap0s o0 acesso a camara, comecando a actuar sobre o tecido pulpar,
prolongando-se durante e apés a instrumentagdo, removendo residuos resultantes da
preparagdo, neutralizando produtos téxicos microbianos, mantendo o canal lubrificado

e favorecendo a eliminacéo da matéria organica.®

N&o existe ainda uma solugdo de irrigacdo que concentre em si todas as
caracteristicas ideais: efeito de arrastamento eficaz, eliminacao de bactérias e fungos,
baixa tenséo superficial, hidrossolubilidade, biocompatibilidade e eficacia na presenca
de matéria organica (colagénio, polpa e biofilmes) e inorganica (hidroxiapatite).

Estas solucdes devem ajudar a prevenir a impactacdo apical de tecidos duros e
moles assim como extrusdo destes mesmos materiais para os tecidos periapicais

através de um fluxo adequado.

Na atualidade, o hipoclorito de sddio continua a ser o composto mais utlizado
na irrigacéo canalar.*® Trata-se de uma solucéo alcalina utilizada em concentragdes
que variam entre 0,5% e 6%, variando os protocolos de irrigagdo em volume
consoante a concentracéo é maior ou menor. E usado, enquanto solugéo simples, com
valores de pH 11 nas concentracdes acima referidas ou tamponado com bicarbonato
(pH 9) nas concentracdes de 0,5% ou 1%, sendo capaz de oxidar e hidrolisar
proteinas provocando hemdlise celular por disrupgéo de diversas fungfes microbianas
vitais.® ©

A sua utilizagdo surgiu, com fungdo antisséptica, em Franca na regido de
Javelle em 1789, tendo evoluido para “Dakin’s solution””sendo a sua utilizacdo na

irrigacdo canalar defendida por Coolidge, entre 1919 e 1929“" " ® e posteriormente



confirmado o seu amplo espectro de accdo antimicrobiano sobre microrganismos

endoddnticos e biofimes, nomeadamente Enterococus, Actinomyces e Candida.®

Sabemos que a capacidade de dissolugdo do hipoclorito de s6dio apresenta uma
relacdo direta com a sua concentracao, volume, tempo de contacto mas também com
a area de tecido exposto.® Existem ainda algumas desvantagens como potencial
citotoxico, caso exista extravasamento para os tecidos periapicais, incapacidade de

remover a smear layer e sabor desagradavel.® ©

As formas atualmente conhecidas de aumentar a eficacia de dissolucéo
tecidular do NaOCI prendem-se com o aumento da temperatura da solugdo por um
aquecimento prévio (que segundo Stoijicic et al pode ser incrementada de 30% a
300% dependendo da temperatura e concentracao), aumento do valor do pH alterando
as concentracdes para valores mais basicos, aumento do tempo de contacto
recorrendo a protocolos de irrigacdo mais prolongados, adicdo de agente tensioactivo
capaz de reduzir a tensdo superficial aumentando o angulo de contacto com as
paredes dentinarias e introducdo de agitacdo mecanica (activagdo soénica ou ultra-
sénica) no meio com recurso a pontas especificas.®?

O objetivo deste trabalho de investigacéo laboratorial foi o de estudar, in vitro, o
efeito de 5 solu¢des de hipoclorito de s6dio com diferentes concentracdes (1%; 2,5%;
3%, 6% e 6% com agente tensioactivo) na dissolucdo de tecido organico, avaliando a
percentagem de dissolugdo, bem como os niveis de cloro residual e o pH apds o

periodo de incubagado das amostras.

Materiais e métodos

Solucodes testadas

Foram testadas solugbes de hipoclorito de sodio, quanto ao seu poder de
dissolugéo, nas concentracdes de 1%; 2,5%; 3% (CanalProNaOCI- Coltene®; data de
fabrico: 19/07/11 validade: 19/07/13) e 6% com adicdo de um agente tensioactivo
(Canal Pro NaOCI Extra- Coltene®; data de fabrico: 19/07/11 validade: 19/07/13) com
0 intuito de avaliar o efeito da agitacdo, temperatura, concentracdo e adicdo de
agentes de tensdo superficial ao hipoclorito na dissolucdo de tecido orgénico. As
solucdes de 1% e 2,5% foram diluidas, em &gua destilada, a partir de uma solucao de
stock de 10% nos laboratérios dos CHUC enquanto as restantes, obtidas através da

marca comercial, foram manipuladas consoante as indicacdes do fabricante. Todas as



solucBes foram mantidas a uma temperatura de armazenamento de 4°C, sendo

colocadas a temperatura ambiente antes de serem testadas.

As diferentes solucbes de NaOCI foram testadas a temperatura ambiente
(21°C) e a 37°C, com e sem agitacao, sendo o efeito da agitacdo avaliado com recurso
pipetagem manual (Thermo — Finnpipette 2-10ml) calibrada para um volume de 5,8 ml.
A agitacao foi introduzida nas amostras de NaOCI 1%, NaOCI 3% (CanalProNaOCI-
Coltene®) e NaOCI com adicdo de um agente tensioactivo (Canal Pro NaOCI Extra-
Coltene®) durante os primeiros 15 segundos de cada minuto, ao longo de 5 minutos.
Sendo apenas medidos os valores de pH e de [CI] nas ultimas duas. Foi usada agua
destilada nos grupos controlo.

Dissolucéo tecidular

Tecido muscular proveniente de bovino foi usado como amostra. Este material
biol6gico foi adquirido com informagBes quanto a sua origem e data de abate (21 de
Marco 2012) e conservado num ambiente com 100% de humidade a uma temperatura
entre 0° — 2°C durante o periodo de testes.

Antes de serem testadas as amostras foram cortadas, enquanto congeladas,
em pecas de 4 x 4 x 2 mm usando uma lamina de bisturi nimero 11 (XINDA — Surgical
Blades). Devido ao facto de a superficie de contacto ser um fator preponderante na
dissolucéo tecidular, cada amostra foi cortada de forma a apresentar uma geometria e
peso semelhantes. As amostras apresentavam um peso original de 70+5mg sem
diferenca significativa entre os grupos. A balanca electronica usada foi uma
SartoriusAG- microbalance com camara estanque, tendo sido calibrada antes de cada
pesagem e o0 prato que recebia a amostra limpo com recurso a compressas
embebidas em &lcool de forma a evitar alteracdes na pesagem das pecas. Foram
conduzidas experiéncias, em 3 amostras paralelas por grupo, de forma individual,
realizadas imediatamente apds a preparagdo das amostras de tecido de modo a

melhor controlar o tempo e o estado de hidratacdo/desidratacdo das mesmas.

Seguidamente, as amostras foram imersas em 10 mL da solu¢do em estudo,
durante 5 minutos, sendo estas pesadas numa balanca electronica (Sartorius AG-
microbalance) no comeco e 5 minutos apds a imerséo e registado o peso inicial e final,
sendo calculada posteriormente, a percentagem de variacdo de peso entre os dois
tempos. De forma a evitar que o peso registado durante estas medi¢bes sofresse um

aumento devido ao facto de as amostras terem estado imersas num meio aquoso.



Nos testes realizados a temperatura de 37°C, as solucdes teste de 10ml foram
colocadas imediatamente antes numa estufa de aquecimento com dupla porta
programa para a temperatura desejada. Foi usado um termometro de mercurio para

melhor aferir a real temperatura das solucoes.

No final obtiveram-se os grupos apresentados sob a forma de médias na Tabela I:

.Tabela | — Percentagem de perda de massa a diferentes temperaturas e com ou sem
presenca de agitacdo (S/A, sem agitacdo; C/A, com agitacdo; Surf, presenca de surfactante; m,
sim; ==, ndo)

Temperatura
21° 37°
Agitacéo Sim N&o Sim N&o
H,0 Controlo [ [ u [
NaOCI 1% m m n n
NaOCl 2,5% — [ ] — ]
NaOCIl 3% [ [ n n
NaOCI 6% Surf [ [ u n

Valor do pH

Procedeu-se também a medicdo do valor do pH das diferentes solucdes antes
e imediatamente apds os 5 minutos de contacto com a amostra de tecido utilizada no
teste (Scanlnst — pH/mV meter + eléctrodo de pH). O aparelho foi calibrado antes de
cada série de utilizaces sendo o eléctrodo de pH inserido nos recipientes logo apés o
periodo de incubacdo da amostra; obtendo-se, desta forma, o valor correspondente

para aquela amostra.

Concentracdo do ido CI’

A concentracdo do ido cloro ([CI]) foi determinada tanto nas solugdes iniciais

como nas solugBes apods imersdo, apds a aplicagédo dos diferentes protocolos.

Para tal, foi usado um sistema de cromatografia i6nica (Millipore, com detector
de condutividade modelo Waters 431). Procedeu-se inicialmente a elaboragdo de uma

curva de calibracdo usando padrées de CI' com concentracdes definidas (5, 30, 60, 80
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e 100ppm) e foi determinada pelo software do aparelho a area dos picos
correspondentes ao ido CI” para cada concentracdo. Foi entdo tracada a reta de
calibracéo representando a concentracao de ido cloro em funcdo da area do respetivo
pico.

As concentracfes de cloro nas soluctes teste foram também determinadas no
mesmo sistema. Para tal foram diluidas em agua ultrapura (100l solu¢cdo em 250ml
volume total) em balBes de diluicdo. Da solucdo diluida foram retirados 100 pl com
seringa de vidro que foram depois injectados no sistema de cromatografia.
Novamente, foram determinadas as areas dos picos correspondentes ao ido CI, e
recorrendo a curva de calibragdo foi determinada a concentracdo de cloro
correspondente.

Andlise de dados

O impacto do tipo de solugcéo na variagdo de massa das amostras foi analisado
através de testes ndo paramétricos Kruskal-Wallis, devido ao n limitado (n=3). Testes
de Mann-Whitney U foram utilizados para testar diferencas entre pares de solugdes,

post-hoc.

Para se testar o impacto dos factores fixos temperatura (ambiente ou 37°C) e
agitacdo (com ou sem), assim como O impacto das covariaveis variagcdo de pH,
variacdo de concentracdo de ibes Cloro, e concentragdo da solucdo (assumindo 0%
para dgua e 6% para NaOCl 6% + surfactante) na variavel dependente variacao de

massa, o0 modelo linear geral foi utilizado.

Os dados foram analisados através do programa SPSS 19.0 (SPSS Inc,
Chicago, IL). Significancia estatistica foi considerada quando p < 0.05.



Resultados

A percentagem de massa perdida, apés 5 minutos nas diferentes
concentracdes de hipoclorito de sodio a temperaturas diferentes e sem/com indugdo

de agitacdo no meio, estédo representadas na Tabela I.

.Tabela ll- Perda de massa (%_ desvio padrdo) apds 5 minutos de imersdo nas 4
concentracdes de hipoclorito de sddio a diferentes temperaturas com ou sem agitacdo no meio.

Sem Agitacao
T ambiente

37°C

Com Agitagao
T ambiente

379C

Agua -3,8%%4,55%  2,8%+4,51%  -0,9%%2,80% 14,3%*2,94%
NaOCl 1% -9,2%15,19%  -4,8%+2,45% 13,9%%3,02% 30,5%17,58%
NaOCl 2,5% -12,3%%3,21% 3,5%+8,84%

NaOCl 3% 1,5%+11,66%  8,5%%1,20%  34,2%*3,63% 48,3%+0,95%

NaOCl 6% + surfactante

21,1%+0,96%

39,4%+2,50%

48,8%+3,69%

62,9%16,88%

70,00%

60,00%

50,00%

40,00%
mS/A21°C

30,00% mS/A 37°C

C/A21°C
mC/A 37°C

20,00%

10,00%

0,00% -

Cl2,5%

NaOCl 3%  NaOCl 6% +

surfactante

-10,00%

-20,00%

Figura 1- Gréafico com valores médios da percentagem de massa perdida a diferentes
concentracdes e temperaturas, com adicdo ou ndo de agitacdo no meio. (S/A, sem agitacao;
C/A, com agitagéo)



Andlise do efeito da solucdo na variacdo de massa

Observou-se uma perda de massa, em todos 0s grupos-teste, apdés 5 minutos
de exposicdo ao hipoclorito nas concentracbes de 3% - CanalProNaOCI- Coltene® e
6% - Canal Pro NaOCI Extra- Coltene®.

Houve ganho de peso das amostras de imersas na solucao de NaOCI 1% para os dois
grupos teste sem agitacdo (21°C e 37°C). Este fendbmeno verificou-se também para as
amostras testadas nas solucbes de hipoclorito de sddio a 2,5% para o0 grupo a
temperatura ambiente sem agitacdo, sendo que foi aquela a registar maior aumento: -
12,3%. (Tabelall)

Verificou-se um aumento da perda de peso diretamente proporcional a
concentracdo, com significancia estatistica, em todos os grupos-teste com excepgao
do grupo onde as amostras foram imersas nas condi¢cdes de temperatura ambiente e

sem agitagdo. (p=0,05).

O aquecimento das solu¢gbes aumentou, de forma estatisticamente significativa
(p=0,000), a dissolucéo tecidular; o valor deste aumento quando comparado com 0s
dois grupos a temperatura ambiente variou desde 52,7% a 186,7%, dependendo da

concentracdo e da presenga ou auséncia de agitacdo no meio. (Tabela Il)

A presenca de agitacdo provocou também um aumento de peso perdido
gquando comparado com as amostras incubadas num meio sem a presenca desta, a
diferenca é estatisticamente significativa (p=0,000). A percentagem de aumento vai
23,6% a 568,2%, aumentando com as concentracdes e temperatura das solucdes.
(Tabela Il)

Verificou-se, para as solu¢bes de NaOCI, uma perda de peso superior quando
realizada agitagdo em detrimento do aumento da temperatura da solugdo.
Comparando os valores do primeiro grupo teste, no qual a solu¢cdo se encontrava a
temperatura ambiente e sem agitacdo, com o0s resultados obtidos para os grupos
realizados a mesma temperatura mas com agitacéo e o grupo a 37°C sem agitacao,
verificamos uma gradacdo em todas as solucbes de hipoclorito de so6dio, sendo
sempre maior a percentagem de aumento para o grupo com presenca de agitacdo. A
percentagem de dissolugdo méaxima a temperatura ambiente sem agitacao/ 37°C sem
agitacdo variou 18,3 pontos percentuais enquanto a variagdo maxima obtida para
temperatura ambiente sem agitacdo/ temperatura ambiente com agitacdo foi de 32,7

valores. (Tabela Il)
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A solucdo de maior concentracao foi sempre aquela que dissolveu mais tecido
embora ndo se possa criar uma relacdo linear entre aumento de concentracédo e o

aumento de percentagem de massa perdida. (Tabela II)

A perda de peso foi mais alta has amostras submetidas, de forma conjunta, a
agitacao e temperatura de 37°C do que aquelas submetidas aos mesmos parametros

de forma separada. (Tabela Il)

No entanto, esta diferenca néo é estatisticamente significativa. (p=0,797)

Andlise da variacdo de pH, na variacdo de massa

Os resultados revelaram que as covariaveis variagdo de pH e variagcdo de ides
Cloro ndo tém impacto no modelo (p>0.05), enquanto a covariavel concentracdo de

solucdo de NaOCI tem um impacto significativo.

.Tabela lll-Variagcédo de valores de pH (%_ desvio padrdo) ap6s 5 minutos de imersdo nas 4
concentracdes de hipoclorito de sddio a diferentes temperaturas e condi¢bes de agitagdo no
meio.

Sem Agitacao Com Agitacao
Tambiente  37°C T ambiente  37°C
NaOCl 1% 3,1%+1,38% 6,5%+0,58%
NaOCl 2,5% 1,2%+1,83% 2,8%+1,00%
NaOCl 3% 8,2%+0,56% 12,1%+2,34% 19,1%+0,60% 21,2%+0,33%
NaOCIl 6% + surfactante | 0,3%%0,24% 0,8%+0,24%  1,0%%0,05%  1,6%+0,16%

A solucéo que apresentou menores variacdes em termos de valor de pH inicial
e final foi a NaOCIl 6% com adicdo de surfactante (registando o valor minimo de 0,3%)
enquanto aquela que apresentou resultados mais dispares foi a de NaOCl 3%,

atingindo variagdes maximas de 21,2%. (Tabela IIl) (Figuras 2, 3, 4, 5)

Individualmente dentro de cada concentragéo, verificou-se uma relagdo de
proporcionalidade direta entre a percentagem de peso perdido, obtida na Tabela II,
com uma maior variagdo em termos valor de pH: ou seja, maior percentagem de

massa perdida, maior variacdo de pH. (Tabela Ill) (Figuras 2, 3, 4, 5)
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Todas as soluc@es finais obtidas séo alcalinas e houve sempre uma diminuicédo
do valor do pH com a maior variacdo a ser de -21% para a solucdo de NaOCl 3% , a
37°C com agitacdo e a menor(-0,24%) para a solucdo NaOCI| 6% a temperatura
ambiente e sem agitagao.

Graficos demonstrativos de médias para valores de variagao do pH

Temperatura ambiente, sem agitacdo

14

pH

12 ~

H pH Inicial

M pH apds incubagado

NaOCl6%  NaOCI3% NaOCl2.5% NaOCl 1%

Figura 2 — Gréfico com valores médios de variagdo de pH das solugbes a temperatura
ambiente, sem agitacao.
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Temperatura 37°C, sem agitacdo

14

pH

12 1

10 A

8 4

M pH Inicial

6 1 B pH apds incubagdo
4 4

2 4

0 n T T

NaOCl 6%  NaOCI3% NaOCl2.5% NaOCl 1%

Figura 3— Gréfico com valores médios de variacdo de pH das solu¢bes a temperatura de 37°C,
sem agitagéo.

Temperatura ambiente, com agitagédo

14

pH

12 ~

10 ~

H pH Inicial

H pH apos incubacgdo

NaOCl 6% NaOCl 3%

a

Figura 4— Grafico com valores médios de variagdo de pH das solugcbes a temperatura
ambiente, com agitacao.
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Temperatura 37°C, com agitagdo

14

12 ~

10 ~

NaOCl 6%

NaOCl 3%

pH

M pH Inicial

M pH apds incubagado

Figura 5— Gréfico com valores médios de variacdo de pH das solu¢bes a temperatura de 37°C,

com agitagéao.

Analise da variagdo da concentracao de ifes Cloro, na variagdo de massa

Nao foi

encontrada uma significAncia estatistica na relacdo entre as

concentracdes das solugdes usadas e a variagdo da concentracéo do ido cloreto.

.Tabela IV- Variacédo de valores de [CI](%_ desvio padrdo)apds 5 minutos de imerséo nas 4
solucdes de hipoclorito de sédio a diferentes temperaturas e condi¢des de agitacdo no meio.

Sem Agitacao

Com Agitacgao

T ambiente 37°C T ambiente  379C
NaOCl 1% 19,6%+6,75% 27,0%%2,76%
NaOCl 2,5% 5,9%+3,06% 24,2%+2,58%
NaOCl 3% 28,9%+2,36% 44,8%+2,97% 32,0%10,43% 33,7%%3,58%

NaOCl 6% + surfactante | 1,8%%3,62%

14,2,8%+3,15% 11,0%+1,24% 14,7%%2,03%

A solugcdo com menor variacdo de concentracdo de ides CI foi 0 NaOCI 6%

com adicdo de surfactante (com um minimo de 1,8% e um maximo de 14,7%) e a
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solucdo com maiores variacfes registadas continua a ser a de NaOCI 3%, com valor
méximo de 44,8%, sendo este valor 1,5 vezes superior ao mais baixo registado para
esta solucéo (Tabela IV) (Figura 6, 7, 8, 9).

Para todas as medicdes, os valores de concentracdo de ido cloro final foram
inferiores aos existentes no inicio do teste com a maior variagao a ser de -44,9% para
a solucdo NaOCI 3% a 37°C sem agitacdo e a menor de -2,5% para a solugdo NaOCI
6% a temperatura ambiente e sem agitagéo.

Graficos demonstrativos de médias para valores de variacdo da concentragao de
ides Cloreto

Temperatura ambiente, sem agitacao

60000

[Cl]

50000 -
40000 -

30000 A i [Cl] ppm inicial

i [Cl m apos incubagdo
20000 | [CI] ppm ap ¢

10000 H~

O n T T T
NaOCl 6% NaOCI3% NaOClI NaOCl 1%
2.5%

Figura 6— Gréfico com valores médios de variagcdo de pH (ppm) a temperatura ambiente, sem
agitacao.
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Temperatura 37°C, sem agitagédo

60000

50000 -

40000

30000

20000 H~
10000 ~ i |
O n T T T

NaOCl 6% NaOCI3% NaOCI NaOCl 1%
2.5%
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Figura 7— Grafico com valores médios de variacdo de pH (ppm) a temperatura de 37°C, sem

agitacao.

Temperatura ambiente, com agitacdo
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Figura 8- Grafico com valores médios de variacdo de pH (ppm) a temperatura ambiente, com

agitacao.
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Temperatura 37°C, com agitacéo
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Figura 9— Grafico com valores médios de variagcao de pH (ppm) a temperatura de 37°C, com
agitacao.

Discussao

Existe um grande numero de estudos realizados com o objectivo de testar a
capacidade dissolvente do hipoclorito de sddio. Sabe-se hoje que esta se encontra
relacionada com a concentragdo; volume; tempo; temperatura; pH; agitacdo e do tipo,
quantidade e qualidade da superficie de contacto. “'**? No entanto, devido ao facto
de existirem grandes variagBes entre estes factores faz com que seja dificil fazer

comparacdes e determinar a importancia relativa de cada um deles.®

Este estudo avaliou o efeito da concentragdo, da presenca de um agente
surfactante, temperatura, e da agitacdo em solu¢cdes de hipoclorito de sbédio na
dissolugéo de tecido organico, num meio de acg¢édo controlado debrugando-se ainda
sobre o pH e a quantidade de ido CI livre presente no fim dos testes. Varios tém sido
os tecidos organicos usados neste tipo de estudos para simular polpa dentaria™:
tecido muscular porcino®, figado de roedor™, mucosa palatina porcina®, tecido
muscular bovino™, polpa dentaria de origem bovina®™, polpa dentaria de origem
porcina™ A razdo pela qual se opta pela escolha destes tipos de tecidos recai no
facto de serem de mais facil acesso e padronizacdo no que diz respeito a area de
superficie exposta, a sua homogeneidade e controlo da quantidade de massa

presente.®?
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O tecido biologico escolhido poderia ter-se aproximado mais do real (polpa
dentéria humana) caso se tivesse seguido o protocolo empregue por Spand et al onde
foi usada polpa dentéria retirada de incisivos centrais de bovino extraidos
recentemente.” Através deste procedimento obteriamos uma superficie de contacto
menos uniforme e um controlo do peso menos padronizado para cada uma das
amostras mas conseguiriamos uma experiéncia de valor mais aproximado da
realidade clinica. N&o foi, contudo, esse 0 objectivo deste estudo onde houve uma
preocupacdo maior em testar a capacidade dissolvente das diferentes solucoes.

No estudo atual, foi usado tecido muscular bovino com peso padronizado
(70£5mgq) preparado num formato cubico (4 x 4 x 2 mm) de forma a conferir igual area
de superficie as amostras, estes parametros foram definidos anteriormente por outros
autores.® O controlo do peso perdido foi determinado ap6s um periodo de tempo igual
para cada teste (5 minutos), sendo os espécimes pesados no inicio e no fim da
incubacgdo. Este método foi adoptado em virtude de, desta forma, as bolhas formadas
durante a dissolucdo tecidular (reaccdo de saponificacdo) néo interferirem na
visualizacdo da peca permitindo a percepcdo de quando esta estaria completamente
dissolvida.® Devido ao tempo escolhido ser relativamente curto optou-se por realizar
simultaneamente o controlo dos valores de pH e de concentragéo de ides cloreto livre
nas solugbes (antes e apds o contacto com as amostras) dando assim uma ideia

guanto a intensidade da reacc¢dao.

Poderiamos, no entanto, ter tentado determinar, para cada solucdo, nas
diferentes condicdes testadas de temperatura e agitacdo, o tempo necessario para
que a dissolucdo completa ocorresse, registando o valor da variagdo do pH
(verificando até que ponto a solugéo final acidificou) e contabilizando a concentracdo
de iBes cloreto presentes, procurando qualificar a capacidade reactiva da solugcéo
ainda existente; como alternativa, poder-se-ia ter avaliado a cinética da reac¢éo de
dissolucéo, calculando a percentagem de peso perdido das amostras ao longo de
periodos de tempo mais extensos (10 e 15 minutos) como realizado por outros
autores®, evitando, desta forma, o problema causado pelas bolhas presentes no
recipiente; Zehnder et al verificaram que para uma amostra de aproximadamente 80
miligramas, imersa numa solucdo de hipoclorito de sodio a 2,5%, o tempo de
dissolucéo total foi de 90 minutos enquanto que para uma solucdo de 0,5% ainda se

verificava a presenca de 40% da amostra inicial ao fim deste periodo.
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A temperatura de 37°C foi escolhida como temperatura mais elevada para
estudo em virtude de ser um valor que se aproxima da temperatura encontrada no
espaco canalar (32°C); segundo os resultados obtidos por De Figueiredo et al a
temperatura maxima até & qual se verificam aumentos na capacidade de dissolu¢éo

tecidular por parte do hipoclorito de sédio é de 60°C.*"

Dissolucéo tecidular

Neste estudo, constatou-se uma relacdo direta entre o aumento da
concentracdo de hipoclorito de sddio e o poder de dissolugéo tecidular das solucgdes,
para todas as condicbes de temperatura e agitacdo testadas, excepto no caso da
temperatura ambiente sem agitacdo, na qual a solucéo a 2,5% apresentou resultados
inferiores & de 1%. Estes dados estdo em concordancia com outros autores, que
constatam que quanto maior a concentracdo de hipoclorito de sédio mais elevada e
rapida é a dissolucdo tecidular. #0319

Sabe-se que o hipoclorito de s6dio (NaOCI) encontra-se, em solu¢des aquosas,
dissociado em hidroxido de sédio e acido hipocloroso pela seguinte reaccao quimica:
NaOCI+H,O <=> NaOH+HOCI. Quando o NaOCI entra em contacto com material
organico, ocorrem diversas reaccfes quimicas; nomeadamente reacgcdo de
saponificacdo quando acidos gordos reagem com hidréxido de sédio originando um sall
organico e glicerol, reaccdo de neutralizacdo quando aminoacidos reagem com
hidroxido de sd6dio e ainda a reaccdo dos aminoacidos com o acido hipocloroso,
resultando em cloramina e agua. Estas reaccfes ocorrem de forma simultanea e

sinérgica, conduzindo & dissoluc&o organica.®

Nos grupos controlo, as pecas de tecido muscular bovino, imersas em agua
destilada, apresentaram um aumento de peso para 0s dois ensaios realizados a
temperatura ambiente (21°C), enquanto nos grupos com temperatura de 37°C, o0s
pesos das amostras diminuiram. Os resultados obtidos a temperatura ambiente podem
ser explicados pelo facto das amostras, quando colocadas no recipiente que contém a
solugdo em causa, ainda se encontrarem parcialmente congeladas o que as torna
desidratadas e com redu¢do do volume original. Ao entrarem em contacto com agua
no estado liquido, o espac¢o ocupado pelos cristais de gelo vai ser substituido por agua
no estado liquido, hidratando a pe¢a e aumentando assim o seu peso. Estes

resultados estéo de acordo com os obtidos por outros autores.®
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A percentagem de perda de peso verificada no grupo controlo a 37°C com
pipetagem (14,3%) pode ser explicada pela dissociacdo de pequenas por¢cdes da peca
principal devido a agitagdo, responsavel por um aumento da energia cinética no meio;
este facto aliado a uma elevagédo da temperatura conduz a expansdo da amostra, o
gue facilita a quebra de ligacbes e consequente perda de pequenos fragmentos de
tecido muscular bovino. A reduzida dimensdo dos mesmos ndo permite a sua

identificac@o e recolha para pesagem o que justifica o valor observado.

As amostras de tecido imersas na solugdo de hipoclorito de sédio a 1%
aumentaram de peso, apds os 5 minutos do periodo de teste, em condi¢cdes onde nao
existia agitagdo tanto a temperatura de 21°C como de 37°C (embora neste ultimo o
aumento de peso seja menos notério). Este acontecimento pode ser explicado pela
hidratacéo tecidular que ocorre apés um periodo inicial de dissolu¢do da amostra (por
quebra das ligacdes de colagénio). Stojicic et al®, quando testou solucdes de
hipoclorito de sodio a 1% também detectou aumento de peso durante os primeiros 5
minutos tanto a temperatura ambiente como a 37°C; o valor de aumento maximo
encontrado no estudo actual foi de 9,2%, um valor que representa um ganho
aproximado de peso 1,67 vezes superior ao encontrado pelo autor para as mesmas

condigdes (5,5%).

No entanto, para os testes realizados com presenca de agitacdo no meio, fica
denotado um claro aumento de capacidade de dissolucéo tecidular do NaOCI a 1%.
Com valores maximos atingidos para 0 grupo que congrega agitacdo e aumento da
temperatura atingindo um valor de 39,7 pontos percentuais superior aquele realizado a
temperatura ambiente sem agitagdo; demonstra-se assim que a juncdo destes dois
factores resulta, in vitro, num aumento exponencial da capacidade de dissolugcéo

tecidular.

Este estudo mostrou que o aquecimento da solucdo de hipoclorito de sédio

aumenta o seu efeito, seguindo os resultados obtidos por outros autores.®*”

A presenca de agitagdo € clinicamente importante pois sabe-se que o consumo
das moléculas de NaOCI pelas reaccfes de saponificacdo e neutralizacdo (das quais
resultam ides cloreto e agua), diminui a atividade local conferindo a agitacdo um papel
renovador, permitindo a chegada de novas moléculas prontas a reagir, e removendo 0
tecido dissolvido uma vez que existem estudos que constatam a perda de eficacia do
hipoclorito de sédio ao fim de 2 minutos?; os autores do estudo anterior concluiram
gue a temperatura, a agitacdo e a area de contacto apresentam uma maior

importancia do que a propria concentragdo das solugbes usadas na dissolucdo
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tecidular. Optamos, neste estudo, pela pipetagem manual uma vez que € de facil
realizacao e reproduz a utilizacao clinica das solugbes de irrigacdo uma vez que entre
cada irrigagdo sao utilizados instrumentos (manuais ou mecéanicos) que provocam
agitacdo na solucdo contida no interior dos canais radiculares. Todas as solu¢des de
hipoclorito de sédio testadas, apresentaram valores de dissolugéo tecidular superiores
para a agitacdo quando comparados com os valores de percentagem de peso perdido
obtidos para o aumento de temperatura.

Outros métodos de agitacdo empregues na prética clinica diaria como agitacéo
sbnica e ultra-sénica foram comparados, in vitro, com a pipetagem manual, ndo tendo
sido detetadas diferencas estatisticamente significativas. O volume de 5,8ml foi
escolhido para a pipetagem manual devido ao facto de ter sido usado (associado aos
10ml de solucéo-teste) por outros autores®; no entanto verificou-se que o volume
aspirado fazia com que a amostra presente se interpusesse, por vezes, na entrada da
pipeta sendo, desta forma, submetida a pressfes superiores 0 que poderia alterar de
certa forma a padronizacdo pretendida parecendo-nos mais adequado no futuro a
utilizagdo de um volume menor, ou entdo o uso de uma rede de nylon, procedimento
preconizado por Spand et al. Este método ndo influenciaria a area/superficie de
contacto mantendo, a0 mesmo tempo, a amostra protegida.

Segundo alguns autores, o facto de a agitacdo ser introduzida de forma
programada para certos periodos de tempo durante a incubagé@o ou ser aplicada de
forma continua parece causar diferencas significativas nos resultados finais® pelo que
esta teoria poderia ter sido testada neste estudo introduzindo agitacéo por pipetagem

continua durante os 5 minutos de teste.

Valores de pH

Os valores de pH iniciais foram determinados para cada uma das 4 solucfes
com diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio (1%; 2,5%; 3%; 6% com
surfactante) os quais apresentavam todos valores altamente alcalinos parecendo
seguir uma linha decrescente de valor com excepcdo da solugcdo NaOCIl 2,5% que
apresenta um valor superior a de NaOCI| 3%. Este aumento de variagdo pode ser
eventualmente explicado pela presenca de hidroxido de sédio [Na(OH)] na solugéo de
3% (CanalProNaOCI- Coltene®) o que pode alterar o equilibrio da reacgdo de
dissociagdo &cido-base do hipoclorito de sodio, no sentido do favorecimento da
formacéo de &cido hipocloroso com consequente diminuicdo do valor do pH. Apés os
testes, todas as solucdes se mantiveram fortemente alcalinas mas com diminuicéo do

valor do pH em todas elas, estando de acordo com os resultados apresentados por
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outros autores.**® Este fenémeno deve-se as reaccbes de saponificacdo e
neutralizacdo. A menor reducéo de pH, nas solugbes mais concentradas, € atribuida a
presenc¢a de um numero superior de ides hidroxilo (OH).

Pode constatar-se também nos parametros do valor de pH um maior efeito do

factor agitacdo relativamente a temperatura na dissolucdo da amostra de tecido.

Valores de concentracdo do ido cloreto [CI]

A semelhanca do pH, foram primeiramente determinados os valores intrinsecos
de cada uma das solucdes que se pretendia testar, servindo estes para posterior
comparagéo com os valores de concentracao de ides cloreto presentes nas diferentes
solucdes ap6s os 5 minutos de periodo de ensaio. Verificou-se uma percentagem
inicial de concentracéo de ides cloreto maior para as solugdes com concentragdo mais
elevada.

Verificou-se um decréscimo na percentagem de consumo de cloro a medida
gue as concentracdes das solu¢cdes aumentavam: NaOCI 1%, NaOCI 2,5% e NaOCI
6% com adicdo de agente de tensdo superficial, seguindo resultados obtidos por
outros autores. Estes resultados indicam a existéncia de uma maior interaccéo do
NaOCI com a matéria organica, consumindo mais ides cloreto, o que esta de acordo
com os valores de pH obtidos para estas solugbes uma vez que a diminuicdo da
concentracdo dos ides Cl ira baixar os valores de pH encontrados.

Zehnder et al referem que a capacidade de dissolucao tecidular do hipoclorito de s6dio
se deve a quantidade de ides cloreto disponiveis em solucéo e ndo esta dependente
de factores como a osmolaridade ou o pH.® Os dados observados no presente estudo

corroboram esta tendéncia geral.

Este estudo deveria ter contado com a solugcéo de NaOCI a 6% sem adicéo de
agente de tensao superficial da mesma linha comercial da utilizada nas concentracfes
de 3% e 6% com adicdo de surfactante. Esta inclusdo permitir-nos-ia retirar
conclusBes quanto ao real valor do agente de tenséo superficial uma vez que seriam
comparadas iguais concentracbes em iguais condicdes onde apenas iria haver
variagdo neste ponto especifico. Iriamos poder aferir também se o facto de a solugéo
NaOCIl 6% com agente de tensdo superficial apresentar valores tdo diminutos de
variagdo de pH e de concentracdo de ifes cloro (desviando-se da linha légica de que
guanto maior a percentagem de tecido dissolvido maior a variacdo de pH e maior a
dissociagéo dos ides Cloro a partir da molécula de NaOCI) se fica a dever a presenca

do detergente.
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Conclusao

As conclusdes validas que podemos retirar deste estudo experimental in vitro
relacionam-se com o facto de se verificar um aumento na capacidade de dissolugéo
tecidular, por parte das solu¢cdes de hipoclorito, com 0 aumento da sua concentracao.
Este aumento de capacidade dissolvente aumenta também com o aquecimento prévio
da solugdo usada assim como com a introducdo de agitacdo. O aumento da
concentracdo, da temperatura e a presenca de agitacdo sao variaveis com
significAncia estatistica no aumento da capacidade de dissolu¢cdo do NaOCI.

Pdde verificar-se um efeito superior do factor agitacdo em relagdo ao aumento
de temperatura para todas as solu¢des testadas. Os valores de maior percentagem de
peso perdido obtiveram-se quando aumento de temperatura e a presenca de agitacao
foram conjugados.

Para os valores de pH, verificou-se uma reducdo dos mesmos, apds os 5
minutos de teste, para todas as solucdes de hipoclorito de sodio testadas,
permanecendo estas fortemente alcalinas no final do periodo de incubacdo das

amostras.

Os valores da concentracdo do ido cloreto diminuiram sempre ap0s o0s
periodos de teste, permanecendo sempre uma grande percentagem de ides por reagir

em todas as solucdes.
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Anexos

Participacdo laboratorial do aluno

O aluno, Pedro Daniel da Silva Ambrésio, foi responsavel pela elaboracao do
protocolo laboratorial final tendo, para o efeito, realizado ensaios experimentais iniciais
no corte, dissolucdo e pesagem das amostras.

Foi da responsabilidade do aluno a compra e certificacdo do tecido biologico
usado assim como a realizacdo de todos os testes nos quais o tecido foi utilizado:
pesagem inicial e final, a imersdo das amostras, a indugdo de agitacdo no meio, 0

controlo da temperatura e o registo dos resultados obtidos.

O aluno auxiliou e acompanhou tanto a determinacéo do valor de pH inicial e
final, das solugbes testadas, como a obtencdo das concentracdes de ido cloreto

presentes nas solucdes antes e ap0s 0s ensaios.
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