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INTRODUGAO:

A necrose pulpar e a pulpite irreversivel sdo condigdes clinicas frequentemente resultantes de
lesbes cariosas extensas ou traumas. O tratamento convencional nesses casos € a endodontia
convencional (laculli et al., 2022). No entanto, dentes permanentes jovens com rizogénese incompleta
representam um desafio, pois o apice aberto dificulta a instrumentacéo (Galler et al., 2015), irrigagéo e
obturagdo pelos métodos convencionais (Thibodeau e Trope, 2007). Nesse cenario, tem-se a
necessidade de realizar tratamentos especificos, que priorizem o fechamento do apice, para
posteriormente realizar o tratamento endodéntico (Zeng et al., 2016; Schmalz et al., 2020).

Dentre esses tratamentos destaca-se a apicificacdo, que pode ser realizada com trocas
sucessivas de hidréxido de calcio ou com a confecgdo de um plug apical de agregado de triéxido mineral
(MTA), reduzindo o numero de sessbes clinicas (Torabinejad et al., 2017). O tratamento visa o
fechamento do apice, mas nao estimula o desenvolvimento radicular adicional, deixando as paredes
dentinarias frageis e suscetiveis a fraturas ao longo do tempo (Hargreaves et al., 2008; Mahajan, 2020).

Como alternativa a apicificagdo, os procedimentos endoddnticos regenerativos tém ganhado
destaque, por promoverem o espessamento das paredes radiculares e o desenvolvimento adicional da
raiz. Esses procedimentos estimulam o influxo de células-tronco da papila apical (SCAPs), com o
objetivo de restaurar a estrutura e a fungéo do tecido pulpar original (Zeng et al., 2016; Xie et al., 2021;
Sugiaman et al.,, 2022; Rosa et al.,, 2022). Para o sucesso dos procedimentos endodoénticos
regenerativos, € fundamental a presencga de células indiferenciadas, fatores de crescimento e scaffolds,
sendo o TGF-B1 um dos principais fatores envolvidos na diferenciagao celular e na formacgéo de dentina
(Niwa et al., 2018).
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A desinfec¢do adequada do canal radicular € igualmente crucial, uma vez que citocinas pré-
inflamatdrias podem inibir as células-tronco. A Academia Americana de Endodontia (AAE) recomenda o
uso de hipoclorito de sédio (NaOCI) 1,5% seguido de acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 17% como
agente condicionante (American Association of Endodontists, 2021). Essa sequéncia combina a acéo
desinfetante do NaOCI com a capacidade do EDTA de reduzir a citotoxicidade e promover a liberagao
de fatores de crescimento (Martin et al., 2014; Kim et al., 2012). Outras solu¢des, como o acido citrico
10%, demonstraram menor citotoxicidade e boa capacidade de remogao da smear layer (Malheiros et
al., 2005; Reis-Prado et al., 2023). Além disso a combinacgao de acido citrico com outras substancias
como cloreto férrico, a solugéo 10:3, (acido citrico 10% com cloreto férrico 3%) tem sido estudada por
sua capacidade de promover maior desmineralizacdo e preservar a matriz colagena dentinaria
(Rodrigues et al., 2017) o que pode favorecer a liberagao de fatores de crescimento como o TGF-31 e
por isso deve ser investigada.

Portanto, o presente estudo tem como objetivo analisar o efeito da solugéo irrigadora NaOCI
1,5%, combinada a diferentes agentes condicionantes (EDTA 17%, EDTA 10%, acido citrico 10% e

solugao 10:3) na liberagdo do TGF-B1 da dentina radicular.

METODOLOGIA:

Delineamento Experimental

Este estudo foi delineado e reportado de acordo com os itens das diretrizes Preferred Reporting
Items for Laboratory studies in Endodontology (PRILE) (Nagendrababu et al., 2021). Foram selecionados
85 terceiros molares higidos de pacientes jovens, com idade média entre 18 e 35 anos, sem reabsorgdes
internas, calcificagbes, dilaceragdes ou alteragdes anatdmicas e patoldgicas. Os dentes foram
distribuidos aleatoriamente em cinco grupos (n=17), de acordo com o agente condicionante: controle
negativo (solucdo salina), EDTA 17%, EDTA 10%, acido citrico 10% e acido citrico 10% com 3% de
cloreto férrico (solugdo 10:3) (Figura 1). O tamanho amostral foi previamente calculado com nivel de
significancia de 0,05, tamanho de efeito de 0,35 e poténcia de 0,85, utilizando o programa G*Power v3.1

(Heinrich Heine, Universitat Dusseldorf, Alemanha) (Hancerliogullari et al., 2021).
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Figura 1. Esquema do delineamento experimental do estudo
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Fluxograma da divisdo dos grupos de acordo com os grupos em estudo.

EDTA= 4cido etilenodiaminotetracético; AC=Acido citrico.

Preparo da Amostra

Foi realizada a limpeza dos dentes com curetas periodontais para remog¢ao dos tecidos dsseo e
periodontal (figura A), e os dentes foram armazenados em soro fisiolégico a 0,9%, a 4°C. Em uma
maquina de corte (Isomet 1000, Buehler, Lake Bluff, IL) com disco de diamante em baixa velocidade e
sob refrigeracado, os dentes foram seccionados perpendicularmente ao longo eixo (sentido mesiodistal)
na jungcdo cemento-esmalte (figura B e C). As coroas foram descartadas e as raizes seccionadas na
regido de bifurcagcdo. As extensdes longitudinais dos espécimes radiculares foram medidas com
paquimetro digital (Mitutoyo, Suzano, SP, Brasil). As raizes foram planificadas com lixas de carbeto de
silicio 600 e agua para expor a polpa nas vistas oclusal e apical. A polpa restante foi removida com pinca
endodéntica e os espécimes foram submetidos a banho ultrassonico (Ultrassonic Cleaner, Cristéfoli
Biosafety, Campo Mourao, PR, Brasil) com solug¢ado salina por 5 minutos, seguido de lavagem com agua
deionizada por 3 minutos para remocao da smear layer. As faces oclusal, apical e as paredes externas
foram impermeabilizadas com verniz acido-resistente (Risque, Brasil), (figura D) para garantir o contato

das solugdes apenas com as paredes pulpares do tergo cervical (Ferreira et al., 2020; Theodoro, 2024).
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A: limpeza dos dentes com curetas periodontais; B: delimitagdo cemento esmalte; C: Corte com disco diamantado; D: impermeabilizagdo com
verniz acido-resistente.

Tratamento da Dentina Radicular

Os espécimes obtidos foram irrigados com NaOCI 2,5% por 5 minutos. Em seguida, os slices
foram divididos nos cinco grupos experimentais, de acordo com os agentes condicionantes: solugao
salina, EDTA 10%, EDTA 17%, acido citrico 10% e acido citrico 10% com 3% de cloreto férrico (solugao
10:3). Apos a irrigagao, os espécimes foram transferidos para placas de 48 pogos e tratados com 220
ML da solugéo condicionante de cada grupo por 10 minutos. Todas as solugdes utilizadas nos espécimes
apos a irrigacéo foram cuidadosamente coletadas, armazenadas e congeladas para posterior analise e
quantificacao do TGF-31.

Quantificagdo da Liberagao do Fator Transformador de Crescimento-31 (TGF-B1)

As solugdes condicionantes de cada grupo foram descongeladas e analisadas segundo as
instrugdes do fabricante (DuoSet® Human TGF-B1, ELISA Kit, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).
Foi realizada uma curva padrao de calibragéo a partir de 1000 pg/mL do fator de crescimento, com seis
diluicbes em série. Os complexos de anticorpo e Avidina-Biotina-peroxidase também foram preparados,
ambos em diluicdo de 1/100. As amostras foram distribuidas em uma placa de 96 pogos (100 pL por
poco), com trés tempos de incubacdo. As leituras das absorbancias foram feitas em um leitor de
microplacas (Espectrofotémetro de Microplacas de Alto Desempenho Eon™, com Software Gen5,
BioTek, Winooski, VT, EUA), a 450 nm, até 30 minutos apds a adigdo da Solugédo de Parada TMB para
Substrato (tetrametilbenzidina), encerrando a reacdo e determinando a concentracdo de TGF-B1
(Ferreira et al., 2020; Theodoro, 2024).

Analise dos Resultados
Os dados serao submetidos aos testes de normalidade e homoscedasticidade. De acordo com
os resultados dessas analises, serdo aplicados testes estatisticos apropriados: testes paramétricos

(ANOVA) ou nao paramétricos (Mann-Whitney), considerando-se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

A analise estatistica estda em andamento, e os resultados serdo apresentados com o relatério
final.
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