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RESUMO 

 

 

TOMAZ, Milena do Valle. Liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF após 

condicionamento dentinário com agentes quelantes: análise ex vivo. 2023. 48 f. Tese 

(Doutorado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de 

Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 

Os fatores de crescimento armazenados na dentina têm papel fundamental no processo 

de reparo do complexo dentinho pulpar. O objetivo do presente trabalho foi investigar, ex 

vivo, a liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF, armazenados na dentina, após 

condicionamento com os agentes quelantes: EDTA, Quitosana e Ácido etidrônico (HEBP). A 

remoção da camada da smear layer e o grau de erosão dos túbulos dentinários também foram 

analisados por Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV). Para confecção dos corpos de 

prova foram selecionados um total de setenta e dois dentes permanentes, unirradiculares, com 

canal único e sem cáries, fraturas, reabsorção e/ou tratamento endodôntico prévio. Os 

elementos dentários tiveram suas porções coronária e apical removidas para confecção de 

cilindros de dentina com oito mm de comprimento. O interior de cada cilindro foi preparado 

com broca de Gates Glidden número quatro para padronização do diâmetro interno em 1,0mm 

aproximadamente. Todos os corpos de prova foram irrigados inicialmente com 20 mL de 

1,5% NaOCl durante 5 min e então distribuídos aleatoriamente em quatro grupos (n=9 para 

cada grupo) com diferentes protocolos de irrigação final: 17% EDTA (20mL/5 min), 0.2% 

Quitosana (20 mL/5 min), 9% HEBP (20 mL/ 5min) e, solução salina (20 mL/5 min). Após 

irrigação, trinta e seis corpos de prova foram armazenados em microtubos tipo Eppendorf de 

1,5mL contendo meio de cultura α-MEM, 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL de 

estreptocimicina a 37°C por vinte e quatro horas. Após este período o sobrenadante contido 

em cada microtubo foi coletado e a liberação dos fatores de crescimento foi quantificada 

utilizando-se o teste imunoenzimático ELISA. Não foi realizada análise estatística destes 

dados, pois não foi detectada a liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF nos 

grupos testados. Os demais trinta e seis corpos de prova foram cortados no sentido mesio-

distal para realização de fotomicrografias dos terços cervical, médio e apical com objetivo de 

comparar a eficácia dos diferentes agentes quelantes na remoção da smear layer e grau de 

erosão dos túbulos dentinários utilizando-se análise por MEV. Os dados foram submetidos ao 

teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e Dunn com um nível de significância  = 0,05. A 

irrigação final com os agentes quelantes EDTA 17%, Quitosana 0,2% e HEBP 9% foi 

eficiente na remoção da camada de smear layer além de promover erosão dos túbulos 

dentinários, sem diferença significativa entre os grupos testados. Baseado na metodologia 

empregada e diante dos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que: a) Não foi 

possível quantificar a liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF com o Kit ELISA 

utilizado; b) Como todos agentes quelantes testados foram eficientes na remoção da camada 

de smear layer e promoveram algum grau de erosão dos túbulos dentinários, em todas as 

regiões analisadas, a Quitosana 0,2% pode ser um substituto natural ao EDTA 17%. 

 

Palavras-chave: Fator de transformação de crescimento. Fator de crescimento vascular 

endotelial. Ácido etidrônico. Quitosana. EDTA. Agentes quelantes. 



 
 

 

ABSTRACT 

 

 

TOMAZ, Milena do Valle. Release of growth factors TGF β1 e VEGF into root canals 

with the chelating agents EDTA, Chitosanand Etidronic Acid: ex vivo analysis. 2023. 48 

f. Tese (Doutorado em Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do 

Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2023. 

 

Growth factors sequestrated in dentin play an important role in the repair process of 

the dentino pulp complex. The aim of this study was to investigate, ex vivo, the release of 

growth factors TGFβ1 e VEGF, sequestrated in dentin, after conditioning with the chelating 

agents: EDTA, Chitosan and Etidronic Acid (HEBP). The smear layer removal and the dentin 

tubules erosion were also analysed. by SEM. A total of seventy two teeth met the following 

criteria: permanent teeth with single rooted teeth, without caries, fractures, resorption and/or 

previous endodontic treatment, were selected for the preparation of specimens. The crowns 

and the apical portion of teeth were removed and root segments were prepared to cylinder 

shape with 8 mm. The root segment was instrumented up to Gates Glidden size 4 to 

standardize the internal diameter at 1mm.Thirty six specimens were initially irrigated with 20 

mL/5 min of  NaOCL and then randomly assigned into four groups (n=9 for each group) with 

different final irrigation protocols: 17% EDTA (20mL/5 min); 0.2% Chitosan (20 mL/5 min); 

9% HEBP (20 mL/ 5min); Saline (20 mL/5 min).After the final irrigation the specimens were 

kept in an 1,5mL Eppendorf microtubes containing α-MEM medium and 100 U/mL penicilin 

e 100 U/mL de estreptocimicin at 37°C for twenty four hours. After that time the medium 

from thirty six Eppendorf tubes were collected and the growth factors release was quantified 

using an immunoenzymatic test ELISA. The data were not submitted to any statistical test 

because the release of growth factors TGF β1 e VEGF was not detected in any tested group. 

Longitudinal grooves were made on the mesiodistal surfaces of another thirty six specimens 

using a low-speed diamond disk. Photomicrographs of the cervical, middle and apical thirds 

in order to compare the effectiveness of different chelating agents the smear layer removal 

and the degree of the dentinal tubules erosion, using electron microscopy (SEM). Data were 

submitted to the non- parametric tests Kruskal-Wallis and Dunn with a significance level of α 

= 0,05. The final irrigation protocols with the chelating agents EDTA 17%, Chitosan 0,2% 

and HEBP 9% was efficient in removing the smear layer and promote some erosion in the 

dentine tubules, with no significant difference between the tested groups. Based in the 

methodology employed and according to the results of this study ita can be concluded that: a) 

it was not possible to quantify the release of growth factors TGF β1 and VEGF with the 

ELISA kit used; b) As all the chelating agents tested were efficient in smearlayer removal and 

promote some degree of dentin tubules erosion, in all regions analysed, Chitosan 0,2% can be 

a natural substitute for EDTA 17%. 

 

Keywords: Transforming growth factor-β1. Vascular growth factor. Etidronic acid. Chitosan. 

EDTA. Chelating agents.
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CONSIDERAÇÕES INICIAIS 

  

 

O tratamento de dentes com rizogênese incompleta e necrose pulpar representa grande 

desafio para a terapia endodôntica (BANCHS; TROPE, 2004; CHAE; YANG; KIM, 2018; 

ZENG et al., 2016). As paredes dentinárias delgadas e divergentes dificultam a desinfecção e 

a modelagem do Sistema de Canais Radiculares (SCR), tornam os dentes mais susceptíveis à 

fratura e aumentam a dificuldade em se estabelecer um anteparo para o material obturador 

(JUNG et al., 2019; TROPE, 2010). O tratamento convencional preconizado nesses casos é a 

apicificação, definida como o processo de criação de uma barreira calcificada apical em 

dentes permanentes jovens com necrose pulpar (AMERICAN ASSOCIATION OF 

ENDODONTISTS, 2015b; SONGTRAKUL et al., 2020). A técnica consiste na troca de 

medicação à base de hidróxido de cálcio, exigindo múltiplas visitas e um longo tempo de 

tratamento, ou a aplicação do Agregado Trióxido Mineral (MTA) como uma barreira apical 

artificial, permitindo a obturação do SCR em menos tempo (CHALA; ABOUQAL; RIDA, 

2011; JO; B; EC, 2002; SONGTRAKUL et al., 2020). No entanto, independente do material 

utilizado, a apicificação não tem a capacidade de restaurar a vitalidade do tecido pulpar 

danificado, tendo como consequências a não continuidade do desenvolvimento radicular nem 

o aumento em espessura das paredes SCR, permanecendo uma raiz frágil e susceptível à 

fratura  (HARGREAVES; DIOGENES; TEIXEIRA, 2013; JO; B; EC, 2002; NICOLOSO et 

al., 2019).  

O conceito da endodontia regenerativa foi introduzido por Ostby em 1961 através de 

estudos (NYGAARD‐ÖSTBY; HJORTDAL, 1971; ÖSTBY, 1961) que tinham como um dos 

objetivos explicar a importância do coágulo sanguíneo, proveniente da indução do 

sangramento dos tecidos perirradiculares, no processo de regeneração e reparo dos tecidos 

pulpares após remoção total da polpa (KIM et al., 2018; TORABINEJAD; ABU-TAHUN, 

2010). Apesar dos estudos demonstrarem crescimento de tecido conjuntivo fibroso no interior 

do SCR foi somente a partir do estudo de Iwaya et al. (2001) que o termo “revascularização” 

para tratamento de dentes permanentes com necrose pulpar e rizogênese incompleta passou a 

ser utilizado e aplicado clinicamente (KIM et al., 2018; LAW, 2013). O estudo relatou o 

tratamento de um segundo pré-molar inferior direito de uma paciente de 13 anos que 

apresentava rizogênese incompleta e necrose pulpar, com lesão radiolúcida no periápice e 

periodontite apical associada à fístula. A técnica, realizada em várias etapas, consistiu, 
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basicamente, na abertura coronária e irrigação da porção cervical com hipoclorito de sódio 

5% (NaOCl) associado a água oxigenada 3% (H2O2) e aplicação de pasta antibiótica 

(metronidazol e ciprofloxacino) até a total remissão de sinais e sintomas. Na sexta consulta 

uma pasta de hidróxido de cálcio [Ca (OH)2] foi colocada no interior do SCR (em contato 

com um tecido vital, localizado apicalmente, que podia ser observado através do exame 

visual), acompanhada do selamento coronário definitivo. O controle radiográfico de trinta 

meses, após o início dos procedimentos, demonstrou haver completo fechamento apical e 

aumento da largura das paredes dentinárias, comprovando assim o sucesso do tratamento ( 

IWAYA; IKAWA; KUBOTA, 2001). A partir daí outros relatos de caso utilizando a mesma 

técnica começaram a surgir e Banchs e Trope (2004) propuseram um protocolo clínico que 

passou a ser adotado pela Associação Americana de Endodontistas (AAE) nas “Considerações 

Clínicas para um procedimento regenerativo” em 2016. 

A revascularização pulpar ou Tratamento Endodôntico Regenerativo (RET) é definida 

pela AAE como "procedimentos baseados na biologia projetados para substituir estruturas 

danificadas, incluindo estruturas de dentina e raízes, bem como células do complexo dentino 

pulpar” (AMERICAN ASSOCIATION OF ENDODONTISTS, 2015a, p. 2; DENIZ 

SUNGUR et al., 2019). A técnica, sugerida e atualizada pela AAE em 2018, consiste 

basicamente na desinfecção do SCR com soluções irrigadoras adequadas e medicação 

intracanal (pasta  antibiótica ou a base de hidróxido de cálcio), indução de sangramento da 

região periapical, barreira coronária com MTA e restauração do elemento dentário (ERAMO 

et al., 2018). O objetivo é preencher o espaço do SCR com coágulo sanguíneo que servirá 

como uma rede de fibrina tridimensional, scaffold, contendo células sanguíneas, fatores de 

crescimento e citocinas iniciando assim a formação de um novo tecido (CHAE; YANG; KIM, 

2018). 

Os fatores de crescimento são substâncias biologicamente ativas, sintetizados pela 

maioria das células, que se ligam a receptores específicos na membrana de células-alvo 

provocando uma cascata bioquímica intracitoplasmática, interferindo, assim, em uma série de 

atividades celulares, como por exemplo: migração, proliferação, diferenciação e apoptose 

celular, incluindo as células estaminais (ATESCI et al., 2020; WIDBILLER et al., 2017). 

Dentre os diversos fatores de crescimento armazenados na dentina, o fator de 

transformação do crescimento β1 (TGF- β1) e o fator de crescimento vascular endotelial 

(VEGF) são de especial interesse para a endodontia (MAZZONI et al., 2012; SCHMALZ; 

WIDBILLER; GALLER, 2017). 
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O TGF- β1 é a isoforma (super família TGF- β: TGF- β1, TGF- β2, TGF- β3) mais 

abundante, responsável por regular uma grande quantidade de processos biológicos (produção 

de matriz extracelular, proliferação, sobrevivência, diferenciação dos odontoblastos, 

reconhecimento, apoptose e migração celular) importantes na regulação da resposta 

imunológica, angiogênese, cicatrização de lesões, desenvolvimento do organismo e 

metabolismo ósseo (CHAE; YANG; KIM, 2018; GOLDBERG; SMITH, 2004; SMITH et al., 

2016). Na endodontia, em casos de lesões inflamatórias periapicais, tem sido relacionado a 

modulação da resposta inflamatória e ao processo de reparo das mesmas, além de controlar o 

processo de cicatrização no complexo dentino pulpar (FERREIRA; PUPPIN-RONTANI; 

PASCON, 2020; GALLER et al., 2015). 

Já o fator de crescimento vascular endotelial VEGF-A ou simplesmente VEGF é o 

mais abundante dentre as sete isoformas encontradas (VEGF-A, B, C, D, E, F, fator de 

crescimento placentário (PIGF) (MATTUELLA; BENTO, 2007). Sintetizado por várias 

células (células endoteliais, tumorais, células musculares lisas macrófagos, linfócitos, 

monócitos, megacariócitos) é considerado um potente mitótico, capaz de regular a expressão  

de diversas enzimas envolvidas no aumento da permeabilidade vascular e no processo da 

angiogênese, fundamentais na cicatrização de feridas e no desenvolvimento tecidual (ATESCI 

et al., 2020; GRAZUL-BILSKA et al., 2003; MATSUSHITA et al., 2000). A angiogênese é o 

mecanismo de crescimento de novos vasos sanguíneos, regulado por células estaminais 

(células com capacidade para darem origem às células especializadas que constituem os 

tecidos e órgãos do nosso corpo), a partir dos vasos já existentes. Na endodontia regenerativa 

a sobrevivência do novo tecido formado está estritamente ligada à formação de novos vasos 

nos sítios de intervenção, garantindo o suprimento adequado de oxigênio e nutrientes para os 

processos reparadores (JUN et al., 2018; ZHANG et al., 2011).  

Estes fatores de crescimento, assim como as citocinas e uma série de outras moléculas 

bioativas estão armazenados na dentina, de forma inativa, pois são secretados pelos 

odontoblastos durante a dentinogênese (DUNCAN; KOBAYASHI; SHIMIZU, 2018). 

Sempre que necessário estas substâncias podem ser reativadas e liberadas na resposta do 

complexo dentino pulpar, frente aos agentes agressores, desempenhando funções biológicas 

essenciais, como a sinalização intracelular, a diferenciação de células progenitoras, a 

proliferação celular e a mineralização (CHAE; YANG; KIM, 2018; FINKELMAN et al., 

1990; ZHANG et al., 2011). 
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Diversos materiais dentários como os ácidos, adesivos fosfóricos, hidróxido de cálcio, 

MTA, agentes quelantes, como o ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), e ainda o ácido 

láctico, produzido pela fermentação bacteriana durante o desenvolvimento da cárie dental, são 

fatores capazes de promover a desmineralização dentinária liberando assim estas substâncias 

biologicamente ativas, que por sua vez, modificam a resposta imunológica, interferindo 

diretamente no recrutamento e diferenciação das células tronco envolvidas no processo de 

reparo tecidual (FERRACANE; COOPER; SMITH, 2013; GALLER et al., 2011; 

GONÇALVES et al., 2016).  

O ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) é a substância quelante mais utilizada 

como irrigante final após a desinfecção do SCR devido sua capacidade de remover a smear 

layer, uma camada de esfregaço (fina, irregular, amorfa, composta de matéria orgânica e 

inorgânica: microorganismos, raspas de dentina, fragmentos de processos odontoblásticos) 

gerada a partir da fricção dos instrumentos endodônticos com as paredes dentinárias (RATIH; 

ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020; SERPER; SEMRA, 2002). O EDTA reage 

e remove os íons cálcio presentes nos cristais de hidroxiapatitada dentina provocando a 

desmineralização e o aumento da rugosidade das paredes dentinárias o que consequentemente 

altera a composição química da mesma (topografia e molhabilidade) resultando em uma 

superfície limpa e túbulos dentinários abertos, favorecendo assim o embricamento dos 

materiais de preenchimento, a liberação de fatores de crescimento responsáveis pelos 

mecanismos de reparo tecidual, além de melhorar a adesão das células tronco em casos de 

RET (AYOUB et al., 2020; GALLER et al., 2011; ZENG et al., 2016). Porém, estudos 

apontam alguns efeitos indesejáveis do EDTA: é um fraco agente antibacteriano (RATIH; 

ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020; TORABINEJAD et al., 2003), a utilização 

prolongada, superior a 5 minutos, pode levar a redução da microdureza dentinária resultando 

em fraturas radiculares (GANDOLFI et al., 2019; TARTARI et al., 2013), quando utilizado 

simultaneamente ao NaOCl,  tem influência negativa nas propriedades antibacterianas e na 

capacidade de dissolução tecidual do mesmo devido a diminuição da quantidade de cloro livre 

disponível na mistura (ULUSOY; MANTI; ÇELIK, 2020; ZEHNDER et al., 2005) e 

diminuição da capacidade de remover smear layer no terço apical, provavelmente devido à 

alta tensão superficial da região (HÜLSMANN; HECKENDORFF; LENNON, 2003; 

ULUSOY; MANTI; ÇELIK, 2020).  

Outras substâncias químicas também capazes de promover a desmineralização da 

dentina, removendo smear layer, vêm sendo pesquisadas a fim de suprir as desvantagens da 
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utilização do EDTA, como a quitosana (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2015; RATIH; 

ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020) e o ácido etidrônico (ARIAS-MOLIZ et 

al., 2014; DENIZ SUNGUR et al., 2019).  

As pesquisas sobre a quitosana datam do século XIX (DODANE; VILIVALAM, 

1998).  Porém os estudos a respeito da sua aplicação como biomaterial só se intensificaram 

nos últimos 25 anos, sendo utilizada principalmente na veiculação de medicamentos e na 

engenharia de tecidos (DODANE; VILIVALAM, 1998; TAVARIA et al., 2013). A quitosana 

é um polissacarídeo natural obtido a partir da desacetilação da quitina, que existe 

abundantemente na natureza como componente estrutural do exosqueleto de artrópodes 

(incluindo crustáceos e insetos), diatomáceas, algas e paredes celulares de alguns fungos 

(KIM et al., 2008; SILVA et al., 2013). É biocompatível, biodegradável, não tóxica a células 

humanas, antioxidante, antimicrobiana (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2015; DUCRET 

et al., 2019; JAISWAL et al., 2017), podendo ser encontrada nas formas de flocos secos, pó 

fino e solução (SHRESTHA; KISHEN, 2016). Devido sua estrutura química, um policátion 

linear com elevada densidade de carga, grupos reativos e inúmeras ligações de hidrogênio, 

suas propriedades mecânicas e biológicas podem ser facilmente modificadas permitindo assim 

ampla utilização em diferentes áreas como: biomedicina (suturas cirúrgicas, implantes 

dentários, reconstituição óssea, lentes de contato, liberação controlada da medicamentos, 

encapsulamento de materiais), agricultura (mecanismos defensivos e adubo para plantas), nas 

indústrias alimentícia (fibras dietéticas, redutor de colesterol, conservante, fungicida e 

bactericida, revestimento para frutos), farmacêutica (imunológico, antitumoral, hemostático e 

anticoagulante) e cosmética (esfoliante para a pele, tratamento do acne, hidratante capilar, 

creme dental) (DODANE; VILIVALAM, 1998; MORIN-CRINI et al., 2019; MUXIKA et al., 

2017; TAVARIA et al., 2013). As aplicações da quitosana na odontologia devem-se às suas 

propriedades bioadesivas e antimicrobianas, liberação prolongada de medicamentos na 

cavidade oral, eficácia no tratamento de doenças periodontais, redução da placa dentária, 

regeneração óssea e diminuição da inflamação e ainda como esponjas porosas que induzem a 

diferenciação e proliferação celular (BARRERAS et al., 2016; BELLAMY et al., 2016; 

BOYNUEǦRI et al., 2009; VERKAIK et al., 2011). Na endodontia está sendo incorporada, 

de forma experimental, aos cimentos endodônticos e às pastas de hidróxido de cálcio como 

medicação intracanal, promovendo liberação prolongada de íons cálcio (BALLAL et al., 

2019; LOYOLA-RODRÍGUEZ et al., 2019; SHAIK; REDDY, 2017). A sua propriedade 

quelante de íons metálicos (Ca++ e Mg++) vem orientando a sua utilização para a remoção de 
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smear layer (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2015; KRAMBLE et al., 2017; PIMENTA 

et al., 2012; RATIH; ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020; SILVA et al., 2013). 

O ácido etidrônico ou etidronato (1-hydroxyethylidene-1, 1-bisphosphonate) (HEBP) é 

um bifosfanato ativo, administrado por via oral ou venosa, capaz de inibir a reabsorção e 

remodelação óssea por meio de diversos mecanismos celulares (são absorvidos pelos 

osteoclastos, quebram a formação do citoesqueleto necessário para a fixação destas células no 

osso  e reduzem a secreção das enzimas lisossomiais) que levam a inibição dos osteoclastos 

sendo recomendado no tratamento de osteoporose e doença de Paget (MOORE; TANNER; 

SCHOENECKER, 2015; POVOROZNYUK et al., 2018). Estudos demonstram que o HEBP 

é biocompatível e possui atividade quelante semelhante ao EDTA ou ácido cítrico, podendo 

ser utilizada conjuntamente com o NaOCl, sem interferir em suas propriedades químicas, 

como um único irrigante (solução NaOCl/HEBP), simplificando a etapa de irrigação do SCR 

e economizando tempo clínico, uma vez que uma única solução teria atividade 

antimicrobiana, capacidade de dissolver matéria orgânica, reduzir a formação da smear layer, 

além de ser menos agressivo a dentina (ARIAS-MOLIZ et al., 2014; DENIZ SUNGUR et al., 

2019; PAQUÉ; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012). Apesar da administração sistêmica dos 

bifosfanatos, por longos períodos, estar associada a osteonecrose dos maxilares, não há relatos 

sobre este desfecho com o uso de HEBP. 

Do ponto de vista clínico, uma solução quelante ideal para ser utilizada nos 

tratamentos endodônticos regenerativos seria aquela capaz de liberar uma maior quantidade 

de fatores de crescimento no interior do SCR, favorecendo assim o processo de reparo do 

complexo dentino pulpar. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi investigar, ex 

vivo, a liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF no interior do SCR, utilizando 

os diferentes agentes quelantes: EDTA, Quitosana e HEBP, seguindo o protocolo de irrigação 

para o tratamento endodôntico regenerativo sugerido pela AAE. 
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1 PROPOSIÇÃO 

 

 

A presente tese apresentou como objetivos: 

Investigar ex vivo a liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF no interior 

do SCR após condicionamento com os agentes quelantes: EDTA, Quitosana e HEBP, 

utilizando o teste Imunoenzimático (ELISA). 

Comparar a eficácia dos diferentes agentes quelantes na remoção da smear layer e 

erosão dos túbulos dentinários por meio de análise Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV). 
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2 DESENVOLVIMENTO 

 

 

Nesta seção será apresentado o artigo proveniente da tese de doutorado.  

 

 

2.1 TGF β1 and VEGF growth factors release after dentin conditioning: ex vivo analyses 

(Manuscrito) 

 

 

Artigo será submetido ao periódico International Endodontic Journal classificado no 

Qualis da CAPES (Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível Superior), na Área 

de Avaliação de Odontologia, como A1.   

 

Liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF após condicionamento dentinário 

com agentes quelantes: análise ex vivo 

 

M. V. Tomaz1, B.P. Coelho1; J. M. M. Tinoco2, M.V. Colaço3, T. R. Correia4, M. R. 

Almeida5, P. R. Z. Antas5, L. M. Sassone1 

 

1 Departamento de Procedimentos Clínicos Integrados, Faculdade de Odontologia, 

Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro, Brasil. 

2 Departamento de Endodontia, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio de 

Janeiro (UFRJ), Rio de Janeiro, Brasil. 

3 Laboratório de Física a Aplicada as Ciências Biomédicas e Ambientais, Instituto de Física, 

Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro, Brasil. 

4 Laboratório de processamento de polímeros IQ-UERJ, Instituto de Química, Universidade 

do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro, Brasil. 

5 Departamento de Imunologia, Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil.  
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Resumo 

 

Objetivo: investigar, ex vivo, a liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF, 

armazenados na dentina, após condicionamento com os agentes quelantes: EDTA, Quitosana 

e Ácido etidrônico (HEBP) e a remoção da camada da smear layer e o grau de erosão dos 

túbulos dentinários também foram analisados por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV). Metodologia: para confecção dos corpos de prova foram selecionados um total de 

setenta e dois dentes permanentes, unirradiculares, com canal único e sem cáries, fraturas, 

reabsorção e/ou tratamento endodôntico prévio. Os elementos dentários tiveram suas porções 

coronária e apical removidas para confecção de cilindros de dentina com oito mm de 

comprimento. O interior de cada cilindro foi preparado com broca de Gates Glidden número 

quatro para padronização do diâmetro interno em 1mm. Todos os corpos de prova foram 

irrigados inicialmente com 20 mL de 1,5% NaOCl durante 5 min e então distribuídos 

aleatoriamente em quatro grupos (n=9 para cada grupo) com diferentes protocolos de 

irrigação final:17% EDTA (20mL/5 min), 0.2% Quitosana (20 mL/5 min), 9% HEBP (20 mL/ 

5min) e, solução salina (20 mL/5 min). Após irrigação, trinta e seis corpos de prova foram 

armazenados em microtubos tipo Eppendorf de 1,5mL contendo meio de cultura α-MEM, 100 

U/mL de penicilina e 100 U/mL de estreptocimicina a 37°C por vinte e quatro horas. Após 

este período o sobrenadante contido em cada microtubo foi coletado e a liberação dos fatores 

de crescimento foi quantificada utilizando-se o teste imunoenzimático ELISA. Não foi 

realizada análise estatística destes dados, pois não foi detectada a liberação dos fatores de 

crescimento TGF β1 e VEGF nos grupos testados. Os demais trinta e seis corpos de prova 

foram cortados no sentido mesio-distal para realização de fotomicrografias dos terços 

cervical, médio e apical com objetivo de comparar a eficácia dos diferentes agentes quelantes 

na remoção da smear layer e grau de erosão dos túbulos dentinários utilizando-se análise por 

MEV. Os dados foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis e Dunn com 

um nível de significância  = 0,05. Resultados: A irrigação final com os agentes quelantes 

EDTA 17%, Quitosana 0,2% e HEBP 9% foi eficiente na remoção da camada de smear layer 

além de promover erosão dos túbulos dentinários, sem diferença significativa entre os grupos 

testados. Conclusão: 1) Não foi possível quantificar a liberação dos fatores de crescimento 

TGF β1 e VEGF com o Kit ELISA utilizado; 2) Como todos agentes quelantes testados foram 
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eficientes na remoção da camada de smear layer e promoveram algum grau de erosão dos 

túbulos dentinários, em todas as regiões analisadas, a Quitosana 0,2% pode ser um substituto 

natural ao EDTA 17%. 

Palavras-chave: fator de transformação de crescimento; fator de crescimento vascular 

endotelialácido etidrônico; quitosana; EDTA; agentes quelantes. 

 

 

Introdução 

 

As paredes dentinárias delgadas e divergentes dos dentes com rizogênese incompleta e 

necrose pulpar dificultam a desinfecção e a modelagem do sistema de canais radiculares 

(SCR), tornam os dentes mais susceptíveis à fratura e aumentam a dificuldade em se 

estabelecer um anteparo para o material obturador (JUNG et al., 2019; TROPE, 2010). 

O tratamento convencional preconizado nesses casos é a apicificação, definida como o 

processo de criação de uma barreira calcificada apical em dentes permanentes jovens com 

necrose pulpar (AMERICAN ASSOCIATION OF ENDODONTISTS, 2015b; 

SONGTRAKUL et al., 2020). A técnica consiste na troca de medicação à base de hidróxido 

de cálcio, exigindo múltiplas visitas e um longo tempo de tratamento, ou a aplicação do 

Agregado Trióxido Mineral (MTA) como uma barreira apical artificial, permitindo a 

obturação do SCR em menos tempo (CHALA; ABOUQAL; RIDA, 2011; JO; B; EC, 2002; 

SONGTRAKUL et al., 2020). No entanto, independente do material utilizado, a apicificação 

não tem a capacidade de restaurar a vitalidade do tecido pulpar danificado, tendo como 

consequências a não continuidade do desenvolvimento radicular nem o aumento em espessura 

das paredes SCR, permanecendo uma raiz frágil e susceptível à fratura  (HARGREAVES; 

DIOGENES; TEIXEIRA, 2013; JO; B; EC, 2002; NICOLOSO et al., 2019). 

O Tratamento Endodôntico Regenerativo (RET) é um conjunto de procedimentos 

baseados na tríade da engenharia de tecidos (scaffold, células tronco e fatores de crescimento) 

que têm por objetivo substituir estruturas danificadas, incluindo dentina, raízes e as células do 

complexo dentino pulpar (HARGREAVES; DIOGENES; TEIXEIRA, 2013; NICOLOSO et 

al., 2019). A técnica proposta pela AAE consiste, basicamente, na desinfecção do SCR por 

meio de irrigação copiosa associada a medicações intracanais, seguido da indução de 

sangramento dos tecidos periapicais (AMERICAN ASSOCIATION OF ENDODONTISTS, 

2015a). O objetivo da técnica é preencher o espaço do SCR com coágulo sanguíneo que 
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servirá como uma rede de fibrina tridimensional, scaffold, contendo células sanguíneas, 

fatores de crescimento e citocinas que serão capazes de iniciar a formação de um novo tecido 

promovendo assim, a formação contínua das raízes (KIM et al., 2018; LOVELACE et al., 

2011). 

Os fatores de crescimento são substâncias biologicamente ativas, sintetizados pela 

maioria das células, que se ligam a receptores específicos na membrana de células-alvo 

provocando uma cascata bioquímica intracitoplasmática, interferindo, assim, em uma série de 

atividades celulares (ATESCI et al., 2020; WIDBILLER et al., 2017). Estes fatores, assim 

como as citocinas e uma série de outras moléculas bioativas, estão armazenados na dentina, 

de forma inativa, pois foram secretados pelos odontoblastos durante a dentinogênese 

(DUNCAN; KOBAYASHI; SHIMIZU, 2018; ZENG et al., 2016). Sempre que necessário 

estas substâncias podem ser reativadas e liberadas na resposta do complexo dentino pulpar, 

frente aos agentes agressores, desempenhando funções biológicas essenciais, como a 

sinalização intracelular, a diferenciação de células progenitoras, a proliferação celular e a 

mineralização (CHAE; YANG; KIM, 2018; ZHANG et al., 2011). O fator de transformação 

do crescimento β1 (TGF- β1) e o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) são de 

especial interesse para a endodontia regenerativa por estarem associados aos processos de 

reparo da dentina e da polpa regulando a migração de células inflamatórias para o sítio da 

lesão e promovendo a formação de novos vasos sanguíneos, respectivamente (MAZZONI et 

al., 2012; SCHMALZ; WIDBILLER; GALLER, 2017).  

Diversos materiais dentários como os ácidos, adesivos fosfóricos, hidróxido cálcio, MTA, 

agentes quelantes, como o EDTA, e ainda o ácido láctico, produzido pela fermentação 

bacteriana durante o desenvolvimento da cárie dental, são fatores capazes de promover a 

desmineralização dentinária liberando estas substâncias biologicamente ativas 

(FERRACANE; COOPER; SMITH, 2013; GALLER et al., 2011; GONÇALVES et al., 

2016). O ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) é a substância quelante mais utilizada como 

irrigante final após a desinfecção do SCR devido sua atividade quelante capaz de remover a 

smear layer (RATIH; ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020; SERPER; SEMRA, 

2002). O EDTA reage e remove os íons cálcio presentes nos cristais de hidroxiapatita da 

dentina provocando a desmineralização e o aumento da rugosidade das paredes dentinárias, 

alterando a composição química da mesma, resultando em uma superfície limpa e túbulos 

dentinários abertos, favorecendo assim a  adesão dos materiais de preenchimento, a  liberação 

de fatores de crescimento  responsáveis pelos mecanismos de reparo tecidual, além de 
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melhorar a adesão das células tronco em casos de RET (AYOUB et al., 2020; GALLER et al., 

2011; ZENG et al., 2016). Porém, estudos apontam alguns efeitos indesejáveis do EDTA: (1) 

é um fraco agente antibacteriano (RATIH; ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020; 

TORABINEJAD et al., 2003); (2) a utilização prolongada, superior a 5 minutos, pode levar a 

redução da microdureza dentinária resultando em fraturas radiculares (GANDOLFI et al., 

2019; TARTARI et al., 2013); (3) quando utilizado simultaneamente ao NaOCl, tem 

influência negativa nas propriedades antibacterianas e na capacidade de dissolução tecidual do 

mesmo devido a diminuição da quantidade de cloro livre disponível na mistura (ULUSOY; 

MANTI; ÇELIK, 2020; ZEHNDER et al., 2005); (4) diminuição da capacidade de remover 

smear layer no terço apical, provavelmente devido à alta tensão superficial da região 

(HÜLSMANN; HECKENDORFF; LENNON, 2003; ULUSOY; MANTI; ÇELIK, 2020).  

Sendo assim, outras substâncias químicas também capazes de promover a 

desmineralização da dentina, removendo smear layer e consequentemente liberando os fatores 

de crescimento dentro do SCR, veem sendo pesquisadas a fim de suprir as desvantagens da 

utilização do EDTA, como a quitosana (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2015; RATIH; 

ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020) e o ácido etidrônico (ARIAS-MOLIZ et 

al., 2014; DENIZ SUNGUR et al., 2019).  

A quitosana é um polissacarídeo natural obtido a partir da desacetilação da quitina (KIM 

et al., 2008; SILVA et al., 2013). É biocompatível, biodegradável, não tóxica a células 

humanas, antioxidante, antimicrobiana (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2015; DUCRET 

et al., 2019; JAISWAL et al., 2017), podendo ser encontrada nas formas de flocos secos, pó 

fino e solução (SHRESTHA; KISHEN, 2016).Na endodontia está sendo incorporada, de 

forma experimental, aos cimentos endodônticos e às pastas de hidróxido de cálcio como 

medicação intracanal, promovendo liberação prolongada de íons cálcio (BALLAL et al., 

2019; LOYOLA-RODRÍGUEZ et al., 2019; SHAIK; REDDY, 2017). A sua propriedade 

quelante de íons metálicos (Ca++ e Mg++) vem orientando a sua utilização para a remoção de 

smear layer (DEL CARPIO-PEROCHENA et al., 2015; KRAMBLE et al., 2017; RATIH; 

ENGGARDIPTA; KARTIKANINGTYAS, 2020). 

O ácido etidrônico ou etidronato (1-hydroxyethylidene-1, 1-bisphosphonate ou HEBP) é 

um bifosfanato ativo capaz de inibir a reabsorção e remodelação óssea por meio de diversos 

mecanismos celulares que levam a inibição dos osteoclastos (MOORE; TANNER; 

SCHOENECKER, 2015; POVOROZNYUK et al., 2018). Estudos demonstram que o HEBP 

é biocompatível e possui atividade quelante semelhante ao EDTA ou ácido cítrico, podendo 
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ser utilizada conjuntamente com o NaOCl, sem interferir em suas propriedades químicas, 

como um único irrigante (solução NaOCl/HEBP), simplificando a etapa de irrigação do SCR 

e economizando tempo clínico, uma vez que uma única solução teria atividade 

antimicrobiana, capacidade de dissolver matéria orgânica, reduzir a formação da smear layer, 

além de ser menos agressivo a dentina (ARIAS-MOLIZ et al., 2014; DENIZ SUNGUR et al., 

2019; PAQUÉ; RECHENBERG; ZEHNDER, 2012).  

Do ponto de vista clínico, uma solução quelante ideal para ser utilizada nos tratamentos 

endodônticos regenerativos seria aquela capaz de liberar uma maior quantidade de fatores de 

crescimento no interior do SCR, favorecendo assim o processo de reparo do complexo 

dentino pulpar. Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi investigar, ex vivo, a 

liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF no interior do SCR, utilizando os 

diferentes agentes quelantes: EDTA, Quitosana e HEBP, seguindo o protocolo de irrigação 

para o tratamento endodôntico regenerativo sugerido pela AAE, utilizando um corpo de prova 

que mais se assemelha a realidade clínica. 

As hipóteses nulas testadas foram: (1) não há diferença na liberação dos fatores de 

crescimento TGF β1 e VEGF no interior do SCR quando utilizados os agentes quelantes 

EDTA, Quitosana e HEBP; (2) não há diferença na remoção da camada da smear layer e 

erosão dos túbulos dentinários quando utilizados os agentes quelantes EDTA, Quitosana e 

HEBP 

 

Material e Métodos 

 

Cálculo amostral 

 

A metodologia para preparo dos corpos de prova foi baseada em Chae, Yang e Kim 

(2018) e Zeng et al. (2016). O tamanho da amostra para quantificação dos fatores de 

crescimento TGF β1 e VEGF pelo Teste ELISA e a comparação da eficácia dos diferentes 

agentes quelantes na remoção da smear layer e grau de erosão dos túbulos dentinários por 

meio de análise microscopia eletrônica de varredura (MEV), foi calculado utilizando-se o 

programa estatístico Software R a partir da função power.anova.test. Sendo assim, baseado no 

erro tipo I em 5% e poder em 99% o tamanho da amostra necessário para observar diferença 

estatística foi de 9 corpos de prova por grupo (n=9) para cada experimento. 
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Seleção e preparo das amostras 

 

O presente estudo foi submetido e aprovado (número do parecer 4.626.836) pelo Comitê 

de Ética e Pesquisa do Hospital Universitário Pedro Ernesto/ Universidade do Estado do Rio 

de Janeiro (HUPE/UERJ). Setenta e dois dentes unirradiculares extraídos por motivo alheios a 

pesquisa foram obtidos através de doação dos pacientes, das Disciplinas de Periodontia e 

Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (FO-

UERJ). Os elementos dentários foram extraídos por motivos de doença periodontal ou por 

motivos ortodônticos. Imediatamente após a extração os dentes foram lavados com solução 

salina tamponada com fosfato (Phosphate Buffered Saline (PBS), Sigma-Aldrich, St. Louis, 

Missouri, EUA) e os tecidos periodontais remanescentes foram removidos da superfície 

radicular com auxílio de uma lâmina de bisturi de aço carbono estéril (NR15C, Labor Import, 

Osasco, SP). Após a limpeza total foram realizadas duas tomadas radiográficas, nos sentidos 

vestibulo-lingual e mésio-distal, para cada elemento dentário, a fim de serem selecionados 

apenas elementos que obedeceram aos seguintes critérios: dentes permanentes, sem cáries, 

canal único, sem fraturas, sem reabsorção e/ou tratamento endodôntico prévio (Figura, 

legenda A). Com o auxílio de um disco de carborundum, acoplado a um micromotor e peça de 

mão (Figura, legenda B), a porção coronal e o ápice, de cada elemento dentário foram 

removidos (Figura, legenda C) para a obtenção de cilindros de dentina com 8 mm de 

comprimento medidos em régua endodôntica (Dentsply Sirona, Pensilvânia, EUA). Em 

seguida, os cilindros foram preparados com brocas Gates Glidden nº 4 de 28 mm (Dentsply 

Sirona) para ampliação e padronização do diâmetro interno em 1 mm (Figura, legenda D). Os 

corpos de prova foram padrominados em cilindros de 8mm de compeimento e 1 mm de 

diâmetro interno (Figura, legenda E). 

 As superfícies radiculares externas foram recobertas por esmalte de unhas na cor preta 

(Figura, legenda F) (Impala, Guarulhos, SP, Brasil) para que as soluções irrigadoras utilizadas 

entrassem em contato somente com as paredes internas do SCR. Posteriormente, os corpos de 

prova foram irrigados com 20 ml de solução salina por cinco minutos seguidos de três 

minutos com água deionizada para remoção de possíveis debris provenientes do processo de 

padronização. Por fim, foram secos com pontas de papel absorvente calibre oitenta Cell Pack 

(DentsplySinora, Vila Gertrudes, São Paulo, SP, Brasil) e armazenados em um microtubo tipo 

Eppendorf (Eppendorf Tubes 3810X, Eppenforf, Alto da Lapa, SP, Brasil) até o momento da 

utilização. Do total dos 72 corpos de prova confeccionados e irrigados, trinta e seis (n=9 por 
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grupo) foram utilizados para quantificação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF pelo 

Teste Imunoenzimático (ELISA) e os outros trinta e seis (n= 9 por grupo) foram utilizados 

para comparar a eficácia dos diferentes agentes quelantes na remoção da smear layer e grau 

de erosão dos túbulos dentinários por meio de análise microscopia eletrônica de varredura 

(MEV). 

 

Figura - Preparo das amostras 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) dente selecionado; (B) disco de cardorundum acoplado a peça de mão; (C) coroa e ápice cortados; 

(D) instrumentação interna com broca de gates glidden; (E) corpos de provas padronizados em 8mm de 

comprimento e 1 mm diâmetro interno; (F) superfícies externas recobertas com esmalte de unhas. 

Fonte: A autora, 2023. 
 

Determinação da concentração das soluções irrigadoras 

 

As soluções NaOCl a 1,5% e EDTA 17% foram adquiridas na forma pronta para uso e as 

soluções Quitosana 0,2% e HEBP 9% foram preparadas como a seguir: 

HEBP - 9g de HEBP em pó pesado em balança de precisão eletrônica (Bioprecisa, 

Curitiba, Paraná, Brasil) foram adicionados a 100 ml de água deionizada. A mistura foi 

colocada em agitador magnético até obtenção solução homogênea (TARTARI et al., 2013). 

Quitosana - 0,2g de quitosana em pó pesado em balança de precisão eletrônica foram 

adicionados a 100 mL de ácido acético 1%. A mistura foi colocada em agitador magnético por 

2 horas, até obtenção de solução homogênea (PIMENTA et al., 2012). 
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Irrigação dos corpos de prova 

 

Inicialmente, uma fina camada de aproximadamente 0,3 mm de cera utilidade Newwax 

(TECHNEW Comércio e Indústria LTDA, Rio de Janeiro, Brasil) foi aplicada na região 

apical de cada corpo de prova para simular o ligamento periodontal. 

Os corpos de prova foram então posicionados em mini torno acadêmico (Belo Horizonte, 

MG, Brasil) para irrigação inicial e aspiração de 20mL de NaOCl 1,5% (M2M) durante cinco 

minutos, utilizando uma seringa hipodérmica de 5ml e agulha Endo-Eze de calibre 30 

(Ultradent Products Inc; South Jordan, UT, EUA) posicionada 1mm aquém do ápice, e 

sugador endodôntico (SSplus, Maringá, PR, Brasil). 

O tempo necessário para executar cada irrigação/aspiração foi registrado com um 

cronômetro digital permanecendo consistente entre todos os grupos. Posteriormente, os 

corpos de prova foram distribuídos em três grupos experimentais (EDTA 17%, Quitosana 

0,2%, HEBP 9%) e um grupo controle (Solução salina 0,9% (NaCl)). 

Após o período de irrigação final os corpos de prova foram irrigados com 20ml, durante 

cinco minutos, de água deionizada, para remoção total das soluções irrigadoras e em seguida 

foram secos com pontas de papel absorvente calibre oitenta Cell Pack (DentsplySirona, Vila 

Gertrudes, São Paulo, SP, Brasil). 

Após a secagem, os corpos de prova foram separados, aleatoriamente, em dois grandes 

grupos. Trinta e seis foram utilizados para a análise por ELISA e o restante para a análise por 

MEV, conforme descrito a seguir. 

 

Quantificação dos fatores de crescimento TGF β1 e VEGF pelo Teste 

Imunoenzimático (ELISA) 

 

Os trinta e seis corpos de prova foram armazenados em microtubos tipo Eppendorf de 

1,5mL (Eppendorf Tubes 3810X, Eppendorf, Alto da Lapa, SP, Brasil) contendo 1mL do 

meio de cultura α- MEM (Sigma-Aldrich) suplementado com 100 U/mL de penicilina (LGC 

Biotecnologia, Cotia, São Paulo, Brasil) e 100 U/mL de estreptocimicina (LGC 

Biotecnologia) em 37°C por vinte e quatro horas. Após este período, a solução contida em 

cada microtubo (Eppendorf,) foi coletada e a quantificação dos fatores de crescimento TGF 

β1 e VEGF, liberados no meio, foi medida utilizando-se um teste imunoenzimático do tipo 

ELISA (R&D systems, Minneapolis MN, EUA), de acordo com as orientações do fabricante. 
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Comparação da eficácia dos diferentes agentes quelantes na remoção da smear 

layer e grau de erosão dos túbulos dentinários por meio de análise microscopia 

eletrônica de varredura (MEV) 

 

A remoção da camada de smear layer pelos agentes quelantes e o grau de erosão dos 

túbulos dentinários, em 36 corpos de prova, foram observados por MEV JEOL JSM6510-LV 

(JEOL, Jabaquara, SP, Brasil) em detector de elétrons secundários (SEI). 

Para tal, foram realizadas marcações em lados opostos das superfícies externas (mesial e 

distal) de cada corpo de prova. Os sulcos longitudinais foram confeccionados com um disco 

de carborundum cinza (22 x 0,6mm, Dentorium, Nova Iorque, EUA) acoplado a um 

micromotor e peça de mão (KaVo, Birebach, Göppingen, Alemanha). Nesta fase, tomou-se 

cuidado em relação a profundidade do sulco realizado, para que o disco de carborundum não 

entrasse em contato com o interior do SCR, evitando assim a deposição de resíduos 

dentinários sobre a superfície a ser analisada. Para completar o processo de clivagem foi 

utilizado um cinzel bizelado (S.S White Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). Para a análise em 

MEV, foi escolhida a hemissecção com menos irregularidades e que melhor representou a 

extensão total do SCR. A parte escolhida foi então fixada em stubs de latão com auxílio de 

pinça clínica e fita dupla face de carbono e transferida para a câmara de um equipamento de 

secagem, despressurização e recobrimento de amostras (Leica EM SCD 500, Leica 

Microsystems, Brasil) com deposição de íons metálicos. O íon metálico utilizado foi o ouro, a 

fim de melhorar o nível de emissão de elétrons e assim, facilitar a construção da imagem. 

As amostras foram visualizadas utilizando aceleração de voltagem de 20kV com a 

magnificação500x e uma área de 50 µm. As fotomicrografias foram obtidas dos terços 

cervical (S1), médio (S2) e apical (S3) de cada. No total foram obtidas cento e oito 

fotomicrografias. 

Finalizado a etapa de MEV, as imagens das fotomicrografias foram armazenadas em 

pendrive, até o momento da avaliação que foi realizada por dois examinadores independentes, 

que foram devidamente treinados e calibrados. 
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Critério de avaliação das fotomicrografias 

 

As 108 fotomicrografias, armazenadas em pendrive, identificadas apenas pelo número do 

corpo de prova e região a ser avaliada, além de uma ficha para a marcação dos seus escores 

foram entregues aos dois examinadores calibrados e cegos quanto a alocação dos espécimes 

nos grupos experimentais. Também foram entregues aos examinadores os gabaritos 

demonstrativos de cada escore a partir das imagens das fotomicrografias das amostras deste 

estudo. Os critérios de escolha dos escores foram claramente explicados e os examinadores 

foram orientados que, em caso de dúvida entre um e outro escore, deveria se optar pelo mais 

alto. Os escores adotados estão de acordo com o sistema de critérios estabelecidos por 

Torabinejad et al.  (2003) com modificações como descrito a seguir:  

Escores para presença ou ausência da camada de smear layer: 

1 Pouca ou nenhuma smear layer. Sem presença smear layer na superfície do SCR; 

todos os túbulos    dentinários limpos e abertos; 

2 Smear layer moderada. Sem presença smear layer na superfície do SCR; porém há 

presença de debris nos túbulos dentinários; 

3 Bastante smear layer. Smear layer cobrindo toda superfície do SCR e túbulos 

dentinários. 

      Escores para o grau de erosão dos túbulos dentinários: 

1 Sem erosão. Todos os túbulos estão normais na aparência e tamanho; 

2 Erosão moderada. A dentina peritubular apresenta sinais de erosão; 

3 Bastante erosão. Dentina peritubular destruída e túbulos conectados uns com os 

outros. 

 

Os escores atribuídos pelos examinadores a cada fotomicrografia foram anotados em 

planilhas de Excel e encaminhados para análise estatística. Duas situações foram analisadas: 

se houve diferença estatística entre os grupos experimentais (A, B, C e D) e se houve 

diferença estatística entre as regiões analisadas (S1, S2, S3). 
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Análise Estatística 

 

Para a quantificação doa fatores de crescimento pelo teste ELISA os dados foram 

submetidos aos testes de normalidade Shapiro Wilk e analisados por meio dos testes de One 

Way Anova. As análises foram realizadas com um nível de significância α = 0,05. O pacote 

estatístico Minitab20 foi utilizado em todas as análises. 

Para a análise em MEV os dados obtidos foram submetidos ao teste não paramétrico de 

Kruskal-Wallis, considerando os terços cervical (S1), médio (S2) e apical (S3), 

separadamente. As comparações entre as médias da soma dos postos foram realizadas através 

do teste de Dunn. As análises foram realizadas com um nível de significância  = 0,05. O 

pacote estatístico Prism 9 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA) foi utilizado em 

todas as análises. 

O teste estatístico empregado para avaliação da concordância entre os dois examinadores 

foi coeficiente Kappa (GraphPad by Dotmatics, Boston, MA, EUA), o qual é utilizado para 

casos de dois ou mais examinadores no estudo e dados categóricos. Observou-se que o nível 

de concordância entre os examinadores foi de 0,896, evidenciando uma concordância quase 

excelente. 

 

Resultados 

 

Análise da liberação de fatores de crescimento por meio do Teste 

Imunoenzimático ELISA 

Não foi detectada a presença dos fatores de crescimento TGF-β1 e VEGF nos grupos 

testados. Os sobrenadantes, coletados de cada microtubo, estão fora do intervalo do ajuste da 

curva e/ou do intervalo dos padrões. As curvas padrão indicadas pelo fabricante variaram 

entre 7,8125 a 1000 pg/mL (Figuras 1 e 2).  

 

 

 

 

 

 

 



28 

 

 

Figura 1- Curva padrão dosagem sobrenadante TGF-β1 
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Figura 2 - Curva padrão dosagem sobrenadante VEGF 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise da remoção da camada de smear layer e da erosão dos túbulos dentinários 

 

Como pode ser observado na tabela 1, independente do terço radicular analisado, o 

EDTA 17% e a Quitosana 0,2% apresentaram capacidades semelhantes na remoção da 

camada de smear layer (p>0,05). No entanto, o EDTA 17% foi melhor na remoção da camada 

de smear layer quando comparado ao HEBP 9% e ao NaCl 0,9% (p<0,05), assim como a 

Quitosana 0,2% demonstrou melhor remoção da camada de smear layer quando comparada 

ao NaCl 0,9%. Não houve diferença estatística entre Quitosana 0,2% e HEBP 9%.  

Considerando os valores estatísticos da Tabela 1, pode-se inferir que os grupos EDTA 

17% e Quitosana 0,2% apresentaram menor presença de smear layer nos três terços 

radiculares.  
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Em relação à erosão dos túbulos dentinários, os resultados do teste de Dunn para os três 

terços radiculares (S1, S2 e S3) são apresentados na Tabela 2. Com base nos valores 

estatísticos da Tabela 2, observa-se que os grupos EDTA 17% e Quitosana 0,2% produziram 

um grau maior de erosão dos túbulos dentinários. Quando comparados ao ácido etidrônico e 

NaCl, sem diferença estatística entre os últimos. 

 

 

Tabela 1 – Comparações múltiplas entre as médias da soma dos postos para todos os grupos 

em relação a remoção da camada da smear layer 

Comparações 

Diferença entre a 

média da soma dos 

postos 

Valor de p Significância 

S1 

EDTA 17% vs. Quitosana 0,2% -2,778 > 0,05 *ns 

EDTA 17% vs. HEBP 9% -12,39 0,0487 *s 

EDTA 17% vs. NaCl -21,72 < 0,0001 *s 

Quitosana 0,2% vs. HEBP 9% -9,611 0,2401 *ns 

Quitosana 0,2% vs. NaCl -18,94 0,0003 *s 

HEBP 9% vs. NaCl -9,333 0,2768 *ns 

S2 

EDTA 17% vs. Quitosana 0,2% -2,778 0,9999 *ns 

EDTA 17% vs. HEBP% -14,72 0,0088 *s 

EDTA 17% vs. NaCl -22,50 < 0,0001 *s 

Quitosana 0,2% vs. HEBP 9% -11,94 0,0592 *ns 

Quitosana 0,2% vs. NaCl -19,72 0,0001 *s 

HEBP 9% vs. NaCl -7,778 0,5575 *ns 

S3 

EDTA 17% vs. Quitosana  0,2% -7,333 0,6831 *ns 

EDTA 17% vs. HEBP 9% -16,33 0,0026 *s 

EDTA 17% vs. NaCl -22,56 < 0,0001 *s 

Quitosana 0,2% vs. HEBP 9% -9,000 0,3139 *ns 

Quitosana 0,2% vs. NaCl -15,22 0,0062 *s 

HEBP 9% vs. NaCl -6,222 > 0,9999 *ns 
Legenda: *ns – não significante; *s - significante ao nível de 5% 

Fonte: A autora, 2023. 
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Tabela 2 – Comparações múltiplas entre a média da soma dos postos para todos os grupos 

Comparações 

Diferença entre a 

média da soma dos 

postos 

Valor de p Significância 

 S1   

EDTA 17% vs. Quitosana 0,2% 0,000 >0,9999 *ns 

EDTA 17% vs. HEBP 9% 10,17 0,0912 *ns 

EDTA 17% vs. NaCl 12,06 0,0240 *s 

Quitosana 0,2% vs. HEBP 9% 10,17 0,0912 *ns 

Quitosana 0,2% vs. NaCl 12,06 0,0240 *s 

HEBP 9% vs. NaCl 1,889 >0,9999 *ns 

 S2   

EDTA 17% vs. Quitosana 0,2% -2,222 >0,9999 *ns 

EDTA 17% vs. HEBP 9% 14,89 0,0076 *s 

EDTA 17% vs. NaCl 17,56 0,0009 *s 

Quitosana 0,2% vs. HEPB 9% 17,11 0,0013 *s 

Quitosana 0,2% vs. NaCl 19,78 0,0001 *s 

HEBP 9% vs. NaCl 2,667 >0,9999 *ns 

 S3   

EDTA 17% vs. Quitosana 0,2% -2,222 >0,9999 *ns 

EDTA 17% vs. HEBP 9% 13,56 0,0158 *s 

EDTA 17% vs. NaCl 17,11 0,0009 *s 

Quitosana 0,2% vs. HEPB 9% 15,78 0,0028 *s 

Quitosana 0,2% vs. NaCl 19,33 0,0001 *s 

HEBP 9% vs. NaCl 3,556 >0,9999 *ns 
Legenda: *ns – não significante; *s - significante ao nível de 5%. 

Fonte: A autora, 2023. 

 

Discussão  

 

No presente estudo, não foi detectada a liberação dos fatores de crescimento TGF β1 e 

VEGF, pelo método Imunoenzimático (ELISA), após condicionamento dentinário com 

agentes quelantes: EDTA 17%, Quitosana 0,2%, HEBP 9%. 

O grupo controle, o qual continha salina como solução, apresentou um resultado inferior 

a todos os materiais experimentais. 

Ferreira, Puppin-Rontani e Pascon (2020) apresentaram resultados similares aos do 

presente estudo e também não identificaram a presença do VEGF nas amostras testadas além 

de valores muito menores de TGF β1, quando comparado a outros estudos semelhantes. Estes 

resultados foram atribuídos a: a) superfícies externas cobertas por verniz, diminuindo assim a 

área em contato com os agentes quelantes (somente a parte interna dos corpos de prova foi 

sensibilizada); b) os corpos de prova foram confeccionados a partir do terço cervical das 
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raízes dos elementos dentários, em que a polpa dental foi removida. Tal fato é relevante, pois 

o VEGF está mais presente na região apical e tecido pulpar (está associado à angiogênese).  

De forma divergente, o estudo de Chae, Yang e Kim (2018) investigaram, com 

metodologia semelhante ao nosso por meio do teste ELISA, a  liberação de TGF-β1 no 

interior do SCR após utilização dos quelantes EDTA 17%, ácido cítrico 10%, ácido fosfórico 

10% e 37% e  solução salina. Em todos os grupos houve liberação do fator de crescimento 

pesquisado.  Zeng et al. (2016) investigaram a liberação de vários fatores de crescimento no 

interior do SCR, em um corpo de prova também semelhante à prática clínica e protocolo de 

irrigação também recomendado pela AAE. Do total de 41 fatores de crescimento pesquisados, 

por meio do teste ELISA, 11 foram detectados. O TGF-β1 foi detectado em todos os grupos 

testados.  Galler et al. (2015) avaliaram a influência das soluções irrigadoras, utilizadas no 

tratamento endodôntico, na liberação dos fatores de crescimento presentes na dentina, por 

meio do teste ELISA. Para tal, discos de dentina ficaram submersos nas soluções testadas 

(EDTA e ácido cítrico em diferentes concentrações) durante 5, 10 e 20 minutos. Os resultados 

demonstraram que o condicionamento da dentina com EDTA 10%, pH 7, durante 20 minutos 

foi responsável por uma maior liberação do TGF-β1 e VEGF. Este último em menor 

quantidade quando comparado ao TGF-β1. Os autores afirmaram ainda que a quantidade dos 

fatores de crescimento liberados no meio está diretamente relacionada ao tempo de exposição 

as soluções irrigadoras). Deniz Sungur et al. (2019) quantificaram, por meio do teste ELISA, 

a liberação de TGF-β1 também utilizando discos de dentina após imersão dos mesmos em 

1ml/5min de 17% EDTA, 1% IP6, 9% HEDP e água destilada. Os autores concluíram que IP6 

e HEDP foram tão eficazes na liberação do fator de crescimento quanto o EDTA. 

Algumas diferenças metodológicas podem justificar os resultados conflitantes, como por 

exemplo, o Kit ELISA utilizado ter um valor mínimo de detecção padrão de 15,6pg/mL. Ou 

ainda, devido ao pouco tempo em que a solução quelante esteve em contato com as paredes 

do SCR. Como já descrito, nosso experimento foi desenvolvido a fim de simular a prática 

clínica. Sendo assim, nossos corpos de prova não ficaram submersos nas soluções quelantes 

testadas. A sensibilização do interior do SCR foi realizada com irrigação e aspiração 

simultânea, como fazemos na rotina diária, o que pode ter contribuído para uma mínima 

liberação dos fatores de crescimento e por isto não foi detectada pelo teste utilizado. Além 

disto, a parte externa dos corpos de prova foi coberta por esmalte de unha, diminuindo a área 

que esteve em contato com as soluções. 



33 

 

 

Quanto à avaliação por meio de análise por MEV nossos resultados demonstraram que 

mesmo sem diferença significativa o EDTA 17% e a Quitosana 0,2% foram agentes quelantes 

que mais removeram a camada de smear layer e promoveram maior erosão dos túbulos 

dentinários, em todas as regiões analisadas, dos corpos de prova confeccionados.  

Resultados semelhantes foram relatados pelos estudos pioneiros de Silva et al. (2012) que 

analisaram o efeito da solução de quitosana na dentina. Mesmo em baixa concentração 

(0,2%), a quitosana em contato com as paredes do SCR por somente 3 minutos foi capaz de 

remover a camada de smear layer causando pouco efeito erosivo na dentina. Em outro estudo, 

Silva et al. (2013) compararam, com auxílio de MEV, a capacidade de remoção da camada de 

smear layer dos agentes quelantes: EDTA 15%, quitosana 0,2%, ácido cítrico 10% e ácido 

acético 1%. Os resultados demonstraram que todas as substâncias testadas foram capazes de 

remover a camada da smear layer sem diferença significativa. Ratih, Enggardipta e 

Kartikaningtyas (2020) também concluíram que 5 ml da solução de nanopartículas de 

quitosana a 0,2%, durante 3 minutos em contato com as paredes do SCR removeu a camada 

de smear layer de forma semelhante ao EDTA 17%. Em relação ao HEBP, os estudos 

sugerem sua utilização em conjunto NaOCl na instrumentação do SCR, por se tratar de um 

quelante fraco e não interferir nas propriedades do mesmo (DE-DEUS et al., 2008; PAQUÉ; 

RECHENBERG; ZEHNDER, 2012). 

Porém, estes resultados estão em desacordo, por exemplo, com estudos de Pimenta et al. 

(2012) que não relataram alteração nos túbulos dentinários quando utilizada 50µL de  

quitosana 0,2% por 5 minutos na superfície dos corpos de prova.  

A diferença nos resultados pode ser explicada pelo tempo de aplicação e volume das 

soluções utilizadas, já que tais fatores podem influenciar negativamente a atividade de um 

agente quelante (SCELZA et al., 2004; SERPER; SEMRA, 2002; TARTARI et al., 2013). 

Nosso experimento utilizou 20 ml de todas as soluções quelantes testadas, durante 5 minutos, 

pois este é o protocolo preconizado pela AAE, para os casos de RET (AMERICAN 

ASSOCIATION OF ENDODONTISTS, 2015a).  

Em relação às regiões analisadas (S1, S2, S3) não houve diferença significativa entre os 

grupos testados, ou seja, a remoção da camada da smear layer e erosão dos túbulos 

dentinários ocorreram de forma semelhante nos três terços analisados. A semelhança nos 

resultados pode ser explicada devido diâmetro interno padronizado em 1mm em toda extensão 

dos corpos de prova para que estes se assemelhassem a prática clínica (dentes permanentes, 

imaturos, com ápice aberto). Além disto, a porção mais apical dos elementos dentários foi 
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removida. Assim, durante o ato da irrigação a solução quelante percorreu todo o SCR de 

forma igual. Desta forma, no mesmo período de tempo, o volume do agente quelante foi o 

mesmo em todas as três regiões analisadas. 

O uso do MEV é um método de pesquisa bastante utilizado na Endodontia por permitir 

um exame morfológico detalhado da superfície dentinária preparada, como por exemplo: a 

capacidade dos agentes quelantes em remover a camada de smear layer, a abertura dos canais 

dentinários a presença ou ausência de erosão peritubular e intratubular do SCR (SARKEES; 

AL-MAARRAWI, 2020; SCELZA et al., 2004; TORABINEJAD et al., 2003). Porém, 

levando-se em consideração as limitações atribuídas a este tipo de análise, já relatadas na 

literatura como avaliação somente de uma pequena área analisada, falta de padronização nas 

magnificações das imagens e, a não calibragem doa avaliadores (DE-DEUS; REIS; 

PACIORNIK, 2011; PALARETI et al., 2016), algumas precauções foram tomadas a fim de 

minimizar tais interferências, tais como: as imagens foram realizadas em toda a extensão dos 

corpos de prova em áreas pré-determinadas e denominadas S1, S2 e S3; as análises foram 

realizadas com magnificação de 500x permitindo assim visualização de uma maior área a ser 

analisada, reduzindo a tendência dos examinadores na escolha da região; foi realizada a 

calibragem dos avaliadores pelo índice KAPPA.   

Sendo assim, se as soluções apresentaram um efeito quelante semelhante e propriedades 

biológicas satisfatórias consequentemente a solução menos concentrada e mais abundante na 

natureza deveria ser a escolhida, até mesmo devido a questões ambientais e econômicas. A 

quitina, precursor da quitosana, é a substância mais abundante na natureza depois da celulose 

e o custo de produção é consideravelmente baixo (KRAMBLE et al., 2017; SARKEES; AL-

MAARRAWI, 2020)  tornando a sua utilização ecologicamente atraente. 

A metodologia ex vivo utilizada no presente estudo permitiu uma análise superficial da 

dentina, sendo necessário estudos em maiores profundidades, bem como estudos biológicos 

adicionais. 

 

Conclusão 

 

Baseado na metodologia empregada e diante dos resultados obtidos neste estudo, pode-se 

concluir que: 
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a) o protocolo de irrigação utilizado não foi eficiente na liberação dos fatores de 

crescimento TGF β1 e VEGF em quantidade suficiente para ser detectado pelo Kit 

ELISA utilizado; 

b) a Quitosana 0,2% pode ser um substituto natural ao EDTA 17%. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

 Baseado na metodologia empregada e diante dos resultados obtidos neste estudo, 

pode-se concluir que: 

a) o protocolo de irrigação utilizado não foi eficiente na liberação dos fatores 

de crescimento TGF β1 e VEGF em quantidade suficiente para ser 

detectado pelo Kit ELISA utilizado; 

b) a Quitosana 0,2% pode ser um substituto natural ao EDTA 17% em relação 

a remoção a camada da smear layer. 
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ANEXO A – Parecer Consubstanciado de Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B – Autorização dos coautores para inserção do artigo nesta tese 

 

 

 

 


