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RESUMO

O acido citrico é um dcido orgdnico bioldgico que vem sendo utili-
zado na Odontologia como coadjuvante na terapia endodontica, pe-
riodontal e restauradora. A utilizacdo desta substancia na Endo-
dontia visa basicamente a desmineralizag¢do das paredes do condu-
to radicular durante o preparo biomecdnico, com o intuito de remo-
ver a “smear layer”, permitindo uma melhor adesdo dos materiais
obturadores a dentina. Sabendo da importancia do dano quimico
que uma substancia irrigadora pode causar, quando inadvertida-
mente alcanga os tecidos periodontais, o objetivo deste trabalho é
avaliar “in vivo” o potencial irritativo do acido citrico em diferen-
tes concentragoes, nos tempos de, 1/2, 1, 3 e 6 horas, pela técnica
de exsudagdo de corantes vitais. Inicialmente (1/2 hora) todas as
concentragoes foram irritantes ao tecido conjuntivo e no decorrer
do tempo, elas se diferenciaram entre si. Com relagdo a concentra-
¢do, as solugoes de acido citrico, a 1% e 10%, foram menos irritan-
tes que as demais. Houve uma semelhanga de comportamento entre
as solugoes a 5% e 25%, nos periodos de tempo de 1,3 e 6h, sendo
as mais irritantes. A solugdo menos irritante foi o dcido citrico a
1%. Os autores recomendam cautela no uso clinico deste dcido, op-
tando sempre que possivel por concentragdes mais baixas.

PALAVRAS-CHAVE: Acido citrico; biocompatibilidade; inflama-
¢do, terapia endodontica.
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INTRODUCAO

O sucesso da terapia se deve, em grande parte, pela aborda-
gem fisico-quimico-mecénica do sistema de canais radiculares. Esta
associa¢cdo compde o complexo protocolo da terapéutica endodon-
tica que visa a limpeza, desinfecgao e preparo do sistema de condu-
tos, permitindo a agdo dos farmacos utilizados como curativo de de-
mora bem como o adequado selamento do material obturador.

Na irrigagdo e aspiracdo, serd de importancia a capacidade
de limpeza e desinfec¢ao da substancia ou solugao irrigadora, agir
ndo somente sobre 0s compostos organicos como também sobre os
inorgénicos. Desde que Mc Comb e Smith (1975) descreveram a
presenca de uma camada aderida as paredes dos canais radicula-
res, ela teve sua inclusdo como tempo operatorio da abordagem te-
rapéutica endodontica. Dentre as substancias irrigadoras utiliza-
das para a remogao da “smear layer”, estdo os agentes quelantes e
os acidos organicos (GAVINI et al., 1995; LOEL, 1975; MC
COMB; SMITH, 1975; SOARES; SOUSA, 2003; STEWART,
1998). Apesar do acido etileno diamino tetracético (EDTA) ser o
agente quelante mais utilizado na Endodontia, esta substancia tem
se mostrado bastante irritante. Dentre os acidos organicos utiliza-
dos como coadjuvante na limpeza do canal radicular, o 4cido citri-
co ¢ 0 mais empregado.

Sterrett et al. (1993) demonstraram através de analise pelo es-
pectrofotometro de absor¢do atdmica que os efeitos do acido citrico
sobre a dentina variam de acordo com a concentragao (0%, 10%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40% e 65%) e tempo de aplicagdo (1,2 e 3
minutos). Os resultados da quantificagdo de calcio demonstraram
que o pico de desmineralizagdo ocorreu nas concentracdes de 25%
e 30%. Gavini et al. (1995) também pesquisaram o efeito desmine-
ralizador do 4cido citrico 25% e 50%, EDTA 17% e soro fisiologi-
co. Comparando-se a perda de massa de fragmentos dentinarios,
previamente pesados e posteriormente imersos nestas solucdes tes-
tes por 15 minutos, 24, 48 ¢ 72 horas, pdde-se concluir que os aci-
dos citricos nas concentragdes de 25% e 50% foram as solucoes
mais efetivas na desmineralizagdo dos fragmentos de dentina. Re-
centemente, Soares et al. (2000) e Sousa et al. (2000) mostraram
através de metodologias similares, porém utilizando diferentes
substratos, a efetividade do acido citrico como solugdo desminera-
lizadora em comparagao ao EDTA e EGTA. Conforme os dados an-
teriormente apresentados, o acido citrico usado como solugao irri-
gadora na remogao da “smear layer” pode ser uma alternativa vali-
da, levando em consideragao seu poder desmineralizante.
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Outra caracteristica relevante na escolha de uma solug¢do irri-
gadora ¢ o aspecto biologico. O efeito da aplicagdo do acido citrico,
em preparos cavitarios, sobre a polpa dental foi investigado por Lee
et al. (1971) e Cotton e Siegel (1977). Os resultados da analise his-
topatoldgica, em ambos os trabalhos, demonstraram que ndo houve
dano severo ou irreversivel na polpa dental. Posteriormente, Mcin-
nes-Ledoux et al. (1985) também realizaram um estudo sobre a res-
posta pulpar frente a trés solucdes diluidas de acido citrico usadas
na remogao da “smear layer” de preparos cavitarios classe V. A res-
posta pulpar induzida pela solucdo aquosa de acido citrico a 1%,
acido citrico a 0,1% e 1% diluidas em 30% de etanol, aplicadas em
cavidades forradas ou ndo com Dycal, foi analisada histologicamen-
te em trés periodos de tempo (3, 31 e 59 dias). A severidade e a in-
cidéncia da inflamagao superficial diminuiram com o tempo e tam-
bém com a aplicagdo do Dycal. Os autores sugerem a utilizacao do
acido citrico, porém em conjunto com materiais forradores a base
de hidroxido de calcio.

Através da técnica de exsudacdo do azul de Evan’s, Sousa
(1999) avaliou as reagdes teciduais apos aplicagdo de EDTA, EGTA
e acido citrico em intervalos de 1/2, 1, 3 e 6 horas. O acido citrico
foi a substancia menos irritante independente do tempo analisado.
Seguindo a mesma linha de pesquisa, Soares e Sousa (2003) deram
continuidade ao trabalho anteriormente mencionado, estendendo os
periodos de tempo avaliados para 12, 24 e 48 horas. Nao houve di-
ferenca estatisticamente significante (p<0,01) entre 0 EGTA e o 4ci-
do citrico, porém constatou-se diferenca entre o EDTA e todos os
demais grupos. Em ambos os trabalhos, o EDTA foi a substincia
mais irritante independente do tempo analisado.

Chan et al. (1999) investigaram as alteragdes morfologicas
associadas com os efeitos citoestatico e citotoxico do acido citrico
em cultura de células humanas da polpa dental. As concentragdes
de 4cido citrico variaram de 0,01 a 1% e o tempo de incubacdo foi
mantido desde 0,5 até 3 horas. Os efeitos toxicos do acido citrico
foram associados com a diminui¢ao do pH da cultura. A exposi¢ao
das células em &cido citrico puro a 1% (pH=2,26), por 60 segun-
dos, causou morte celular imediata. Os efeitos citotoxico € citoes-
tatico do 4cido citrico foram classificados como dependentes da
concentragdao. Nas concentracoes de 0,1%, 0,25%, e 0,5% o acido
citrico inibiu em 20%, 74% e 98% a viabilidade celular em nume-
ro, quando comparado com um grupo controle nao tratado. Os au-
tores preconizaram que certos fatores devem ser considerados para
a utilizacao do acido citrico como: concentragao, tempo de aplica-
¢ao controlada.
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Fica clara a importancia que deve ser dispensada quando
inadvertidamente estes acidos sdao levados a intimidade dos tecidos
periapicais, pois podem alterar alguns processos fisiologicos locais.

Levando em consideragdo a importancia que o aspecto bioldgi-
co exige na escolha de uma solugado irrigadora utilizada durante a te-
rapia do sistema de canais radiculares, o objetivo deste trabalho ¢ ava-
liar o potencial irritativo do &cido citrico, em diferentes concentragoes
e valores de pH similares (1,0), nos periodos de tempo de 1/2, 1,3 ¢
6 horas, fazendo-se uso da técnica de exsudacgdo dos corantes vitais.

MATERIAIS E METODOS

SOLUCOES TESTES:

As solugdes de acido citrico (MERCK, Industria Brasileira)
nas concentragdes de 1%, 5%, 10% e 25%, em pH 1,0, foram pre-
paradas pelo Laboratorio de Bioquimica da Faculdade de Odontolo-
gia - USC. Os sais foram pesados, diluidos em agua deionizada,
seus pH ajustados em pHmetro (B371 da Micronal, Sao Paulo, Bra-
sil, Manufaturas).

TECNICA DE EXSUDCAO DE CORANTES VITAIS

Foram selecionados, para este estudo, 32 ratos machos adultos
da linhagem Wistar, “Rattus novergicus”, variacao albina, com peso
corporal de aproximadamente 360 gramas. Anteriormente aos proce-
dimentos operatorios, os animais foram anestesiados pela inje¢ao in-
tramuscular de hidrato de cloral 10% (Farmacia de Manipulagao,
Sao Paulo, Brasil) associado ao cloridrato de xilazina (Virbac do
Brasil, Sdo Paulo). Posteriormente, os animais receberam a inje¢ao
do corante azul de Evans 2% (MERCK, Alemanha) por via intrave-
nosa (veia caudal lateral), administrado na propor¢ao de 20 mg/kg de
peso corporal. Para uma melhor visualiza¢do da veia, a cauda do ani-
mal foi previamente lavada com dgua e sabao.

Em quatro pontos pré-determinados e depilados da regido
dorsal de cada animal foi injetado, no tecido subcutaneo, 0,1 ml das
substancias testes do acido citrico nas diferentes concentragoes.

A avaliagao do exsudato inflamatorio foi realizado nos perio-
dos de 1/2, 1, 3 e 6 horas. Para cada periodo de tempo, 8 animais fo-
ram utilizados. Decorrido os respectivos periodos, os animais foram
sacrificados pela inje¢do, por via intraperitoneal, de uma dose ex-
cessiva de hidrato de cloral associado ao cloridrato de xilazina (pro-
por¢do de 100 mg/kg, suas peles dorsais depiladas e excisadas com
margem de seguranga e os locais que apresentaram halos de edema
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de cor azulada, foram seccionados com um vazador de ferro (3,0 cm
de didmetro). Os circulos de pele assim obtidos foram reduzidos a
pequenos fragmentos, imersos em 10 ml de formamida (LabCenter
— Brasil) e mantidos em estufa a 45°C por 72 horas, para extragao
total do corante.

Apos o periodo de 72 horas, as solugdes foram filtradas em 12
de vidro e recolhidas em tubos de ensaio para serem submetidas a
analise em espectrofotometro, empregando comprimento de onda
de A® (Espectrofotometro: UV Visible Spectrophotomer, Cary 50
Bio, USA). O valor obtido de cada amostra em absorbancia foi
transformado em mg e submetido ao tratamento estatistico. A for-
mula aplicada foi: mg = absorbancia x fator de calculo x volume to-
tal de formamida. Os dados obtidos expressos em mg foram subme-
tidos ao teste estatistico ndo paramétrico de medidas repetidas
(Friedman Repeated Measures Analysis of Variance on Ranks).

RESULTADOS

Os dados apresentados nas tabelas a seguir definem o poten-
cial irritativo do acido citrico nas diferentes concentragoes, correla-
cionando-as aos tempos de 1/2, 1, 3 e 6 horas. Os valores referentes
a quantificagdo de corante extravasado (mg) dos diversos grupos
nos diversos periodos de tempo estdo expressos na TABELA 1. A
TABELA 2 apresenta as medianas e semi-amplitude interquartilicas
da quantificagdo de corante extravasado (mg) e respectivos resulta-
dos do teste estatistico nao paramétrico (variancia a 2 critérios) da
comparagao de tempo e substancia. Nao houve diferenga estatistica-
mente significante entre o acido citrico nas diversas concentragdes
estudadas, nos tempos de 1/2h, 3h e 6h. No periodo de 1h, notou-se
uma diferenga significante entre o dacido citrico 10% e 25%
(p<0,05). Porém, entre as concentragoes de 1% e 5%, nao foi detec-
tada nenhuma diferenca estatistica.

Analisando os dados levando em considera¢do as substin-
cias isoladamente no decorrer do tempo, observou-se que o acido
citrico a 1% manteve-se indiferente ao tempo. Ja nas concentragdes
de 5% e 25%, houve diferenga significante entre o grupo de 1/2h
com os demais grupos de tempo (p<0,05). Na concentragao de 10%,
o acido citrico apresentou diferenga estatisticamente significante no
tempo de 3h em relagdo aos demais grupos de tempo.
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TABELA 1 — Quantificagao de corante extravasado (mg) nos diver-

SOS grupos experimentais

Acido Acido Acido  Acido

Tempo  Animal  citrico citrico citrico citrico
1% 5% 10% 25%
12h 1 136,68 80,92 112,88 116,96
12h 2 114,24 38,76 82,96 68,00
12h 3 113,56 119,68 212,16 139,40
12h 4 138,72 80,24 103,36 136,68
12h 5 161,84 112,88 125,80 157,76
12h 6 138,72 71,40 174,76 144,16
12h 7 96,56 199,24 175,44 85,68
12h 8 125,12 116,28 169,32 103,36
lh 1 154,36 216,92 109,48 173,40
lh 2 157,08 214,20 182,92 233,24
lh 3 119,68 127,84 147,56 180,20
lh 4 100,64 121,72 105,40 130,56
lh 5 102,00 147,56 129,88 138,72
3h 6 206,04 208,76 238,00 268,60
3h 7 189,72 244,80 267,24 123,76
3h 8 125,12 227,12 280,16 278,12
6h 1 137,36 184,28 201,96 167,28
6h 2 72,08 97,92 121,72 133,96
6h 3 316,88 170,00 172,04 294,44
6h 4 123,08 94,52 167,28 208,08
6h 5 89,08 124,44 110,84 127,16
6h 6 178,84 300,56 214,88 312,12
6h 7 79,56 174,76 161,84 165,92
6h 8 176,80 223,04 216,24 165,24
DISCUSSAO

Na ciéncia, € constante a busca de novos compostos e subs-
tancias ou mesmo a aplicagdo dos ja existentes para outros fins. A
avaliagdo da biocompatibilidade dos acidos organicos deve ser va-
lorizada, considerando a possibilidade do extravasamento inadverti-
do desses acidos no tecido periapical durante o preparo biomecani-

co, o que pode ocasionar alguma resposta tecidual adversa.

O acido citrico tem-se mostrado bastante efetivo na remo-
¢do da “smear layer” (GAVINI et al., 1995; SOARES et al., 2000;
SOUSA et al., 2000). Contudo, quanto a sua biocompatibilidade,
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TABELA 2 - Mediana e semi-amplitude interquartilica da quantifi-
cacdo de corante extravasado (mg) e respectivos resultados do teste
estatistico ndo paramétrico da comparagao de tempo e substancia.

Concentragao
Acido Acido Acido Acido Resultado do
Tempo citrico citrico citrico citrico teste da
1% 5% 10% 25% concentragao
1/2h. 130,90+£32,64  96,90+80,24 147,56+64,60 126,82+44,88 6,15
aA aA aA aA (p<0,05)
1h. 146,88+36,72 137,70+62,56 127,84+ 52,70 176,80+1,34 8,25
a AB b AB aA bB (p<0,05)
3h. 194,82+84,66 219,944+155,04 238,00+ 35,02 247,52+120,36 5,85
aA bA bA bA p<0,05)
6h. 130,22+122,40 172,38+103,20 169,66+£52,70 166,60+92,48 5,70
aA bA aA bA (p<0,05)
Resultado
do teste 7,42 10,91 17,98 11,63
de tempo (p<0,05) (p<0,05) (p<0,01) (p<0,01)
os dados sdo controversos, principalmente quanto a sua aplicagdo
na Periodontia, Dentistica e Endodontia. A razdo para esta diversi-
dade de dados é em decorréncia das diferentes condi¢des metodo-
logicas, concentragdes, forma e tempo de aplicagdo e pHs utiliza-
dos nos experimentos. Todos estes fatores sdo condicionantes ao
seu comportamento clinico. Sabendo que a concentragao deste aci-
TUNIOR do e um fator significativo na sua eficiéncia (GAVINI et al., 1995;
Roberto Trujillo STERRETT et al., 1993; STEWART, 1998) e biocompatibilidade
etal.  (CHAN et al., 1999; COTTON; SIEGEL, 1977; KITCHINGS et
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al., 1984; LOEL, 1975; MCINNES-LEDOUX et al., 1985; REGIS-
TER; BURDICK, 1975), nds nos propusemos a verificar o poten-
cial irritante de diferentes concentragdes do acido citrico. A esco-
lha das concentragdes e pH se baseou na literatura e nas de maior
uso na clinica odontologica.

O método utilizado nesta pesquisa se baseia na avaliacao do
exsudato produzido como conseqiiéncia do aumento da permeabili-
dade vascular, em decorréncia do potencial irritante das substancias
testadas, e que podem ser inferidos através de medidas espectrofo-
tométricas do corante vital extravasado (UDAKA et al., 1970). Tra-
balhos anteriores empregaram esta metodologia para verificar o po-
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tencial irritante de diversas substancias irrigadoras do sistema de
canais radiculares (SOARES; SOUSA, 2003; SOUSA, 1999). Este
método também tem sido extensivamente aplicado na avaliagao do
efeito antiinflamatorio de determinados farmacos (CATANZARO-
GUIMARAES, 1996).

Especula-se se o responsavel pelo efeito deletério do acido ci-
trico no tecido conjuntivo, seja o seu pH (CHAN et al., 1999; COT-
TON; SIEGEL, 1977). No tecido pulpar este efeito ¢ caracterizado
pela presenca de desorganizacao da camada odontoblastica, inflama-
¢do, necrose ¢ formagdo de microabscessos. Segundo Chan et al.
(1999), o efeito toxico do acido citrico na cultura de células pulpares
humanas esta associado ao decréscimo dos valores de pH do meio de
cultura, que variaram de 7,2 para 2,26. A citotoxicidade estaria repre-
sentada por danos na membrana celular e fun¢ao mitocondrial.

Na Endodontia, esta acidez do meio, no caso da dentina e te-
cidos periapicais, poderia ser minimizada pelo uso de cimentos ob-
turadores a base de hidroxido de calcio que poderia neutralizar esse
efeito residual. Esta colocagdo esta embasada nos dados fornecidos
no experimento de Mcinnes-Ledoux et al. (1985), que recomendam
a utilizagdo do 4cido citrico na remogao da “smear layer” em prepa-
ros cavitarios, porém tendo o cuidado de aplicar um forramento
adequado. O hidroxido de célcio contido no Dycal poderia neutrali-
zar o acido, ou selar os tabulos dentinarios, bloqueando, por conse-
guinte, a passagem deste ao tecido pulpar.

Trabalhos realizados anteriormente no nosso laboratorio,
comparando o potencial irritativo do acido citrico com agentes
quelantes de aplicabilidade na Endodontia, t€m demonstrado que
este acido apresenta-se pouco irritante (SOARES; SOUSA, 2003;
SOUSA, 1999). Os resultados em ordem decrescente da média de
potencial irritativo no trabalho de Sousa (1999) foram: EDTA
(1447,33 mg), EGTA (770,59 mg), 4cido citrico (329,8 mg) e soro
fisiologico (139,55mg), sendo observado diferengas estatistica-
mente significantes (p<0,01) entre todos os grupos. Ja no de Soa-
res e Sousa (2003), as médias de potencial irritativo das substan-
cias foram: EDTA (477,69 mg), EGTA (199,25 mg), acido citrico
(218,07 mg) e soro fisioldgico (103,17 mg).

Os resultados desta pesquisa mostraram que todas as solu-
¢oOes tiveram suas maiores medianas no periodo de tempo de 3h, ou
seja, elas causaram maior irritagdo neste momento. Periodo este
também onde se nota as diferengas de comportamento entre as di-
versas concentragoes. Inicialmente (1/2 hora) todas foram irritantes
ao tecido conjuntivo e no decorrer do tempo, elas se diferenciaram
entre si. Com relagdo a concentragao, vimos que, a 1% e 10%, as
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solucdes de acido citrico sao menos irritantes que as demais. Hou-
ve uma semelhanga de comportamento entre as solugdes a 5% e
25% nos periodos de tempo de 1,3 e 6h, sendo as mais irritantes. A
solucao mais biocompativel foi o acido citrico a 1%.

CONCLUSAO

Os autores recomendam cautela no uso clinico deste acido,
optando sempre que possivel por concentragdes mais baixas e utili-
zando cimentos obturadores a base de hidroxido de calcio para mi-
nimizar o possivel efeito residual da acidez da aplicagao dos mes-
mos. A utilizacao do hipoclorito de sodio, além de aumentar o efei-
to de limpeza, também ird contribuir para o tamponamento do meio.
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