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Viola KS. Citotoxicidade do acido peracético: avaliagdo metabolica, estrutural e de morte em
fibroblastos L929 [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2016.

RESUMO

A solucéo de acido peracético (AP) vem sendo citada na literatura odontologica como uma
possivel solucdo irrigadora de canais radiculares. Ele apresenta a vantagem de reunir em um s6
produto atividade antibacteriana e capacidade de remocéo de tecido organico e de smear layer.
Para a selecé@o da solucéo irrigadora de canais radiculares deve-se levar em consideracdo nao
somente os seus beneficios terapéuticos, mas também os possiveis efeitos citotoxicos, uma vez
que ela pode entrar em contato com os tecidos periapicais. O objetivo deste estudo foi investigar
a citotoxicidade e o mecanismo de agressao celular do AP em comparagdo com o hipoclorito
de sdédio (NaOCI) sobre fibroblastos L929 por meio de avaliacdo metabdlica, estrutural,
ultraestrutural e de morte celular (necrose e/ou apoptose). As células foram incubadas com
diferentes concentracfes do AP a 1% e do NaOCI a 2,5%, por 10 minutos. Apds este periodo,
foram avaliados o metabolismo celular por meio do ensaio do metiltetrazélio (MTT), a
morfologia externa das celulas em microscopio eletrénico de varredura, a ultraestrutura em
microscopio eletrdnico de transmissao, o citoesqueleto por meio de marcacéo para actina e o-
tubulina, o tipo de morte celular (necrose ou apoptose) por citometria de fluxo. Os resultados
foram analisados empregando ANOVA de dois fatores e pos-teste de Bonferroni (0=0.05).
Observou-se que o AP apresentou maior citotoxicidade do que o NaOCI. As alteragbes no
metabolismo, na viabilidade, nos filamentos de actina e nos microttbulos, na morfologia
externa e na ultraestrtura das células foram observadas em concetracfes menores do AP quando
comparado com o NaOCI. A morte celular provocada tanto para o AP quanto para o0 NaOCI
ocorreu predominantemente por necrose. Conclui-se que, embora apresentem 0 mesmo
mecanismo de citotoxicidade, o AP 1% é mais citotdxico que o NaOCl a 2,5%.

Palavras-chave: Acido peracético. Endodontia. Hipoclorito de sodio. Toxicidade.
Fibroblastos.



Viola KS. Cytotoxicity of peracetic acid: metabolic, structural and death evaluation in L929
fibroblasts [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2016.

ABSTRACT

The solution peracetic acid (PA) has been reported in the dental literature as a possible
root canal irrigating solution. It has the advantage of attending together in one product
antibacterial activity and ability to remove of organic tissue and smear layer. For selection of
root canal irrigating solution it should take into account not only its therapeutic benefits, but
also the possible cytotoxic effects, since it can contact the periapical tissues. The aim of this
study was to evaluate the aggression mechanism of 1% AP compared with 2.5% sodium
hypochlorite (NaOCIl) on L929 fibroblasts through metabolic evaluation, structural,
ultrastructural and cell death (necrosis and / or apoptosis). The cells were incubated with
different dilutions of the 1% AP and 2.5% NaOCI for 10 minutes. After this period, it was
evaluated the cell metabolism by methyl tetrazolium (MTT) assay, the cell external morphology
in scanning electron microscope, the ultrastructure in transmission electron microscope, the
cytoskeleton by marking to actin and a-tubulin, the type of cell death (necrosis or apoptosis) by
flow cytometry. The results were analyzed using two-way ANOVA and Bonferroni post-test (a.
= 0.05). It was observed that the AP showed higher cytotoxicity than NaOCI. Changes in
metabolism, viability, in actin filaments and microtubules, surface morphology and ultraestrtura
cells were observed at lower dilutions AP when compared to NaOCI. Cell death caused for both
the AP and for NaOCI occurred predominantly by necrosis. It was concluded, though they have
the same cytotoxicity mechanism, 1% AP is more cytotoxic than the 2.5% NaOCI.

Keywords: Peracetic acid. Endodontics. Sodium hypochlorite. Toxicity. Fibroblasts.



SUMARIO

INTRODUGAO . ........ooiieteeeeeeiee e tee e s et 13
21T 0] 10 1] (070 IR 16
MATERIAL E METODO........c.oiiiiieeeriessesiessessessssssissess s sessssasssssssssassosssssssassons 17
RESULTADO . ......oooveiivieeieeseesseeeseeesiss s sssssss s ssss s sssasssss s sssss s asssssssssssnsssnsens 22
DISCUSSAOQ. ...ttt 35
CONCLUSAO. .......coeiceeeeeeeeeee et s st ssraees 40

REFERENGCIAS. ..o oo et e e e e e e er e e ee e e e et e e es e e s et e e ereae et e e esaaees et eeereeesereeas 41



13

1 INTRODUCAO

Embora vérios fatores possam contribuir para falhas da terapia endodéntica, a
persisténcia da infeccio intra-radicular é a principal causa de insucessos (Siqueiral*’, 2001;
Ricucci et al. 193104 2015; 2016). Desse modo, os principais objetivos do tratamento
endododntico de dentes com necrose pulpar sdo a reducdo ou eliminacdo da infec¢do microbiana
do sistema de canais radiculares (Evans et al.?®, 2003; Wuerch et al. 13°, 2004; Kanisavaran®’,
2008; Kawashima et al.®®, 2009; Mohammadi, Abbott®, 2009; Pladisai et al.*°, 2016; van der
Meer et al.'?3, 2016).

O controle da infeccdo endodontica é realizado por meio de varios procedimentos
combinados (Haapasalo et al.*!, 2000). A instrumentagdo, irrigacdo e medicagdo intracanal
reduzem significativamente a microbiota do sistema de canais radiculares (Bystrom,
Sundqvist!!, 1985; Faria et al.*®, 2005). No entanto, estes procedimentos nio eliminam
completamente os micro-organismos de areas de dificil acesso, como tubulos dentinarios,
canais laterais e ramificacdes apicais (Nair et al.28 2005; Harrison et al.>*, 2010; Ricucci'® et
al., 2010). Assim, devem ser pesquisadas novas solucgdes irrigadoras e medicamentos visando
a obtencdo de maiores indices de sucesso do tratamento endoddntico de dentes com necrose
pulpar.

O hipoclorito de sédio (NaOCI) é o agente irrigante mais comumente utilizado,
principalmente devido a sua atividade antimicrobiana e capacidade de dissolucdo tecidual
(Zehnder®3, 2006; Mohammadi®?, 2008; Haapasalo et al.>?, 2014; del Carpio-Perochena et al.Z,
2015), sendo considerado o irrigante endodéntico “padrio ouro” (Zehnder!®, 2006; Garcia et
al.*?, 2010).

Entretanto, o NaOCI ndo promove remocdo da smear layer da superficie dentinaria
(Violich e Chandler'?®, 2010; Gaddala et al.*!, 2015). Além disso, altera negativamente algumas
propriedades mecéanicas da dentina e pode reduzir a resisténcia de unido dos cimentos
endoddnticos e de alguns materiais & dentina (Pascon et al.®®, 2009; Martinho et al.®, 2015;
Neelakantan et al.®°, 2015). O NaOCl a 2,5% é recomendado por diversos autores em casos de
necrose pulpar e lesio periapical ou casos de retratamento endodéntico (Siqueira et al.*'®, 1997;
Pladisai et al.*®, 2016). Concentracdes mais elevadas sdo mais irritantes aos tecidos vivos
apicais e periapicais (Zehnder et al.**2, 2002; Gernhardt et al.*3, 2004; Mohammadi®, 2008; de
Sermefio et al.?*, 2009). A procura por uma solugéo irrigadora alternativa ao NaOCI ¢ focada
em substéncias que possuem efeito antimicrobiano, capacidade de dissolucdo de tecido
organico (Zehnder'®, 2006; Haapasalo et al.>?, 2014; del Carpio-Perochena et al.?, 2015) e
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remocgdo da smear layer (Lottanti et al.”®, 2009; Gaddala et al.*, 2015) e que sejam
biocompativeis (Gomes-Filho et al.*®, 2008; Bajrami et al.#, 2014).

O 4cido peracético (AP), que é um agente oxidante forte (Kitis et al.”®, 2004; Finnegan
et al.*”, 2010) e desinfetante (Kitis et al.”®, 2004), vem sendo citado na literatura odontoldgica
como uma possivel solucao irrigadora de canais radiculares. Ele apresenta a vantagem de reunir
em um s6 produto atividade antibacteriana (Guerreiro-Tanomaru et al.*®, 2011; Dornelles-
Morgental et al.?®, 2011; Ordinola-Zapata et al.%?, 2013) e capacidade de remogdo da smear
layer (Lottanti et al.”®, 2009; De-Deus et al.??, 2011).

O AP é amplamente utilizado para esterilizacdo ou desinfeccdo de equipamentos
médicos (Kovaleva et al.”*, 2010; Ryu et al.1%®, 2013) e dentarios termo sensiveis (Ceretta et
al.1®, 2008; Carvalho et al.'?, 2015), para a desinfecgéo de linhas d’4gua de unidades auxiliares
odontolégicas (Montebugnoli et al.8%, 2004), de alimentos (Nascimento et al.®%; 2003; Walter et
al.'?’, 2009; Kerkaert et al.%®, 2011; Dai et al.?%, 2012), de 4gua em companhias de tratamento
de 4gua e esgoto, entre outros (Kitis et al.”®, 2004; Chassot et al.?°, 2006; Rossi et al.'%*, 2007;
Mattle et al.8, 2011). Ele tem ac#o rapida e é efetivo contra bactérias, fungos, esporos e virus
(Gaddala et al.*!, 2015), em concentracdes menores que 0,5% (Baldry®,1983; Lensing, Oei’*,
1985; Chassot et al.?%, 2006; Costa et al.’, 2015; Lee et al.”,2016). Ao contrario a maioria dos
desinfetantes quimicos, os desinfetantes a base de AP néo sdo inativados na presenca de matéria
organica (British Society of Gastroenterology Endoscopy Committee®, 1998; Chassot et al.?°,
2006).

O AP é comercialmente disponivel na forma de solucéo aquosa, onde esta em equilibrio
com o peroxido de hidrogénio e acido acético e quando utilizado se decompde em subprodutos
seguros: agua, acido acético e oxigénio (Martell, Motekaitis™®, 1992; British Society of
Gastroenterology Endoscopy Committee!?, 1998). O &cido acético presente nessa solucio é o
provavel responsavel pela dissolugdo da camada de smear layer (De-Deus et al.??, 2011;
Lottanti et al.”®, 2009).

Embora o mecanismo de agdo antimicrobiana do AP n&o esteja completamente
esclarecido, acredita-se que ele desnatura proteinas de maneira semelhante ao perdxido de
hidrogénio, aumentando a permeabilidade da membrana celular e inativando enzimas essenciais
ao metabolismo celular (Kitis et al.”®, 2004; Fraser et al.®®, 1984; Rutala, Weber'%’,1998;
Griffits et al.*8, 1999). Devido a sua biodegradabilidade, os fabricantes normalmente afirmam
que AP é minimamente téxico e ndo corrosivo, na concentracdo utilizada para a desinfeccéo
(Loukili et al.”, 2004).
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Em Odontologia, o AP tem sido estudado em diferentes concentracGes de uso: 1 a 10%
para a dissolucio de tecido necrético (Naenni et al.®®, 2004; Tanomaru-Filho et al.'?*, 2015),
0,2% e 2% para descontaminacio de resina acrilica (Chassot et al.?°, 2006; Fernandes et al.®,
2013; Panariello et al.%, 2015) e de resina composta indireta (Samuel et al.*1, 2011), 1 ou 2%
para descontaminacdo de cones de guta-percha e de Resilon (Salvia et al.''° 2011; Subha et
al.!'®, 2013) 1% para a remogdo de medicagdo intracanal de hidroxido de calcio (Sagsen et
al.1®°, 2012) e 0,5 a 4% para irrigagdo de canais radiculares, seja como agente para a desinfeccio
ou para a remogdo de smear layer (Lottanti et al.”, 2009; Kuga et al.”?, 2011; Dornelles-
Morgental et al.?®, 2011, De-Deus et al.?2, 2011; Guerreiro-Tanomaru et al.*®, 2011; Ordinola-
Zapata et al.%?, 2013; Nagas et al.8’, 2014).

Ainda ndo foi determinada na literatura a concentracdo ideal do AP para uso em
Endodontia. Para remoc¢do de smear layer, 0 AP a 0,5% e a 2,25% apresentaram eficacia
semelhante a do EDTA a 17% (Lottanti et al.”®, 2009; De-Deus et al.?, 2011).

Quando empregado com finalidade antibacteriana, 0 AP a 1% necessitou de um maior
tempo de contato com Enterococcus faecalis do que o NaOCl a 2,5% e a clorexidina a 2%, para
exercer sua atividade avaliada pelo teste de contato direto. Tanto o NaOCI a 2,5%, quanto a
clorexidina a 2% eliminaram completamente o E. faecalis depois de 30 segundos de contato. J&
0 AP a 1% levou a reducdo da contagem bacteriana em 86% em 3 minutos e eliminac¢éo de E.
faecalis apos 10 minutos. (Guerreiro-Tanomaru et al.*®, 2011). No entanto, quando empregado
como solucgéo irrigadora durante a instrumentacdo de canais radiculares de dentes humanos
extraidos contaminados com E. faecalis, 0 AP a 1% apresentou eficacia antibacteriana
semelhante ao NaOCI a 2,5% e a clorexidina a 2% (Dornelles-Morgental et al.?, 2011).
Ordinola-Zapata et al.? (2013) avaliaram o efeito do MTAD, Qmix, Smear Clear, acido
maleico a 7%, iodeto de potéassio com iodo a 2%, NaOCl a 2,5% e 5,25% e AP a 4% sobre a
arquitetura e viabilidade de biofilme misto formado sobre blocos de dentina. Verificaram que
apenas as solugdes de NaOCl e de AP a 4% reduziram o nimero de bactérias viaveis e
dissolveram o biofilme de forma estatisticamente significante.

Para a selecéo da solucéo irrigadora de canais radiculares deve-se levar em consideragao
ndo somente os seus beneficios terapéuticos, mas também os possiveis efeitos citotoxicos
(Yasuda et al.3!, 2010) uma vez que ela pode entrar em contato com os tecidos periapicais
(Yasuda et al.'3!, 2010; Bajrami et al.*, 2014).
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6 CONCLUSAO

Concluimos que o AP a 1% é mais citotoxico do que o NaOCl a 2,5%. No entanto, ambos
apresentam 0 mesmo mecanismo de citotoxicidade; diminuem o mestabolismo celular, levam
a desestruturacdo do citoesqueleto, alteracGes na morfologia externa, acimulo de proteinas no

reticulo endoplasmatico rugoso e induzem morte celular predominantemente por necrose.
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