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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.
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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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2 PROPOSICAO
O objetivo deste estudo foi investigar a citotoxicidade e 0 mecanismo de agressao celular
do AP em comparacdo com o NaOCI sobre fibroblastos L929 por meio de avaliagdo metabolica,

estrutural, ultraestrutural e de morte celular (necrose e/ou apoptose).
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3 MATERIAL E METODO

A metodologia foi subdividida nas etapas abaixo.

Preparo das solugdes irrigadoras
No presente estudo foram estudadas as solugfes de NaOCl a 2,5% e de AP a 1%. A

solucéo de estoque de NaOCIl a 2,5% (Asfer, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) foi titulada pelo
método fisico-quimico de espectofotdbmetria para determinar o teor de cloro disponivel
(American Public Health Association?, 2012). A solucdo AP a 1% foi preparada imediatamente
antes do uso a partir da diluicdo do AP (Peroxyacetic acid- Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA) em agua deionizada. O AP (Peroxyacetic acid - Sigma) é composto por acido peracético
a 36 - 40% e peroxido de hidrogénio a 5 - 8%. As solucBes de AP a 1% e de NaOCl a 2,5 %
foram consideradas como grau de dilui¢do “1” (Ryu et al.1®® 2013) e foram submetidas a
diluicGes seriadas em soro fisioldgico (cloreto de sédio a 0,9%) empregando fator de diluicdo
de 1,5. As células foram incubadas com as soluc@es nas dilui¢des de 1/250, 1/375, 1/562, 1/844,
1/1266, 1/898, 1/2848, 1/4271 e 1/6407, correspondentes respectivamente as concentracdes de
0,4%, 0,26%, 0,18%, 0,12%, 0,08%, 0,05%, 0,03%, 0,02% e 0,015%.

Cultura de fibroblastos L929

Os fibroblastos de camundongos da linhagem L929 foram cultivados em garrafas, com
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium; Sigma-Aldrich St. Louis, MO, USA),
suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10% (Invitrocell, Campinas, SP, Brasil),
penicilina (100 U/m) e estreptomicina (100 mg/mL). As células foram mantidas em estufa a
37°C, com atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar. Para a realizacdo dos
experimentos, os fibroblastos foram destacados das garrafas com tripsina, o sobrenadante foi
centrifugado a 1000 RPM por 10 minutos a 5°C, o pellet foi ressuspendido em DMEM com
SFB 10% e as células foram contadas em hemocitdmetro (Reichert, Bufallo, NY). Os
fibroblastos foram cultivados em placas de cultura de 24 ou 96 pocos (Corning, NY, EUA), ou
em laminas Lab-Tek (Nalge Nunc, Naperville, IL, EUA) contendo DMEM com SFB 10% e
foram mantidos na estufa por 24 horas para aderirem nas placas. Em seguida, 0 meio de cultura
foi removido e as células foram incubadas com diferentes concentragdes do AP e do NaOCl,
com soro fisioldgico (controle) ou com DMEM com SFB a 10% (controle adicional), por um

periodo de 10 minutos. As drogas e controles foram entdo removidos, e as células foram


http://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_1?ie=UTF8&text=American+Public+Health+Association&search-alias=books&field-author=American+Public+Health+Association&sort=relevancerank
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incubadas com DMEM com SFB a 10% durante 4 horas (Giannelli et al., 2008), para em

seguida serem submetidas aos ensaios descritos abaixo.

Avaliacdo da viabilidade/metabolismo celular por ensaio de MTT

Os fibroblastos foram cultivados em placa de 96 pogos numa concentragdo de 1x10°
células/mL. Apos a realizacdo do protocolo de tratamento das células com os irrigantes nas
concentracdes de 0,015 a 0,4%, o meio de cultura foi removido, e foi adicionado 100ul da
solucdo de MTT (Sigma- Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 0,5mg/mL, sendo as células
incubadas por 3 horas em estufa 5% de CO>, 95% de umidade a 37°C. Apos este periodo, foram
adicionados 100puL alcool isopropilico acidificado (HCI: alcool isopropilico, 0.04N) ao extrato
para solubilizar os cristais de formazan. As densidades Opticas das solucdes foram medidas por
espectrofotdmetro com filtros de 540 e 620nm de comprimento de onda (ThermoPlate, Nashan
Distict, Shenzhen, China). A porcentagem de viabilidade celular foi calculada comparando a
absorbancia de cada concentracdo do AP e do NaOCI com o controle do soro fisioldgico. Os

ensaios foram realizados em triplicata e repetidos em trés momentos distintos.

Anélise do citoesqueleto - fluorescéncia para actina e a-tubulina

Os fibroblastos foram cultivados em laminas Lab-Tek™ (Nalge Nunc Int., Rochester,
New York, USA) na concentragdo de 1x10° células/mL e incubados com as solucdes de AP e
de NaOCI nas concentracdes de 0,02 a 0,26% e com os controles. Para o ensaio de marcagéo
fluorescente, as células foram lavadas com PBS e fixadas com paraformaldeido a 4%, por 20
minutos e lavadas 3 vezes com PBS por 10 minutos. As células foram permeabilizadas com
Triton X-100 a 0,5% (Sigma - Aldrich, St. Louis, MO, USA) por 30 minutos e as ligacdes ndo
especificas foram bloqueadas com BSA/PBS a 1%. As células foram, entdo, incubadas
overnight a 4°C com o anticorpo primario para marcacdo dos microtibulos (monoclonal mouse
anti-a- tubulin; Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, California, USA; 1:200). Depois
de lavar 3 vezes com PBS por 30 minutos, as células foram incubadas com o anticorpo
secundario FITC-conjugated anti-mouse 1gG (Vector Laboratories, Inc., Burlingame; 1:200)
por 1 h a 37 °C. As células foram lavadas 3 vezes com PBS por 10 minutos, e depois 0s
filamentos de actina foram marcados pela incubacéo das células com actina (Alexa Fluor® 594
Phalloidin - Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA) diluida em BSA 1%, 1:100, por 30
minutos a 37°C. Em seguida, foram novamente lavadas 3 vezes com PBS por 10 minutos. Para

coloracdo do DNA, as células foram incubadas com DAPI (4°,6-diamidino-2-fenilindol, Sigma)
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300 nM, por 3 minutos, a 37°C. As laminas foram montadas com Prolong (Invitrogen Molecular
Probes, Inc., Eugene, Oregon, EUA). As células foram analisadas e fotografadas utilizando o
microscopio Leica DM 6000M (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) equipado com o
Sistema de deconvolugéo (Leica Microsystems) Leica AF6000 (Leica Microsystems). Os

experimentos foram repetidos duas vezes.

Analise da mortalidade celular por citometria de fluxo

A avaliacdo da presenca de necrose e apoptose foi efetuada por citometria de fluxo
empregando-se anexina V-FITC e iodeto de propideo - Pl (Annexin V-FITC Kit; Abcam,
Cambridge, Inglaterra). A anexina V conjugada com a fluoresceina é usada para quantificacdo
de células apoptoticas por se ligar a fosfolipidios da membrana plasmatica carregados
negativamente como a fosfatidilserina. Nos estagios iniciais de apoptose, a molécula de
fosfatidilserina transloca da camada interna para a externa da membrana plasmatica. Uma vez
que as células necroticas também expdem a fosfatidilserina devido a perda de integridade da
membrana, foi empregado o PI para diferenciar as células necroticas das apoptéticas. O Pl é
um corante vital frequentemente usado para identificar células necréticas, com base na perda
de integridade da membrana. As células apoptéticas mantém a integridade da membrana
plasmatica durante a maior parte do processo de apoptose e se torna permeavel ao Pl durante a
necrose secundaria (Vermes et al.*?*, 1995).

Foram cultivadas 1x10° células/mL L929 em placas de 24 pogos, que foram incubadas
com as solugdes de AP e de NaOCI nas concentracdes de 0,015 a 0,4% e com os controles.
Como controle positivo da reacdo foi empregado o peroxido de hidrogénio (ImM). Os
fibroblastos foram destacados da placa utilizando scrapper, coletados e lavados duas vezes em
PBS a 4° C. Uma quantidade de 1 x 10° células foram incubadas em 100pL de solugdo tampao
contendo anexina V-FITC (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) por 15 minutos a
temperatura ambiente, ao abrigo da luz e, em seguida, marcadas com iodeto de propidio (PI)
(Sigma Aldrich, St. Louis, Missouri, USA). As amostras foram analisadas em separador celular
ativado por fluorescéncia (FACS) (Beckton Dickinson, San Jose, CA, EUA). Pelo menos 1x10°
células por amostra foram adquiridas e foram avaliadas populacdes especificas,
individualizadas por gates com base em parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC)
ou fluorescéncia (FL). As porcentagens de células viaveis (anexina V-; Pl-), células apoptéticas
(anexina V+) e células necroéticas (anexina V-; Pl+ e anexina V+; Pl+) foram determinadas

como descrito previamente (Vermes et al.'?*, 1995). Os ensaios foram realizados em triplicata
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e repetidos em trés momentos distintos. Os dados foram expressos como porcentagem de

células viaveis, apoptoticas e necroticas.

Anélise da morfologia externa das células por microscopio eletrénico de varredura (MEV)

Os fibroblastos foram cultivados sobre laminulas esterilizadas, de 13 mm de didmetro,
colocadas em placas de cultura de 24 pogos, numa concentragdo de 5x10* células/mL e
incubados com as solugdes de AP e de NaOCI nas concentrac6es de 0,015 a 0,4% e com 0s
controles. O meio de cultura foi removido e as células foram lavadas duas vezes com solugéo
tampdo cacodilato de sédio 0,1 M e fixadas em aldeido glutérico a 4%, diluido em tampéo
cacodilato de sédio 0,2 M, pH 7,4, por 20 minutos, a 37°C. O material foi lavado em tampéo
cacodilato de sédio 0,1 M por 3 vezes e pos-fixado em tetréxido de 6smio a 1%, por uma hora.
Ap0s novas lavagens em tampdo cacodilato de sddio 0,1M (3 vezes de 15 minutos), as células
foram desidratadas em série crescente de alcool (50%, 70% e 95%, 10 minutos cada e 100%, 2
trocas de 20 minutos cada). O material foi seco pelo método do ponto critico com didxido de
carbono (CO.) em aparelho Bal-Tec CPD 030 (Bal-Tec AG, Balzers, Liechtenstein). Em
seguida, as lamimulas foram fixadas em stubs com cola de prata (Provac AG, Balzers,
Liechtenstein) e, foi realizada a metalizagdo com ouro-paladio sob vacuo em equipamento
Emitech K 650 (Emitech Ltda, Ashford, Kent, Inglaterra). O material foi observado em MEV
(EVO 50, Zeiss, Cambrige, UK) a 15 kV, com aumento de 3000X, acoplado com sistema
computadorizado de captura de imagens.

Analise da ultraestrutura em microscopio eletrdonico de transmissao

Foram cultivadas 5x10° células/mL em placas de 24 pocos. Apds a realizagdo do
protocolo de tratamento com os irrigantes nas concentracdes de 0,05, 0,08 e 0,12% e com 0s
controles, as células foram retiradas das placas com scrapper (Corning) e centrifugadas a 4000
RPM por 5 minutos. Em seguida, foram fixadas em aldeido glutarico a 1,4% com sacarose
0,2M, diluido em tampéo cacodilato de sédio 0,2M, por 30 minutos, a 37°C. O material foi
lavado em tampéo cacodilato de sédio 0,1M e pos-fixado em tetroxido de ésmio a 1%, por 1
hora, a 4°C. Apds lavagem em tampé&o cacodilado de sédio 0,1M, as células foram mantidas na
solucéo de acetato de uranila a 0,5% com sacarose, a 4°C, por 12 horas (contrastacdo em bloco).
Em seguida, realizou-se 0s seguintes procedimentos: desidratacdo das células em série
crescente de acetona nas concentragdes de 30, 50, 70, 90 e 95% (10 minutos cada) e 100% (3

trocas de 20 minutos). Infiltragdo da mistura de resina e acetona nas proporgdes de 3:1, 1:1 e
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1:3 (1 hora cada), resina pura (3 trocas de 1 hora cada) e inclusdo em resina Araldite 502
(Polyciences Inc., Washington, PA, EUA). Foram obtidos cortes de 0,75um com navalha de
vidro, corados com azul de toluidina e examinados em microscopio Optico para a selecdo das
areas posteriormente submetidas a cortes ultrafinos. Cortes de 20 a 40nm obtidos por meio de
navalha de diamante em ultramicrétomo digital Leica EM UC7 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Alemanha) foram colocados em grades de cobre de 200 mesh (Polysciences Inc.) e duplamente
contrastados com acetato de uranila e citrato de chumbo por 30 minutos. O material foi
observado e fotografado em microscopio eletrdnico de transmissdo (Jeol JEM- 100 CXIl,
Peabody, Massachusetts, USA) equipado com camera digital a 80 kV.

Anélise estatistica

Os dados estdo apresentados como média e erro padrdo da média. Os resultados foram
analisados empregando ANOVA de dois fatores e pos-teste de Bonferroni (o = 0.05), por meio
do programa estatistico GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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4 RESULTADO

Os resultados abaixo foram subdivididos quanto a citotoxicidade das solucbes
irrigadoras (NaOCI e AP) sobre as células de linhagem L929 pelo ensaio de MTT, analise do
citoesqueleto, andlise do tipo de morte celular (necrose e/ou apoptose), microscopia eletrénica

de varredura e microscopia eletrénica de transmisséo.

Viabilidade/metabolismo celular por ensaio de MTT

Verificamos que as concentragdes de 0,015 a 0,4% de AP e de NaOCI foram adequadas
para avaliar a dose-resposta pois nas menores concentragcdes (maiores dilui¢cbes) havia uma
viabilidade celular de aproximadamente 100% e conforme aumentou a concentracdo, essa
viabilidade diminuiu gradualmente até chegar proximo a zero. As solucdes de NaOCl a 2,5% e
de AP a 1% apresentaram efeito no metabolismo celular de maneira dose-dependente; quanto
maior a concentracdo maior a citotoxicidade. Observou-se que o AP a 1% apresentou maior
citotoxicidade do que o NaOCI a 2,5% nas concentrac@es de 0,05, 0,08 e 0,12% (Figura 1).
Assim, conclui-se que o AP a 1% é mais citotoxico do que o NaOCI, apresentando menor
viabilidade celular.
Figura 1 - Ensaio do MTT. Viabilidade das células L929 apds exposi¢do ao acido peracético (AP) e

ao hipoclorito de sddio (NaOCI) em diferentes concentragfes. *** p<0,001; **p<0,01.
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Anélise do citoesqueleto - fluorescéncia para actina e a-tubulina

Nas células expostas ao soro fisioldgico e ao meio de cultura (controles), os microtabulos
(o-tubulina) e os filamentos de actina apresentavam-se distribuidos uniformemente em volta do
nacleo, ocupando todo o volume citoplasmatico.

No grupo do NaOCI, as células expostas as concentragdes de 0,02%, 0,03% e 0,05%
apresentavam o0s dois componentes do citoesqueleto semelhantes aos grupos controles. As
células expostas ao NaOCl a 0,08% apresentavam filamentos mais grosseiros de actina,
alteragBes nos microtubulos e perda do formato estrelado. Nas células incubadas com o NaOCI
a0,12%, os microtubulos e os filamentos de actina apresentavam-se desorganizados e dispostos
em volta do ndcleo; o formato alongado das células foi perdido, e a maioria apresentava
aparéncia arredondada. O NaOCI a 0,18% e a 0,26% levou ao colapso dos componentes do
citoesqueleto avaliados (Figuras 2 e 4).

As células expostas ao AP nas concentracGes de 0,02% e de 0,03% apresentavam os dois
componentes do citoesqueleto semelhantes aos grupos controles. Na concentracdo de 0,05% o0s
microtUbulos e os filamentos de actina colabados, o formato alongado das células foi perdido e
amaioria apresentava aparéncia oval ou arredondada. A partir da concentragéo de 0,08% houve
colapso dos componentes do citoesqueleto avaliados impendido a fluorescéncia necesséaria para
a captacdo das imagens (Figuras 3 e 5). Em resumo as alteracdes no citoesqueleto foram
detectadas no grupo do NaOCI a partir da concentracdo de 0,08% e no grupo do AP a partir da

concentracédo de 0,05%.
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Figura 2 - Imunomarcagio para a-tubulina em fibroblastos L929 expostos ao hipoclorito de sddio
(NaOCl). Os microtibulos foram marcados com anti-a-tubulina (fluorescéncia verde) e o nucleo
marcado com DAPI (fluorescéncia azul). (a) Os fibroblastos L929 expostos ao soro fisiologico e ao
meio de cultura (controles), apresentavam os microtibulos formando uma densa rede distribuida em
volta do ndcleo, ocupando todo o espago citoplasmético. (b) Nas concentrages de 0,02%, 0,03% e
0,05% as células apresentavam os microttbulos semelhantes ao grupo controle. (c) Nos fibroblastos
expostos ao NaOCI a 0,08%, os microtibulos apresentavam-se mais grosseiros e as células haviam
perdido o formato estrelado. (d) Os fibroblastos expostos ao NaOCl a 0,12% apresentavam microttbulos
desorganizados e dispostos em volta do ndcleo e as células apresentavam-se arredondadas. (e) O NaOCI
nas concentracdes de 0,18 e 0,26% levou ao colapso dos microtibulos. Barra = 50um.

Fonte: Elaboracao propria
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Figura 3 - Imunomarcagio para a-tubulina em fibroblastos L929 expostos ao &cido peracético (AP). Os
microtubulos foram marcados com anti-a-tubulina (fluorescéncia verde) e o nicleo marcado com DAPI
(fluorescéncia azul). (a) Os fibroblastos expostos ao soro fisioldgico e ao meio de cultura (controles),
apresentavam os microttbulos formando uma densa rede distribuida em volta do nlcleo, ocupando todo
0 espaco citoplasmatico. (b, ¢) Nas concentracdes de 0,02% e de 0,03%, as células apresentavam 0s
microtUbulos semelhantes ao grupo controle. (d) Nos fibroblastos expostos ao AP a 0,05%, os
microtUbulos apresentavam-se colabados e as células haviam perdido o formato estrelado. Barra =
50um.

Fonte: Elaboracao propria
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Figura 4 - Fluorescéncia para actina em fibroblastos L929 expostos ao hipoclorito de sédio (NaOCI).
A actina apresenta fluorescéncia vermelha e o nlcleo fluorescéncia azul. (a) Os fibroblastos expostos
ao soro fisioldgico e ao meio de cultura (controles), apresentavam os filamentos de actina, bem
organizados, distribuidos em volta do ndcleo, ocupando todo o espaco citoplasmatico. (b) Nas
concentracdes de 0,02%, 0,03% e 0,05%, as células apresentavam os filamentos de actina semelhantes
ao grupo controle. (c) Nos fibroblastos expostos ao NaOCI a 0,08%, os filamentos de actina
apresentavam-se mais grosseiros e as células haviam perdido o formato estrelado. (d) Os fibroblastos
incubados com o NaOCI a 0,12% apresentavam filamentos de actina desorganizados e dispostos em
volta do nucleo e as células apresentavam arredondadas. () O NaOCI nas concentracdes de 0,18 e 0,26%
levou ao colapso dos filamentos de actina. Barra = 50um.

Fonte: Elaboracao propria



Figura 5 — Fluorescéncia para actina em fibroblastos L929 expostos ao acido peracético (AP). A actina
apresenta fluorescéncia vermelha e o nucleo fluorescéncia azul. (a) Os fibroblastos L929 expostos ao
soro fisiologico e ao meio de cultura (controles), apresentavam os filamentos de actina, bem
organizados, distribuidos em volta do nucleo, ocupando todo o espago citoplasmatico. (b, ¢) Nas
concentragdes de 0,02% e de 0,03%, as células apresentavam os filamentos de actina semelhantes ao
grupo controle. (d) Nos fibroblastos expostos ao AP a 0,05% os filamentos de actina apresentavam-se
colabados e as células haviam perdido o formato estrelado. Barra = 50um.

(b)

Fonte: Elaboracao propria
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Mortalidade celular

A Figura 6 mostra a porcentagem de células L929 viaveis, necroticas e apoptoticas
expostas ao AP e ao NaOCI. Houve menor porcentagem de viabilidade e maior porcentagem
de necrose das células expostas ao AP do que as células expostas ao NaOCI. A morte celular
tanto para o AP quanto para o NaOCI ocorreu predominantemente por necrose. Houve baixa

porcentagem de morte por apoptose para ambos 0s irrigantes.

Figura 6 - Avaliacdo por citometria de fluxo da viabilidade e mortalidade por apoptose ou necrose de
fibroblastos L929 em cultura, apds a exposicao a diferentes concentracdes de acido peracético (AP) e
de hipoclorito de s6dio (NaOCI). ***p<0,001 representa os resultados das compara¢des dos grupos do
NaOCI e do AP nas mesmas concentragles, para a porcentagem de células viaveis e ###p<0,001;
#p<0,05 para a porcentagem de eventos de necrose. Nao houve diferenca entre os grupos para 0s eventos
de apoptose.
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Anélise da morfologia externa das células por microscopio eletronico de varredura

As células expostas ao NaOCI nas concentragdes de 0,015 a 0,05% apresentavam
caracteristicas semelhantes aos controles. Nas concentracdes acima de 0,05% as células
apresentavam alteracBes estruturais progressivas severas incluindo perda de falopodeos,
alteracdes de formato e desestruturacdo caracterizando necrose (Figura 7). No grupo AP, as
células expostas as concentracbes de 0,015 e de 0,02% apresentavam caracteristicas
morfologicas semelhantes aos controles. Na concentracdo de 0,03%, as células apresentavam
formas semelhantes aos grupos controles, porem com um ndmero menor de falopodeos. As
células expostas ao AP em concentracdes maiores que 0,03% apresentaram alteracdes
estruturais progressivas apresentando-se completamente destruidas com caracteristicas de
necrose (Figura 8). Assim, as células expostas ao AP apresentaram alterac6es na morfologia

externa em concentragdes menores do que o NaOCI.
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Figura 7 — Microscopia eletronica de varredura. Imagens representativas do efeito do hipoclorito de
sodio (NaOCI) em fibroblastos L929. (a) Os fibroblastos L929 expostos ao soro fisioldgico e ao meio
de cultura (controles) apresentavam aspecto de normalidade com formato alongado/estrelado e presenca
de falopddeos. As células apresentavam caracteristicas morfolégicas semelhantes ao controle nas
imagens das concentracdes de (b) 0,015 e 0,02%, (c) 0,03% e (d) 0,05%. Nas imagens representativas
das concentrac6es (e) 0,08%, (f) 0,12%, (g) 0,18%, 0,26% e 0,4% apresentavam alteracBes estruturais
progressivas severas incluindo perda de falopddeos, alteracbes de formato e desestruturacdo
caracterizando necrose. Barra=20um.

Fonte:
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Figura 8 - Microscopia eletronica de varredura. Imagens representativas do efeito do &cido peracético
(AP) em fibroblastos L929. (a) Os fibroblastos L929 expostos ao soro fisioldgico e ao meio de cultura
(controles), apresentavam aspecto de normalidade com formato alongado/estrelado e presenca de
falopddeos. (b) As células expostas ao AP a 0,015% e a 0,02%, apresentavam caracteristicas
morfol6gicas semelhantes ao controle. (¢) Os fibroblastos expostos ao AP a 0,03%, apresentavam forma
semelhante ao controle e menor nimero de falopddeos. Nas imagens representativas das concentracdes
(d) 0,05%, (e) 0,08%, (f) 0,12%, (g) 0,18%, 0,26% e 0,4% apresentavam alteracfes estruturais
progressivas severas incluindo perda de falopddeos, alteracBes de formato e desestruturagdo
caracterizando necrose. Barra=20um.

Fonte: Elaboracéo propria
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Anélise da ultraestrutura em microscépio eletronico de transmissao

As células expostas ao NaOCI na concentracdo de 0,05% apresentavam as estruturas
semelhantes aos grupos controles. O tratamento das células com NaOCI a 0,08% levou a
desestruturacdo das cristas mitocondriais e alteracdo na conformacdo do reticulo
endoplasmaético rugoso que se apresentava como estruturas arredondadas, eletrodensas e com
acumulo de proteinas. Essas alteraces foram agravadas progressivamente nas células tratadas
com NaOCl a 0,12%, havendo vacuolizacdo mitocondrial e acimulo de estruturas eletrodensas
(Figura 9). Nas maiores concentracOes as células apresentavam caracteristicas de necrose, ou
seja, degradacdo dos componentes celulares e fragmentacdo da membrana.

Os fibroblastos expostos ao AP na concentracdo de 0,05%, apresentavam cristas
mitocondriais menos evidentes e vacuolos aparentemente vazios. Nas células expostas as
concentracdes de 0,08% e 0,12% houve dilatacdo do reticulo endoplasmatico rugoso com
acimulo de proteinas, vacuolizacdo mitocondrial e degradacdo de componentes
citoplasmaticos. Além disso, nas células tratadas com AP a 0,12% houve fragmentacdo da
membrana celular, com derrame do contetdo citoplasmaético, caracterizando necrose (Figura
10). Tanto no grupo do AP, quanto no grupo do NaOCI nao foram detectadas células com
caracteristicas de apoptose. Em resumo, as células expostas ao AP comecaram a apresentar
alteracOes ultraestruturais em concentragdes menores que nas células expostas ao NaOCI.
Entretanto, as duas solu¢des promoveram alteracfes ultraestruturais caracteristicas de necrose

celular.
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Figura 9 - Microscopia eletrdnica de transmissdo. Imagens representativas do efeito do hipoclorito de
sodio (NaOCI) nos fibroblastos L929. (a) Os fibroblastos L929 expostos ao soro fisiolégico e ao meio
de cultura (controles), apresentavam estruturas com aspecto normal. (b) As células expostas ao NaOCI
a 0,05% apresentavam estruturas semelhantes ao grupo controle. (c) Na concentracdo de 0,08%, as
células apresentavam alteragdes na conformacao do reticulo endoplasmético rugoso que mostrava-se
como estruturas arredondadas e eletrodensas com acimulo de proteinas. (d) Vacuolizagcdo mitocondrial
e acumulo de estruturas eletrodensas foram observados nas células expostas ao NaOCl a 0,12%. Cabeca
de seta preenchida, membrana celular; seta vazia, mitocondrias; asterisco, nicleos; seta preenchida,
reticulo endoplasmaético rugoso. Barra = 1um.
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Figura 10 - Microscopia eletrbnica de transmissdo. Imagens representativas do efeito do acido
peracético (AP) nos fibroblastos L929. (a) Os fibroblastos L929 expostos ao soro fisiolégico e ao meio
de cultura (controles), apresentavam estruturas com aspecto normal. (b) No grupo do AP a 0,05% as
células apresentavam cristas mitocondriais menos evidentes e vacuolos aparentemente vazios. (c, d)
Dilatacdo do reticulo endoplasmatico rugoso com acumulo de proteinas, vacuolizacdo mitocondrial e
degradacdo de componentes citoplasmaticos, foram observados nas células expostas ao AP a 0,08% e
0,12%. (d) Na concentragdo de 0,12%, além da degradacdo dos componentes citoplasmaticos, houve
fragmentacdo da membrana celular que sdo caracteristicas de célula necrotica. Cabega de seta
preenchida, membrana celular; seta vazia, mitocondrias; asteristico, nucleos; seta preenchida, reticulo
endoplasmatico rugoso; cabeca de seta vazia, membrana celular rompida. Barra = 1um.

Fonte: Elaboracdo propria
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar os efeitos citotoxicos e 0 mecanismo de
agresséo celular do AP em comparacdo com o NaOCI sobre fibroblastos L929.

Utilizamos os fibroblastos da linhagem L929 porque eles s&o recomendados pela
International Organization for Standardization N° 10993:5% (ISO 2009) e frequentemente
empregados em testes de citotoxicidade de materiais odontologicos (Faria et al.**, 2009;
Donadio et al.?, 2009; Aubut et al.%, 2010; Karapmar-Kazandag et al.%!, 2011; Cotti et al.’8,
2014; Wu et al.'?®, 2015; Toh et al.}??, 2015; Gomes-Filho et al.*’, 2016), por serem de facil
cultivo, apresentar 6tima sensibilidade (Johnson et al.>®, 1983), estabilidade metabdlica e
genética e boa reprodutibilidade (Schmalz!4, 1994).

O AP a 1% foi escolhido, pois nesta concentracdo ele apresenta eficacia antibacteriana
semelhante ao NaOCI a 2,5%, a clorexidina a 2% (Dornelles-Morgental et al.?®, 2011) e ao
EDTA a 17% + NaOCI a 2,5% (Cord et al.’®, 2014) frente ao Enterococcus faecalis, e
capacidade de remocdo de smear layer quando empregado como solucéo irrigadora final (De-
Deus et al.??, 2011). N&o foi empregada concentracdo mais elevada pois se sabe que o AP a
2,25% causa maior remocéo de alguns componentes minerais da dentina quando comparado ao
EDTA a 17% (Cobankara et al.'®, 2011). Além disso, foi levantada a hipétese de que o uso do
AP a 2,25% por 3 minutos poderia levar a erosdo da dentina (De-Deus et al.??, 2011).

Para a realizacdo dos experimentos, as células foram incubadas com as solucGes de
NaOCI e de AP diluidas em soro fisiologico (Barsoumian et al.5, 2013), e ndo com os irrigantes
diluidos em meio de cultura ou em PBS. Em ensaios preliminares, observamos que as solucdes
de NaOClI e de AP diluidas no meio de cultura e no PBS apresentaram um pH em torno de 8-
8,5 devido as substancias tamponantes presentes nestes dois meios. Quando diluidas no soro
fisioldgico, ndo houve alteracdo do pH, sendo que as solugdes de AP apresentaram pH de 3,81
a 5,13 e as de NaOCl um pH variando de 8,96 a 7,51 (dados ndao mostrados), sendo estes valores
das solugfes mais concentradas para as mais diluidas, respectivamente. Experimentos piloto,
empregando ensaio de MTT, mostraram que ndo houve diferenca na toxicidade do AP a 1% e
do NaOCIl a 2,5% quando os fibroblastos foram expostos aos irrigantes diluidos em meio de
cultura. No entanto, pratica clinica os irrigantes ndo sdo tamponados para O USO e,
consequentemente, esta metodologia poderia levar a resultados ndo verdadeiros. Optamos por

efetuar a diluicdo no soro fisioldgico para ndo alterar as caracteristicas dos irrigantes e simular,
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assim, a situacdo clinica de uso. Além disso, a neutralizacdo do pH do NaOCI a 2,5% aumenta
a sua citotoxicidade (Aubut et al.3, 2010).

O tempo de 10 minutos de incubacdo das células com os irrigantes foi escolhido para
simular o tempo de preparo quimico mecénico do canal radicular (Schafer, Florek 13, 2003) e
também para evitar danos as células, uma vez que o soro fisioldgico ndo contém nutrientes.
Tempos de 5 minutos a 48 horas de contato da solucdo irrigadora com as células tém sido
empregados para avaliagdo da citotoxicidade (Aubut et al., 2010; Essner et al.*°, 2011;
Barsoumian et al.®, 2013). Em alguns estudos, o irrigante permanece em contato com as células
pelo periodo total de avaliacdo (Hidalgo et al.>®, 2002; Aubut et al.3, 2010; Barsoumian et al.®,
2013) e em outros, apds curtos tempos de contato, o irrigante € removido e as células séo
incubadas com meio de cultura por periodos de 4 horas (Giannelli et al.*4, 2008) ou 24 horas
(Essner et al.*°, 2011). Em ensaios pilotos (dados ndo mostrados), verificamos que quando as
células ficaram incubadas com meio de cultura por 24 horas, ap6s a remocao dos irrigantes,
havia um nivelamento dos resultados. Isto significa que tempos de recuperacéo das células por
24 horas pode impedir a identificacdo das diferencas de citotoxicidade. Por isso, escolhemos o
tempo de incubacdo de 4 horas das células com o meio de cultura ap6s a remocdo dos irrigantes
(Giannelli et al.*, 2008).

Os resultados dos ensaios realizados no presente estudo mostraram que o AP na
concentracdo de 1% apresentou maior citotoxicidade do que o NaOCIl a 2,5%.

A acdo dos irrigantes sobre a funcdo mitocondrial foi avaliada empregando o ensaio de
MTT. O ensaio de MTT é considerado o teste padrdo para avaliar a toxicidade de materiais
odontolégicos em cultura celular (1ISO%” 10993-2005; Al Anezi et al.l, 2010; Zhang et al.***,
2010; Simbula et al.*%, 2010; Forster et al.®8, 2014; Petrovi¢ et al.%’, 2015; Botton et al.8, 2015;
Kamonwanon et al.®%, 2015). Ele é um ensaio rapido, preciso e de facil realizagdo (Gomes-Filho
et al.*®, 2009; Bin et al.”, 2012). Este ensaio ¢ baseado na habilidade da enzima mitocondrial
em converter o sal que tem a cor amarela e é solivel em agua 3-(4,5-dimethyl-thiazol)-2,5-
diphenyl-tetrazolium bromide (MTT; Sigma Chemicals, St Louis, MO) em compostos
coloridos de formazan (roxo), cuja absorbancia é proporcional a quantidade de células
viaveis/metabolicamente ativas (Mosmann®, 1983; Petrovi¢ et al.®’, 2015). Neste estudo, as
solugdes de NaOCl a 2,5% e de AP a 1% apresentaram efeito no metabolismo celular de
maneira dose-dependente, ou seja, tanto o AP, quanto o NaOCI levaram a diminui¢do da
viabilidade celular conforme aumentou concentracao das solucgdes. No entanto, no grupo do AP

houve menor viabilidade celular do que no grupo do NaOCI nas concentragdes intermediarias.
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O tipo de morte celular provocado pelos irrigantes também foi avaliado. Segundo

Kumar et al.%® (2013), existem dois tipos de morte celular, necrose e apoptose. Necrose € o tipo
de morte celular que esta associado a perda da integridade da membrana e extravasamento dos
contetdos celulares, culminando na dissolugdo das células, resultante da acdo degradativa de
enzimas. E caracterizada também pelo inchago celular, digestdo da cromatina e hidrolise do
DNA (Orrenius et al.%, 2015). Os contetidos celulares que escapam iniciam uma inflamag&o
local com a finalidade de eliminar as células mortas (Edinger et al.?’, 2004; Festjens et al.®,
2006). A apoptose, também conhecida como morte celular programada, € uma forma ativa de
morte celular, caracterizada pela contragdo da membrana celular e condensacgdo da cromatina,
seguida pela fragmentacdo nuclear, envolvendo a ativacdo das caspases especificas (Orrenius
et al.®, 2015). Diferentemente da necrose, as células apoptéticas e seus fragmentos sio
rapidamente removidos, ndo promovendo reacdo inflamatdria (Kumar et al.%®, 2013). Se um
material endodéntico induz principalmente a apoptose, 0 dano para o tecido periapical €
supostamente limitado, ao passo que os materiais que induzem a necrose celular (Ciapetti et
al.**, 2000) podem retardar o reparo periapical. Por meio da avaliagdo em MET, nos grupos do
AP e do NaOCI foram detectadas células com caracteristicas de necrose, mas ndo de apoptose.
Os resultados da citometria de fluxo mostraram que o AP e o NaOCI induziram a morte das
células predominantemente por necrose, sendo que o percentual das células mortas aumentou
conforme aumentou a concentracdo dos irrigantes. Estes resultados podem ser explicados pelo
fato do NaOCI (Estrela et al.®1,2002; Prado et al.1®, 2013; Pechacek et al.%¢,2015) e do AP
(Brasileiro et al.%, 2001; Pechacek et al.?® 2015) serem agentes oxidantes e, consequentemente,
os radicais livres podem causar a peroxidacdo dos lipidios das membranas plasmatica e das
organelas. A lesdo oxidativa € iniciada quando as liga¢fes duplas dos acidos graxos das
membranas sdo atacadas por radicais livres (derivados do oxigénio). As interacGes lipidios
radicais livres produzem perdxidos que também sdo instaveis e reativos, iniciando uma reacéo
autocatalitica em cadeia, que pode resultar em extenso dano das membranas e organelas das
células e consequentemente morte celular (Kumar -6, 2005, 2013). Estudo anterior também
mostrou que o NaOCI n&o induz quantidade significante de apoptose (Nishikiori et al., 2008)
Investigacdes morfoldgicas microscopicas sdo necessarias para comprovar a toxicidade e

tipo de morte celular (Taatjes et al.*?°, 2008). A avaliagio da morfologia externa das células por
meio de MEV tem sido empregada para avaliar a citotoxicidade de materiais odontol6gicos
(Faria et al.**, 2009; Zhou et al.13®, 2015; Hashimoto et al.>3, 2016). A anélise em MEV mostrou

que o AP e o NaOCI levaram a alteracbes morfologicas nos fibroblastos L929 que foram
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proporcionais a concentracdo das solugfes. Com o aumento da concentracdo, as células
apresentaram  diminuicdo e perda dos falopddeos, alteracio na forma e
desestruturagio/degradacio, sendo estas Gltimas caracteristicas de necrose (Kumar -6, 2005,
2013). Estas alteracOes celulares se iniciaram em concentragbes menores do AP quando
comparado com o NaOCI. A microscopia eletronica de transmissdo mostrou resultados
concordantes com a avaliagdo em MEV; o AP induziu alteracdes celulares ultraestruturais em
concentracdes menores do que 0 NaOCI. O AP e 0 NaOCI levaram a dilatacdo das cisternas do
reticulo endoplasmatico rugoso com acumulo de proteinas, vacuolizagdo mitocondrial e
degradacdo de componentes citoplasmaticos e fragmentacdo da membrana celular, com
derrame do contetido citoplasmatico, caracterizando necrose (Kumar et al.®%, 2013). O acimulo
de proteinas no reticulo endoplasmatico rugoso leva ao stress celular, que se for muito intenso,
pode ativar a morte das células (Kincaid e Cooper®*, 2007; Faria et al.3, 2009). O reticulo
endoplasmatico é o local de sintese e dobramento de proteinas, destinadas para secrecdo,
membrana celular, aparelno de Golgi e lisossomos. Proteinas ndo dobradas ou dobradas
incorretamente ndo podem ser exportadas para o aparelho de Golgi (Kaufman®, 2002; Schroder
and Kaufman?!®, 2005). Estudos prévios tém mostrado que proteinas ndo dobradas ou dobradas
incorretamente podem ocorrer sob varias circinstancias, incluindo exposi¢éo a toxinas, idade e
stress oxidativo (Paschen e Frandsen®®, 2001; Kaufman®?, 2002). Winter et al.'?® (2008)
mostraram que o NaOCI leva a agregacdo e ndo dobramento oxidativo de proteinas.

Mudancas na forma das células podem ocorrer devido a alteracdes na estrutura do
citoesqueleto (Runnegar, Falconer 1%, 1986). O citoesqueleto é composto por filamentos que
funcionam como ancoras conectando a membrana plasmatica ao interior da célula. Além disso,
os filamentos exercem as funcBes de manutencdo da arquitetura, na motilidade e na sinalizacdo
de células normais (Kumar et al.%®, 2013). A forca de tenséo celular é fornecida pelos filamentos
intermediarios, ao passo que a manutencgdo da arquitetura das células, a organizacéo espacial
das organelas e o trafico vesicular sdo conferidos pelos microtdbulos e proteinas motoras
associadas (Euteneuer, Schliwa®, 1984). Um grande niimero de xenobidticos interfere com a
organizagao do citoesqueleto (Mannherz et al.”8, 2006; Frese et al.*°, 2014), levando a ruptura
e desaparecimento dos microtubulos, dos microfilamentos e dos filamentos intermediarios
(Majno, Joris’’, 2004; Gunaratnam, Grant>®, 2004; Rudolf et al.!%, 2005; Mannherz et al.’®,
2006). Além disso, podem induzir a despolimerizagdo (Scanlon et al.*2, 1989) ou inibir a sua
polimerizacdo (Gunaratnam, Grant>®, 2004;). O efeito do AP e do NaOCI foi observado nos

microfilamentos (actina) e nos microtubulos (a-tubulina), que sdo 0s maiores determinantes da
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morfologia celular. O processo progressivo de destruicdo da citoarquitetura pelo AP e pelo
NaOCI foi coincidente as alteracbes celulares observadas na MEV. Por isso, mudangas na
morfologia celular induzidas pelo AP e NaOCI foram provavelmente causadas pelas alteracdes
na integridade do citoesqueleto, como a ruptura e redistribui¢do dos microfilamentos (Eriksson
et al.?®, 1989; Hooser et al.*®, 1991) e dos microtbulos (Khan et al.®3, 1995).

A resposta das células ao NaOCI mostrada nesse estudo, esta condizente com estudos
anteriores que também relataram a sua citotoxicidade de forma dose dependente (Aubut et al.?,
2010; Simbula et al.}**, 2010; Ryu et al.1%8, 2013; Vouzara et al.}?®, 2015).

Em relagdo ao AP, os fabricantes normalmente afirmam que devido a sua
biodegradabilidade, ele é minimamente tdxico na concentracdo utilizada para a desinfeccéo
(Loukili et al. ®, 2004). No entanto, ndo ha estudos na literatura avaliando o seu efeito sobre
fibroblastos.

Nossos resultados mostram que mesmo as duas solugdes promovendo 0 mesmo tipo de
morte celular, alteracGes metabdlicas, estruturais e ultraestruturais semelhantes, o grupo do AP
induziu estas alteracdes em concentracdes menores do que o NaOCI. A maior toxicidade do AP
em relacdo ao NaOCI poderia ser explicada pela acidez do AP (3,81 a 5,13) nas concentragoes
usadas no presente estudo (Chan et al.1®, 1999) e/ou pelo seu maior potencial de oxidagio em

relacdo ao cloro (Kitis et al.”®, 2004).
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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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