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Coaguila-Llerena EH. Citotoxicidade e capacidade de limpeza de solugdes com
potencial para uso em endodontia [Dissertacdo]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

O hipoclorito de calcio [Ca(OCl)2] e o cloridrato de octenidina (OCT) tém sido
estudados como potenciais solug¢des irrigadoras endodénticas alternativas ao
hipoclorito de sédio (NaOCI) ou a clorexidina (CHX). Os objetivos deste estudo foram
avaliar a citotoxicidade do Ca(OCI)2 e do OCT (Publicacdo 1), e o efeito do OCT na
limpeza do canal radicular (Publicagdo 2). Para a avaliagdo da citotoxicidade, foram
utilizadas células do ligamento periodontal humano (hPDL) e fibroblastos da linhagem
L929. As células foram expostas a diferentes diluicdes das solugbes de Ca(OCI):2 a
2,5 e 5%, OCT a 0,1%, NaOCl a 2,5% e CHX a 2%. A viabilidade celular foi avaliada
por meio dos ensaios do metil-tiazol-tetrazoélio (MTT) e do vermelho neutro (NR), e a
migragdo celular pelo teste de cicatrizacdo. A anadlise estatistica foi efetuada
empregando ANOVA de dois fatores e teste de Bonferroni (a=0,05). Os ensaios MTT
e NR mostraram, nas células do hPDL, que o OCT a 0,1% foi menos citotoxico
(P<0,05), seguido da CHX a 2% e do Ca(OCl)z2 a 2,5% (P<0,05). Nao houve diferenca
significativa entre NaOCl a 2,5% e Ca(OCl)2 a 5% (P>0,05), sendo que estas solu¢des
apresentaram maior citotoxicidade que as demais. Em L929, o resultado foi similar,
exceto que ndo houve diferenca significativa entre CHX a 2% e Ca(OCl)2 a 2,5%
(P>0,05). No teste de cicatrizagao, tanto nas células do hPDL quanto L929, a migragao
celular do OCT a 0,1%, CHX a 2%, Ca(OCl)2 a 2,5% foi significativamente maior do
que o Ca(OCl)2 a 5% e NaOCI a 2,5% as 24 horas (P<0,05). Para a avaliagcdo da
capacidade de limpeza do OCT, foram utilizados 50 dentes unirradiculados humanos
extraidos que foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos (n=10) de acordo com
as solugdes irrigadoras utilizadas no preparo biomecanico do canal radicular: G1, OCT
a0,1%; G2, CHX a 2%; G3, NaOCl a 2,5%; G4, OCT + acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) a 17% e G5, NaOCl a 2,5% + EDTA a 17%. A smear layer foi avaliada em
microscopio eletrbnico de varredura utilizando sistema de escores. Os resultados
foram analisados pelos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (a = 0,05). Nao houve
diferenca significativa entre os grupos OCT, CHX e NaOCI (P>0,05), e esses grupos
apresentaram maiores valores de smear layer que os grupos NaOCl + EDTA e OCT
+ EDTA (P<0,05). Nao houve diferenca significativa entre os grupos NaOCI + EDTA e
OCT + EDTA (P>0,05). Pode-se concluir que, nas linhagens celulares estudadas, o
OCT a 0,1% foi a solugdo menos citotdxica, e que o Ca(OCl)2 a 2,5% e a 5%
apresentaram citotoxicidade menor ou similar ao NaOCI a 2,5%, respectivamente. O
OCT, utilizado como solugéo irrigadora unica, ndo apresentou capacidade de limpeza
e deveria ser usado em associacdo com EDTA como irrigante final para se obter
remocgao da smear layer.

Palavras-chave: Endodontia. Microscopia eletronica de varredura. Teste de
materiais. Tratamento do canal radicular.



Coaguila-Llerena EH. Cytotoxicity and cleaning capacity of solutions with potential to
be used in endodontics [Dissertagdo]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da
UNESP; 2018.

ABSTRACT

Calcium hypochlorite [Ca(OCl)2] and octenidine hydrochloride (OCT) have been
studied as alternative irrigating solutions to sodium hypochlorite (NaOCI) or
chlorhexidine (CHX). The objectives of this study were to evaluate the cytotoxicity of
Ca(OCl)2 and OCT (Publication 1), and the effect of OCT on root canal cleaning
(Publication 2). For cytotoxicity evaluation, human periodontal ligament (hPDL) cells
and permanent cell line of mouse fibroblasts L929 were used. The cells were exposed
to different doses of different solutions: 2.5% and 5% Ca(OCl)2, 0.1% OCT, 2.5%
NaOCI and 2% CHX for 10 minutes. Cell viability was assessed by methyl-thiazol-
tetrazolium (MTT) and neutral red (NR) assays, and cell migration was determined by
the scratch assay. Statistical analysis was performed by two-way ANOVA and
Bonferroni tests (a=0.05). The MTT and NR assays revealed that 0.1% OCT was less
cytotoxic in hPDL cells (P<0.05), followed by 2% CHX and 2.5% Ca(OCl)2 (P<0.05).
There was no significant difference between 2.5% NaOCI and 5% Ca(OCl)2 (P>0.05),
but these solutions showed greater cytotoxicity than the others. The result was the
same for L929 cells, except that there was no significant difference between 2% CHX
and 2.5% Ca(OCl)2 (P>0.05). Scratch assay in L929 and hPDL cells showed that cell
migration of 0.1% OCT, 2% CHX and 2.5% Ca(OCI)2 groups was higher than 5%
Ca(OCl)2 and 2.5% NaOCI groups at 24 hours (P<0.05). For evaluation of OCT
cleaning capacity, fifty human unirradicular extracted teeth were randomly distributed
in 5 groups (n=10) according to irrigant solutions which were used during root canal
preparation: G1, 0.1% OCT; G2, 2% chlorhexidine (CHX); G3, 2.5% sodium
hypochlorite (NaOCI); G4, OCT + 17% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and
G5, 2.5% NaOCI + 17%. The smear layer was evaluated using a score system and the
data were analyzed by Kruskal-Wallis and Dunn (a=0.05). In all root canal thirds there
was no significant difference between OCT, CHX and NaOCI groups (P>0.05), and
these groups showed higher smear layer values than NaOCIl + EDTA and OCT + EDTA
groups (P<0.05). There was no significant difference between NaOC| + EDTA and
OCT + EDTA groups (P>0.05). In conclusion, in tested cell lines, 0.1% OCT had lower
cytotoxicity than CHX, Ca(OCI)2 and NaOCI. Ca(OClI)2 at concentrations of 2.5% and
5% showed lower or similar cytotoxicity to 2.5% NaOCI, respectively. The OCT used
as a single root canal irrigant presented poor cleaning capacity and could be used in
association with a final irrigation with EDTA to obtain smear layer removal.

Keywords: Endodontics. Scanning electron microscopy. Materials testing. Root
canal therapy.
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1 INTRODUGAO

O principal objetivo do tratamento endodéntico de dentes com necrose pulpar é
a reducgéo da infecgdo microbiana do sistema de canais radiculares’?, sendo que a
solugédo irrigadora empregada no preparo biomecanico tem um papel importante para
atingir este objetivo?.

O hipoclorito de sodio (NaOCI) é a solugao irrigadora mais comumente utilizada
devido a sua atividade antimicrobiana e capacidade de dissolugéo tecidual®>4°, sendo
considerado “padrdo ouro™?®. No entanto, o NaOCI altera negativamente as
propriedades mecanicas da dentina, tais como microdureza, médulo de elasticidade,
resisténcia a flexdo e a fadiga’, e pode reduzir a forgca de unido dos cimentos
endoddnticos® e de alguns materiais adesivos a dentina’®. Além disso, o NaOCI nao
propicia adequada remogao da smear layer da superficie dentinaria?, e pode interagir
com outros irrigantes endoddnticos, ocasionando efeitos deletérios a dentina
radicular™®1",

Em relacdo a toxicidade, o NaOCl em concentragdes elevadas é altamente
irritante quando em contato com tecidos periapicais'?13.

Outra consideragado € o seu potencial efeito prejudicial sobre o processo de
regeneragao pulpar, do qual participam as células tronco da papila apical — SCAPs™.
Quando utilizado a 0,5%, 1,5% e 3%, o NaOCI reduz aproximadamente 37% a
sobrevivéncia das SCAPs, e a 6% tem um efeito negativo pronunciado na sobrevida
e na diferenciagdo das SCAPs'". Ele também reduz a liberagdo do fator de
crescimento transformador beta 1 (TGF-R1) da dentina'®, que por sua vez age como
um quimiotatico para células progenitoras’” e induz a diferenciagéo celular e a sintese
da matriz'819,

A CHX é amplamente utilizada na Odontologia devido a sua eficacia sobre micro-
organismos gram-positivos, gram-negativos, aerobios, anaerdbios facultativos,
leveduras e virus. Outra favoravel e importante caracteristica da CHX é sua
substantividade, que permite efeito residual prolongado e ndo promove resisténcia
microbiana?’. Por outro lado, a CHX nao dissolve tecidos organicos?', ndo remove a
smear layer??, e quando empregada como solugéo irrigadora endodéntica, ela interage
com o NaOCI residual no canal radicular, resultando na formag¢ao de um precipitado
que pode interferir na capacidade de selamento do cimento endoddntico e induzir

mudanca de cor do dente?232%, Qutro efeito adverso que a CHX pode apresentar é
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toxicidade, o que poderia prejudicar o reparo dos tecidos periapicais®®?’. Quando
injetada no espaco subplantar da pata de camundongos a CHX, nas concentracoes
de 0,5 e de 1%, induz efeitos toxicos severos como necrose da epiderme, derme e
tecido subcutaneo em associacdo com uma resposta inflamatoéria reacional. Além
disso, em cultura de fibroblastos, a CHX induz apoptose em concentragdes mais
baixas e necrose em concentragdes mais elevadas e induz ao estresse celular?®-28.

A procura por solugdes irrigadoras alternativas ao NaOCl e a CHX é focada em
substancias que possuem efeito antimicrobiano, de dissolugao tecidual, além de nao
ocasionar danos a estrutura dentaria e ser biocompativel.

O Octenisept® (Schillke & Mayr, Nordersdedt, Germany) € um agente
antimicrobiano utilizado para antissepsia de queimaduras, de feridas cirurgicas, da
pele e de mucosas?®3° e atualmente representa uma alternativa @ CHX, idopovidona
(PVPI) e triclosan3'. O Octenisept® € composto por cloridrato de octenidina (OCT) e
fenoxietanol, um derivado etanol, que serve como conservante?® e sinergicamente
melhora a atividade antimicrobiana do OCT?2,

A molécula do OCT [N, N '- (1,10-decanodiol 1 [4H] -piridinil-4-ilideno) bis (1
octanamine) dicloridrato] pertence as bipiridinas e carrega dois centros catidnicos
ativos por molécula. O OCT apresenta amplo espectro de acao frente a bactérias
gram-positivas, gram-negativas, fungos e virus®®33, sendo o seu espectro de agéo
comparavel ao da CHX3*. A atividade bactericida / fungicida do OCT se da pela sua
interferéncia na parede e membrana celular dos micro-organismos?®3%. O OCT néo é
absorvido pela pele, ndo apresenta efeito sistémico apds sua aplicagdo na mucosa
bucal®® e ndo ha registros na literatura de efeitos carcinogénicos ou mutagénicos?®.

Tem sido mostrado na literatura que o OCT mantém a sua eficacia
antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterococcus faecium e Candida albicans na presenca de material
organico®’. Esta € uma propriedade importante, uma vez que material organico
presente no sistema de canais radiculares pode diminuir a eficacia de
antimicrobianos®8. Porém, o Octenisept® ndo apresenta capacidade de dissolugéo de
tecido organico®.

O OCT tem sido sugerido como solugao irrigadora e como medicagéao intracanal
em Endodontia com base no seu potente efeito antimicrobiano frente a S. aureus®°, E.
faecalis?%303540 e C. albicans®34'. Tandjung et al.?® mostraram que o Octenisept® em

gel foi eficaz na desinfecgcédo de blocos de dentina contaminados com E. faecalis; a
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média de bactérias viaveis diminuiu significantemente de 57,2% para 5,7% depois 10
minutos de aplicagéo. Apds 7 dias, houve o desenvolvimento de bactéria em apenas
uma amostra. De Lucena et al.3® mostraram que o Octenisept® gel empregado como
medicacao intracanal por 28 dias foi tdo eficaz quanto a CHX na eliminacdo de E.
faecalis na dentina radicular.

Como solugao irrigadora de canais radiculares de dentes de humanos
contaminados com C. albicans, o Octenisept® apresentou eficacia semelhante ao
NaOCI a 2.5 %, ao NaOCl a 5.25 % e a CHX a 2% na eliminagdo deste micro-
organismo33. Por meio de teste de contato direto, a solugido de Octenisept® foi mais
eficaz do que o NaOCl a 5,25% frente a E. faecalis, S. aureus e C. albicans apos
diferentes intervalos de tempo. O Octenisept® eliminou todos os micro-organismos
apos 15 segundos de contato direto, enquanto que o NaOCl a 5,25% levou 20 minutos
para a eliminagdo dos micro-organismos®. Frente a biofilme de E. faecalis formado
em blocos de dentina radicular, o Octenisept® apresentou maior atividade
antimicrobiana do que a CHX a 2% e menor atividade do que o NaOCI a 5,25%%.
Além disso, o OCT apresenta efeito residual, sendo que S. aureus nao foi detectado
apos 24 horas em epiderme humana reconstruida apos sua aplicagéo de 15 minutos?2.

Em relagdo aos efeitos citotoxicos, um antisséptico a base de OCT a 0,1%, o
Octenidol®, apresentou menor citotoxicidade e induziu menos apoptose do que a CHX
a 0,2% em fibroblastos gengivais humanos e células epiteliais nasais**44. Em relagao
a combinagdo com outros irrigantes, Octenisept® com o NaOCI gera um precipitado
esbranquigado que foi identificado como fenoxietanol, um componente ja presente na
formulagéo original do Octenisept®, e que este precipitado oclui parcialmente os
tubulos dentinarios*s.

Assim, do ponto de vista antimicrobiano, o Octenisept® pode ser uma solugéo
irrigadora alternativa promissora ao NaOCl e a CHX, mas ha necessidade de mais
estudos avaliando a sua toxicidade®*33 e seu efeito sobre a dentina radicular em
comparagao com esses irrigantes endodénticos.

O hipoclorito de calcio [Ca(OCl)2] € utilizado para descontaminagao de
alimentos*®#’, tratamento e purificagdo de agua*® e branqueamento*®. Ele esta
disponivel na forma de granulos e quando preparado em solugao aquosa, ha liberagcéo
de acido hipocloroso e de hidréxido de calcio®®: Ca(OCl)2 + 2 H2O — 2 HOCI +
Ca(OH)2. Comparando com o hipoclorito de sédio (NaOCl + H20 — HOCI + NaOH)
ha maior geragao de acido hipocloroso*®, e a presenga de Ca?* levaria a produgéo de
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duas vezes mais ions hidroxila do que a solugdo de NaOCI®°, Além disso, em vez de
sodio, é o calcio que esta presente na sua composigcao, o qual é hipoteticamente mais
favoravel de ser incorporado na camada hibrida de dentina®'. O Ca(OH)2 gerado
poderia favorecer a atividade antimicrobiana do Ca(OCI)2*°. Estudo recente mostrou
que as solugdes de Ca(OCl)2 sdo altamente alcalinas (pH por volta de 11-12),
apresentam maior conteudo de cloro do que o NaOCIl na mesma concentragao e maior
tensdo superficial do que o NaOCI. Em relacdo ao conteudo de cloro disponivel, a
solugédo de Ca(OCIl)2 tende a ser estavel até trinta dias quando armazenada a 4 ou a
25°C%2, A preparagdo da solugdo de Ca(OCl)2 pode ser mais precisa do que a
preparagao de NaOCI porque o pd pode ser pesado e incorporado em agua no
consultério odontolégico, imediatamente antes da utilizag&o clinica. Ja a solugéo de
NaOCI é preparada a partir da diluicdo de uma solucdo mais concentrada que é
instavel, o que dificulta a obtengdo de uma solugao com uma concentragao precisa de
NaOCI, o que pode interferir com as caracteristicas desejaveis da solugéo irrigadora®.

Em Odontologia, estudos empregando Ca(OCI)2 tem sido realizados para avaliar
o seu potencial de dissolugéo tecidual®®, seu efeito sobre E. faecalis®®, sobre a
rugosidade da dentina radicular® e sobre a microinfiltragdo de resina composta®’.

Quando empregado como solugao irrigadora durante a instrumentacao de canais
radiculares de dentes extraidos contaminados com E. faecalis, o Ca(OCl)2 a 2,5%
apresentou eficacia antibacteriana semelhante ao NaOCl a 2,5%, independentemente
do uso da irrigagdo ultrassonica passiva®. Na concentragdo de 5%, o Ca(OCI).
apresenta a mesma capacidade de dissolugao tecidual do que o NaOCl a 5,25%, apds
35 e 60 minutos de contato com o tecido®. Essa capacidade de dissolugdo aumenta
gradualmente com o tempo e com o aumento da sua concentragéo®®. Por outro lado,
o Ca(OCl)2, assim como o NaOCI nao apresenta capacidade de dissolugéo de tecido
inorganico e consequentemente ndo remove a smear layer do canal radicular®®.

Em relagéo aos efeitos sobre a superficie da dentina radicular, o Ca(OCI): altera
a rugosidade da dentina de forma semelhante ao NaOCI**. Quando usado antes de
um sistema adesivo a base de acetona, o Ca(OCl)2 ndo modifica a microinfiltragédo em
relacdo ao NaOCI. No entanto, o tratamento da dentina com Ca(OCl)2 aumenta a
quantidade de ions calcio e fésforo, o que pode ser benéfico para o processo de
mineralizacao e para a formacado de uma fase de fosfato de calcio amorfo dentro da

camada hibrida, ja que esses dois elementos representam os principais componentes
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inorganicos da dentina®'. Em relagdo a toxicidade, Blattes et al.®® ndo encontraram
diferencga entre Ca(OCI)2e o NaOCI na resposta do tecido subcutaneo de ratos.

Para a selegcdo da solugéo irrigadora de canais radiculares deve-se levar em
consideragao nao somente os seus beneficios terapéuticos, mas também os possiveis
efeitos citotdxicos, uma vez que ela pode entrar em contato com os tecidos
periapicais®’ e a resposta tecidual a esta solugdo pode influenciar o prognéstico do
tratamento endodontico. Isto torna-se ainda mais critico quando sdo empregadas
técnicas de regeneracdo endodéntica em dentes com rizogénese incompleta, que
apresentam forame apical amplo, o que permite a solugao irrigadora entrar em contato
com os tecidos periapicais que sdo essenciais para que ocorra a regeneragdo®.
Também é preciso considerar a capacidade de limpeza do canal radicular pela solugao
irrigadora. A smear layer formada durante o preparo do canal radicular € composta
por substancias organicas e inorganicas e pode conter bactérias e seus subprodutos.
Idealmente a smear layer deve ser removida®®¢° porque ela pode bloquear o acesso
de irrigantes e de medicagdo no sistema de canais radiculares®' e influenciar a
adaptacao®?, uniao® e penetrabilidade dos cimentos endoddnticos na dentina
radicular®*.

Assim, pesquisas devem ser desenvolvidas na busca de solugdes irrigadoras
endodonticas que possuam equilibrio entre as propriedades antimicrobianas e
compatibilidade biolégica, e que idealmente apresentem capacidade de remogéao da

smear layer.
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4 CONCLUSAO

— Nas células do ligamento periodontal de humanos e nos fibroblastos L929, o OCT
a 0,1% apresentou menor citotoxicidade do que a CHX a 2%, Ca(OCl)2a 2,5% e a
5% e NaOCl a 2,5%. Ca(OCl)2a 2,5% e a 5% apresentaram citotoxicidade menor
ou similar ao NaOCI a 2,5% respectivamente. Portanto, do ponto de vista de
citotoxicidade, o OCT e o Ca(OCl)2 apresentam potencial para serem usados como

irrigantes endoddnticos (Publicagéo 1).

— OCT usado como irrigante durante a instrumentacdo do canal radicular n&o
apresentou capacidade de limpeza da dentina e, portanto, deveria ser usado com

irrigacéao final de EDTA para se obter remocgao da smear layer (Publicagao 2).
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