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Barbieri IP. Propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade e penetrabilidade nos tibulos
dentinarios de um novo irrigante endoddéntico de hipoclorito de sédio com surfactante
[Trabalho de Conclusédo de Curso — Graduacdo em Odontologia]. Araraquara:
Faculdade de Odontologia da UNESP; 2023.

RESUMO

Os objetivos deste estudo foram avaliar as propriedades fisico-quimicas,
citotoxicidade e penetrabilidade nos tibulos dentinarios de ChlorCid™ Surf (NaOCl a
3% com surfactante), em comparacdo com ChlorCid™ (NaOCI a 3% sem surfactante).
As propriedades fisico-quimicas avaliadas foram pH, tensdo superficial, contetdo de
cloro ativo e angulo de contato com a dentina. A citotoxicidade foi avaliada utilizando
cultura de fibroblastos da linhagem L929 expostos as solu¢des por meio dos ensaios
de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil tetrazélio (MTT) e vermelho neutro
(VN). A avaliacdo da penetrabilidade das solugbes nos tubulos dentinarios foi
realizada a partir da coloracdo de dentes humanos permanentes unirradiculares com
cristal violeta (n = 18), que foram irrigados com as solugbes e analisados nos
segmentos cervical, médio e apical. Os dados foram analisados por analise de
variancia de uma via (ANOVA) e pos-teste de Tukey, ANOVA de duas vias e pOs-teste
de Bonferroni ou teste t (a = 0,05). Os valores do contetido de cloro ativo do ChlorCid™
Surf e do ChlorCid™ foram préoximos aos indicados pelo fabricante. O ChlorCid™ Surf
apresentou menor tensdo superficial e menor angulo de contato com a dentina, e
maior pH do que o ChlorCid™ (p < 0,05). A penetragdo, nos tlbulos dentinarios, de
ChlorCid™ Surf foi maior nos segmentos cervical e médio, em comparacdo com
ChlorCid™ (p < 0,05). Nao houve diferenga na citotoxicidade dos irrigantes (p > 0,05).
Pode-se concluir que o ChlorCid™ Surf apresentou menor tenséo superficial, menor
angulo de contato com a dentina do canal radicular, maior penetrabilidade nos tibulos
dentinarios e pH mais alcalino, em comparagdo com o ChlorCid™. No entanto, ambas
as solucdes apresentaram citotoxicidade e conteudo de cloro ativo semelhantes.

Palavras — chave: Permeabilidade da dentina. Teste de materiais. Fenbmenos
guimicos. Hipoclorito de sodio. Agentes molhantes.



Barbieri IP. Physicochemical properties, cytotoxicity and penetration into dentinal
tubules of sodium hypochlorite with surfactants [Trabalho de Conclusdo de Curso —
Graduacdo em Odontologia]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP;
2023.

ABSTRACT

The aim of this study was to assess the physicochemical properties, cytotoxicity and
penetration into dentinal tubules of ChlorCid™ Surf (3% NaOCI with surfactant) in
comparison with ChlorCid™ (3% NaOCI without surfactant). The physical-chemical
properties evaluated were pH, surface tension, free available chlorine and contact
angle with dentin. Cytotoxicity was evaluated using cultured L929 fibroblasts exposed
to the solutions through the 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide (MTT) and neutral red (VN) assays. Assessment of the penetration of the
solutions into dentinal tubules was performed from the staining of single-rooted
permanent human teeth with crystal violet (n = 18), which were irrigated with the
solutions and analyzed in the cervical, middle and apical segments. Data were
analyzed by one-way analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post-test, two-way
ANOVA and Bonferroni's post-test or t-test (a = 0.05). The , free available chlorine
values of ChlorCid™ Surf and ChlorCid™ were close to those indicated by the
manufacturer. ChlorCid™ Surf showed lower surface tension and contact angle with
dentin, and higher pH than ChlorCid™ (p < 0.05). Penetration of ChlorCid™ Surf into
the dentinal tubules was greater in the cervical and middle segments compared to
ChlorCid™ (p < 0.05). There was no difference in the cytotoxicity of the irrigants (p >
0.05). It can be concluded that ChlorCid™ Surf had lower surface tension, lower
contact angle with the root canal dentin, greater penetraotion into dentinal tubules and
more alkaline pH compared to ChlorCid™. However, both solutions showed similar
cytotoxicity and active chlorine content.

Keywords: Dentin permeability. Materials testing. Chemical phenomena. Sodium
hypochlorite. Wetting agents.
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1 INTRODUCAO

A anatomia complexa do sistema de canais radiculares dificulta a eliminag&o
dos micro-organismos em areas ndo tocadas pelos instrumentos endoddnticost. Em
dentes com necrose pulpar, os micro-organismos estdo disseminados por todo o
sistema de canais radiculares, incluindo os tubulos dentinarios2. O biofilme constituido
por Enterococcus faecalis e Porphyromonas gingivalis, pode invadir os tubulos
dentinarios até 500 um, e essa dentina infectada pode servir como uma fonte potencial
de micro-organismos na periodontite apical persistented. A profundidade de
penetracdo dos irrigantes nos tubulos dentinarios é um fator que pode afetar a
desinfeccdo do sistema de canais radiculares e o0 prognostico do tratamento
endodontico®.

O hipoclorito de sédio (NaOCI) é a solucdo irrigadora mais utilizada,
principalmente devido a sua atividade antimicrobiana e capacidade de dissolucéo de
tecido organico®. No entanto, é necessario levar em consideragéo que a profundidade
de penetracdo do NaOCI nos tubulos dentinarios pode ser afetada pela
concentracdo*?, pH®, tempo de contato com a dentina, temperatura*’, sistema de
agitacdo, uso de irrigante na forma de gel® e pela tensdo superficial da solugédo
irrigadora’.

A tensdo superficial € definida como a forca que existe entre as moléculas
superficiais que faz com que uma gota de liquido se espalhe ou se concentre quando
é colocada em uma superficie®. No interior do canal radicular, uma alta tensdo
superficial pode dificultar a penetragédo da solugéo irrigadora nos tubulos dentinérios,
regides de istmos e irregularidades anatdbmicas, reduzindo a sua efetividade
antibacteriana®. Portanto, teoricamente, quanto menor for o valor de tenséo
superficial do irrigante, maior seria a penetrabilidade nos tubulos dentinarios''12, Os
surfactantes sdo substancias que possuem atividade detergente e que sao
potencialmente capazes de diminuir a tenséo superficial do NaOCI*%1314 aumentando
assim a molhabilidade®®.

Com o intuito de melhorar a penetrabilidade das solu¢cbes de NaOCI no sistema
de canais radiculares, tem sido proposto o seu uso em associacdo a surfactantesio’.
Diferentes surfactantes tém sido associados ao NaOCI, dentre eles a cetramida, Triton
X-100, Tween 80 e o cloreto de benzalconio!®1”:148 O cloreto de benzalconio e a

cetramida sdo surfactantes catidnicos!>1°, enquanto o Tween 80 e o Triton X-100 s&o



surfactantes ndo i6nicos!®16. A adicdo de surfactantes ndo afeta a capacidade de
dissolucdo organica do NaOCI*31920 e em relacdo ao efeito sobre a atividade
antimicrobiana, os resultados dos estudos sado contrastantes. Enquanto alguns
mostraram que a adicdo de cetramida ou cloreto de benzalcbénio aumentaram a
atividade antimicrobiana do NaOCI frente a E. faecalis?*??, outros mostraram que
estes surfactantes ndo influenciaram na atividade antimicrobiana do NaOCI*>23,
Alguns surfactantes como o cloreto de benzalconio e o Tween 80 ndo prejudicam a
forca de unido do cimento a base de resina epOxi na dentina radicular, enquanto o
Triton X-100 aumenta esta forca?®.

Embora os surfactantes tenham a finalidade, entre outras, de aumentar a
penetrabilidade dos irrigantes no sistema de canais radiculares incluindo os tubulos
dentinarios, ainda n&o ha consenso na literatura se esse efeito realmente ocorre; ndo
houve diferenca significativa na penetrabilidade em tubulos dentinérios entre as
solucdes de NaOCl a 6% sem e com surfactante (Chlor-Xtra, com o surfactante Triton
X-100), e entre NaOCl a 2,5% com ou sem adicdo de cetramida a 0,2%?2. O Hypoclean,
uma solucdo de NaOCl a 5,25% com dois surfactantes (cetramida e
polipropilenoglicol) ndo apresentou maior penetrabilidade nos tdbulos dentinarios que
o NaOCI sem surfactante?*. Por outro lado, estudo mostrou que o Hypoclean e Chlor-
Xtra apresentaram maior penetracdo nos tubulos dentinarios em comparacao as
solucdes de NaOCI sem surfactantes’.

O NaOCl em solucdo contém ions hipoclorito e &cido hipocloroso em
proporcées variadas, que juntos constituem a contetido de cloro ativo. E este cloro
ativo que confere a capacidade de dissolucdo de tecido organico e propriedades
antimicrobianas ao NaOCI?®. A presenca de surfactante pode levar a degradagdo mais
rapida de cloro ativo das solucdes de NaOCI?®, embora trabalho recente tenha
mostrado que a adicdo dos surfactantes cloreto de benzalconio, Triton X-100 ou
Tween 80, na concentracao de 0,1%, ao NaOCI a 5% diminuiu a tenséo superficial e
n&o modificou contelido de cloro ativo e o pH, comparado ao NaOCI a 5%?1°.

O pH influencia a capacidade de dissolugdo organica e a atividade
antimicrobiana do NaOCI, sendo que a sua capacidade de dissolucado organica é
maior em pH alcalino?’. A atividade antimicrobiana é maior em pH mais baixo porque
a diminuicdo do pH pode levar a maior concentracdo do acido hipocloroso, que é o
responsavel pela atividade bactericida do NaOCI?8. Foi observado que a solucéo de
NaOCl a 4,2% em pH 6,5 apresentou maior atividade antimicrobiana frente a E.



faecalis comparado com NaOCI em pH 125. Além disso, a acidificacdo do NaOCI
favoreceu a capacidade antibacteriana frente a biofilme polimicrobiano?’. No entanto,
o maior problema das solucfes acidificadas € a instabilidade do conteudo de cloro
ativo que se perde mais rapidamente®.

Assim, é importante avaliar as propriedades fisico-quimicas de tenséo
superficial, cloro ativo e de pH, bem como a penetrabilidade nos tubulos dentinérios
de solucdes de NaOCI com a adicdo de surfactantes. Além disso, a citotoxicidade de
novos irrigantes endodénticos também deve ser avaliada, uma vez que ela pode entrar
em contato com os tecidos periapicais, e a resposta tecidual a esta solucdo pode
influenciar o prognéstico do tratamento endodontico?®.

Recentemente, foi lancado no mercado uma nova solu¢éo de NaOCl a 3% com
surfactante ndo informado na composi¢do, o ChlorCid™ Surf3°, De acordo com o
fabricante, o surfactante modifica a tensdo superficial, o que permite o irrigante
penetrar melhor nas irregularidades do sistema de canais radiculares e gerar uma
limpeza mais profunda das paredes dentinarias®®. No entanto, ainda nédo ha estudos
avaliando a penetrabilidade nos tabulos dentinarios, as propriedades fisico-quimicas

e a citotoxicidade desse irrigante.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo sera avaliar a penetrabilidade nos tibulos dentinéarios,
as propriedades fisico-quimicas e a citotoxicidade de um novo irrigante endodéntico
de hipoclorito de sédio com surfactante, o ChlorCid™ Surf (Ultradent Products), em

comparacgdo com o NaOCI sem surfactante (ChlorCid™, Ultradent Products).
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3 PUBLICACAO*

Apresentamos a seguir o resultante do desenvolvimento da pesquisa.

3.1 Publicacao 1*

Propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade e penetrabilidade nos tubulos
dentinarios de um novo irrigante endodéntico de hipoclorito de s6dio com
surfactante.

3.1 Resumo

Obijetivo: Avaliar as propriedades fisico-quimicas, citotoxicidade e penetrabilidade nos
tubulos dentinarios de ChlorCid™ Surf (3% hipoclorito de sodio [NaOCI] com
surfactante) em comparagéo ao ChlorCid™ (3% NaOCI sem surfactante).
Metodologia: As propriedades fisico-quimicas avaliadas foram pH, tenséo superficial,
conteudo de cloro ativo (FAC) e angulo de contato com a dentina. A citotoxicidade foi
avaliada em fibroblastos L929 expostos as solucfes por ensaios de brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio e vermelho neutro. A avaliagdo da
penetrabilidade nos tubulos dentinarios foi realizada pela coloracdo de dentes
humanos permanentes uniradiculares com cristal violeta (n = 9), que foram irrigados
com as solucdes e analisados nos segmentos cervical, médio e apical. Os dados
foram analisados por analise de variancia de uma via (ANOVA) e pés-teste de Tukey,
ANOVA de duas vias e pos-teste de Bonferroni ou teste t (a = 0,05).

Resultados: Os valores do conteudo de cloro ativo do ChlorCid™ Surf e do ChlorCid™
foram proximos aos indicados pelo fabricante. O ChlorCid™ Surf apresentou menor
tensao superficial e angulo de contato na dentina e pH mais alto que o ChlorCid™ (p
< 0,05). A penetragdo do ChlorCid™ Surf foi maior nos segmentos cervical e médio,
em comparagaéo com o ChlorCid™ (p < 0,05). Nao houve diferenga na citotoxicidade
do irrigante (p > 0,05).

Concluséo: O ChlorCid™ Surf apresentou menor tensao superficial, menor angulo de
contato coma dentina do canal radicular, maior penetrabilidade nos tabulos dentinarios
e pH mais alcalino, comparado ao ChlorCid™. No entanto, ambas as solugdes

apresentaram citotoxicidade e conteudo de cloro ativo semelhantes.

* Artigo redigido segundo as normas do periddico Restorative Dentistry & Endodontics no qual foi publicado.
Cf. https://rde.ac/DOIx.php?id=10.5395/rde.2020.45.e47
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Palavras — chave: Permeabilidade dentinaria. Teste de materiais. Analise fisico-
qguimica. Hipoclorito de sédio. Agentes tensoativos.

3.2 Introducéao

A complexa anatomia do sistema de canais radiculares dificulta a eliminacao
de microrganismos em areas néo tocadas por limas endodonticas, incluindo os tdbulos
dentinarios [1,2]. Portanto, a profundidade de penetracédo dos irrigantes nos tubulos
dentinarios pode afetar a eficacia e consequente progndéstico do tratamento
endodéntico [3]. A penetrabilidade do hipoclorito de sdédio (NaOCI) nos tubulos
dentinarios € afetada por sua concentracdo, tempo de contato, temperatura, ativacdo
ultrassonica, forma de gel e tensé&o superficial [3,4,5].

A tensao superficial € definida como a forca entre as moléculas da superficie,
gue faz com que uma gota de liquido se espalhe ou se concentre quando colocada
em uma superficie [6]. Esta propriedade esta relacionada ao angulo de contato, cuja
medicdo pode proporcionar um melhor entendimento da interacdo entre sélidos e
liquidos e, consequentemente, a molhabilidade do irrigante [7]. Tem sido relatado que
a adicdo de surfactantes pode diminuir a tenséo superficial do NaOCI, o angulo de
contato e melhorar sua penetracdo no sistema de canais radiculares [3, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14]. No entanto, ainda ndo ha um consenso definitivo sobre a melhora da
penetrabilidade do NaOCI nos tubulos dentinarios, uma vez que alguns estudos nao
relataram esse efeito [5, 15].

O NaOCI contém ions hipoclorito e &cido hipocloroso em diferentes proporgdes.
Juntos, eles constituem o contetudo de cloro ativo, que promove dissolucdo organica
e atividade antimicrobiana [16, 17]. O pH do NaOCI influencia sua dissolugcéo organica
e atividade antimicrobiana; sendo que a dissolu¢do organica é maior em pH alcalino
[18]. Mais pesquisas sdo necessarias sobre o efeito de um surfactante nas
propriedades fisico-quimicas do NaOCI, como tenséo superficial, &ngulo de contato,
conteudo de cloro ativo e pH, bem como na penetrabilidade do NaOCI nos tubulos
dentinarios. A citotoxicidade de novos irrigantes endodénticos também deve ser
avaliada, pois o NaOCI pode entrar em contato com os tecidos periapicais, e a
resposta do tecido ao irrigante pode influenciar o prognéstico do tratamento
endodontico [19]. Foi relatado anteriormente que a adi¢cao de cloreto de benzalconio,

um surfactante cationico, nao alterou a citotoxicidade do NaOCI 2,4% [10].



13

Recentemente, foi introduzido NaOCIl 3% com um surfactante, chamado
ChlorCid™ Surf (Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA). O fabricante nao
declara qual surfactante esta contido em sua composi¢do, mas afirma que modifica a
tensado superficial, permitindo assim uma melhor penetrabilidade nas irregularidades
anatémicas [20]. Até onde sabemos, nenhum estudo avaliou as propriedades fisico-
quimicas, citotoxicidade e penetracdo nos tubulos dentinarios do ChlorCid™ Surf.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas,
citotoxicidade e penetrabilidade nos tubulos dentinarios do ChlorCid™ Surf (Ultradent
Products) em comparacdo com o NaOCI| 3% livre de surfactante (ChlorCid™,
Ultradent Products). A hipotese nula foi de que n&do haveria diferenca entre as

solucBes quanto aos parametros avaliados.

3.3 Material e método
Propriedades fisico-quimicas
pH

Duas solugcdes de NaOCl a 3% foram agitadas, uma com surfactante
(ChlorCid™ Surf, Ultradent Products) e outra sem surfactante (ChlorCid™, Ultradent
Products). Os 10 mL de cada solucao foram colocados em frascos plasticos e o pH
de cada solucéo (n = 5 por grupo) foi medido com um pH-metro digital (DM-22,
Digimed, Sdo Paulo, SP, Brasil), previamente calibrado de acordo com as instrucdes
do fabricante. As leituras foram obtidas a temperatura ambiente de 22°C de acordo
com os requisitos da Farmacopeia Europeia [21]. Cada amostra foi medida 3 vezes e

o valor médio foi considerado como o valor de cada amostra.

Conteudo de Cloro Ativo

O conteudo de cloro ativo das solucdes foi determinado seguindo os Métodos
Padrdo para o Exame de Agua e Aguas Residuais (SMEWW) usando o método
colorimétrico N,N-dietil p-fenilenodiamina (DPD) [22]. Os 10 mL de cada solug&o foram
misturados com 500 pL de tampéao fosfato e 500 uL de DPD foram adicionados. O
conteudo de cloro ativo reage imediatamente com o DPD e forma uma cor rosa. Os
resultados foram obtidos usando um espectrofotdmetro calibrado (DR6000, HACH,
Loveland, CO, EUA) a 515 nm, e expressos em porcentagem (%) de massa/massa

(m/m). Cinco amostras de cada grupo foram usadas para o ensaio (n = 5).
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Tenséao Superficial

Uma técnica 6ptica, 0 método da gota pendente, foi realizada em temperatura
ambiente de 22°C a 24°C. Cada solucéao foi colocada em uma seringa acoplada ao
sistema OCA-20 (DataPhysics Instruments GmbH, Filderstadt, Alemanha), onde
forma uma gota, que é capturada digitalmente por uma camera, e a tenséo superficial
€ calculada automaticamente pelo software SCA-20 ( DataPhysics Instruments
GmbH), conforme descrito por Andrade et al. [23]. Este teste foi realizado em triplicado

e repetido 3 vezes.

Angulo de Contato

O tamanho da amostra foi calculado usando o software G*Power 3.1 para
Windows (Franz Faul, Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, Kiel, Alemanha). O
calculo, baseado no tamanho de efeito = 1,01 (baseado em estudos piloto), poder de
teste (B) = 0,95 e a = 0,05, usando a "familia de teste F", mostrou que eram
necessarios 21 espécimes (7 por grupo). No entanto, como poderiam ocorrer perdas
durante a fase experimental, foram utilizados 10 dentes por grupo. Apés aprovacao
pelo comité de ética em pesquisa (CAAE: 09798919.3.0000.5416), 15 dentes
humanos permanentes uniradiculares armazenados em solugéo de timol a 0,1% a 4°C
foram utilizados para avaliar o angulo de contato. Os dentes foram decoronados e
seccionados longitudinalmente para obter 30 hemissec¢des. Cada hemisseccéo foi
montada em um anel de policloreto de vinila de 20 mm de diametro e 15 mm de
largura, observando-se que a superficie dentinaria do canal radicular foi deixada
voltada para o fundo do dispositivo, para posteriormente ser preenchida com resina
acrilica. Apos o preenchimento do conjunto, a superficie dentinaria do canal radicular
e aresina foram polidas com granula¢des sequenciais de papel abrasivo (120 a 1.200-
grit) (3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) para obter uma superficie lisa. As hemissecgdes
foram distribuidas nos seguintes 3 grupos (n = 10): ChlorCid™, ChlorCid™ Surf e
agua. Os corpos de prova foram mantidos em agua destilada a 4°C até o teste. Antes
de realizar cada medicao, a superficie dentinéria foi seca com papel absorvente para
remover 0 excesso de agua [10]. O método da gota séssil foi realizado utilizando o
sistema OCA-20 (DataPhysics Instruments GmbH) e o software SCA-20 (DataPhysics
Instruments GmbH) para determinar o angulo de contato (©). Trés aliquotas de 5 uL
de cada solugéo foram pipetadas em 3 pontos diferentes na superficie dentinaria, e

as imagens foram capturadas apos 30 segundos até que cada gota ficasse estavel
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[24]. A média dos 3 valores foi considerada o valor final para cada espécime (Figura
1).

Sistema OCA-20

30 Anéis de PVC, resina n =10 por grupo Software SCA-20

% espécimes acrilica e hemi-secgoes
15 dentes P ¢

unirradiculados

Figura 1. Representacdo esquematica da avaliacdo do angulo de contato do
ChlorCid™ e do ChlorCid™ Surf na dentina do canal radicular. Primeiramente, cada
hemisseccdo dentaria foi montada em anéis de PVC com resina acrilica. Apos a
polimerizacdo da resina, os anéis foram removidos e o corpo de prova foi polido para
evitar irregularidades na superficie. Em seguida, 5 pL de cada solugdo foram
colocadas nas amostras para medir o angulo de contato usando o sistema OCA-20.
PVC, cloreto de polivinil.

Citotoxicidade

As solugdes ChlorCid™ e ChlorCid™ Surf foram consideradas diluicbes de
grau 1, diluidas em série em soro fisioldgico usando um fator de diluicdo de 1,5 [25].
As células foram incubadas com as solucdes em diluicdes de 1/250 a 1/1.898, que
corresponderam a doses/concentracbes de 0,4% a 0,05%. Os fibroblastos de
camundongo L929 foram cultivados (5 x 104 células/mL) em placas de cultura de 96
pocos (Corning, Corning, NY, EUA) contendo Meio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de penicilina e
estreptomicina (100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). As células foram mantidas em estufa por 24 horas e
incubadas com as solugdes em diferentes doses por 10 minutos para simular o tempo
de contato clinico durante procedimentos quimico-mecanicos [25]. O soro fisiolégico
e meio de cultura DMEM foram usados como controles. Apds esta primeira incubacao,
as solucdes foram retiradas da estufa e as células foram incubadas com DMEM por 4
horas [25].
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O ensaio de brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazo6lio (MTT) foi
realizado adicionando 100 pL de solucdo de MTT 0,5 mg/mL (Sigma-Aldrich) a cada
poco e incubando as células por 3 horas. Em seguida, foram adicionados 100 pL de
alcool isopropilico acidificado. O ensaio de vermelho neutro (VN) foi realizado
adicionando 100 pL da solugéo de 0,05 mg/mL de VN (Sigma-Aldrich) a cada poco e
incubando as células por 3 horas. Em seguida, 100 pL de solugéo de &cido acético a
1% em etanol a 50% foram adicionados a cada poco. As densidades 6pticas foram
medidas usando um espectrofotémetro (ThermoPlate, Shenzhen, China) com filtro de
comprimento de onda de 570 nm. O percentual de viabilidade celular foi calculado a
partir da absorbancia do controle (soro fisiolégico), considerada como 100%. Os

experimentos foram realizados em triplicata e repetidos em 3 momentos diferentes.

Penetrabilidade pelos tubulos dentinéarios

O tamanho da amostra foi calculado usando o software G*Power 3.1 para
Windows. O célculo, baseado em um tamanho de efeito = 1,5 (baseado em estudos
piloto), poder de teste (B) = 0,80 e a = 0,05, usando “t test family” (diferengas entre 2
grupos independentes), mostrou que 14 espécimes (7 por grupo) eram necessarios.
No entanto, como podem ocorrer perdas durante a fase experimental, foram utilizados
9 dentes por grupo. A metodologia foi realizada de acordo com Faria et al. [5], com
modificacdes. O comprimento de trabalho de 20 dentes humanos permanentes
uniradiculares foi estabelecido 1 mm aquém do forame apical usando uma lima tipo K
tamanho 10. Em seguida, o apice radicular foi selado com resina composta e os canais
radiculares foram instrumentados com o sistema ProDesign Logic (Easy
Equipamentos Odontoldgicos, Belo Horizonte, MG, Brasil) até uma lima 40/.05 na
velocidade de 350-600 rpm e 1 —4 Ncm de torque, usando um motor elétrico (VDW
Silver, VDW GmbH, Munique, Alemanha). Os canais radiculares foram irrigados com
2 mL de NaOCI 2,5% por 1 minuto a cada troca de instrumento, seguido de irrigacao
com 5 mL de EDTA 17% por 3 minutos e 5 mL de &gua destilada. Os canais
radiculares foram entdo corados com solucédo de cristal violeta a 1% (Labsynth,
Diadema, SP, Brasil) e mantidos a 37°C e 95% de umidade por 3 dias, trocando o
cristal violeta a cada 12 horas. Em seguida, os canais radiculares foram irrigados com
20 mL de 4gua destilada. As raizes foram distribuidas aleatoriamente em 2 grupos (n
= 9): ChlorCid™ Surf e ChlorCid™. Dois dentes foram irrigados com agua destilada e

serviram como controle do ensaio. Os espécimes foram irrigados com 5 mL dos
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irrigantes por 2 minutos usando uma seringa de 5 mL (Ultradent Products) acoplada a
uma agulha de 27 G com ventilagdo lateral (Endo-Eze®, Ultradent Products)
posicionada 2 mm abaixo do comprimento de trabalho. Em seguida, os canais
radiculares de todos os grupos foram irrigados com 5 mL de agua destilada e
seccionados transversalmente ao longo de seu eixo longitudinal a 3, 7 e 12 mm do
apice. A superficie cervical de cada segmento foi polida com lixa de gréo 1.000 (3M
ESPE). Um estereomicroscoépio (LeicaM80, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha)
e o software Leica Application Suite EZ 3.0 (Leica Microsystems) foram usados para
obter as imagens. A andlise da profundidade de penetracao foi realizada medindo os
efeitos de clareamento do cristal violeta na superficie cervical de cada segmento,
usando o software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA).
Medidas lineares, desde a borda do canal radicular até a extensdo maxima do
clareamento cristal violeta, foram feitas em 10 regifes equidistantes. O valor médio,
em micrémetros (um), de 10 medidas lineares foi considerado o valor final da
profundidade de penetracdo para cada corpo de prova. Um examinador previamente
calibrado e cego realizou a andalise duas vezes com intervalo de 2 semanas

(coeficiente de correlacéo intraclasse > 0,9).

Analise Estatistica

Os dados foram analisados com os softwares estatisticos GraphPad Prism 5
(GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) e SPSS 20.0 (IBM, Armonk, NY, EUA).
Os testes estatisticos utilizados foram andlise de variancia de uma via (ANOVA) e p6s-
teste de Tukey (tensao superficial e angulo de contato), ANOVA de 2 vias e pos-teste
de Bonferroni (citotoxicidade e penetracdo nos tubulos dentinarios) ou teste t (pH e de

conteudo de cloro ativo), ao nivel de significancia de 5%.

3.4 Resultados

As solugdes ChlorCid™ e ChlorCid™ Surf apresentaram pH alcalino de 12,27 + 0,05
e 13,08 + 0,02, respectivamente, e foram significativamente diferentes (p < 0,05). O
ChlorCid™ apresentou 2,78% * 0,047% de conteudo de cloro ativo, enquanto o
ChlorCid™ Surf apresentou 2,85% z 0,044% (Tabela 1). A agua deionizada
apresentou a maior tensao superficial (71,95 + 0,46 mN/m), seguida por ChlorCid™
(70,20 + 0,38 mN/m) e ChlorCid™ Surf (46,10 £ 0,22 mN/m), com diferenca

significativa entre as 3 solucdes (p < 0,05). Em relacdo ao angulo de contato, a agua
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deionizada apresentou os maiores valores (50,78° * 8,85°), seguida por ChlorCid™
(36,99° + 3,34°) e ChlorCid™ Surf (29,18° £ 3,75°) (p < 0,05) (Figura 2).

Tabela 1. Média e desvio padrao do pH e cloro livre disponivel em porcentagem (%)
de peso/massa (p/p) de ChlorCid™ e ChlorCid™ Surf.

Solucdo pH Cloro Ativo % (m/m)
ChlorCid™ 12,27 (+0,05)* 2,788 (+0,047)%
ChlorCid™surf 13,08 (0,02) 2,854 (+0,044)%

*p < 0,0001
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Figura 2. Média e desvio padrdo de (A) tensdo superficial em millinewton/metro
(mN/m) e (B) angulo de contato (©) de ChlorCid™, ChlorCid™ Surf e agua deionizada
(controle). Letras diferentes nas colunas indicam uma diferenca significativa entre as
solucgdes. (C) Imagens representativas do angulo de contato na superficie dentinaria.
Nao houve diferenga na citotoxicidade entre ChlorCid™ e ChlorCid™ Surf de acordo
com os ensaios MTT e NR (p > 0,05). Nao houve diferenca entre os grupos salina e

DMEM (Figura 3). Verificou-se que quanto maior a dose, maior a citotoxicidade.
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Figura 3. Viabilidade de fibroblastos L929 apds exposi¢ao as solugdes ChlorCid™ e
ChlorCid™ Surf em diferentes doses por (A) ensaios MTT e (B) VN. Nao foram
encontradas diferencgas significativas entre as solugdes (p > 0,05).

MTT, brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazdlio; VN, vermelho neutro.

Nos segmentos cervical e médio, o ChlorCid™ Surf teve maior profundidade de
penetracdo (156,22 + 24,40 um cervical, 127,52 + 31,89 um médio) do que o
ChlorCid™ (92,86 + 34,44 um cervical, 88,61 + 35,34 ym médio) (p < 0,05). No
segmento apical, a profundidade de penetracdo foi de 50,47 + 17,60 um para
ChlorCid™ e 51,44 £ 14,42 pm para ChlorCid™ Surf, sem diferencga significativa (p >
0,05). A comparagao entre os segmentos mostrou que tanto o ChlorCid™ quanto o
ChlorCid™ Surf tiveram maior profundidade de penetracdo nos segmentos cervical e
médio do que no segmento apical (p < 0,05), e que ndo houve diferenca entre os
segmentos cervical e médio (p > 0,05) (Figura 4).
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Figura 4. Profundidade de penetracdo das solugdes ChlorCid™ e ChlorCid™ Surf nos
tubulos dentinarios. (A) Média e desvio padrao em micrémetros (um) de profundidade
de penetracao. Diferentes letras mindsculas nas colunas de cada segmento indicam
uma diferenca significativa entre as solugfes. Letras mailsculas diferentes nas
colunas indicam uma diferenca significativa entre os segmentos de cada solucéo. (B)
Imagens representativas da profundidade de penetragdo de ChlorCid™, ChlorCid™
Surf e agua nos segmentos cervical (B1-B3), médio (B4-B6) e apical (B7-B9),
respectivamente. O cristal violeta branqueado representa a profundidade de

penetracdo dos irrigantes na dentina (seta) (barra = 500 um).

3.5 Discussao

Este estudo teve como objetivo avaliar as propriedades fisico-quimicas,
citotoxicidade e penetrabilidade nos tubulos dentinarios de uma solucéo de NaOCI 3%
com surfactante (ChlorCid™ Surf), em comparagao com NaOCI 3% sem surfactante
(ChlorCid™). A hipétese nula foi rejeitada porque o ChlorCid™ Surf apresentou menor
tensado superficial, menor angulo de contato na dentina e maior pH e penetrabilidade
nos tubulos dentinarios do que o ChlorCid™.

A determinacédo da tens&o superficial de solucdes de NaOCI foi realizada
usando os métodos de anel, lamina de vidro ou gota pendente [9, 10, 11, 12, 26].
Estudos que realizaram o método da gota pendente relataram que NaOCI 2,4% e
NaOCI 2,5% apresentaram uma tensao superficial semelhante a da agua, que é de
aproximadamente 72 mM/m, e equivalente a dyn/cm ou mJ/m2 [10, 26]. O ChlorCid™

Surf apresentou menor tensdo superficial do que o ChlorCid™ (46,10 + 0,22 e 70,20
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+ 0,38 mN/m, respectivamente). Estudos anteriores mostraram que a adicdo de
surfactantes reduziu a tensao superficial de solucbes de NaOCI, independentemente
de a concentracdo de NaOCI ser superior ou inferior a 3% [10, 11, 12, 14, 27, 28].

A avaliacédo do angulo de contato foi realizada armazenando os espécimes em
agua destilada e removendo imediatamente o excesso de agua antes do ensaio, pois
a dentina estd sempre Umida durante o tratamento do canal radicular [10, 14]. O
ChlorCid™ Surf mostrou um angulo de contato menor na dentina do canal radicular
do que o ChlorCid™. Esta observagao concorda com estudos que mostram que a
adicao de surfactantes a solugdes de NaOCI pode reduzir este valor [10, 13]. O angulo
de contato do ChlorCid™ na dentina foi menor que o da agua. Estudos mostraram que
os angulos de contato de 1% e 2,5% de NaOCI na dentina ndo apresentam diferenca
do angulo de contato da dgua na dentina [13, 14]. Diferencas podem ser atribuidas a
metodologia, considerando que Iglesias et al. [14] poliram os corpos de prova com lixa
de grao 180, enquanto os corpos de prova do presente estudo foram polidos com lixa
de grédo 1.200, conforme descrito anteriormente [29]. Diferentes granulacdes podem
afetar as irregularidades da superficie dentinaria e interferir na avaliacdo do angulo de
contato [30]. Diferencas do estudo de Stojicic et al. [13] pode estar relacionado ao
baixo angulo de contato da agua na dentina observado em seu estudo (39,33°),
adotado para fazer comparagcdes com solucdes de NaOCI.

A técnica de coloracdo com cristal violeta foi utilizada porque a capacidade de
clareamento do NaOCl| em atuar sobre este corante permite a avaliacdo da
profundidade de penetracdo [5]. O tempo de exposi¢cédo da dentina ao NaOCI foi de 2
minutos, conforme relatado anteriormente [5]. A penetragdo do ChlorCid™ Surf foi
maior nos segmentos cervical e médio, em comparag¢ao com o ChlorCid™, indicando
que o surfactante na composi¢ao do ChlorCid™ Surf levou a uma maior penetragao
nos tubulos dentinarios. Uma maior profundidade de penetracdo de NaOCI com
surfactantes também foi observada em blocos de dentina do canal radicular corados
com cristal violeta [3]. Por outro lado, Faria et al. [5] mostraram que a adicdo de
surfactante ndo influenciou a penetracao do NaOCI 2,5% na dentina. A diferenca entre
0 estudo deles e o0 nosso é que eles [5] deixaram os irrigantes em contato com a
dentina por mais tempo (10 e 15 minutos). Nossa hipotese é que o maior tempo de
exposicao em seu estudo produziu um efeito em que os resultados para as solugoes
com e sem surfactante foram os mesmos. A profundidade de penetragdo do

ChlorCid™ ¢é semelhante a 3 e 7 mm do apice, usando irrigagdo manual por 2 minutos
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[5]. Em suma, a adig&o de surfactantes a 3% de NaOCI (ChlorCid™ Surf) resultou na
diminuicAio da tensdo superficial e do angulo de contato na dentina.
Consequentemente, no aumento da penetracéo nos tubulos dentinarios.

A avaliacdo do pH é importante, pois pode ter um efeito critico na reatividade
do cloro em solugfes de NaOCI [31]. Além disso, produtos de NaOCI comercialmente
disponiveis, em diferentes concentracdes, possuem pH alcalino [3, 12, 16], o que esta
diretamente relacionado a uma maior capacidade de dissolucéo organica [18]. O pH
do ChlorCid™ Surf e do ChlorCid™ ¢ alcalino, acima de 12; no entanto, o ChlorCid™
Surf apresentou pH significativamente maior do que o ChlorCid™, indicando que o
surfactante influenciou esse parametro. Estudos anteriores relataram que o
surfactante ndo teve influéncia significativa no pH do NaOCI em diferentes
concentracdes [3, 12, 14]. Esses resultados divergentes podem ser atribuidos ao tipo
e/ou concentragao de surfactante na composi¢céo do ChlorCid™ Surf.

A determinacéo do conteudo de cloro ativo foi realizada de acordo com a edi¢ao
mais recente do SMEWW [22], que inclui todos os métodos reconhecidos, entre eles
o método de titulacdo de iodo/tiossulfato de sédio (SMEWW 4500-Cl B) e o método
colorimétrico DPD (SMEWW 4500 -CIG). O método colorimétrico DPD é considerado
simples e rapido [22], o que é uma vantagem. Embora o método de titulagdo de
iodo/tiossulfato de sddio tenha sido amplamente realizado [3, 10, 12, 16, 32], o método
colorimétrico DPD também foi realizado em pesquisas endodénticas [25, 33]. O
ChlorCid™ Surf e o ChlorCid™ apresentaram conteudo de cloro ativo inferior ao
relatado pelo fabricante (2,85% e 2,78%, respectivamente). Comparativamente, 0
declarado pelo fabricante do ChlorXtra também foi menor (6% NaOCI com surfactante
Triton X-100), mas o estabelecido pelo fabricante do Hypocelle foi maior (4% NaOCI
com um surfactante ndo declarado) [12]. Isso demonstra que o contetdo de cloro ativo
pode ser irregular nas apresentacdes comerciais de NaOCI. Em relacéo a influéncia
do surfactante no conteudo de cloro ativo do NaOCI, valores semelhantes foram
observados com e sem formulagbes contendo cetramida [14]. Por outro lado, a perda
gradual de conteudo de cloro ativo em solugdes de NaOCI é significativamente maior
na presenca de surfactantes; entretanto, isso néo foi observado no presente estudo
[12].

A citotoxicidade das solucdes irrigadoras € importante, pois os efeitos toxicos
podem prejudicar as células da regido periapical e prejudicar o processo de reparo

[34]. Nesse sentido, o ensaio MTT tem sido amplamente utilizado [10, 25, 33]; no
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entanto, € necessario mais de um ensaio para avaliar a citotoxicidade [35]. A avaliacédo
de diferentes parametros celulares permite uma interpretacdo mais confiavel do efeito
citotoxico do material [36]. Por isso, foram realizados 2 ensaios, 0 MTT, que permite
avaliar o metabolismo celular, e o ensaio VN, que permite avaliar a viabilidade celular
com base na capacidade das células vivas de incorporar VN na membrana de seus
lisossomos [37, 38]. O ChlorCid™ Surf e o ChlorCid™ induziram citotoxicidade
semelhante de células L929 em ambos os ensaios MTT e VN, corroborando um
estudo que mostrou que NaOCI 2,4% em associacdo com cloreto de benzalconio
apresentou citotoxicidade semelhante a NaOCI 2,4% [10]. Embora o ChlorCid™ Surf
tenha apresentado maior penetracdo nos tubulos dentinarios do que o ChlorCid™,
mais pesquisas sao necessarias para avaliar se os 2 produtos sao diferentes em
relacdo ao seu efeito antimicrobiano juntamente com a extensdo dos tubulos

dentinarios.

3.6 Concluséo

Pode-se concluir que o ChlorCid™ Surf apresentou menor tensao superficial,
menor angulo de contato na dentina do canal radicular, maior profundidade de
penetracao nos tubulos dentinarios e pH mais alcalino, comparado ao ChlorCid™. No

entanto, ambos apresentaram citotoxicidade e contetdo de cloro ativo semelhantes.
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4 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o ChlorCid ™ Surf apresentou menor tensao superficial,
menor angulo de contato na dentina do canal radicular, maior profundidade de
penetracdo nos tubulos dentinarios e pH mais alcalino, em comparagdo com o0
ChlorCid ™. No entanto, ambos mostraram citotoxicidade e conteudo de cloro ativo

semelhantes.
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