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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, a acdo antimicrobiana e a citotoxicidade de solugéo de
acido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolitico, em comparacdo com diferentes concentragdes de
hipoclorito de sddio. Para o teste de agdo antimicrobiana, sessenta dentes unirradiculares humanos extraidos foram
inoculados, por 14 dias, com 100 pl de cultura de Enterococcus faecalis. Em seguida, as amostras foram divididas
aleatoriamente em 6 grupos (n=10) de acordo com o protocolo testado: G1 — agua deionizada (controle); G2 —
hipoclorito de sddio 1% (NaOCI 1%); G3 — hipoclorito de sodio 2,5% (NaOCI 2,5%); G4 — hipoclorito de sddio
5,25% (NaOCl 5,25%); G5 — acido hipocloroso 250ppm (HCIO 250ppm); G6 — acido hipocloroso 500ppm (HCIO
500ppm). A contagem de unidades formadoras de col6nias (UFC) foi realizada para avaliar a eficacia dos
tratamentos propostos. O teste de citotoxicidade foi realizado por meio do ensaio MTT. Ap0s preparo do meio de
cultura celular, 100 uL dos mesmos grupos de tratamento j& citados foram adicionados individualmente aos pogos
contendo o meio, sendo incubados no periodo de tempo de 3 minutos. O percentual de reducdo bacteriana e a
citotoxicidade foram analisados pelo teste de one-way ANOVA seguido por post-hoc de Tukey (0=0,05). Os
resultados de acdo antimicrobiana revelaram que todas as substdncias testadas foram efetivas na reducédo
bacteriana, quando comparadas ao grupo controle, sem diferenca estatistica entre eles (p<0,05). Para
citotoxicidade, todas as substancias quimicas testadas foram diferentes estatisticamente quando comparadas ao
grupo controle, sendo que os grupos G2, G3 e G4 foram semelhantes entre si e 0s grupos G5 e G6 mostraram-se
menos citotdxicos (p<0,05). Pode-se concluir que o acido hipocloroso foi tdo efetivo quanto o hipoclorito de sddio

na redugdo bacteriana e se apresentou menos citotoxico.

Palavras-chave: a¢do antimicrobiana, &cido hipocloroso, citotoxicidade, E. faecalis, hipoclorito de sddio.
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ABSTRACT!

The aim of the present study was to evaluate, in vitro, the antimicrobial action and cytotoxicity of a
hypochlorous acid solution obtained from an electrolytic device, in comparison with different concentrations of
sodium hypochlorite. For the antimicrobial action test, sixty extracted human single-rooted teeth were inoculated
for 14 days with 100 ul of Enterococcus faecalis culture. Then, the samples were randomly divided into 6 groups
(n=10) according to the protocol tested: G1 — deionized water (control); G2 — 1% sodium hypochlorite (1%
NaOCl); G3 — 2.5% sodium hypochlorite (2.5% NaOCI); G4 — 5.25% sodium hypochlorite (5.25% NaOCIl); G5 —
hypochlorous acid 250ppm (HCIO 250ppm); G6 — hypochlorous acid 500ppm (HCIO 500ppm). The colony
forming units (CFU) count was performed to evaluate the effectiveness of the proposed treatments. The
cytotoxicity test was performed using the MTT assay. After preparing the cell culture medium, 100 uL of the same
treatment groups mentioned above were individually added to the wells containing the medium, being incubated
for a period of 3 minutes. Bacterial reduction percentage and cytotoxicity were analyzed by the one-way ANOVA
test followed by Tukey's post-hoc test (0=0.05). The antimicrobial action results revealed that all tested substances
were effective in bacterial reduction, when compared to the control group, with no statistical difference between
them (p<0.05). For cytotoxicity, all chemical substances tested were statistically different when compared to the
control group, and groups G2, G3 and G4 were similar to each other and groups G5 and G6 were less cytotoxic
(p<0.05). It can be concluded that hypochlorous acid was as effective as sodium hypochlorite in bacterial reduction

and was less cytotoxic.

Key words: antimicrobial action, hypochlorous acid, cytotoxicity, E. faecalis, sodium hypochlorite.

1 Evaluation of the antimicrobial action and cytotoxicity of hypochlorous acid solution obtained from electrolyte device in comparison with

different concentrations of sodium hypochlorite
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1. INTRODUCAO

Os microorganismos desempenham um papel fundamental na inducéo e, principalmente, na perpetuacéo das
alteracGes patoldgicas que acometem a polpa e os tecidos periapicais (KAKEHASHI, 1965). Sendo assim, 0 uso
de substancias quimicas e recursos auxiliares se torna necessario, pois visa contribuir no processo de
descontaminagdo do sistema de canais radiculares.

O hipoclorito de s6dio (NaOCI) é a solucdo irrigante mais utilizada na endodontia para a realizagéo do preparo
guimico-mecanico. Esta substancia apresenta atividade antimicrobiana de amplo espectro (DU et al., 2014) e
capacidade de promover a dissolugdo da matéria organica (OKINO et al., 2004). Porém, é citotoxico quando
utilizado em elevadas concentracfes (MARINS et al., 2012), instavel quimicamente (LEONARDO et al., 2016) e
interfere negativamente na adesdo do material restaurador a dentina (FARINA; CECCHIN, 2011). Além disso,
para eliminar bactérias persistentes do canal radicular sdo necessérias alta concentragdo, grande volume e longa
exposicdo ao NaOCl, e com o advento da instrumentagdo reciprocante, a técnica de preparo se tornou mais rapida,
reduzindo o tempo de contato das solugdes de hipoclorito com as paredes do canal radicular. Como consequéncia,
uma reducdo da atividade antimicrobiana foi observada quando o preparo quimico-mecénico foi realizado com
instrumento reciprocante e soluges de hipoclorito de sédio em baixas concentracBes (SOUZA et al., 2018).
Também tem sido demonstrado que o NaOCI promove desintegracdo do colageno dentinario (MOREIRA et al.,
2009), reduz a resisténcia flexural e 0 médulo de elasticidade da dentina (MARENDING et al., 2007), e promove
alteragBes na microdureza da estrutura dentinaria (ASLANTAS; BUZOGLU; ALTUNDASAR, 2014), podendo
trazer como consequéncia o aparecimento de trincas em raizes fragilizadas ap6s a realizagdo do tratamento
endodéntico.

Por sua vez, o &cido hipocloroso (HOCI) é uma substancia endégena de todos os mamiferos e é eficaz contra
uma ampla gama de microrganismos (WANG et al., 2007), sendo gerado pelas células imunoldgicas do corpo para
combater patdgenos invasores e infecgdes (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996). N&o é uma substancia irritante
e ndo sensibiliza células devido a sua baixa citotoxicidade quando comparado com NaOCI (WANG et al., 2007).
Seu uso na odontologia passou a ser pesquisado recentemente, visto que o HOCI é responsavel pela acgdo
desinfetante de solugdes de cloro (FAIR et al., 1948) e possui estabilidade quimica ao armazenamento se
manuseado de maneira adequada, sendo um irrigante antibacteriano durdvel no uso clinico diario (CHEN, C.;
CHEN; DING, 2016). Além disso, mostrou-se eficaz na limpeza de superficies de implantes contaminadas por
biofilme, possui potencial para ser um antisséptico utilizado no tratamento de periimplantite (CHEN, C.; CHEN;
DING, 2016), assim como, para o tratamento da periodontite (MAINNEMARE et al., 2004).

Em relacdo a &rea da endodontia, ndo existem muitos estudos relacionados ao uso do acido hipocloroso. No
entanto, foi demonstrado que substancias com a presenca deste acido podem ser utilizadas como uma solugédo de
irrigacdo endodontica (ROSSI-FEDELE et al., 2010). O &cido hipocloroso ¢ um desinfetante eficaz que pode
representar uma alternativa ao uso hipoclorito de sodio (CHEN et al., 2019). Este acido € obtido através de um
dispositivo eletrolitico (Dentaqua®), que transforma uma substéncia conhecida como “brine”, contendo na sua
composicdo agua deionizada, cloreto de sédio e &cido hidroclérico, em &cido hipocloroso. Porém, ainda nédo

existem estudos sobre o uso deste equipamento na odontologia.
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Diante dos problemas expostos, faz-se necessaria a busca de novas alternativas no que diz respeito a
substancias quimicas e recursos auxiliares de descontaminacdo, que promovam uma adequada neutralizacéo de
microorganismos do sistema de canais radiculares, a0 mesmo tempo em que alteracdes estruturais da dentina ndo
sejam promovidas. Torna-se justificavel a realizacdo do presente estudo no intuito de elucidar o real potencial do
acido hipocloroso no combate ao Enterococcus faecalis em canais radiculares e sua consequéncia em contato com

células humanas
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Hipoclorito de sodio e A¢do Antimicrobiana

ROSSI-FEDELE et al., em 2010, compararam a ac¢do antimicrobiana de hipoclorito de sédio (NaOCI),
Optident Sterilox Electrolyte Solution ® e Sterilox's Aquatine Alpha Electrolyte ® contra Enterococcus
faecalis quando utilizados como solugdes irrigantes em canal radicular bovino. Porgdes radiculares foram
preparadas e inoculadas com Enterococcus faecalis. Apds 10 dias de incubagdo, os canais radiculares foram
irrigados com uma das trés solugdes (NaOCI, Optident Sterilox Electrolyte Solution ® e Sterilox's Aquatine Alpha
Electrolyte®) e posteriormente amostrados por trituracio de dentina com brocas. Os detritos foram colocados em
caldo BHI e as dilui¢des foram colocadas em placas de &gar frescas para quantificar o crescimento. O hipoclorito
de sodio foi o Unico irrigante a eliminar todas as bactérias. Quando as dilui¢cdes foram feitas, embora o NaOCI
ainda fosse estatisticamente superior, a solugdo Aquatine Alpha Electrolyte® da Sterilox foi superior a solugéo
Optident Sterilox Electrolyte®. Nas condigdes deste estudo, 0 Aquatine Alpha Electrolyte® da Sterilox pareceu ter
significativamente mais agdo antimicrobiana em comparacdo com o Optident Sterilox Electrolyte
Solution® sozinho. No entanto, NaOCI foi a Unica solucdo capaz de erradicar consistentemente E. faecalis no
modelo.

BACA etal., em 2011, investigaram a atividade antimicrobiana residual e a capacidade de eliminacdo do
biofilme de Enterococcus faecalis de diferentes soluc@es irrigantes, isoladas e em combinagdo, em um teste
dentinario volumétrico. Para determinar a atividade residual, as solucfes de hipoclorito de sédio 2,5% (NaOCl),
clorexidina 2% (CHX), cetrimida 0,2% (CTR), 17% etilendiaminotetraacético (EDTA), acido maleico 7% (MA)
e regimes de NaOCI 2,5% seguido por 17 % EDTA ou 7% MA e 0,2% CTR ou 2% CHX foram expostas a blocos
de dentina contendo E.faecalis por 24 horas. A atividade antimicrobiana foi avaliada através do biofilme formado
em blocos de dentina em 3 semanas. Os resultados da atividade residual e da atividade antimicrobiana foram
expressos, respectivamente, como a porcentagem de inibicdo da formacdo de biofilme e a porcentagem de
eliminacdo do biofilme. A solucdo contendo CHX 2% e CTR 0,2% mostrou 100% de inibicdo do biofilme,
enquanto NaOCI 2,5% apresentou a menor atividade residual (18,10%). A porcentagem de eliminacdo das
bactérias de NaOCI 2,5% e CTR 0,2% foi 100%, seguido por MA 7% e CHX 2%, enquanto EDTA 17% foi o
menos eficaz (44%). Solugbes de MA 7% ou EDTA 17% seguidas por CTR 0,2% e CHX 2% mostraram 100% de
atividade residual e antimicrobiana. De acordo com os resultados, a solu¢cdo de CTR 0,2% sozinha e as
combinagbes nas quais CHX 2% ou CTR 0,2% faziam parte, foram as solugdes de irrigacdo final que alcangaram
a atividade residual e antimicrobiana maxima.

MORAGO et al., em 2016, avaliaram a influéncia da smear layer na atividade antimicrobiana de uma
solugdo irrigante de NaOCI 2,5% e &cido etidronico 9% (HEBP) contra bactérias presentes nos tubulos dentinarios.
Foram utilizados 15 dentes unirradiculares humanos extraidos que foram seccionados, totalizando em 30 amostras,
gue foram infectados com Enterococcus faecalis por centrifugacdo. Apés 5 dias de incubagdo, a smear layer se
formou nas amostras, que foram entdo tratadas por 3 minutos seguindo os grupos (n=5) de acordo com as solucfes

irrigantes e a auséncia ou presenca de smear layer: G1 - NaOCI 2,5% sem smear layer; G2 - NaOCl 2,5% + 9%
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HEBP sem smear layer; G3 - NaOCI 2,5% com smear layer; G4 - NaOCI 2,5% + 9% HEBP com smear layer; G5
- agua destilada; G6 - 4gua destilada com smear layer. A porcentagem de células mortas em tdbulos dentinarios
infectados foi medida usando microscopia confocal de varredura a laser e a técnica de vivo/morto. A smear layer
na superficie da parede do canal radicular também foi observada por microscopia eletrénica de varredura. Sem a
presenca de smear layer o NaOCI 2,5% sozinho e combinado com 9% HEBP mostrou alta atividade antimicrobiana
sem diferencas significativas entre os 2. A smear layer reduziu significativamente a atividade antimicrobiana de
NaOCI 2,5%, enquanto a solu¢cdo com HEBP ndo foi afetada. A presenca da smear layer reduziu a atividade
antimicrobiana do NaOCl 2,5%. A combinacéo de NaOCI 2,5% + HEBP 9% exerceu atividade antimicrobiana
que ndo foi reduzida pela smear layer.

PLUTZER et al., em 2018, compararam a eficdcia do hipoclorito de s6dio com medicamentos
endoddnticos comumente usados contra Enterococcus faecalis. Um biofilme de E. faecalis foi cultivado em
amostras de dentina que foram produzidas a partir de dentes extraidos. Cada medicamento testado (Ledermix,
Ca(OH), , Odontopaste, Clorexidina 0,2% e combinac¢des 50:50 de Ledermix/Ca(OH). e Odontopaste/Ca (OH),)
foi introduzido na célula de fluxo e os biofilmes foram colhidos e quantificado por determinagdo da proteina
celular. A viabilidade celular foi determinada usando placas em série e 0 nimero de unidades formadoras de
coldnias foi normalizado contra a proteina celular para permitir que os protocolos de tratamento fossem
comparados. As analises qualitativas de microscopia eletrénica de varredura do biofilme foram realizadas ap6s
uma exposi¢do de 48 horas a cada agente de teste. Para o tratamento com hipoclorito de sodio, as amostras foram
removidas da célula de fluxo e submersas em solugdo de hipoclorito de sédio 4% por 1, 10, 30 ou 60 min. O
hipoclorito de sddio atingiu a eliminagdo bacteriana total. Ledermix e Odontopaste ndo tiveram efeito significativo
no biofilme. As combinacdes de Ca(OH), e 50:50 de Ca (OH),/Ledermix ou Ca(OH)./Odontopaste reduziram a
viabilidade em mais de 99%, enquanto Clorexidina 0,2% reduziu o nimero de bactérias em 97%. Conclui-se
assim, que o hipoclorito de sédio continua sendo o padrdo ouro para eliminagdo bacteriana na terapia de canal
radicular. No entanto, o Ca(OH). isolado e combinado com Ledermix e Odontopaste foi altamente eficaz na
reducédo da viabilidade bacteriana.

HSIEH et al., em 2020, analisaram in vivo a eficicia antibacteriana e a toxicidade das solugdes de
irrigacdo do canal radicular hipoclorito de sédio (NaOCI) e agua oxidante eletrolisada (EO) - contendo &cido
hipocloroso (HOCI) — utilizando ensaios de peixe-zebra embrionario. Para analisar a eficicia antibacteriana,
culturas de Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans foram inoculadas na superficie de &gar soja triptica a
37°C por 48-72 h. Foram utilizados 100 mL de contagem microbiana de 1 x 10 & cfu / mL de Enterococcus
faecalis para misturar com cada amostra de 10 mL de NaOCI ou HOCI por periodos de tempo designados. Este
protocolo também foi repetido para Streptococcus mutans . A concentracdo de microrganismos viaveis foi
estimada com base em cada inoculo padronizado usando um método de contagem em placa. Para a avaliagdo da
toxicidade, cento e cinquenta embrifes de peixe-zebra foram expostos a NaOCI 1,5% por 5 minutos, bem como
agua EO 0,0125% e 0,0250% por 0,5 e 1 min. A capacidade de sobrevivéncia e as condi¢des dos embrides foram
capturadas sob um microscépio de luz e uma camera digital. A porcentagem de sobrevivéncia dos embriGes foi
avaliada e pontuada para efeitos letais ou teratogénicos. Todos os grupos de tratamento com HOCI ou NaOCI
mostraram eficicia antibacteriana contra Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans . Embrides de peixe-zebra
mostraram dissolucao quase completa em NaOCl a 1,5% em 5 min. J4 em HOCI 0,0125% e 0,0250% por 0,5 min

ou 1 min ambas as taxas de sobrevivéncia foram semelhantes as do meio dos embrides. Sendo assim, tanto o
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NaOCl quanto o HOCI revelaram eficacia antibacteriana semelhante (> 99,9%) contra Enterococcus
faecalis e Streptococcus mutans. Enquanto NaOCI 1,5% dissolveu totalmente os embrides de peixe-zebra, o HOCI
mostrou pouca toxicidade in vivo, afirmando seu potencial como uma solucéo de irrigacdo alternativa para terapia
de polpa vital.

KARATAS et al, em 2021, avaliaram o efeito da irrigacdo final dos canais radiculares com solucdo de
NaOCIl a 1% em diferentes temperaturas sobre o nivel de dor pos-operatoria e atividade antimicrobiana. Para isso
45 pacientes foram divididos aleatoriamente em trés grupos de irrigantes serem testados: NaOCI 1% 2°C, NaOClI
1% 25°C e NaOCl 1% 45°C. As primeiras amostras do canal radicular foram coletadas antes do tratamento (S1).
Apds o preparo quimico-mecanico, a irrigagdo final foi realizada com o irrigante selecionado e uma segunda
amostra foi coletada (S2). As amostras foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo
real para avaliar os niveis de bactérias totais. Os tratamentos de canal radicular foram concluidos e os participantes
receberam instrugdes para registrar os niveis de dor pos-operatoria em 24, 48 e 72 horas, 5 dias e 1 semana ap0s o
tratamento usando uma escala visual analdgica (VAS). A redugdo no nimero de bactérias totais de S1 para S2 foi
estatisticamente significativa em todos os grupos (p <0,001). O grupo NaOCI 1% 2°C relatou significativamente
menos dor pds-operatoria do que o grupo NaOCl 45°C (p <0,05). A ingestdo de analgésico pds-operatério foi
significativamente maior no grupo NaOCI 1% 45°C do que no grupo NaOCl 1% 2°C (p <0,05). Concluiu-se que
airrigacdo final com NaOCI em diferentes temperaturas resulta em eficicia antibacteriana semelhante. A irrigacdo
final com NaOCl 1% frio (2°C) é melhor do que NaOCI 1% 45°C na comparagéo dos niveis de dor pos-operatoria.

2.2 Hipoclorito de sodio e Toxicidade

SIMBULA et al., em 2010, mediram a citotoxicidade do EDTA + perborato de sédio em fibroblastos
L929 e compararam com a do hipoclorito de sddio (NaOCI). Foram cultivados fibroblastos L929 em meio de Eagle
modificado por Dulbecco contendo 10% de soro fetal de vitela (FCS) a 37°C e 5% de CO2. Na confluéncia, as
células foram divididas, plaqueadas em uma placa de 96 pocos e incubadas por 24h para permitir a fixacdo. Os
dois desinfetantes EDTA + P e NaOCI foram testados em vérias concentragfes. Os ensaios de captagdo de
vermelho neutro e brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazélio foram usados para avaliar a
viabilidade celular. Os valores da dose inibitéria de 50% para ambos os desinfetantes foram calculados e analisados
estatisticamente. O efeito de ambos os desinfetantes na viabilidade dos fibroblastos também foi determinado na
presenca de vérias concentra¢fes de FCS. A analise de variancia unilateral com andlise post hoc usando o teste de
comparacdo multipla de Tukey foi usada para dados paramétricos. Ambos os desinfetantes induziram uma perda
de viabilidade celular relacionada a dose; EDTA + P resultou menos citototoxicidade do que NaOCI em todas as
condigBes experimentais examinadas. Esses dados apoiam o possivel uso de EDTA + P como irrigante
endoddntico. Mais estudos sdo necessarios para analisar sua atividade antibacteriana contra patdégenos
endoddnticos.

BOTTON et al.,, em 2016, avaliaram a toxicidade in vitro de solugdes irrigantes e associacfes
farmacoldgicas utilizadas na pulpectomia de dentes deciduos. A viabilidade celular (MTT), peroxidacéo lipidica
(TBARS), ensaio do cometa alcalino e testes GEMO foram realizados para avaliar a citotoxicidade e
genotoxicidade das solugcfes: NaOCI (1% e 2,5%), clorexidina 2% (CHX), &cido citrico 6% e EDTA 17%, que
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foram testados, individualmente e em associagdo, expondo células mononucleares de sangue periférico humano
(MTT, TBARS e ensaio de cometa alcalino), as 24 e 72h, e dsDNA (GEMO). Apos a realizacdo do teste de
Kolmogorov-Smirnov, os dados foram analisados por ANOVA seguido do teste post hoc de Dunnett, e Kruskal-
Wallis seguido pelo teste post hoc de Dunn. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. Todas as solucdes
de irrigacédo e associacdes farmacoldgicas reduziram a viabilidade celular em 24h (p<0,05). Essas redugdes foram
mantidas ap6s 72h, exceto para EDTA e associagdes de NaOCI (1% e 2,5%) com EDTA e de CHX com EDTA.
A peroxidagdo lipidica em 24h foi causada por EDTA e por NaOCI 2,5% com EDTA, também foi causado em
72h por NaOCI (1% e 2,5%) e as trés associagdes com acido citrico (p<0,05). Todos 0s grupos causaram danos ao
DNA quando avaliados pelo ensaio do cometa alcalino, em 24h e 72h (p<0,05). No ensaio GEMO, todos 0s grupos
causaram danos ao dsDNA (p<0,05), exceto CHX com EDTA. Todos os grupos apresentaram algum nivel de
toxicidade. Dentre as principais solucdes, a CHX apresentou menor potencial citotdxico. O EDTA foi 0 menos
citotdxico das solucdes irrigantes auxiliares, e a associagdo dessas duas solugdes apresentou o0 menor potencial de
toxicidade entre todos os grupos.

VOUZARA et al., em 2016, avaliaram a capacidade de irrigantes de canal radicular comumente usados
em induzir efeitos citotdxicos, quando aplicados isoladamente ou em combinacdo. A hipdtese testada foi que os
irrigantes eram menos citotoxicos quando aplicados em combinacdo do que independentemente. As células MRC5
foram cultivadas como culturas em monocamada a 37°C em uma atmosfera contendo 5% de CO?2 no ar e 100% de
umidade relativa. As células foram expostas a NaOCI, EDTA, CHX e suas combinagdes (NaOCI + EDTA, NaOCI
+ CHX, EDTA + CHX) em dilui¢des em série. O meio de crescimento foi o meio de Eagle modificado por
Dulbecco suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibi6ticos e foi usado como controle. O efeito na
sobrevivéncia celular foi estimado apds 6 e 24h de exposic¢ao por meio do ensaio sulforhodamina B, em referéncia
aos controles. Curvas de dose-resposta foram tracadas, e 50% das doses inibitorias foram submetidas a analise
estatistica (ANOVA e teste de comparagdo post hoc; p<0,05). Os irrigantes testados foram citotoxicos de maneira
dependente da dose e do tempo. CHX foi o irrigante mais citotdxico testado, seguido de NaOCI, enquanto 0 EDTA
foi o irrigante menos citotdxico testado. A diferenca entre CHX e NaOCI foi significativa (p<0,05), assim como
entre NaOCI e EDTA (p<0,05). Com base na modelagem CalcuSyn, um efeito principalmente antagbnico foi
registrado com combinacgdes de NaOCI + CHX e NaOCI + EDTA. A combinacdo EDTA + CHX teve um efeito
aditivo ao antagonista. A CHX foi significativamente mais citotéxico do que NaOCl e EDTA. O NaOCI foi
significativamente mais citotoxico do que o EDTA. A a¢do combinada dos irrigantes ndo produziu aumento
significativo em sua citotoxicidade.

NOCCA et al., em 2017, investigou a estabilidade da formacao do paracloroanilina (PCA) na presenca
de NaOCI e examinou os efeitos citotoxicos in vitro das misturas de reacdo da CHX com NaOCI. Diferentes
volumes de NaOCI foram adicionados a CHX ou PCA. Apos a centrifugacéo, o precipitado coletado das amostras
foi analisado por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os efeitos citotéxicos de ambas as fragdes foram
examinados no ligamento periodontal humano e nas linhas de células de fibroblastos 3T3. A andlise por
cromatografia liquida de alto desempenho ndo mostrou nenhum sinal de PCA quando NaOCI foi misturado com
CHX. Na mistura 2, a intensidade do PCA foi diminuida quando NaOCI foi adicionado ao PCA, e sinais
cromatograficos, semelhantes ao de CHX com NaOCI, também foram observados. A discrepancia nos dados da
literatura pode ser causada pela instabilidade do PCA na presenga de NaOCI. A mistura de reacdo CHX com

NaOCI exibe uma ampla gama de efeitos citotoxicos.
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AYDIN et al., em 2018, avaliou e comparou a citotoxicidade e genotoxicidade em linhagens celulares de
fibroblastos humanos de NaOCI, quitosana e prépolis como solugdes irrigadoras de canais radiculares. Células de
fibroblastos humanos foram expostas a quitosana, propolis e NaOCI por 4 e 24h. A viabilidade celular foi avaliada
por 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetraz6lio-5-carboxanilida e o dano oxidativo ao DNA foi avaliado
pela determinacdo de 8-hidroxidesoxiguanosina(8-OHdG) nivel com um kit ELISA. Os dados de citotoxicidade
celular foram analisados estatisticamente usando um teste de analise de variancia unilateral a um nivel de
significancia de p<0,05. No grupo NaOCl, o nivel de 8-OHdG foi maior do que no grupo quitosana, mas ndo
houve diferenga estatistica quando comparado com os outros grupos (p<0,05). Determinou-se que as solugdes de
irrigacdo eram citotéxicas, dependendo da dose e do tempo. NaOCI foi a solugdo mais toxica apos 4 e 24h de
exposicao (p <0,05). A quitosana e a propolis podem ser alternativas ao NaOCI para solucGes de irrigacdo, pois

sd0 menos toxicas e produzem menos danos oxidativos ao DNA.

2.3 Acido Hipocloroso

ROSSI-FEDELE et al., em 2011, investigaram o efeito das condigBes de armazenamento na estabilidade do
Sterilox (®). Qito frascos (quatro completamente cheios, quatro meios cheios) de solucéo recém-preparada foram
divididos em quatro grupos e armazenados sendo expostos ou protegidos da luz solar. A concentracdo de cloro foi
monitorada por meio de tiras-teste de cloro até a concentragdo chegar a zero, ou até a décima terceira
semana. Foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos expostos ao sol e os ndo
expostos (p <0,001). A perda média de cloro por dia para as amostras nao expostas foi de 1,01 mg/L, enquanto a
média para as amostras expostas foi de 2,42 mg/L. A presenca de ar ndo afetou a decomposicdo do cloro nas
garrafas. Os resultados desta investigacdo indicam que quando a solucdo € exposta a luz solar, a diminui¢do do
cloro comega no dia 4, enquanto para os grupos protegidos da luz solar, o processo comecou apds o dia 14.
Portanto, as solugdes de Sterilox (®) parecem ser mais estaveis do que se supunha anteriormente.

GHISI et al., em 2014, avaliaram a influéncia de diferentes soluces irrigantes na microdureza da dentina do
canal radicular: hipoclorito de sédio 2% (2NaOCI), hipoclorito de sédio 5% (5NaOCIl), agua superoxidada (400
ppm Sterilox - Sx) e 17 % EDTA (E). Para realizacdo do estudo, oitenta raizes de incisivos bovinos foram divididas
aleatoriamente em 8 grupos (n = 10): G1- 2NaOCl, G2- 5NaOCl, G3- Sx, e G4- 2NaOCl + E, G5- 5NaOCI + E,
G6- Sx + E (associado com EDTA como irrigante final por 5 min), G7- EDTA somente e G8- agua destilada
(controle negativo). O canal radicular foi preparado com instrumentos manuais e utilizando um dos protocolos de
irrigacéo por 30 minutos. Em seguida, 5 mm do terco cervical da raiz de cada amostra foram cortados e submetidos
ao teste de microdureza Vickers, em dois pontos, um a aproximadamente 500-1000 um do limen do canal
radicular (distancia 1) e o outro a aproximadamente 500-1000 um da superficie externa da raiz (distancia 2). Os
valores de microdureza na distancia 1 foram significativamente menores do que na distancia 2 para todos 0s
grupos, exceto os grupos 5NaOCl e 5NaOCI + E (p> 0,05). O EDTA apresentou os menores valores de
microdureza. No entanto, nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi detectada entre os grupos na
distancia 1 e 0 EDTA foi significativamente diferente apenas de Sx na distancia 2. Em concluséo, todas as solu¢des
testadas apresentaram menor microdureza na camada mais superficial de dentina do canal radicular em
comparacdo com a encontrada préximo a superficie externa da raiz, exceto 5NaOCI e 5NaOCI + E; e 0 EDTA

promoveu menores valores de microdureza em comparacao ao Sterilox neste local.
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GHISI et al., em 2015, analisaram os efeitos do Sterilox (Sx), agua superoxidada, hipoclorito de sédio 5% e
2% (5NaOCl e 2NaOCI) e EDTA 17% (E) sobre os componentes organicos e inorganicos da dentina bovina.
Oitenta incisivos bovinos foram divididos aleatoriamente em 8 grupos (n = 10): G1- 5NaOCI, G2- 5NaOCI + E,
G3- 2NaOCl, G4- 2NaOClI + E, G5- Sx, G6- Sx + E, G7- EDTA sozinho e G8- agua destilada (H20). A
instrumentacdo do canal radicular foi realizada com o irrigante correspondente. A amostra de 15 mm foi
seccionada longitudinalmente em 2 fragmentos, um para analise em microscopia de luz em laminas coradas com
picrosirius red (componente organico) e outro para analise em microscopia eletronica de varredura (componente
inorganico). Os dados dos escores obtidos na analise de microscopia de luz foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis, seguido do teste de comparagGes multiplas (P <0,05). As imagens de microscopia eletronica de varredura
foram analisadas descritivamente. Os resultados obtidos demonstraram que a solu¢do 5NaOCI teve maior efeito
sobre o componente organico da dentina em area e profundidade do que 2NaOCI. As solucgdes quimicas 5NaOCI
+ E, 5NaOCl e 2NaOCI + E causaram a maior alteragdo na matriz organica colagena préxima ao limen do canal
radicular. A solugdo quimica 2NaOCI apresentou comportamento semelhante ao Sx, associado ou ndo ao E,
promovendo uma desorganizacdo mais superficial do coldgeno em uma area menor. A desmineralizacdo foi
observada em todos 0s grupos nos quais E foi usado. No entanto, areas de erosdo e tlbulos dentinarios abertos
foram detectados apenas quando combinado com NaOCI. Concluiu-se assim que NaOCI 5% promoveu dano mais
extenso ao componente orgénico da dentina e, quando associado ao EDTA, foi observada erosdo
dentinaria. Considerando esses aspectos especificos, NaOCIl 2% e Sx tiveram efeitos mais brandos na dentina

radicular bovina.

2.4 Acido Hipocloroso e Agdo Antimicrobiana

MARAIS, em 2000, comparou um novo produto conhecido por gua eletroquimicamente ativada com o
hipoclorito de sodio (NaOCI) para avaliar seu efeito de limpeza nas paredes do canal radicular. Foram utilizados
vinte e trés dentes humanos unirradiculares extraidos, nos quais realizou-se o preparo do canal radicular. Vinte
dentes foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=10) e trés dentes foram selecionados para o controle. O
tratamento do canal radicular foi realizado nos dois grupos, com um dos irrigantes sendo usado em cada grupo. O
grupo controle ndo recebeu tratamento. Todos os dentes foram divididos e as paredes do canal vistas em um
microscopio eletrénico de varredura. As paredes do canal do grupo controle estavam cobertas por detritos e
bactérias. O hipoclorito de sédio produziu superficies limpas com os tlbulos dentinarios abertos em algumas areas
e ocluidos por smear layer em outras, em algumas &reas as bactérias eram visiveis dentro ou sob a smear layer. A
agua ativada eletroquimicamente produziu superficies mais limpas, removendo a smear layer em grandes areas.
A partir destes resultados, concluiu-se que a eficécia de limpeza da agua eletroquimicamente ativada em canais
radiculares foi considerada superior ao NaOCI.

CASTILLO et al., em 2015, investigaram o efeito do enxague com &cido hipocloroso (HOCI) e
clorexidina (CHX) na viabilidade bacteriana de S. mutans, A. israelii, P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, E.
corrodens, C. rectus, K. oxytoca, K. pneumoniae e E. cloacae. Para avaliar o nimero de bactérias vivas e mortas
apos a exposicdo a diferentes concentracdes de HOCI e CHX 0,2%, os indculos de todas as bactérias descritas

anteriormente foram ajustados para 1 x 10 8concentragdo de bactérias/mL e cultivadas em caldo BHI.A
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porcentagem de bactérias vivas foi testada pelo método de fluorescéncia usando o kit Live/ Dead(r) e BacLight
(Molecular Probes (r)) e comparada entre 0s grupos pelos testes de Kruskal-Wallis e U Mann-Whitney com
correcdo de Bonferroni (p valor <0,012). O efeito de HOCI e CHX nas proteinas totais de P. gingivalis e S. mutans
foi determinado por SDS-PAGE. CHX mostrou uma eficécia maior do que HOCI contra S. mutans, A. israelii, E.
corrodens e E. cloacae , enquanto HOCI foi mais eficaz do que CHX contra P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, C. rectus e K. oxitoca. CHX e HOCI tiveram eficacia semelhante contra K.
pneumoniae. Proteinas de P. gingivalis e S. mutans. O HOCI reduziu a viabilidade bacteriana principalmente em
bactérias periodontopaticas, o que pode apoiar seu uso no controle de biofilme subgengival em pacientes
periodontais.

CHEN; CHEN; DING, em 2016, compararam a eficacia do acido hipocloroso (HOCI), hipoclorito de
sodio (NaOCI) e clorexidina (CHX) na eliminacdo de bactérias gram-negativas (E. coli e P. gingivalis) e gram-
positivas (E. faecalis e S. sanguinis). Foi avaliado o efeito do volume de irrigacdo e do tempo de exposi¢do na
eficacia antimicrobiana do HOCI e uma analise de durabilidade foi concluida. Coloragdo viva/morta, observagao
de morfologia, ensaio alamarBlue e deteccdo de lipopolissacarideo (LPS) foram examinadas em discos de liga de
titdnio contaminados com jato de areia e biofilme apds tratamento com os trés agentes quimioterapicos. Segundo
os resultados, o HOCI exibiu melhor eficécia antibacteriana com o aumento dos volumes de irrigagdo e também
alcangou maior eficacia antibacteriana conforme o tempo de tratamento foi aumentado. Uma diminuicdo na
eficacia antimicrobiana foi observada quando o HOCI foi aberto e deixado em contato com o ar. Todos os irrigantes
mostraram atividade antibacteriana e mataram a maior parte das bactérias nas superficies de liga de titanio de
implantes contaminados com biofilme. Além disso, 0 HOCI reduziu significativamente a concentragdo de LPS de
P. gingivalis quando comparado com NaOCI e CHX. Pode-se assim concluir que o anti-séptico HOCI pode ser
eficaz para limpar superficies de implantes contaminadas por biofilme.

LAFAURIE et al., em 2018, avaliaram a substantividade dos enxaguatdrios bucais com acido hipocloroso
(HOCI) em comparacao aos enxaguatdrios com clorexidina (CHX) e um placebo. Foi realizado um ensaio clinico
randomizado duplo-cego com 75 participantes. Estes participantes foram divididos em cinco grupos usando a
randomizagdo em bloco: 0,025% HOCI, 0,05% HOCI, 0,12% CHX, 0,2% CHX e agua estéril como placebo. Os
participantes foram instruidos a usar cada solugéo de enxague por 30 segundos apos a profilaxia dentaria. Amostras
de saliva foram retiradas no inicio do estudo e apds 30 segundos, 1, 3, 5 e 7 horas para avaliar a substantividade.
A viabilidade bacteriana foi estabelecida pelo método de fluorescéncia. A placa visivel em todos os participantes
foi avaliada com o indice de Turesky no inicio e ap6s 7 horas. O enxague com HOCI levou a uma reducéo de 33%
nas contagens de bactérias na saliva apds 30 segundos, em comparag¢ao com uma reducdo de 58% pela CHX. HOCI
ndo tem substantividade e as contagens bacterianas voltaram ao valor basal apés 1 hora. O tratamento com placebo
levou & maior contagem de placa ap6s 7 horas em comparagdo com os grupos CHX e HOCI, embora as diferengas
ndo tenham sido significativas. O enxague com HOCI induziu as maiores porcentagens de sabor desagradavel e
sensacOes de secura. Concluiu-se que os enxagues com HOCI possuem efeito inicial na viabilidade bacteriana da
saliva, mas ndo tém substantividade. Outros mecanismos podem explicar seu efeito antiplaca.

SEXTON et al., em 2021, avaliaram a eficécia de desinfeccdo sem toque em uma sala para reduzir a
concentragdo e a contaminacao cruzada de bactérias em superficie, quando usada em conjunto com protocolos de
limpeza manual. Para este estudo foram semeadas bactérias em doze superficies, de alto e baixo toque, em um

quarto de hospital. Apds a semeadura, dois métodos de desinfeccdo foram avaliados: somente a limpeza manual e
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limpeza manual em conjunto com um sistema de desinfec¢do por atomizacéo com acido hipocloroso utilizado em
todo ambiente sem toque. Foram coletadas amostras das superficies antes e depois da desinfeccdo. Cada método
de limpeza foi repetido um total de quatro vezes em dias separados. As amostras coletadas foram usados
posteriormente para determinar os potenciais de contaminacgéo cruzada durante as praticas de limpeza. A eficiéncia
do trabalho de cada método também foi avaliada. A limpeza manual sozinha alcangou, em média, uma reducéo de
99,6%. Em comparacao, a limpeza em conjunto com desinfeccédo por atomizacéo do acido hipocloroso sem toque
alcangou uma reducdo de 99,9987%, em média. Por outro lado, a contaminagdo cruzada (transferéncia de
organismos semeados para uma superficie ndo contaminada durante a limpeza) foi observada em 50% das
superficies para limpeza manual, enquanto em conjunto com o método de desinfeccdo sem toque 0% foi
observado. Este método de desinfeccdo sem toque por atomizacdo do &cido hipocloroso também resultou em uma
reducédo de 64% no tempo gasto na limpeza manual dos quartos. Dessa forma, a desinfeccdo atomizada em toda a
sala, usada em conjunto com os protocolos de limpeza manual, melhorou os resultados da desinfec¢do, minimizou

os efeitos da contaminacdo cruzada observada durante as praticas de limpeza e reduziu o tempo de trabalho manual.

2.5 Acido Hipocloroso e Toxicidade

WANG et al., em 2007, descreveram a producdo quimica, estabilizacéo e atividade biol6gica de uma
formulagdo de HOCI (também referido como NVC-101) para uso potencial como agente farmacéutico. Segundo
o0s autores, quando comparada aos desinfetantes disponiveis comercialmente, peréxido de hidrogénio e hipoclorito
de sodio (NaOCl), esta formulacdo melhorou a atividade antimicrobiana in vitro e o indice terapéutico. Além disso,
apresentaram dados que demonstram um excelente perfil de seguranga para NVC-101 em estudos de toxicologia
animal. O HOCI estabilizado esta na forma de uma solugdo fisiologicamente balanceada em solucéo salina 0,9%
em uma faixa de pH de 3,5 a 4,0. Para manter a solugdo de HOCI em uma forma estavel, maximizar suas atividades
antimicrobianas e minimizar produtos colaterais indesejaveis, o pH deve ser mantido em 3,5 a 5. Para avaliar as
propriedades desta formulagdo primeiramente foi preparado o HOCI. Foram utilizados materiais microbiol6gicos
para a realizacdo dos testes, que sdo eles: concentracdo bacteriana minima, time kill, citotoxicidade, indice
terapéutico, seguranca e toxicidade animal. Usando esta forma estabilizada de HOCI, as atividades
antimicrobianas sdo demonstradas contra uma ampla gama de microrganismos. O perfil de citotoxicidade in vitro
em células L929 e o perfil de seguranca in vivo de HOCI em varios modelos animais sdo descritos. Através desta
pesquisa, concluiu-se que com base na atividade antimicrobiana e na auséncia de toxicidade animal, prevé-se que
0 HOCI estabilizado tenha potenciais aplica¢cdes farmacéuticas no controle de infeccdo de tecidos moles.

KIM et al., em 2008, desenvolveram uma solucdo de NaCl a 0,85% adicionando NaCl & agua da torneira
(pH 7,0 e 8,4) e medindo a concentracdo de cloro livre e &cido hipocloroso ap6s dar a esta solugdo um curto
impulso elétrico de 20 segundos. Em seguida, analisaram se o &cido hipocloroso derivado possuia um efeito toxico
nas células epiteliais nasais primarias humanas e se tinha efeitos bactericidas, fungicidas ou virucidas. O
experimento foi realizado através do tratamento de células epiteliais nasais primarias humanas com 3,5 ppm de
acido hipocloroso e, em seguida, examinando as células quanto a citotoxicidade. Também investigaram os efeitos
bactericidas, fungicidas e virucidas testando as células com diferentes microorganismos. Para estudar os efeitos
virucidas do HOCI, o virus influenza A humano foi utilizado. No ensaio de citotoxicidade e no exame

morfologico, as células ndo apresentaram toxicidade em 30 minutos ou em 2 horas ap0s o tratamento com
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HOCI. Mais de 99% da atividade bactericida ou fungicida foi observada para todas as espécies, exceto
para Candida albicans, em dgua da torneira em pH 7,0 ou 8,4. Além disso, foi alcancada uma reducdo em células
testadas com o virus influenza A humano. Diante dos resultados foi possivel concluir que uma solucdo de HOCI
de baixa concentracdo pode ser usada como uma solucéo eficaz para irrigacdo nasal.

MORITA; NISHIDA; ITO, em 2011, investigaram os efeitos sistémicos e gastrointestinais da ingestdo
de agua funcional eletrolisada com acido, sob a perspectiva de uso em enxaguatérios bucais. Para o experimento
foram utilizados dezessete camundongos (trés semanas de idade), sendo que trés dos camundongos foram
sacrificados antes de receberem alimentos so6lidos, enquanto os 14 restantes foram divididos em dois grupos: G1-
acesso gratuito a agua funcional eletrolisada com acido como agua potéavel (grupo de teste) e G2- acesso gratuito
a agua da torneira como agua potavel (grupo de controle). Ap6s 8 semanas foram registradas mudancas no peso
corporal, inspecdes visuais da cavidade oral, testes histopatolégicos, medi¢cdes da rugosidade da superficie do
esmalte e observaces da morfologia do esmalte. Os resultados ndo mostraram diferenga significativa nas
mudancas no peso corporal entre os grupos teste e controle. Nao foram observados achados ou medi¢es anormais
para o grupo de teste em termos de inspe¢des visuais da cavidade oral, testes histopatoldgicos ou medic6es da
rugosidade do esmalte da superficie. Em termos de morfologia do esmalte, o atrito foi observado no grupo de teste.
Esses achados sugerem que o uso de agua funcional eletrolisada com éacido ndo tem efeito sistémico e € seguro
para uso em enxaguatorios bucais.

SCOTT et al., em 2018, avaliou o efeito do Endocyn, uma solucéo de &cido hipocloroso e hipoclorito
com pH neutro, desenvolvida para uso como irrigante endoddntico, em fibroblastos do ligamento periodontal
humano (PDL), células de osteossarcoma de rato (UMR-106) e células-tronco da papila apical (SCAP) em
comparagdo com outros irrigantes endoddnticos comumente usados. As células foram expostas a varias
concentragdes de Endocyn, NaOCI 6%, EDTA 17% e CHX 2% por 10min, 1 ou 24h. A sobrevivéncia celular foi
medida por fluorescéncia usando calceina AM. Também foi testada a capacidade do Endocyn de inibir a
proliferacdo de SCAP e a atividade da fosfatase alcalina. A expressdo do transcrito SCAP foi examinada via reagdo
em cadeia da polimerase transcriptase reversa. O Endocyn nao foi mais toxico para as células PDL e UMR do que
a agua por até 24h. Concentragdes de Endocyn de 50% foram toxicas para SCAP apds 1lh de exposicao.
Concentragdes de Endocyn de >20% inibiram a proliferacdo de SCAP, enquanto concentragdes de >10% inibiram
a atividade da fosfatase alcalina. A exposicdo de SCAP a 10% de Endocyn por 3 dias ndo alterou a maior parte da
expressdo do transcrito, mas reduziu significativamente a expressdo de fosfatase alcalina, fibromodulina e
osteomodulina. Endocyn foi significativamente menos citotéxico para as células PDL, UMR-106 e SCAP em
comparacdo com outros irrigantes endod6nticos comumente usados. Altas concentragcGes de Endocyn inibiram
alguma expressdo do transcrito e atividade da fosfatase alcalina, reduzindo o potencial osteogénico das células-
tronco expostas.

SEVERING et al, em 2019, determinaram a citotoxicidade e a eficacia antimicrobiana de seis soluces
irrigantes de NaClO e HOCL em feridas. Para a avaliacdo da citotoxicidade (com base na DIN EN 10993-5), foram
utilizados queratindcitos humanos (HaCaT) e fibroblastos de pele humana (BJ). Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa foram utilizados para a avaliagéo da eficacia antimicrobiana (com base na DIN
EN 13727). As solucBes foram avaliadas apds 1, 5 e 15 min de exposicdo. Além disso, as propriedades fisico-
quimicas (pH e valores do potencial de oxidacdo-reducdo) foram investigadas. A eficicia e a citotoxicidade

variaram significativamente entre as solu¢fes. Em geral, o aumento da atividade antimicrobiana foi associado a

23



diminuigdo da viabilidade celular. Além disso, foi observado um impacto dependente da concentragdo e do tempo
sobre os patdgenos e células: a atividade citotéxica e antimicrobiana aumentou com o aumento das concentragdes
da solucdo de NaClO / HOCI e tempos de exposicdo prolongados. Com base nessas avalia¢Ges in vitro, foi
encontrada a seguinte classificacdo (menor para maior efeito microbicida e impacto citotoxico):
Microdacyn60 ® (SHC / HCA-M) < Granudacyn ® (SHC / HCA-G) < Veriforte ™ (SHC / HCA- V) < KerraSol
™ (SHC-K) < Lavanox ® (SHC-L) « ActiMaris ® forte (SHC / SM-A). Os resultados apresentados indicam que
os efeitos microbicidas estdo quase sempre associados a certos efeitos colaterais negativos na proliferacdo celular
e a eficacia e biocompatibilidade das solucdes de NaCIO/HOCI dependem de sua formulacdo especifica e
propriedades fisico-quimicas.
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3. PROPOSICAO

Este estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a acdo antimicrobiana e a citotoxicidade de solucdo de
acido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolitico (Dentaqua), em comparacdo com diferentes
concentragdes de hipoclorito de s6dio. Os objetivos especificos foram avaliar, in vitro, a acdo antimicrobiana de
solucdo de &cido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolitico (Dentaqua), em comparagdo com o
hipoclorito de sédio nas concentragfes de 1%, 2,5% e 5,25%, por meio da contagem de unidades formadoras de
colbnias e avaliar, in vitro, a citotoxicidade de solu¢do de acido hipocloroso obtido a partir de dispositivo
eletrolitico (Dentaqua), em comparagdo com o hipoclorito de sddio nas concentragdes de 1%, 2,5% e 5,25%, por
meio de ensaio MTT com células de fibroblastos.

Hipdtese em estudo: o acido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolitico (Dentaqua) promove

maior desinfec¢do de canais radiculares e menor citotoxicidade quando comparado ao hipoclorito de sodio.
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4. MATERIAL E METODO

Este estudo foi aprovado pela comissio de Etica em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo, sob o

ntmero de protocolo 5.783.928.

4.1 Dentaqua

Para a producéo do &cido hipocloroso utilizou-se o equipamento Dentaqua® (figura 1), que transforma uma
solucéo salina manipulada (figura 2) em acido hipocloroso quando em contato com agua no interior do aparelho
eletrolitico. Essa solucdo salina é conhecida por “brine”, apresentando em sua composi¢do 450ml de agua

deionizada, 50ml de cloreto de sddio e 25ml de acido hidroclérico 9%.

2
o
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Figura 1: Equipamento Dentaqua® Figura 2: Solucéo Salina manipulada - brine

Em um primeiro momento foi realizada a producéo do &cido hipocloroso 250ppm de acordo com as normas
do fabricante. O Dentaqua® foi conectado a tomada, e entdo preencheu-se o tanque com agua até o recobrimento
completo do seu dltimo sensor. O compartimento da solugdo brine também foi preenchido completamente. Em
seguida o botdo “Water Bottle” foi acionado por 3 segundos para iniciar um ciclo, ao fim da producdo a substancia
produzida foi descartada. Foi conferido se o ultimo sensor ainda estava coberto com agua, e caso ndo estivesse
seria preenchido com mais até recobri-lo. Entdo foi acionado o botdo “Ecasol” por 2 segundos, dando inicio a
producdo do acido hipocloroso. A produgdo durou em torno de 10 a 12 minutos, preenchendo de pouco em pouco
a garrafa, quando houve um Ultimo depdsito de maior tempo e volume; neste momento o ciclo encerrou-se,
preenchendo metade da garrafa de &cido hipocloroso. A solucéo produzida (250ppm) foi inserida em um frasco
becker para saber a quantidade exata da producdo em ml. Apds foi transferida para um frasco devidamente
identificado (solucdo 250ppm) e em seguida iniciou-se a producdo da outra metade da garrafa. O tanque foi
preenchido com &gua novamente até cobrir o Gltimo sensor, e, neste momento, pressionou-se, novamente, “Ecasol”
por 2 segundos, para produzir mais metade da garrafa. Procedeu-se dessa maneira até completar quatro litros de
acido hipocloroso 250ppm. Um litro de 250ppm foi dividido em dois frascos de 500 ml, destinando um frasco para
o teste de acdo antimicrobiana e 1 frasco para o teste de citotoxicidade e os trés litros restantes foram usados na

producéo da solugcdo de 500ppm.
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Apos a producdo do acido hipocloroso 250ppm, foi produzida a solugdo de 500ppm. O Dentaqua® foi
desconectado da tomada, as garrafas removidas e esvaziado todo contetido que havia no interior da maquina. Com
0 equipamento vazio, as garrafas foram recolocadas e entdo conectou-se na tomada novamente. O tanque foi
preenchido com a solugdo 250 ppm até cobrir o Gltimo sensor e preencheu-se completamente o compartimento do
brine. Em seguida o botdo “Water Bottle” foi acionado por 3 segundos para iniciar um ciclo, ao fim da producéo
a substancia produzida foi descartada. Foi conferido se o Gltimo sensor ainda estava coberto com a solugao
250ppm, e caso ndo estivesse seria preenchido com mais solugéo até recobri-lo. Entdo foi acionado o botdo
“Ecasol” por 2 segundos, dando inicio a producéo do acido hipocloroso 500ppm. A producéo do acido hipocloro

500ppm foi realizada da mesma maneira que citado anteriormente para producao do acido hipocloroso 250ppm.

4.2 Acdo Antimicrobiana

4.2.1 Obtencao e preparo das amostras
Sessenta dentes unirradiculares humanos extraidos (figura 3) obtidos através do Biobanco da Faculdade de

Odontologia da Universidade de Passo Fundo foram utilizados para o presente estudo.

Figura 3: Selecdo de sessenta dentes humanos extraidos

A porcéo corondria foi seccionada na jungdo amelocementéria (figura 4), de forma que o remanescente
radicular apresentasse um comprimento de 15 mm (figura 5). Foi utilizado para o corte, um disco de diamante
rotativo (KG Sorensen Dupla face modelo 1802.7015), acoplado na pega reta de baixa rotacdo, utilizando agua
para refrigeracéo.

Figura 4: Seccdo na juncio amelocementaria Figura 5: padronizagdo em 15mm
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Todas as raizes foram preparadas utilizando o mesmo protocolo, no intuito de remover o tecido pulpar e
padronizar o didmetro do canal. O comprimento de trabalho foi estabelecido através da introducdo de uma lima
tipo-K n° 10 no canal radicular, até que sua ponta fosse visualizada no forame apical. A partir desta medida reduziu-
se 1 mm, estabelecendo o comprimento de trabalho. O preparo cervical (figura 6A) foi realizado com broca Largo
n® 3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) e a ampliagdo apical realizada com o sistema rotatério ProTaper
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica), seguindo a sequéncia de limas S1, S2, F1, F2 e F3 (figura 6B). Todos 0s
instrumentos foram utilizados no comprimento de trabalho, com velocidade de 250 rpm e torque de 2 N,
programados previamente no motor X-Smart Plus (figura 4C, Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). A substancia
quimica auxiliar utilizada durante a instrumentacdo das raizes foi 4gua destilada (Decloquimis, S&o Paulo, SP,
Brasil) e, apds a instrumentagdo, foi realizada uma lavagem final com 3 mL de EDTA 17% (lodontosul, Porto

Alegre, RS, Brasil), para a remocdo de smear layer.
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Figura 6: A- Largo n° 3 para o preparo cervical. B- Sistema ProTaper Universal
para ampliagdo apical. C- Motor X-Smart Plus. FONTE: dentalspeed.com

Ap6s a conclusdo da padronizacdo do didmetro dos canais radiculares, realizou-se o vedamento do forame
apical com resina fotopolimerizavel Opallis (figura 7A, FGM, Joinville, SC, Brasil), para evitar o extravasamento
das substancias testadas durante o experimento. A impermeabilizacdo externa das raizes também ocorreu através
de duas aplicagdes de adesivo a base de cianoacrilato (7B, SuperBonder — Henkel, S&o Paulo, SP, Brasil). Cada
raiz foi fixada com silicone de condensacéo Putty-C para Impresséo (Silon2APS - Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil)
em um microtubo plastico (Axygen Inc, Union City, CA, EUA), de modo que a porg&o cervical ficasse posicionada

para cima (figura 7C).

Figura 7: A- Vedamento apical com resina fotopolimerizavel. B- Impermeabilizacdo das raizes com cianocrilato.
C- Amostras fixadas em microtubos plasticos
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As amostras foram alocadas em caixas de polipropileno (figura 8, Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL,
Estados Unite) e esterilizadas a temperatura de 120 °C em autoclave (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brasil),

por um periodo de 30 minutos.

Figura 8: Disposi¢do das amostras em caixas de polipropileno

4.2.2  Controle de esterilizacao

Um dente era selecionado aleatoriamente e submetido ao controle de esterilizacdo. O dente selecionado
era preenchido com 2 mL de solucéo salina estéril (figura 9A, Decloquimis, Sdo Paulo, SP, Brasil), e, ap6s 5
minutos, um cone de papel estéril com calibre #45 (Tanari, Manaus, AM, Brasil) era colocado em contato com as
paredes do canal durante 30 segundos (figura 9B). Em seguida, o cone de papel era transportado individualmente
para microtubos plasticos (Axygen Inc, Union City, CA, EUA) contendo 1 ml de solugdo salina estéril
(Decloquimis, Séo Paulo, SP, Brasil). O material era homogeneizado (figura 9C) e semeado em placas de Petri
com meio de cultura PCA (Plate Count Agar) através da técnica da gota, sendo pingadas cinco gotas de 15 pL

(figura 9D). A placa era incubada a 37°C durante 48h, a fim de verificar o crescimento bacteriano.

Figura 9: A- Dente selecionado aleatoriamente preenchido com solugéo salina estéril. B- Cone de papel
estéril em contato com o canal. C- Homogeneizagdo da solugdo. D- Semeadura em placa de petri

4.2.3  Preparo do in6culo

A estirpe de referéncia microbiana utilizada foi Enterococcus faecalis (ATCC 29212), obtida no
Laboratdrio de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade de Passo Fundo. As bactérias
foram ativadas e cultivadas em caldo BHI (Brain Heart Infusion) durante 24h a 37 °C em uma estufa bacteriologica.
Apos o periodo de incubagao, o grau de turbidez do inéculo foi ajustado de acordo com a escala 1,0 de McFarland,
que corresponde a 3,0 x 108 UFC/ml, referente a uma densidade 6tica de 0,25 a 550 nm.

29



4.2.4  Contaminac¢do dos canais radiculares

Uma aliquota de 100 pL do inéculo de Enterococcus faecalis contido no tubo de ensaio foi inserida no
interior dos canais radiculares (figura 10A) até o seu completo preenchimento, utilizando seringas descartaveis de
1 ml. A cultura de Enterococcus faecalis foi mantida durante 14 dias, a fim de promover o crescimento de bactérias
e a formacéo de biofilme, renovando o caldo BHI a cada 48h. Todos os procedimentos foram realizados sob
condigBes assépticas em uma camara de fluxo laminar (figura 10B).

A cada 48h, uma amostra era escolhida aleatoriamente para ser submetida ao controle microbiano, no
intuito de verificar a auséncia de contaminagao por outras espécies microbianas, garantindo uma cultura pura de
Enterococcus faecalis. Um cone de papel estéril com calibre #35 (Tanari, Manaus, AM, Brasil) foi introduzido no
canal radicular e mantido em contato com as paredes do canal radicular, durante 30 segundos (figura 10C). Em
seguida, o cone era transferido para um microtubo de pléstico estéril contendo 1 mL de solucéo salina estéril, que
era homogeneizada em um agitador e, entdo, realizada a semeadura através da técnica das gotas, sendo pingadas
cinco gotas de 15 pL em placas de Petri contendo PCA (figura 10D). A placa era incubada a 37°C durante 48h e,
em seguida, era realizada analise da morfologia das unidades formadoras de colénias (UFCs), bem como analise

de coloragéo de Gram, a fim de confirmar a contaminagdo somente por Enterococcus faecalis (figura 10E).

Figura 10: A- Contaminagao dos canais radiculares. B- Camara de fluxo laminar. C- Cone de papel em
contato com as paredes do canal. D- Técnica de gotas. E- Anélise da morfologia.

4.25 Avaliagdo de descontaminacéo dos protocolos testados

Ap6s o periodo de 14 dias de contaminacdo com Enterococcus faecalis, as sessenta amostras foram
divididas em seis grupos (n=10), de acordo com os protocolos de descontaminagdo utilizados (tabela 1), como
segue: G1 — agua deionizada (DW), sendo o grupo controle; G2 — hipoclorito de sodio 1% (NaOCl 1%); G3 -
hipoclorito de sddio 2,5% (NaOCI 2,5%); G4 — hipoclorito de sodio 5,25% (NaOCI 5,25%); G5 — 4acido
hipocloroso 250ppm (DENTAQUA 250ppm); G6 — acido hipocloroso 500ppm (DENTAQUA 500ppm).
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Tabela 1: Distribuicdo dos grupos de acordo com o protocolo de descontaminacéo testado

Grupo | Protocolo de descontaminagéo
1 DW
NaOCI 1%
NaOCIl 2,5%
NaOCl 2,25%
DENTAQUA 250ppm
DENTAQUA 500ppm

OO B|lWIN

Os canais radiculares foram preenchidos com as substancias quimicas testadas até o extravasamento com
uma seringa descartavel estéril de 5 mL e agulha de calibre 30 (Navi-Tip - Ultradent, South Jordan, UT, Estados
Unidos). A substancia permaneceu em contato com as paredes do canal pelo periodo de 5 minutos, depois foi
aspirada e renovada até extravasamento. No total, foram 6 ciclos de 5 minutos, totalizando 30 minutos da
substancia no interior do canal radicular. Apds este periodo, foi realizada irrigacdo com 5 mL de agua destilada.

Ao término dos protocolos de irrigacdo final, os canais radiculares de todos 0s grupos foram aspirados e

secos com cones de papel absorvente F3 do sistema rotatério ProTaper (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica).

4.26  Realizagao das coletas e analise microbioldgica

A coleta do conteddo microbiano do interior do canal radicular das amostras foi realizada em dois
momentos. A primeira coleta (S1) foi realizada imediatamente apds o periodo de contaminagdo das amostras € a
segunda coleta (S2) foi realizada imediatamente ap6s os protocolos de descontaminacéo testados.

As coletas (S1 e S2) foram realizadas da mesma forma. O canal radicular foi preenchido com solucéo
salina estéril e uma ponta de papel absorvente estéril calibre #35 foi introduzida no interior do canal radicular,
realizando movimentos circulares, no intuito de encostar intencionalmente em todas as paredes do canal, pelo
periodo de 30 segundos. Depois disso, a ponta de papel absorvente foi transferida para um microtubo contendo 1
ml de solucAo salina estéril. O material foi homogeneizado e diluido até 103 (figura 11). Aliquotas foram semeadas
em placas de Petri contendo PCA através da técnica das gotas, no local correspondente da diluigdo utilizada (figura
12). As placas foram incubadas durante 24 horas a uma temperatura de 37°C. Ap6s o periodo de incubacéo, a

contagem do nimero de unidades formadoras de colénias (UFCs) foi realizada nas placas (figura 13).

| 0000k | I 900uLi | 900uL y
=

Figura 11: Esquema de diluicdo dos materiais homogeneizados em placas de petri
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Figura 12: Semeadura no local correspondente a diluicdo Figura 13: Contagem de UFCs ap0s 24h de incubagéo
das placas em estufa bacterioldgica

4.2.7  Anélise estatistica
A andlise estatistica foi realizada calculando o percentual de reducdo de Enterococcus faecalis a partir da
contagem inicial e final de unidades formadoras de col6nias nos diferentes grupos de protocolos de

descontaminagdo testados, utilizando a seguinte férmula:

Percentual de reducéo = 100 — [(Valor final/Valor inicial) x 100].

One-way ANOVA foi aplicado na avaliacdo microbioldgica, seguido pelo procedimento de post hoc de
Tukey, a 5% de nivel de significancia. Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS versdo 17.0 (SPSS,
Chicago, IL, Estados Unidos).

4.3 Citotoxicidade

4.3.1 Obtencdo e manutencao das células L929

Neste experimento, foram utilizadas células L929, que sdo culturas continuas de fibroblastos de gengiva,
provenientes da American Type Culture Collection (ATCC), gentilmente cedidas pelo Laboratério de Virologia
Aplicada da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Floriandpolis, SC, Brasil). Para a manutencéo das
células foi escolhido 0 meio MEM (Minimum Essential Media — Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) em frascos de cultura de 75 cm?
mantidos em atmosfera umidificada a 37° C e 5% de CO?. Né&o foram utilizados antibidticos ou antiflingicos

durante a manutencéo da cultura celular e/ou experimentos.

4.3.2 Ensaio MTT
Para avaliagdo da citotoxicidade celular, foi realizado o ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-
2,5-difenil tetrazolium ou MTT (Metiltetrazélio) (Sigma-Aldrich), que corresponde a um teste colorimétrico

utilizado para avaliar a viabilidade celular. No dia anterior ao ensaio, as células L929 foram tripsinizadas, contadas
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e distribuidas em placas de 96 pocos (figura 14) na concentragio de 1x10° células por pogo. O meio para a
realizacdo dos experimentos foi 0o DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro,

RJ, Brasil), enriquecido com 5% de soro fetal bovino.

Figura 14: Placa de 96 pocos para distribuicdo das células

4.3.3  Exposi¢do as substancias quimicas

Apbs a incubagdo durante 24 horas a 37° C em estufa com 5% de CO?, foi realizada a observagéo da
confluéncia do tapete celular através da visualizagdo em microscopio invertido (figura 15). A seguir, 0 meio
DMEM foi retirado por aspiracdo e 100 uL das seguintes solugdes (tabela 1, p.31) foram adicionadas e incubadas
no periodo de 3 minutos:

G1 - agua deionizada (controle);

G2 — hipoclorito de sédio 1% (NaOCI 1%);

G3 - hipoclorito de sédio 2,5% (NaOCI 2,5%);

G4 - hipoclorito de sédio 5,25% (NaOCI 5,25%);

G5 — &cido hipocloroso 250ppm (HCIO 250ppm);

G6 — &cido hipocloroso 500ppm (HCIO 500ppm).

\/
e
", ®

Figura 15: Microscdpio invertido

4.3.4  Lavagem dos pogos e agitacéo
Apos o tempo de incubagdo, os pogos foram lavados com 200 pl de Solugdo Tampdo Fosfato Salina (PBS)
estéril a temperatura de 37°C, e foram adicionados 50 mL da solugdo de MTT (1mg/mL em meio DMEM), para

incubacdo pelo periodo de 4 horas (figura 16). Posteriormente, o0 MTT foi cuidadosamente retirado evitando a
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danificacdo das células e foram adicionados 100 mL de dimetilsulféxido (DMSO) para solubilizacéo dos cristais
de formazam (figura 17). Também foi adicionado o DMSO em pocos vazios para o calculo do branco. A placa foi

colocada em um agitador durante 10 minutos de incubacéo e a absorbancia foi, entdo, mensurada em filtro de 490
nm.
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Figura 16: Adig&o de 50ml de solugdo de MTT Figura 17: Adic&o de 100ml de solu¢do de DMSO

4.35  Andlise estatistica

Ressalta-se que todos os experimentos foram realizados em triplicata e as porcentagens de viabilidade
celular foram calculadas em relagéo aos controles celulares, conforme férmula abaixo:

% de viabilidade = (absorbancia da amostra- média da absorbancia do branco) x100

(absorbancia do controle - média da absorbancia do branco)

A analise estatistica foi realizada por meio do teste One Way ANOVA seguido de Post hoc de Tukey
(0=0,05).
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5. RESULTADOS

A média e o desvio padrdo para a porcentagem de reducdo bacteriana e células viaveis apés o tratamento com
as substancias quimicas testadas estdo descritos na Tabela 2.

Os resultados de agdo antimicrobiana revelaram que todos as substancias testadas foram efetivas na redugdo
bacteriana, quando comparadas ao grupo controle, sem diferenca estatistica entre eles (p<0,05).

Os resultados de citotoxicidade demonstraram que todas as substancias quimicas testadas foram diferentes
estatisticamente quando comparadas ao grupo controle, sendo que os grupos G2, G3 e G4 foram semelhantes entre

si e 0s grupos G5 e G6 se mostraram menos citotéxicos (p<0,05).

Tabela 2: média e desvio padréo (+) para a porcentagem de reducéo bacteriana (%) e células viaveis (%) apés

o0 tratamento com as substancias quimicas testadas.

Grupo Reducao bacteriana % Células viaveis %
1. DW 12.03(4.37) @ 98.88(1.12) 2
2. NaOCl 1% 97.59 (2.74) ® 35.70 (0.10) @
3. NaOCl 2,5% 100.00 (0.00) 35.66 (0.43) ¢
4. NaOCl 5,25% 100.00 (0.00) 34.76 (0.98) ¢
5. HCIO 250ppm 97.18 (3.15) 49.06 (1.99) ®
6. HCIO 500ppm 99.94 (0.22) P 41.73 (1.15) ¢

* Letras mindsculas diferentes indicam diferencas significativas entre os grupos (p<0,05).

** DW = 4gua destilada; NaOCI = hipoclorito de sédio; HCIO = &cido hipocloroso.
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6. DISCUSSAO

O sucesso do tratamento endoddntico depende da limpeza, modelagem e, principalmente, da desinfec¢édo
do sistema de canais radiculares, pois sabe-se que 0s microrganismos desempenham um papel fundamental na
inducdo e perpetuacdo das alteracBes patoldgicas que acometem a polpa e os tecidos periapicais (KAKEHASHI,
1965). Dentre estes microrganismos presentes na microbiota endododntica ha uma espécie em destaque, o
Enteroccocus faecalis, que apresenta maior resisténcia bacteriana por tratar-se de uma bactéria anaerdbia
facultativa, dificultando sua eliminagdo durante o preparo quimico-mecanico convencional (PINHEIRO et al.,
2003). Esta resisténcia faz com que as bactérias frequentemente persistam no canal radicular ap6s seu preparo
guimico-mecanico e obturacdo, ocasionando, muitas vezes, um insucesso endoddntico (MOLANDER et al.,1998).
Em casos de falha endoddntica, o Enterococcus faecalis é a espécie dominante (SUNDQVIST et al., 1998).

Por estas razdes, durante o tratamento endoddntico se faz necessario o uso de substancias quimicas
auxiliares que contribuam para a descontaminacdo dos canais radiculares, sendo eficazes contra uma ampla gama
de microrganismos, a0 mesmo tempo que ndo causem efeitos deletérios como a citotoxicidade, apresentando
compatibilidade com os tecidos do hospedeiro (SIMBULA et al., 2010). No decorrer do tratamento, estes
irrigantes, muitas vezes, entram em contato com os tecidos perriradiculares, podendo causar rea¢fes como o dano
tecidual, gerando desconforto ao paciente e interferéncias no processo de cicatrizacdo (AMARAL et al., 2007).
Sendo assim, estudos sobre a citotoxicidade dos irrigantes utilizados em endodontia sdo de grande valia tanto para
habilitar o uso clinico de novas substancias, quanto para determinar quais os riscos decorrentes do uso inadequado
de um produto com indice citotoxico.

O presente estudo propds avaliar o potencial de agéo antimicrobiana e citotoxicidade de uma substéncia
conhecida por &acido hipocloroso, obtida através de um dispositivo eletrolitico nomeado Dentaqua®, em
comparacdo com diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio, comumente utilizado para sanificacdo dos
canais radiculares. Através do estudo, foi possivel simular um tratamento endodéntico convencional, utilizando os
irrigantes testados por trinta minutos dentro dos canais, com renovacao dos liquidos a cada cinco minutos, na
intencdo de reproduzir a irrigagdo realizada durante do tratamento de canal para promover a descontaminacao.

Dentre os procedimentos envolvidos no controle das infecgdes do canal radicular, a irrigacdo € um processo
de grande importancia na eliminacdo de microrganismos (MENEZES et al., 2004). O NaOCI é o irrigante mais
utilizado e numerosas publica¢Bes abordaram sua capacidade antimicrobiana, no entanto, o tempo necessario para
erradicar completamente o E. faecalis com as concentra¢fes comumente usadas néo foi determinado. Na literatura,
o tempo de irrigacdo ou contato da substancia varia de dois a trinta minutos, porém ndo existe um protocolo a
respeito da concentracdo e tempo de irrigacdo necessarios para remover as bactérias dos canais (RETAMOZO et
al., 2010). Segundo SOUZA et al., em 2018, para eliminar bactérias persistentes do canal sdo necessarias alta
concentragdo, grande volume e longa exposicdo ao NaOCI, e com o advento da instrumentacdo reciprocante, a
técnica de preparo se tornou mais rapida, reduzindo o tempo de contato das solug@es de hipoclorito com as paredes
do canal radicular, reduzindo assim a atividade antimicrobiana da solucdo. Dessa forma, sabe-se que alta

concentragdo e longa exposicao ao NaOCI sdo necessarias para a eliminagéo do E. faecalis (RETAMOZO et al.,
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2010). Porém quanto maior a concentracdo e tempo de exposicdo, maiores sdo os efeitos deletérios desta
substancia.

Por estes motivos, busca-se uma substancia quimica auxiliar que promova a descontaminacéo ao mesmo
tempo que ndo cause injUrias ao elemento dentario e ao paciente. Este estudo analisou o &cido hipocloroso (HOCI)
com a intencdo de que fosse um possivel substituto aos irrigantes ja comumente utilizados. Trata-se de uma
substancia enddgena de todos os mamiferos e eficaz contra uma ampla gama de microrganismos (WANG et al.,
2007), sendo gerado pelas células imunologicas do corpo para combater patdgenos invasores e infecgdes
(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996), e devido a suas caracteristicas, seu uso é atrativo para desinfeccdo dos
canais. Além disso, estudos mostram que esta ndo é uma substancia irritante e ndo sensibiliza células devido a sua
baixa citotoxicidade quando comparada com NaOCI (WANG et al., 2007). O acido hipocloroso esta presente na
composicdo do NaOCI e é o seu ingrediente mais ativo, pois tem a maior acdo germicida dos componentes, por
isso € ele que determina a atividade da solugdo de NaOCI quando diluida e, por ter carga neutra pode facilmente
penetrar na membrana lipidica (NIZER et al., 2020). Para obter o 4cido hipocloroso durante a pesquisa, empregou-
se um equipamento eletrolitico denominado Dentaqua®, que transforma uma solucédo salina patenteada em acido
hipocloroso, porém ainda nédo existem estudos sobre o uso deste equipamento na odontologia, justificando a
realizacdo deste. O Dentaqua®, segundo seus fabricantes, produz acido hipocloroso ativado (HOCI) e espécies
reativas de oxigénio (ROS) de vida curta, sempre em pH neutro e com um teor de cloreto residual extremamente
baixo, altamente eficaz em concentragdes e tempos de contato muito baixos e ndo téxico (DENTAQUA, 2022).

Os métodos para avaliar o potencial antimicrobiano e citotéxico das substancias testadas foram a
contagem de unidades formadoras de colbnias (UFCs) e ensaio com Metil tetrazolio (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium), conhecido por MTT. Diferentes testes microbioldgicos séo utilizados
para avaliar a descontaminacdo proporcionada por protocolos quimicos na terapia endodéntica e, neste estudo,
utilizou-se a contagem de UFCs para determinar a eficicia das solu¢des na eliminacdo do Enteroccocus faecalis.
O método foi escolhido com base em outros estudos que mostraram ser um protocolo efetivo (GRUNDLING et
al., 2011, ALMEIDA et al., 2014) e permite quantificar as bactérias dos canais radiculares de forma aceitavel
(SOUZA et al, 2018). No entanto, as amostras microbioldgicas foram coletadas apenas no canal principal ndo
sendo possivel avaliar a presenca de E.faecalis nos ttbulos dentinarios ou canais acessorios. Nao ha consenso na
literatura sobre o tempo necessario para o crescimento bacteriano do E. faecalis. Entretanto, um estudo de
GUERREIRO-TANOMARU et al. (2013) mostra que 14 dias é um tempo suficiente para a formacéo de biofilme
no canal radicular. Em razdo disso foi adotado um protocolo de 14 dias de cultura do E. faecalis, para que o
crescimento bacteriano fosse garantido e para garantir uma boa testagem dos irrigantes finais com agdo
antimicrobiana.

Para avaliar a viabilidade celular foram selecionados fibroblastos derivados da linha celular de camundongo
L929 devido a sua adequagdo para este tipo de experimento (BARBOSA et al., 2009). O ensaio de MTT é um dos
métodos mais utilizados na literatura para avaliar a citotoxicidade de um material, incluindo solugdes irrigantes
(CHAVEZ-ANDRADE et al., 2017; PRADO et al., 2015; AMARAL et al., em 2007; TEIXEIRA et al., 2018,
BARBOSA et al., 2009). Foi introduzido por Mosmann em 1983 (MOLLASHAHI et al., 2016) e segundo o
préprio autor “o ensaio detecta células vivas e o sinal gerado depende do grau de ativagdo das células. Pode,
portanto, ser usado para medir citotoxicidade, proliferacdo ou ativacdo. As principais vantagens do ensaio

colorimétrico sdo sua rapidez e precisdo, e a auséncia de qualquer radioisotopo”. Este método avalia a
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citotoxicidade de materiais dentarios com base nas mudancgas no nimero de células viaveis, metabolismo celular
e morfologia celular (MOLLASHAHI et al., 2016).

O presente estudo revelou que o acido hipocloroso apresenta efetivo potencial de acdo antimicrobiana,
semelhante ao hipoclorito de sédio, indo ao encontro de outros estudos que ja haviam obtido resultados
semelhantes. Para MARAIS, em 2000, a comparacdo de agua eletroquimicamente ativada com o hipoclorito de
sodio, avaliando a limpeza das paredes do canal radicular, demonstrou que a agua eletroquimicamente ativada foi
superior ao NaOCI. Além disso, CHEN et al., em 2016 compararam a eficacia do &cido hipocloroso, hipoclorito
de sodio e clorexidina na eliminacdo de bactérias gram positivas e negativas da superficie de implantes
contaminados por biofilme, e 0 HOCI exibiu melhor eficacia antibacteriana. Este potencial antimicrobiano pode
estar relacionado ao fato do &cido hipocloroso apresentar pH neutro, conferindo mobilidade para atravessar as
membranas celulares e potencialmente impactar outras biomoléculas intracelularmente (ROBINS et al., 2022).
Outro fato que explica o seu mecanismo de agdo é que por tratar-se substancia endégena de todos os mamiferos
(WANG et al., 2007), o acido hipocloroso é gerado pelos neutrofilos durante sua agdo para matar microrganismos,
pois é um oxidante altamente microbicida (WINTERBOURN et al., 2016).

Para mais, o potencial citotéxico do acido hipocloroso foi menor quando comparado ao hipoclorito de
sodio, como j& mostrado na literatura. O estudo de WANG et al., em 2007, descreveu a produgdo quimica,
estabilizacdo e atividade bioldgica de uma formulacdo de HOCI e, segundo os autores, quando comparada aos
desinfetantes perdéxido de hidrogénio e hipoclorito de s6dio esta substancia melhorou a atividade antimicrobiana e
o indice terapéutico, concluindo que por apresentar acdo antimicrobiana e néo ter toxicidade o HOCI tem potencial
para aplica¢fes farmacéuticas no controle de infecgBes. Na area da medicina foi possivel concluir que uma solugéo
de HOCI de baixa concentragdo pode ser usada como uma solucéo eficaz para irrigacdo nasal (KIM et al., 2008).

Duas concentragBes do &cido hipocloroso foram testadas neste estudo e concluiu-se que quando a
concentragdo é aumentada temos uma melhora no potencial antimicrobiano, mas, em contrapartida, a viabilidade
das células sofre uma diminui¢do, demonstrando que uma maior concentracdo gera um potencial citotdxico. Este
achado vai de encontro com o estudo de SEVEREING et al., em 2019, que determinaram a citotoxicidade e
potencial antimicrobiano de NaOCIl e HOCI em feridas, concluindo que o aumento da atividade antimicrobiana foi
associado a diminuicdo da viabilidade celular.

Diante do exposto, os resultados deste estudo foram satisfatérios pois demonstraram que o é&cido
hipocloroso obtido através do Dentaqua® promoveu efetiva reducdo bacteriana, semelhante ao hipoclorito de
sodio, sem diferenga estatistica entre eles. Além disso, mostrou-se menos citotdxico, apresentando maior
viabilidade das células testadas. Estes resultados vao ao encontro a outros j& descritos na literatura. Por fim,
ressalta-se a importancia clinica deste estudo, devido & necessidade atual de buscar novas alternativas de
substancias quimicas que possam ser utilizadas na terapia endodéntica com melhores propriedades. Desta maneira,
a substancia testada mostra-se atraente para ser utilizada como uma substancia quimica auxiliar na endodontia,
porém mais estudos precisam ser realizados a respeito destas e outras propriedades, como as mecanicas, bem como
estudos in vivo desta nova solucéo. Ademais, tratando-se de um equipamento importado o dispositivo Dentaqua®

apresenta um alto custo, o que encareceria o tratamento e ndo seria uma alternativa viavel a todos os endodontistas.

38



7. CONCLUSOES

Diante das limitacdes do presente estudo, pode-se concluir que o acido hipocloroso produzido no
dispositivo eletrolitico Dentaqua® foi tdo efetivo quanto o hipoclorito de sédio na reducdo bacteriana e se

apresentou menos citotoxico quando comparado a essa substancia.
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9. ANEXOS

ANEXO 1: Parecer n° 5.783.928 de aprovagédo do Comité de Etica para autorizagio de realizacio do

estudo.
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Titulo da Pesquisa: USO DO ACIDO HIPOCLOROSO PRODUZIDO POR DISPOSITIVO ELETROLITICO
NA ENDODONTIA E SUAS PROPRIEDADES
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Versdo: 2
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Nidmero do Parecer: 5.783.928

Apresentagio do Projeto:

Os microrganismos desempenham um papel fundamental na indugéo e, principalmente, na perpetuagao das
alteractes patoldgicas que acometem a polpa e os tecidos periapicais. Portanto, & necessario o uso de
substancias quimicas e recursos auxiliares visando contribuir no processo de descontaminagao do sistema
de canais radiculares. Deve-se buscar alternativas que promovam uma adequada neutralizacdo de
microrganismos do sistema de canais radiculares, ao mesmo tempo em que alteragbes estruturais da
dentina nado sejam promovidas, e crie condigbes favoraveis para um tratamento endoddntico de qualidade.

Objetivo da Pesquisa:

O objetive do estudo & avaliar, in vitro, a agao antimicrobiana e a citotoxicidade do acido hipocloroso em
canais radiculares infectados contra Enterococcus faecalis.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores, os riscos sdo minimos, pois os dentes serdo obtidos em um biobanco e as
células utilizadas para o ensaio de viabilidade celular sdo armazenadas e obtidas em |aboratério. Como
beneficio, citam alternativa para tratamento endodéntico.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Trata-se de um estudo experimental laboratorial para avaliar a a¢gdo antimicrobiana e a citotoxicidade do
acido hipocloreso em canais radiculares infectados com Enterococcus faecalis.
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Para o teste de acio antimicrobiana, cinquenta dentes unirradiculares humanos extraides serdo inoculados,
por 14 dias, com 100 | de cultura de Enterococcus faecalis. Em seguida, as amostras serdo divididas
aleatoriamente em 5 grupos (n=10) de acordo com o protocolo de desinfecgcdo avaliado. A contagem de
unidades formadoras de coldnias (UFC) sera realizada para avaliar a eficacia dos tratamentos propostos. O
teste de citotoxicidade sera realizado por meio do ensaio MTT. Apds preparo do meio de cultura celular, 100
uL dos grupos de tratamento serdo adicionados individualmente aos pogos contendo o meio, sendo
incubados por 3 minutos. Toedos os experimentos serdo realizados em triplicata e as porcentagens de
viabilidade celular serdo calculadas em relagdo aos controles celulares.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
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cientificos e metodoldgicos.
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utilizando a opgao, no final da pagina "Enviar Notificagao™ relatdrio final.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagbes:

Diante do exposto, este Comité, de acordo com as atribuicBes definidas na Resolugdo n. 466/12, do
Conselho Nacional da Salde, Ministério da Sadde, Brasil, manifesta-se pela aprovagdo do protocolo de
pesquisa na forma como foi proposto.
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