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RESUMO 

 

 
 O objetivo do presente estudo foi avaliar, in vitro, a ação antimicrobiana e a citotoxicidade de solução de 

ácido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolítico, em comparação com diferentes concentrações de 

hipoclorito de sódio. Para o teste de ação antimicrobiana, sessenta dentes unirradiculares humanos extraídos foram 

inoculados, por 14 dias, com 100 µl de cultura de Enterococcus faecalis. Em seguida, as amostras foram divididas 

aleatoriamente em 6 grupos (n=10) de acordo com o protocolo testado: G1 – água deionizada (controle); G2 – 

hipoclorito de sódio 1% (NaOCl 1%); G3 – hipoclorito de sódio 2,5% (NaOCl 2,5%); G4 – hipoclorito de sódio 

5,25% (NaOCl 5,25%); G5 – ácido hipocloroso 250ppm (HClO 250ppm); G6 – ácido hipocloroso 500ppm (HClO 

500ppm). A contagem de unidades formadoras de colônias (UFC) foi realizada para avaliar a eficácia dos 

tratamentos propostos. O teste de citotoxicidade foi realizado por meio do ensaio MTT. Após preparo do meio de 

cultura celular, 100 uL dos mesmos grupos de tratamento já citados foram adicionados individualmente aos poços 

contendo o meio, sendo incubados no período de tempo de 3 minutos. O percentual de redução bacteriana e a 

citotoxicidade foram analisados pelo teste de one-way ANOVA seguido por post-hoc de Tukey (α=0,05). Os 

resultados de ação antimicrobiana revelaram que todas as substâncias testadas foram efetivas na redução 

bacteriana, quando comparadas ao grupo controle, sem diferença estatística entre eles (p<0,05). Para 

citotoxicidade, todas as substâncias químicas testadas foram diferentes estatisticamente quando comparadas ao 

grupo controle, sendo que os grupos G2, G3 e G4 foram semelhantes entre si e os grupos G5 e G6 mostraram-se 

menos citotóxicos (p<0,05). Pode-se concluir que o ácido hipocloroso foi tão efetivo quanto o hipoclorito de sódio 

na redução bacteriana e se apresentou menos citotóxico. 

 

Palavras-chave: ação antimicrobiana, ácido hipocloroso, citotoxicidade, E. faecalis, hipoclorito de sódio. 
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ABSTRACT1 

 

 

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 µl 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% NaOCl); G4 – 5.25% sodium hypochlorite (5.25% NaOCl); G5 – 

hypochlorous acid 250ppm (HClO 250ppm); G6 – hypochlorous acid 500ppm (HClO 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 (α=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. INTRODUÇÃO  

 

 

Os microorganismos desempenham um papel fundamental na indução e, principalmente, na perpetuação das 

alterações patológicas que acometem a polpa e os tecidos periapicais (KAKEHASHI, 1965). Sendo assim, o uso 

de substâncias químicas e recursos auxiliares se torna necessário, pois visa contribuir no processo de 

descontaminação do sistema de canais radiculares.  

O hipoclorito de sódio (NaOCl) é a solução irrigante mais utilizada na endodontia para a realização do preparo 

químico-mecânico. Esta substância apresenta atividade antimicrobiana de amplo espectro (DU et al., 2014) e 

capacidade de promover a dissolução da matéria orgânica (OKINO et al., 2004). Porém, é citotóxico quando 

utilizado em elevadas concentrações (MARINS et al., 2012), instável quimicamente (LEONARDO et al., 2016) e 

interfere negativamente na adesão do material restaurador à dentina (FARINA; CECCHIN, 2011). Além disso, 

para eliminar bactérias persistentes do canal radicular são necessárias alta concentração, grande volume e longa 

exposição ao NaOCl, e com o advento da instrumentação reciprocante, a técnica de preparo se tornou mais rápida, 

reduzindo o tempo de contato das soluções de hipoclorito com as paredes do canal radicular. Como consequência, 

uma redução da atividade antimicrobiana foi observada quando o preparo químico-mecânico foi realizado com 

instrumento reciprocante e soluções de hipoclorito de sódio em baixas concentrações (SOUZA et al., 2018).  

Também tem sido demonstrado que o NaOCl promove desintegração do colágeno dentinário (MOREIRA et al., 

2009), reduz a resistência flexural e o módulo de elasticidade da dentina (MARENDING et al., 2007), e promove 

alterações na microdureza da estrutura dentinária (ASLANTAS; BUZOGLU; ALTUNDASAR, 2014), podendo 

trazer como consequência o aparecimento de trincas em raízes fragilizadas após a realização do tratamento 

endodôntico.  

Por sua vez, o ácido hipocloroso (HOCl) é uma substância endógena de todos os mamíferos e é eficaz contra 

uma ampla gama de microrganismos (WANG et al., 2007), sendo gerado pelas células imunológicas do corpo para 

combater patógenos invasores e infecções (LAPENNA; CUCCURULLO, 1996).  Não é uma substância irritante 

e não sensibiliza células devido a sua baixa citotoxicidade quando comparado com NaOCl (WANG et al., 2007). 

Seu uso na odontologia passou a ser pesquisado recentemente, visto que o HOCl é responsável pela ação 

desinfetante de soluções de cloro (FAIR et al., 1948) e possui estabilidade química ao armazenamento se 

manuseado de maneira adequada, sendo um irrigante antibacteriano durável no uso clínico diário (CHEN, C.; 

CHEN; DING, 2016). Além disso, mostrou-se eficaz na limpeza de superfícies 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 relação a área da endodontia, não existem muitos estudos relacionados ao uso do ácido hipocloroso. No 

entanto, foi demonstrado que substâncias com a presença deste ácido podem ser utilizadas como uma solução de 

irrigação endodôntica (ROSSI-FEDELE et al., 2010). O ácido hipocloroso é um desinfetante eficaz que pode 

representar uma alternativa ao uso hipoclorito de sódio (CHEN et al., 2019). Este ácido é obtido através de um 

dispositivo eletrolítico (Dentaqua®), que transforma uma substância conhecida como “brine”, contendo na sua 

composição água deionizada, cloreto de sódio e ácido hidroclórico, em ácido hipocloroso. Porém, ainda não 

existem estudos sobre o uso deste equipamento na odontologia.  
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Diante dos problemas expostos, faz-se necessária a busca de novas alternativas no que diz respeito a 

substâncias químicas e recursos auxiliares de descontaminação, que promovam uma adequada neutralização de 

microorganismos do sistema de canais radiculares, ao mesmo tempo em que alterações estruturais da dentina não 

sejam promovidas. Torna-se justificável a realização do presente estudo no intuito de elucidar o real potencial do 

ácido hipocloroso no combate ao Enterococcus faecalis em canais radiculares e sua consequência em contato com 

células humanas 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Hipoclorito de sódio e Ação Antimicrobiana 

 

ROSSI-FEDELE et al., em 2010, compararam a ação antimicrobiana de hipoclorito de sódio (NaOCl), 

Optident Sterilox Electrolyte Solution ® e Sterilox's Aquatine Alpha Electrolyte ® contra Enterococcus 

faecalis quando utilizados como soluções irrigantes em canal radicular bovino. Porções radiculares foram 

preparadas e inoculadas com Enterococcus faecalis. Após 10 dias de incubação, os canais radiculares foram 

irrigados com uma das três soluções (NaOCl, Optident Sterilox Electrolyte Solution ® e Sterilox's Aquatine Alpha 

Electrolyte®) e posteriormente amostrados por trituração de dentina com brocas. Os detritos foram colocados em 

caldo BHI e as diluições foram colocadas em placas de ágar frescas para quantificar o crescimento. O hipoclorito 

de sódio foi o único irrigante a eliminar todas as bactérias. Quando as diluições foram feitas, embora o NaOCl 

ainda fosse estatisticamente superior, a solução Aquatine Alpha Electrolyte® da Sterilox foi superior à solução 

Optident Sterilox Electrolyte®. Nas condições deste estudo, o Aquatine Alpha Electrolyte® da Sterilox pareceu ter 

significativamente mais ação antimicrobiana em comparação com o Optident Sterilox Electrolyte 

Solution® sozinho. No entanto, NaOCl foi a única solução capaz de erradicar consistentemente E. faecalis no 

modelo. 

BACA et al., em 2011, investigaram a atividade antimicrobiana residual e a capacidade de eliminação do 

biofilme de Enterococcus faecalis de diferentes soluções irrigantes, isoladas e em combinação, em um teste 

dentinário volumétrico. Para determinar a atividade residual, as soluções de hipoclorito de sódio 2,5% (NaOCl), 

clorexidina 2% (CHX), cetrimida 0,2% (CTR), 17% etilendiaminotetraacético (EDTA), ácido maleico 7% (MA) 

e regimes de NaOCl 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 inibição da formação de biofilme e a porcentagem de 

eliminação do biofilme. A solução contendo CHX 2% e CTR 0,2% mostrou 100% de inibição do biofilme, 

enquanto NaOCl 2,5% apresentou a menor atividade residual (18,10%). A porcentagem de eliminação das 

bactérias de NaOCl 2,5% e CTR 0,2% foi 100%, seguido por MA 7% e CHX 2%, enquanto EDTA 17% foi o 

menos eficaz (44%). Soluções 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 solução de CTR 0,2% sozinha e as 

combinações nas quais CHX 2% ou CTR 0,2% faziam parte, foram as soluções de irrigação final que alcançaram 

a atividade residual e antimicrobiana máxima. 

MORAGO et al., em 2016, avaliaram a influência da smear layer na atividade antimicrobiana de uma 

solução irrigante de NaOCl 2,5% e ácido etidrônico 9% (HEBP) contra bactérias presentes nos túbulos dentinários. 

Foram utilizados 15 dentes unirradiculares humanos extraídos que foram seccionados, totalizando em 30 amostras, 

que foram infectados com Enterococcus faecalis por centrifugação. Após 5 dias de incubação, a smear layer se 

formou nas amostras, que foram então tratadas por 3 minutos seguindo os grupos (n=5) de acordo com as soluções 

irrigantes e a ausência ou presença de smear layer: G1 - NaOCl 2,5% sem smear layer; G2 - NaOCl 2,5% + 9% 
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HEBP sem smear layer; G3 - NaOCl 2,5% com smear layer; G4 - NaOCl 2,5% + 9% HEBP com smear layer; G5 

- água destilada; G6 - água destilada com smear layer. A porcentagem de células mortas em túbulos dentinários 

infectados foi medida usando microscopia confocal de varredura a laser e a técnica de vivo/morto. A smear layer 

na superfície da parede do canal radicular também foi observada por microscopia eletrônica de varredura. Sem a 

presença de smear layer o NaOCl 2,5% sozinho e combinado com 9% HEBP mostrou alta atividade antimicrobiana 

sem diferenças significativas entre os 2. A smear layer reduziu significativamente a atividade antimicrobiana de 

NaOCl 2,5%, enquanto a solução com HEBP não foi afetada. A presença da smear layer reduziu a atividade 

antimicrobiana do NaOCl 2,5%. A combinação de NaOCl 2,5% + HEBP 9% exerceu atividade antimicrobiana 

que não foi reduzida pela smear layer. 

PLUTZER et al., em 2018, compararam a eficácia do hipoclorito de sódio com medicamentos 

endodônticos comumente usados contra Enterococcus faecalis. Um biofilme de E. faecalis foi cultivado em 

amostras de dentina que foram produzidas a partir de dentes extraídos. Cada medicamento testado (Ledermix, 

Ca(OH)2 , Odontopaste, Clorexidina 0,2% e combinações 50:50 de Ledermix/Ca(OH)2 e Odontopaste/Ca (OH)2) 

foi introduzido na célula de fluxo e os biofilmes foram colhidos e quantificado por determinação da proteína 

celular. A viabilidade celular foi determinada usando placas em série e o número de unidades formadoras de 

colônias foi normalizado contra a proteína celular para permitir que os protocolos de tratamento fossem 

comparados. As análises qualitativas de microscopia eletrônica de varredura do biofilme foram realizadas após 

uma exposição de 48 horas a cada agente de teste. Para o tratamento com hipoclorito de sódio, as amostras foram 

removidas da célula de fluxo e submersas em solução de hipoclorito de sódio 4% por 1, 10, 30 ou 60 min. O 

hipoclorito de sódio atingiu a eliminação bacteriana total. Ledermix e Odontopaste não tiveram efeito significativo 

no biofilme. As combinações de Ca(OH)2 e 50:50 de Ca (OH)2/Ledermix ou Ca(OH)2/Odontopaste reduziram a 

viabilidade em mais de 99%, enquanto Clorexidina 0,2%  reduziu o número de bactérias em 97%. Conclui-se 

assim, que o hipoclorito de sódio continua sendo o padrão ouro para eliminação bacteriana na terapia de canal 

radicular. No entanto, o Ca(OH)2 isolado e combinado com Ledermix e Odontopaste foi altamente eficaz na 

redução da viabilidade bacteriana. 

HSIEH et al., em 2020, analisaram in vivo a eficácia antibacteriana e a toxicidade das soluções de 

irrigação do canal radicular hipoclorito de sódio (NaOCl) e água oxidante eletrolisada (EO) - contendo ácido 

hipocloroso (HOCl) – utilizando ensaios de peixe-zebra embrionário. Para analisar a eficácia antibacteriana, 

culturas de Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans foram inoculadas na superfície de ágar soja tríptica a 

37°C por 48–72 h. Foram utilizados 100 mL de contagem microbiana de 1 × 10 8 cfu / mL de Enterococcus 

faecalis para misturar com cada amostra de 10 mL de NaOCl ou HOCl por períodos de tempo designados. Este 

protocolo também foi repetido para Streptococcus mutans . A concentração de microrganismos viáveis foi 

estimada com base em cada inóculo padronizado usando um método de contagem em placa. Para a avaliação da 

toxicidade, cento e cinquenta embriões de peixe-zebra foram expostos a NaOCl 1,5% por 5 minutos, bem como 

água EO 0,0125% e 0,0250% por 0,5 e 1 min. A capacidade de sobrevivência e as condições dos embriões foram 

capturadas sob um microscópio de luz e uma câmera digital. A porcentagem de sobrevivência dos embriões foi 

avaliada e pontuada para efeitos letais ou teratogênicos. Todos os grupos de tratamento com HOCl ou NaOCl 

mostraram eficácia antibacteriana contra Enterococcus faecalis e Streptococcus mutans . Embriões de peixe-zebra 

mostraram dissolução quase completa em NaOCl a 1,5% em 5 min. Já em HOCl 0,0125% e 0,0250% por 0,5 min 

ou 1 min ambas as taxas de sobrevivência foram semelhantes às do meio dos embriões. Sendo assim, tanto o 
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NaOCl quanto o HOCl revelaram eficácia antibacteriana semelhante (> 99,9%) contra Enterococcus 

faecalis e Streptococcus mutans. Enquanto NaOCl 1,5% dissolveu totalmente os embriões de peixe-zebra, o HOCl 

mostrou pouca toxicidade in vivo, afirmando seu potencial como uma solução de irrigação alternativa para terapia 

de polpa vital. 

KARATAŞ et al, em 2021, avaliaram o efeito da irrigação final dos canais radiculares com solução de 

NaOCl a 1% em diferentes temperaturas sobre o nível de dor pós-operatória e atividade antimicrobiana. Para isso 

45 pacientes foram divididos aleatoriamente em três grupos de irrigantes serem testados: NaOCl 1% 2ºC, NaOCl 

1% 25ºC e NaOCl 1% 45ºC. As primeiras amostras do canal radicular foram coletadas antes do tratamento (S1). 

Após o preparo químico-mecânico, a irrigação final foi realizada com o irrigante selecionado e uma segunda 

amostra foi coletada (S2). As amostras foram submetidas à reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo 

real para avaliar os níveis de bactérias totais. Os tratamentos de canal radicular foram concluídos e os participantes 

receberam instruções para registrar os níveis de dor pós-operatória em 24, 48 e 72 horas, 5 dias e 1 semana após o 

tratamento usando uma escala visual analógica (VAS). A redução no número de bactérias totais de S1 para S2 foi 

estatisticamente significativa em todos os grupos (p <0,001). O grupo NaOCl 1% 2˚C relatou significativamente 

menos dor pós-operatória do que o grupo NaOCl 45˚C (p <0,05). A ingestão de analgésico pós-operatório foi 

significativamente maior no grupo NaOCl 1% 45˚C do que no grupo NaOCl 1% 2˚C (p <0,05). Concluiu-se que 

a irrigação final com NaOCl em diferentes temperaturas resulta em eficácia antibacteriana semelhante. A irrigação 

final com NaOCl 1% frio (2˚C) é melhor do que NaOCl 1% 45˚C na comparação dos níveis de dor pós-operatória. 

 

 

 

2.2 Hipoclorito de sódio e Toxicidade 

 

SIMBULA et al., em 2010, mediram a citotoxicidade do EDTA + perborato de sódio em fibroblastos 

L929 e compararam com a do hipoclorito de sódio (NaOCl). Foram cultivados fibroblastos L929 em meio de Eagle 

modificado por Dulbecco contendo 10% de soro fetal de vitela (FCS) a 37ºC e 5% de CO². Na confluência, as 

células foram divididas, plaqueadas em uma placa de 96 poços e incubadas por 24h para permitir a fixação. Os 

dois desinfetantes EDTA + P e NaOCl foram testados em várias concentrações. Os ensaios de captação de 

vermelho neutro e brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5 difeniltetrazólio foram usados para avaliar a 

viabilidade celular. Os valores da dose inibitória 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 

presença de várias concentrações de FCS. A análise de variância unilateral com análise post hoc usando o teste de 

comparação múltipla de Tukey foi usada para dados paramétricos. Ambos os desinfetantes induziram uma perda 

de viabilidade celular relacionada à dose; EDTA + P resultou menos citototoxicidade do que NaOCl em todas as 

condições experimentais examinadas. Esses dados apoiam o possível uso de EDTA + P como irrigante 

endodôntico. Mais estudos são necessários para analisar sua atividade antibacteriana contra patógenos 

endodônticos. 

BOTTON et al., em 2016, avaliaram a toxicidade in vitro de soluções irrigantes e associações 

farmacológicas utilizadas na pulpectomia de dentes decíduos. A viabilidade celular (MTT), peroxidação lipídica 

(TBARS), ensaio do cometa alcalino e testes GEMO foram realizados para avaliar a citotoxicidade e 

genotoxicidade das soluções: NaOCl (1% e 2,5%), clorexidina 2% (CHX), ácido cítrico 6% e EDTA 17%, que 
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foram testados, individualmente e em associação, expondo células mononucleares de sangue periférico humano 

(MTT, TBARS e ensaio de cometa alcalino), às 24 e 72h, e dsDNA (GEMO). Após a realização 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 nível de significância foi estabelecido em p<0,05. Todas as soluções 

de irrigação e associações farmacológicas reduziram a viabilidade celular em 24h (p<0,05). Essas reduções foram 

mantidas após 72h, exceto para EDTA e associações de NaOCl (1% e 2,5%) com EDTA e de CHX com EDTA. 

A peroxidação lipídica em 24h foi causada por EDTA e por NaOCl 2,5% com EDTA; também foi causado em 

72h por NaOCl (1% e 2,5%) e as três associações com ácido cítrico (p<0,05). Todos os grupos causaram danos ao 

DNA quando avaliados pelo ensaio do cometa alcalino, em 24h e 72h (p<0,05). No ensaio GEMO, todos os grupos 

causaram danos ao dsDNA (p<0,05), exceto CHX com EDTA. Todos os grupos apresentaram algum nível de 

toxicidade. Dentre as principais soluções, a CHX apresentou menor potencial citotóxico. O EDTA foi o menos 

citotóxico das soluções irrigantes auxiliares, e a associação dessas duas soluções apresentou o 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 citotóxicos, quando aplicados isoladamente ou em combinação. A hipótese testada foi que os 

irrigantes eram menos citotóxicos quando aplicados em combinação do que independentemente. As células MRC5 

foram cultivadas como culturas em monocamada a 37°C em uma atmosfera contendo 5% de CO² no ar e 100% de 

umidade relativa. As células foram expostas a NaOCl, EDTA, CHX e suas combinações (NaOCl + EDTA, NaOCl 

+ CHX, EDTA + CHX) em diluições em série. O meio de crescimento foi o meio de Eagle modificado por 

Dulbecco suplementado com 10% de soro fetal bovino e antibióticos e foi usado como controle. O efeito na 

sobrevivência celular foi estimado após 6 e 24h de exposição por meio do ensaio sulforhodamina B, em referência 

aos controles. Curvas de dose-resposta foram traçadas, e 50% das doses inibitórias foram submetidas à análise 

estatística (ANOVA e teste de comparação post hoc; p<0,05). Os irrigantes testados foram citotóxicos de maneira 

dependente da dose e do tempo. CHX foi o irrigante mais citotóxico testado, seguido de NaOCl, enquanto o EDTA 

foi o irrigante menos citotóxico testado. A diferença entre CHX e NaOCl foi significativa (p<0,05), assim como 

entre NaOCl e EDTA (p<0,05). Com base na modelagem CalcuSyn, um efeito principalmente antagônico foi 

registrado com combinações de NaOCl + CHX e NaOCl + EDTA. A combinação EDTA + CHX teve um efeito 

aditivo ao antagonista. A CHX foi significativamente mais citotóxico do que NaOCl e EDTA. O NaOCl foi 

significativamente mais citotóxico do que o EDTA. A ação combinada dos irrigantes não produziu aumento 

significativo em sua citotoxicidade. 

NOCCA et al., em 2017, investigou a estabilidade da formação do paracloroanilina (PCA) na presença 

de NaOCl e examinou os efeitos citotóxicos in vitro das misturas de reação da CHX com NaOCl. Diferentes 

volumes de NaOCl foram adicionados a CHX ou PCA. Após a centrifugação, o precipitado coletado das amostras 

foi analisado por meio de cromatografia líquida de alta eficiência. Os efeitos citotóxicos de ambas as frações foram 

examinados no ligamento periodontal humano e nas linhas de células de fibroblastos 3T3. A análise por 

cromatografia líquida de alto desempenho não mostrou nenhum sinal de PCA quando NaOCl foi misturado com 

CHX. Na mistura 2, a intensidade do PCA foi diminuída quando NaOCl foi adicionado ao PCA, e sinais 

cromatográficos, semelhantes ao de CHX com NaOCl, também foram observados. A discrepância nos dados da 

literatura pode ser causada pela instabilidade do PCA na presença de NaOCl. A mistura de reação CHX com 

NaOCl exibe uma ampla gama de efeitos citotóxicos. 
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AYDIN et al., em 2018, avaliou e comparou a citotoxicidade e genotoxicidade em linhagens celulares de 

fibroblastos humanos de NaOCl, quitosana e própolis como soluções irrigadoras de canais radiculares. Células de 

fibroblastos humanos foram expostas a quitosana, própolis e NaOCl por 4 e 24h. A viabilidade celular foi avaliada 

por 2,3-bis-(2-metoxi-4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazólio-5-carboxanilida e o dano oxidativo ao DNA foi avaliado 

pela determinação de 8-hidroxidesoxiguanosina(8-OHdG) nível com um kit ELISA. Os dados de citotoxicidade 

celular foram analisados estatisticamente usando um teste de análise de variância unilateral a um nível de 

significância de p<0,05. No grupo NaOCI, o nível de 8-OHdG foi maior do que no grupo quitosana, mas não 

houve diferença estatística quando comparado com os outros grupos (p<0,05). Determinou-se que as soluções de 

irrigação eram citotóxicas, dependendo da dose e do tempo. NaOCl foi a solução mais tóxica após 4 e 24h de 

exposição (p <0,05). A quitosana e a própolis podem ser alternativas ao NaOCl para soluções de irrigação, pois 

são menos tóxicas e produzem menos danos oxidativos ao DNA. 

 

 

2.3 Ácido Hipocloroso 

 

ROSSI-FEDELE et al., em 2011, investigaram o efeito das condições de armazenamento na estabilidade do 

Sterilox (®). Oito frascos (quatro completamente cheios, quatro meios cheios) de solução recém-preparada foram 

divididos em quatro grupos e armazenados sendo expostos ou protegidos da luz solar. A concentração de cloro foi 

monitorada por meio de tiras-teste de cloro até a concentração chegar a zero, ou até a décima terceira 

semana. Foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos expostos ao sol e os não 

expostos (p <0,001). A perda média de cloro por dia para as amostras não expostas foi de 1,01 mg/L, enquanto a 

média para as amostras expostas foi de 2,42 mg/L. A presença de ar não afetou a decomposição do cloro nas 

garrafas. Os resultados desta investigação indicam que quando a solução é exposta à luz solar, a diminuição do 

cloro começa no dia 4, enquanto para os grupos protegidos da luz solar, o processo começou após o dia 14. 

Portanto, as soluções de Sterilox (®) parecem ser mais estáveis do que se supunha anteriormente. 

GHISI et al., em 2014, avaliaram a influência de diferentes soluções irrigantes na microdureza da dentina do 

canal radicular: hipoclorito de sódio 2% (2NaOCl), hipoclorito de sódio 5% (5NaOCl), água superoxidada (400 

ppm Sterilox - Sx) e 17 % EDTA (E). Para realização do estudo, oitenta raízes de incisivos bovinos foram divididas 

aleatoriamente em 8 grupos (n = 10): G1- 2NaOCl, G2- 5NaOCl, G3- Sx, e G4- 2NaOCl + E, G5- 5NaOCl + E, 

G6- Sx + E (associado com EDTA como irrigante final por 5 min), G7- EDTA somente e G8- água destilada 

(controle negativo). O canal radicular foi preparado com instrumentos manuais e utilizando um dos protocolos de 

irrigação por 30 minutos. Em seguida, 5 mm do terço cervical da raiz de cada amostra foram cortados e submetidos 

ao teste de microdureza Vickers, em dois pontos, um a aproximadamente 500-1000 µm do lúmen do canal 

radicular (distância 1) e o outro a aproximadamente 500-1000 µm da superfície externa da raiz (distância 2). Os 

valores de microdureza na distância 1 foram significativamente menores do que na distância 2 para todos os 

grupos, exceto os grupos 5NaOCl e 5NaOCl + E (p> 0,05). O EDTA apresentou os menores valores de 

microdureza. No entanto, nenhuma diferença estatisticamente significativa foi detectada entre os grupos na 

distância 1 e o EDTA foi significativamente diferente apenas de Sx na distância 2. Em conclusão, todas as soluções 

testadas apresentaram menor microdureza na camada mais superficial de dentina do canal radicular em 

comparação com a encontrada próximo à superfície externa da raiz, exceto 5NaOCl e 5NaOCl + E; e o EDTA 

promoveu menores valores de microdureza em comparação ao Sterilox neste local. 
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GHISI et al., em 2015, analisaram os efeitos do Sterilox (Sx), água superoxidada, hipoclorito de sódio 5% e 

2% (5NaOCl e 2NaOCl) e EDTA 17% (E) sobre os componentes orgânicos e inorgânicos da dentina bovina. 

Oitenta incisivos bovinos foram divididos aleatoriamente em 8 grupos (n = 10): G1- 5NaOCl, G2- 5NaOCl + E, 

G3- 2NaOCl, G4- 2NaOCl + E, G5- Sx, G6- Sx + E, G7- EDTA sozinho e G8- água destilada (H2O). A 

instrumentação do canal radicular foi realizada com o irrigante correspondente. A amostra de 15 mm foi 

seccionada longitudinalmente em 2 fragmentos, um para análise em microscopia de luz em lâminas coradas com 

picrosirius red (componente orgânico) e outro para análise em microscopia eletrônica de varredura (componente 

inorgânico). Os dados dos escores obtidos na análise de microscopia de luz foram submetidos ao teste de Kruskal-

Wallis, seguido do teste de comparações múltiplas (P <0,05). As imagens de microscopia eletrônica de varredura 

foram analisadas descritivamente. Os resultados obtidos demonstraram que a solução 5NaOCl teve maior efeito 

sobre o componente orgânico da dentina em área e profundidade do que 2NaOCl. As soluções químicas 5NaOCl 

+ E, 5NaOCl e 2NaOCl + E causaram a maior alteração na matriz orgânica colágena próxima ao lúmen do canal 

radicular. A solução química 2NaOCl apresentou comportamento semelhante ao Sx, associado ou não ao E, 

promovendo uma desorganização mais superficial do colágeno em uma área menor. A desmineralização foi 

observada em todos os grupos nos quais E foi usado. No entanto, áreas de erosão e túbulos dentinários abertos 

foram detectados apenas quando combinado com NaOCl. Concluiu-se assim que NaOCl 5% promoveu dano mais 

extenso ao componente orgânico da dentina e, quando associado ao EDTA, foi observada erosão 

dentinária. Considerando esses aspectos específicos, NaOCl 2% e Sx tiveram efeitos mais brandos na dentina 

radicular bovina. 

 

 

2.4 Ácido Hipocloroso e Ação Antimicrobiana 

 

MARAIS, em 2000, comparou um novo produto conhecido por água eletroquimicamente ativada com o 

hipoclorito de sódio (NaOCl) para avaliar seu efeito de limpeza nas paredes do canal radicular. Foram utilizados 

vinte e três dentes humanos unirradiculares extraídos, nos quais realizou-se o preparo do canal radicular. Vinte 

dentes foram divididos aleatoriamente em dois grupos (n=10) e três 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 não recebeu tratamento. Todos os dentes foram divididos e as paredes do canal vistas em um 

microscópio eletrônico de varredura. As paredes do canal do grupo controle estavam cobertas por detritos e 

bactérias. O hipoclorito de sódio produziu superfícies limpas com os túbulos dentinários abertos em algumas áreas 

e ocluídos por smear layer em outras, em algumas áreas as bactérias eram visíveis dentro ou sob a smear layer. A 

água ativada eletroquimicamente produziu superfícies mais limpas, removendo a smear layer em grandes áreas. 

A partir destes resultados, concluiu-se que a eficácia de limpeza da água eletroquimicamente ativada em canais 

radiculares foi considerada superior ao NaOCl. 

CASTILLO et al., em 2015, investigaram o efeito do enxágue com ácido hipocloroso (HOCl) 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 número de bactérias vivas e mortas 

após a exposição a diferentes concentrações de HOCl e CHX 0,2%, os inóculos de todas as bactérias descritas 

anteriormente foram ajustados para 1 x 10 8concentração de bactérias/mL e cultivadas em caldo BHI.A 
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porcentagem de bactérias vivas foi testada pelo método de fluorescência usando o kit Live/ Dead(r) e BacLight 

(Molecular Probes (r)) e comparada entre os grupos pelos testes de Kruskal-Wallis e U Mann-Whitney com 

correção de Bonferroni (p valor <0,012). O efeito de HOCl e CHX nas proteínas totais de P. gingivalis e S. mutans 

foi determinado por SDS-PAGE. CHX mostrou uma eficácia maior do que HOCl contra S. mutans, A. israelii, E. 

corrodens e E. cloacae , enquanto HOCl foi mais eficaz do que CHX contra P. gingivalis, A. 

actinomycetemcomitans, C. rectus e K. oxitoca. CHX e HOCl tiveram eficácia semelhante contra K. 

pneumoniae. Proteínas de P. gingivalis e S. mutans. O HOCl reduziu a viabilidade bacteriana principalmente em 

bactérias periodontopáticas, o que pode apoiar seu uso no controle de biofilme subgengival em pacientes 

periodontais. 

CHEN; CHEN; DING, em 2016, compararam a eficácia do ácido hipocloroso (HOCl), hipoclorito de 

sódio (NaOCl) e clorexidina (CHX) na eliminação de bactérias gram-negativas (E. coli e P. gingivalis) e gram-

positivas (E. faecalis e S. sanguinis). Foi avaliado o efeito do volume de irrigação e do tempo de exposição na 

eficácia antimicrobiana do HOCl e uma análise de durabilidade foi concluída. Coloração viva/morta, observação 

de morfologia, ensaio alamarBlue e detecção de lipopolissacarídeo (LPS) foram examinadas em discos de liga de 

titânio contaminados com jato de areia e biofilme após tratamento com os três agentes quimioterápicos. Segundo 

os resultados, o HOCl exibiu melhor eficácia antibacteriana com o aumento dos volumes de irrigação e também 

alcançou maior eficácia antibacteriana conforme o tempo de tratamento foi aumentado. Uma diminuição na 

eficácia antimicrobiana foi observada quando o HOCl foi aberto e deixado em contato com o ar. Todos os irrigantes 

mostraram atividade antibacteriana e mataram a maior parte das bactérias nas superfícies de liga de titânio de 

implantes contaminados com biofilme. Além disso, o HOCl reduziu significativamente a concentração de LPS de 

P. gingivalis quando comparado com NaOCl e CHX. Pode-se assim concluir que o anti-séptico HOCl pode ser 

eficaz para limpar superfícies de implantes contaminadas por biofilme. 

LAFAURIE et al., em 2018, avaliaram a substantividade dos enxaguatórios bucais com ácido hipocloroso 

(HOCl) em comparação aos enxaguatórios com clorexidina (CHX) e um placebo. Foi realizado um ensaio clínico 

randomizado duplo-cego com 75 participantes. Estes participantes foram divididos em cinco grupos usando a 

randomização em bloco: 0,025% HOCl, 0,05% HOCl, 0,12% CHX, 0,2% CHX e água estéril como placebo. Os 

participantes foram instruídos a usar cada solução de enxágue por 30 segundos após a profilaxia dentária. Amostras 

de saliva foram retiradas no início do estudo e após 30 segundos, 1, 3, 5 e 7 horas para avaliar a substantividade. 

A viabilidade bacteriana foi estabelecida pelo método de fluorescência. A placa visível em todos os participantes 

foi avaliada com o índice de Turesky no início e após 7 horas. O enxágue com HOCl levou a uma redução de 33% 

nas contagens de bactérias na saliva após 30 segundos, em comparação com uma redução de 58% pela CHX. HOCl 

não tem substantividade e as contagens bacterianas voltaram ao valor basal após 1 hora. O tratamento com placebo 

levou à maior contagem de placa após 7 horas em comparação com os grupos CHX e HOCl, embora as diferenças 

não tenham sido significativas. O enxágue com HOCl induziu as maiores porcentagens de sabor desagradável e 

sensações de secura. Concluiu-se que os enxágues com HOCl possuem efeito inicial na viabilidade bacteriana da 

saliva, mas não têm substantividade. Outros mecanismos podem explicar seu efeito antiplaca. 

SEXTON et al., em 2021, avaliaram a eficácia de desinfecção sem toque em uma sala para reduzir a 

concentração e a contaminação cruzada de bactérias em superfície, quando usada em conjunto com protocolos de 

limpeza manual. Para este estudo foram semeadas bactérias em doze superfícies, de alto e baixo toque, em um 

quarto de hospital. Após a semeadura, dois métodos de desinfecção foram avaliados: somente a limpeza manual e 
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limpeza manual em conjunto com um sistema de desinfecção por atomização com ácido hipocloroso utilizado em 

todo ambiente sem toque. Foram coletadas amostras das superfícies antes e depois da desinfecção. 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 contaminação cruzada durante as práticas de limpeza. A eficiência 

do trabalho de cada método também foi avaliada. A limpeza manual sozinha alcançou, em média, uma redução de 

99,6%. Em comparação, a limpeza em conjunto com desinfecção por atomização do ácido hipocloroso sem toque 

alcançou uma redução de 99,9987%, em média. Por outro lado, a contaminação cruzada (transferência de 

organismos semeados para uma superfície não contaminada durante a limpeza) foi observada em 50% das 

superfícies para limpeza manual, enquanto em conjunto com o método de desinfecção sem toque 0% foi 

observado.  Este método de desinfecção sem toque por atomização do ácido hipocloroso também resultou em uma 

redução de 64% no tempo gasto na limpeza manual dos quartos. Dessa forma, a desinfecção atomizada em toda a 

sala, usada em conjunto com os protocolos de limpeza manual, melhorou os resultados da desinfecção, minimizou 

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

 

 

2.5 Ácido Hipocloroso e Toxicidade 

 

WANG et al., em 2007, descreveram a produção química, estabilização e atividade biológica de uma 

formulação de HOCl (também referido como NVC-101) para uso potencial como agente farmacêutico. Segundo 

os autores, quando comparada aos desinfetantes disponíveis comercialmente, peróxido de hidrogênio e hipoclorito 

de sódio (NaOCl), esta formulação melhorou a atividade antimicrobiana in vitro e o índice terapêutico. Além disso, 

apresentaram dados que demonstram um excelente perfil de segurança para NVC-101 em estudos de toxicologia 

animal. O HOCl estabilizado está na forma de uma solução fisiologicamente balanceada em solução salina 0,9% 

em uma faixa de pH de 3,5 a 4,0. Para manter a solução de HOCl em uma forma estável, maximizar suas atividades 

antimicrobianas e minimizar produtos colaterais indesejáveis, o pH deve ser mantido em 3,5 a 5. Para avaliar as 

propriedades desta formulação primeiramente foi preparado o HOCl. Foram utilizados materiais microbiológicos 

para a realização dos testes, que são eles: concentração bacteriana mínima, time kill, citotoxicidade, índice 

terapêutico, segurança e toxicidade animal.  Usando esta forma estabilizada de HOCl, as atividades 

antimicrobianas são demonstradas contra uma ampla gama de microrganismos. O perfil de citotoxicidade in vitro 

em células L929 e o perfil de segurança in vivo de HOCl em vários modelos animais são descritos. Através desta 

pesquisa, concluiu-se que com base na atividade antimicrobiana e na ausência de toxicidade animal, prevê-se que 

o HOCl estabilizado tenha potenciais aplicações farmacêuticas no controle de infecção de tecidos moles. 

KIM et al., em 2008, desenvolveram uma solução de NaCl a 0,85% adicionando NaCl à água da torneira 

(pH 7,0 e 8,4) e medindo a concentração de cloro livre e ácido hipocloroso após dar à esta solução um curto 

impulso elétrico de 20 segundos. Em seguida, analisaram se o ácido hipocloroso derivado possuía um efeito tóxico 

nas células epiteliais nasais primárias humanas e se tinha efeitos bactericidas, fungicidas ou virucidas. O 

experimento foi realizado através do tratamento de células epiteliais nasais primárias humanas com 3,5 ppm de 

ácido hipocloroso e, em seguida, examinando as células quanto à citotoxicidade. Também investigaram os efeitos 

bactericidas, fungicidas e virucidas testando as células com diferentes microorganismos. Para estudar os efeitos 

virucidas do HOCl, o vírus influenza A humano foi utilizado.  No ensaio de citotoxicidade e no exame 

morfológico, as células não apresentaram toxicidade em 30 minutos ou em 2 horas após o tratamento com 
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HOCl. Mais de 99% da atividade bactericida ou fungicida foi observada para todas as espécies, exceto 

para Candida albicans, em água da torneira em pH 7,0 ou 8,4. Além disso, foi alcançada uma redução em células 

testadas com o vírus influenza A humano. Diante dos resultados foi possível concluir que uma solução de HOCl 

de baixa concentração pode ser usada como uma solução eficaz para irrigação nasal. 

MORITA; NISHIDA; ITO, em 2011, investigaram os efeitos sistêmicos e gastrointestinais da ingestão 

de água funcional eletrolisada com ácido, sob a perspectiva de uso em enxaguatórios bucais. Para o experimento 

foram utilizados dezessete camundongos (três semanas de idade), sendo que três dos camundongos foram 

sacrificados antes de receberem alimentos sólidos, enquanto os 14 restantes foram divididos em dois grupos: G1- 

acesso gratuito a água funcional eletrolisada com ácido como água potável (grupo de teste) e G2- acesso gratuito 

à água da torneira como água potável (grupo de controle). Após 8 semanas foram registradas mudanças no peso 

corporal, inspeções visuais da cavidade oral, testes histopatológicos, medições da rugosidade da superfície do 

esmalte e observações da morfologia do esmalte. Os resultados não mostraram diferença significativa nas 

mudanças no peso corporal entre os grupos teste e controle. Não foram observados achados ou medições anormais 

para o grupo de teste em termos de inspeções visuais da cavidade oral, testes histopatológicos ou medições da 

rugosidade do esmalte da superfície. Em termos de morfologia do esmalte, o atrito foi observado no grupo de teste. 

Esses achados sugerem que o uso de água funcional eletrolisada com ácido não tem efeito sistêmico e é seguro 

para uso em enxaguatórios bucais. 

SCOTT et al., em 2018, avaliou o efeito do Endocyn, uma solução de ácido hipocloroso e hipoclorito 

com pH neutro, desenvolvida para uso como irrigante endodôntico, em fibroblastos do ligamento periodontal 

humano (PDL), células de osteossarcoma de rato (UMR-106) e células-tronco da papila apical (SCAP) em 

comparação com outros irrigantes endodônticos comumente usados. As células foram expostas a várias 

concentrações de Endocyn, NaOCl 6%, EDTA 17% e CHX 2% por 10min, 1 ou 24h. A sobrevivência celular foi 

medida por fluorescência usando calceína AM. Também foi testada a capacidade do Endocyn de inibir a 

proliferação de SCAP e a atividade da fosfatase alcalina. A expressão do transcrito SCAP foi examinada via reação 

em cadeia da polimerase transcriptase reversa. O Endocyn não foi mais tóxico para as células PDL e UMR do que 

a água por até 24h. Concentrações de Endocyn de 50% foram tóxicas para SCAP após 1h de exposição. 

Concentrações de Endocyn de >20% inibiram a proliferação de SCAP, enquanto concentrações de >10% inibiram 

a atividade da fosfatase alcalina. A exposição de SCAP a 10% de Endocyn por 3 dias não alterou a maior parte da 

expressão do transcrito, mas reduziu significativamente a expressão de fosfatase alcalina, fibromodulina e 

osteomodulina. Endocyn foi significativamente menos citotóxico para as células PDL, UMR-106 e SCAP em 

comparação com outros irrigantes endodônticos comumente usados. Altas concentrações de Endocyn inibiram 

alguma expressão do transcrito e atividade da fosfatase alcalina, reduzindo o potencial osteogênico das células-

tronco expostas. 

SEVERING et al, em 2019, determinaram a citotoxicidade e a eficácia antimicrobiana de seis soluções 

irrigantes de NaClO e HOCL em feridas. Para a avaliação da citotoxicidade (com base na DIN EN 10993-5), foram 

utilizados queratinócitos humanos (HaCaT) e fibroblastos de pele humana (BJ). Staphylococcus 

aureus e Pseudomonas aeruginosa foram utilizados para a avaliação da eficácia antimicrobiana (com base na DIN 

EN 13727). As soluções foram avaliadas após 1, 5 e 15 min de exposição. Além disso, as propriedades físico-

químicas (pH e valores do potencial de oxidação-redução) foram investigadas. A eficácia e a citotoxicidade 

variaram significativamente entre as soluções. Em geral, o aumento da atividade antimicrobiana foi associado à 
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diminuição da viabilidade celular. Além disso, foi observado um impacto dependente da concentração e do tempo 

sobre os patógenos e células: a atividade citotóxica e antimicrobiana aumentou com o aumento das concentrações 

da solução de NaClO / HOCl e tempos de exposição prolongados. Com base nessas avaliações in vitro, foi 

encontrada a seguinte classificação (menor para maior efeito microbicida e impacto citotóxico): 

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 estão quase sempre associados a certos efeitos colaterais negativos na proliferação celular 

e a eficácia e biocompatibilidade das soluções de NaClO/HOCl dependem de sua formulação específica e 

propriedades físico-químicas. 
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3. PROPOSIÇÃO 

 

 

Este estudo teve como objetivo avaliar, in vitro, a ação antimicrobiana e a citotoxicidade de solução de 

ácido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolítico (Dentaqua), em comparação com diferentes 

concentrações de hipoclorito de sódio. Os objetivos específicos foram avaliar, in vitro, a ação antimicrobiana de 

solução de ácido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolítico (Dentaqua), em comparação com o 

hipoclorito de sódio nas concentrações de 1%, 2,5% e 5,25%, por meio da contagem de unidades formadoras de 

colônias e avaliar, in vitro, a citotoxicidade de solução de ácido hipocloroso obtido a partir de dispositivo 

eletrolítico (Dentaqua), em comparação com o hipoclorito de sódio nas concentrações de 1%, 2,5% e 5,25%, por 

meio de ensaio MTT com células de fibroblastos. 

Hipótese em estudo: o ácido hipocloroso obtido a partir de dispositivo eletrolítico (Dentaqua) promove 

maior desinfecção de canais radiculares e menor citotoxicidade quando comparado ao hipoclorito de sódio. 
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4. MATERIAL E MÉTODO 

 

Este estudo foi aprovado pela comissão de Ética em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo, sob o 

número de protocolo 5.783.928. 

 

4.1 Dentaqua 

Para a produção do ácido hipocloroso utilizou-se o equipamento Dentaqua® (figura 1), que transforma uma 

solução salina manipulada (figura 2) em ácido hipocloroso quando em contato com água no interior do aparelho 

eletrolítico. Essa solução salina é conhecida por “brine”, apresentando em sua composição 450ml de água 

deionizada, 50ml de cloreto de sódio e 25ml de ácido hidroclórico 9%.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Em um primeiro momento foi realizada a produção do ácido hipocloroso 250ppm de acordo com as normas 

do fabricante. O Dentaqua® foi conectado à tomada, e então preencheu-se o tanque com água até o recobrimento 

completo do seu último sensor. O compartimento da solução brine também foi preenchido completamente. Em 

seguida o botão “Water Bottle” foi acionado por 3 segundos para iniciar um ciclo, ao fim da produção a substância 

produzida foi descartada. Foi conferido se o último sensor ainda estava coberto com água, e caso não estivesse 

seria preenchido com mais até recobri-lo. Então foi acionado o botão “Ecasol” por 2 segundos, dando início à 

produção do ácido hipocloroso.  A produção durou em torno de 10 a 12 minutos, preenchendo de pouco em pouco 

a garrafa, quando houve um último depósito de maior tempo e volume; neste momento o ciclo encerrou-se, 

preenchendo metade da garrafa de ácido hipocloroso. A solução produzida (250ppm) foi inserida em um frasco 

becker para saber a quantidade exata da produção em ml. Após foi transferida para um frasco devidamente 

identificado (solução 250ppm) e em seguida iniciou-se a produção da outra metade da garrafa. O tanque foi 

preenchido com água novamente até cobrir o último 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 

ácido hipocloroso 250ppm. Um litro de 250ppm foi dividido em dois frascos de 500 ml, destinando um frasco para 

o teste de ação antimicrobiana e 1 frasco para o teste de citotoxicidade e os três litros restantes foram usados na 

produção da solução de 500ppm.  

Figura 1: Equipamento Dentaqua® Figura 2: Solução Salina manipulada - brine 
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Após a produção do ácido hipocloroso 250ppm, foi produzida a solução de 500ppm. O Dentaqua® foi 

desconectado da tomada, as garrafas removidas e esvaziado todo conteúdo que havia no interior da máquina. Com 

o equipamento vazio, as garrafas foram recolocadas e então conectou-se na tomada novamente. O tanque foi 

preenchido com a solução 250 ppm até cobrir o último sensor e preencheu-se completamente o compartimento do 

brine. Em seguida o botão “Water Bottle” foi acionado por 3 segundos para iniciar um ciclo, ao fim da produção 

a substância produzida foi descartada. Foi conferido se o último sensor ainda estava coberto com a solução 

250ppm, e caso não estivesse seria preenchido com mais solução até recobri-lo. Então foi acionado o botão 

“Ecasol” por 2 segundos, dando início à produção do ácido hipocloroso 500ppm. A produção do ácido hipocloro 

500ppm foi realizada da mesma maneira que citado anteriormente para produção do ácido hipocloroso 250ppm. 

 

 

4.2 Ação Antimicrobiana  

 

4.2.1 Obtenção e preparo das amostras 

       Sessenta dentes unirradiculares humanos extraídos (figura 3) obtidos através do Biobanco da Faculdade de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A porção coronária foi seccionada na junção amelocementária (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 peça reta de baixa rotação, utilizando água 

para refrigeração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: padronização em 15mm 

Figura 3: Seleção de sessenta dentes humanos extraídos 

Figura 4: Secção na junção amelocementária 
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Todas as raízes foram preparadas utilizando o mesmo protocolo, no intuito de remover o tecido pulpar e 

padronizar o diâmetro do canal. O comprimento de trabalho foi estabelecido através da introdução de uma lima 

tipo-K no 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 

no 3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça) e a ampliação apical realizada com o sistema rotatório ProTaper 

(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suíça), seguindo a sequência de limas S1, S2, F1, F2 e F3 (figura 6B). Todos os 

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, Suíça). A substância 

química auxiliar utilizada durante a instrumentação das raízes foi água destilada (Decloquimis, São Paulo, SP, 

Brasil) e, após a instrumentação, foi realizada uma lavagem final com 3 mL de EDTA 17% (Iodontosul, Porto 

Alegre, RS, Brasil), para a remoção de smear layer.  

 

  

  

 

 

Após a conclusão da padronização do diâmetro dos canais radiculares, realizou-se o vedamento do forame 

apical com resina fotopolimerizável Opallis (figura 7A, FGM, Joinville, SC, Brasil), para evitar o extravasamento 

das substâncias testadas durante o experimento. A impermeabilização externa das raízes também ocorreu através 

de duas aplicações de adesivo a base de cianoacrilato (7B, SuperBonder – Henkel, São Paulo, SP, Brasil). Cada 

raiz foi fixada com silicone de condensação Putty-C para Impressão (Silon2APS - Dentsply, Petrópolis, RJ, Brasil) 

em um microtubo plástico (Axygen Inc, Union City, CA, EUA), de modo que a porção cervical ficasse posicionada 

para cima (figura 7C).  

 

 

 

 

 

 

 

A B C 

Figura 6: A-  Largo nº 3 para o preparo cervical. B- Sistema ProTaper Universal 

para ampliação apical. C- Motor X-Smart Plus. FONTE: dentalspeed.com 

A B C 

Figura 7: A-  Vedamento apical com resina fotopolimerizável. B- Impermeabilização das raízes com cianocrilato. 

C- Amostras fixadas em microtubos plásticos 
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As amostras foram alocadas em caixas de polipropileno (figura 8, Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, 

Estados Unite) e esterilizadas à temperatura de 120 ºC em autoclave (Dabi Atlante, Ribeirão Preto, SP, Brasil), 

por um período de 30 minutos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
4.2.2 Controle de esterilização  

Um dente era selecionado aleatoriamente e submetido ao controle de esterilização. O dente selecionado 

era preenchido com 2 mL de solução salina estéril (figura 9A, Decloquimis, São Paulo, SP, Brasil), e, após 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 plásticos (Axygen Inc, Union City, CA, EUA) contendo 1 ml de solução salina estéril 

(Decloquimis, São 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 µL 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.3 Preparo do inóculo 

A estirpe de referência microbiana utilizada foi Enterococcus faecalis (ATCC 29212), obtida no 

Laboratório de Microbiologia do Instituto de Ciências Biológicas 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 bacteriológica. 

Após o período de incubação, o grau de turbidez do inóculo foi ajustado de acordo com a escala 1,0 de McFarland, 

que corresponde a 3,0 x 108 UFC/ml, referente a uma densidade ótica de 0,25 a 550 nm. 

Figura 8: Disposição das amostras em caixas de polipropileno 

Figura 9: A- Dente selecionado aleatoriamente preenchido com solução salina estéril. B- Cone de papel 

estéril em contato com o canal. C- Homogeneização da solução. D- Semeadura em placa de petri 
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4.2.4 Contaminação dos canais radiculares  

Uma alíquota de 100 µL do inóculo de Enterococcus faecalis contido no tubo de ensaio foi inserida no 

interior dos canais radiculares (figura 10A) até o seu completo preenchimento, utilizando seringas descartáveis de 

1 ml. A cultura de Enterococcus faecalis foi mantida durante 14 dias, a fim de promover o crescimento de bactérias 

e a formação de biofilme, renovando o caldo BHI a cada 48h. Todos os procedimentos foram realizados sob 

condições assépticas em uma câmara de fluxo laminar (figura 10B). 

A cada 48h, uma amostra era escolhida aleatoriamente para ser submetida ao controle microbiano, no 

intuito de verificar a ausência de contaminação 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 plástico estéril contendo 1 mL de solução salina estéril, que 

era homogeneizada em um agitador e, então, realizada a semeadura através da técnica das gotas, sendo pingadas 

cinco gotas de 15 µL em placas de Petri contendo PCA (figura 10D). A placa era incubada a 37ºC durante 48h e, 

em seguida, era realizada análise da morfologia das unidades formadoras de colônias (UFCs), bem como análise 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2.5 Avaliação de descontaminação dos protocolos testados 

Após o período de 14 dias de contaminação com Enterococcus faecalis, as sessenta amostras foram 

divididas em seis grupos (n=10), de acordo com os protocolos de descontaminação utilizados (tabela 1), como 

segue: G1 – água deionizada (DW), sendo o grupo controle; G2 – hipoclorito de sódio 1% (NaOCl 1%); G3 – 

hipoclorito de sódio 2,5% (NaOCl 2,5%); G4 – hipoclorito de sódio 5,25% (NaOCl 5,25%); G5 – ácido 

hipocloroso 250ppm (DENTAQUA 250ppm); G6 – ácido hipocloroso 500ppm (DENTAQUA 500ppm).  

 

 

Figura 10: A- Contaminação dos canais radiculares. B- Câmara de fluxo laminar. C- Cone de papel em 

contato com as paredes do canal. D- Técnica de gotas. E- Análise da morfologia. 
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Tabela 1: Distribuição dos grupos de acordo com o protocolo de descontaminação testado 

Grupo Protocolo de descontaminação 
1 DW 
2 NaOCl 1% 
3 NaOCl 2,5% 
4 NaOCl 2,25% 
5 DENTAQUA 250ppm 
6 DENTAQUA 500ppm 

 

Os canais radiculares foram preenchidos com as substâncias químicas testadas até o extravasamento com 

uma seringa descartável estéril de 5 mL e agulha de calibre 30 (Navi-Tip - Ultradent, South Jordan, UT, Estados 

Unidos). A substância permaneceu em contato com as paredes do canal pelo período de 5 minutos, depois foi 

aspirada e renovada até extravasamento. No total, foram 6 ciclos de 5 minutos, totalizando 30 minutos da 

substância no interior do canal radicular. Após este período, foi realizada irrigação com 5 mL de água destilada.  

Ao término dos protocolos de irrigação final, os canais radiculares de todos os grupos foram aspirados e 

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

 

4.2.6 Realização das coletas e análise microbiológica 

A coleta do conteúdo microbiano do interior do canal radicular das amostras foi realizada em dois 

momentos. A primeira coleta (S1) foi realizada imediatamente após o período de contaminação das amostras e a 

segunda coleta (S2) foi realizada imediatamente após os protocolos de descontaminação testados. 

As coletas (S1 e S2) foram realizadas da mesma forma. O canal radicular foi preenchido com solução 

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 

período de 30 segundos. Depois disso, a ponta de papel absorvente foi transferida para um microtubo contendo 1 

ml de solução salina estéril. O material foi homogeneizado e diluído até 10-3 (figura 11). Alíquotas foram semeadas 

em placas de Petri contendo PCA através da técnica das gotas, no local correspondente da diluição utilizada (figura 

12). As placas foram incubadas durante 24 horas a uma temperatura de 37oC. Após o período de incubação, a 

contagem do número de unidades formadoras de colônias (UFCs) foi realizada nas placas (figura 13). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Esquema de diluição dos materiais homogeneizados em placas de petri 
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4.2.7 Análise estatística 

A análise estatística foi realizada calculando o percentual de redução de Enterococcus faecalis a partir da 

contagem inicial e final de unidades formadoras de colônias nos diferentes grupos de protocolos de 

descontaminação testados, utilizando a seguinte fórmula: 

 

Percentual de redução = 100 – [(Valor final/Valor inicial) x 100]. 

 

One-way ANOVA foi aplicado na avaliação microbiológica, seguido pelo procedimento de post hoc de 

Tukey, a 5% de nível de significância. Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS versão 17.0 (SPSS, 

Chicago, IL, Estados Unidos). 

 

 

4.3 Citotoxicidade  

 

4.3.1 Obtenção e manutenção das células L929 

Neste experimento, foram utilizadas células L929, que são culturas contínuas de fibroblastos de gengiva, 

provenientes da American Type Culture Collection (ATCC), gentilmente cedidas pelo Laboratório de Virologia 

Aplicada da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC, Florianópolis, SC, Brasil). Para a manutenção das 

células foi escolhido o meio MEM (Minimum Essential Media – Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (Invitrogen, São Paulo, SP, Brasil) em frascos de cultura de 75 cm2 

mantidos em atmosfera umidificada a 37° C e 5% de CO2. Não foram utilizados antibióticos ou antifúngicos 

durante a manutenção da cultura celular e/ou experimentos.  

 

4.3.2 Ensaio MTT 

Para avaliação da citotoxicidade celular, foi realizado o ensaio com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-

2,5-difenil tetrazolium ou MTT (Metiltetrazólio) (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 

Figura 12: Semeadura no local correspondente à diluição 

 

 

Figura 13: Contagem de UFCs após 24h de incubação 

das placas em estufa bacteriológica 
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e distribuídas em placas de 96 poços (figura 14) na concentração de 1x105 células por poço. O meio para a 

realização dos experimentos foi o DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.3 Exposição as substâncias químicas 

Após a incubação durante 24 horas a 37° C em estufa com 5% de CO2, foi realizada a observação da 

confluência do tapete celular através da visualização em microscópio invertido (figura 15). A seguir, o meio 

DMEM foi retirado por aspiração e 100 uL das seguintes soluções (tabela 1, p.31) foram adicionadas e incubadas 

no período de 3 minutos: 

G1 – água deionizada (controle);  

G2 – hipoclorito de sódio 1% (NaOCl 1%);  

G3 – hipoclorito de sódio 2,5% (NaOCl 2,5%); 

G4 – hipoclorito de sódio 5,25% (NaOCl 5,25%); 

G5 – ácido hipocloroso 250ppm (HClO 250ppm); 

G6 – ácido hipocloroso 500ppm (HClO 500ppm). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3.4 Lavagem dos poços e agitação 

Após o tempo de incubação, os poços foram lavados com 200 µl de Solução Tampão Fosfato Salina (PBS) 

estéril a temperatura de 37ºC, e foram adicionados 50 mL da solução de MTT (1mg/mL em meio DMEM), para 

incubação pelo período de 4 horas (figura 16). Posteriormente, o MTT foi cuidadosamente retirado evitando a 

Figura 14: Placa de 96 poços para distribuição das células 

 

 

Figura 15: Microscópio invertido 
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danificação das células e foram adicionados 100 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) para solubilização dos cristais 

de formazam (figura 17). Também foi adicionado o DMSO em poços vazios para o cálculo do branco. A placa foi 

colocada em um agitador durante 10 minutos de incubação e a absorbância foi, então, mensurada em filtro de 490 

nm.  

 

 

 

 

 

 

4.3.5 Análise estatística  

Ressalta-se que todos os experimentos foram realizados em triplicata e as porcentagens de viabilidade 

celular foram calculadas em relação aos controles celulares, conforme fórmula abaixo: 

 

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

____________________________________________________ 

                                       

(absorbância do controle - média da absorbância do branco) 

 

 

A análise estatística foi realizada por meio do teste One Way ANOVA seguido de Post hoc de Tukey 

(α=0,05). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: Adição de 50ml de solução de MTT 

 

 

Figura 17: Adição de 100ml de solução de DMSO 
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5. RESULTADOS 

 
A média e o desvio padrão para a porcentagem de redução bacteriana e células viáveis após o tratamento com 

as substâncias químicas testadas estão descritos na Tabela 2. 

Os resultados de ação antimicrobiana revelaram que todos as substâncias testadas foram efetivas na redução 

bacteriana, quando comparadas ao grupo controle, sem diferença estatística entre eles (p<0,05).   

Os resultados de citotoxicidade demonstraram que todas as substancias químicas testadas foram diferentes 

estatisticamente quando comparadas ao grupo controle, sendo que os grupos G2, G3 e G4 foram semelhantes entre 

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

 

 

Tabela 2: média e desvio padrão (±) para a porcentagem de redução bacteriana (%) e células viáveis (%) após 

o tratamento com as substâncias químicas testadas. 

 

Grupo Redução bacteriana % Células viáveis % 

 

1. DW 

2. NaOCl 1% 

3. NaOCl 2,5% 

4. NaOCl 5,25% 

5. HClO 250ppm 

6. HClO 500ppm 

 

   

12.03(4.37) a        

97.59 (2.74) b 

100.00 (0.00) b 

100.00 (0.00) b 

97.18 (3.15) b 

99.94 (0.22) b 

 

98.88 (1.12) a 

35.70 (0.10) d 

35.66 (0.43) d 

34.76 (0.98) d 

49.06 (1.99) b 

41.73 (1.15) c 

 

 

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

** DW = água destilada; NaOCl = hipoclorito de sódio; HClO = ácido hipocloroso.  
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6. DISCUSSÃO 

 

 

O sucesso do tratamento endodôntico depende da limpeza, modelagem e, principalmente, da desinfecção 

do sistema de canais radiculares, pois sabe-se que os microrganismos desempenham um papel fundamental na 

indução e perpetuação das alterações patológicas que acometem a polpa e os tecidos periapicais (KAKEHASHI, 

1965). Dentre estes microrganismos presentes na microbiota endodôntica há uma espécie em destaque, o 

Enteroccocus faecalis, que apresenta maior resistência bacteriana por tratar-se de uma bactéria anaeróbia 

facultativa, dificultando sua eliminação durante o preparo químico-mecânico convencional (PINHEIRO et al., 

2003). Esta resistência faz com que as bactérias frequentemente persistam no canal radicular após seu preparo 

químico-mecânico e obturação, ocasionando, muitas vezes, um insucesso endodôntico (MOLANDER et al.,1998). 

Em casos de falha endodôntica, o Enterococcus faecalis é a espécie dominante (SUNDQVIST et al., 1998). 

Por estas razões, durante o tratamento endodôntico se faz necessário o uso de substâncias químicas 

auxiliares que contribuam para a descontaminação dos canais radiculares, sendo eficazes contra uma ampla gama 

de microrganismos, ao mesmo tempo que não 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 reações como o dano 

tecidual, gerando desconforto ao paciente e interferências no processo de cicatrização (AMARAL et al., 2007). 

Sendo assim, estudos sobre a citotoxicidade dos irrigantes utilizados em endodontia são de grande valia tanto para 

habilitar o uso clínico de novas substâncias, quanto para determinar quais os riscos decorrentes do uso inadequado 

de um produto com índice citotóxico.  

O presente estudo propôs avaliar o potencial de ação antimicrobiana e citotoxicidade de uma substância 

conhecida por ácido hipocloroso, obtida através de um dispositivo eletrolítico nomeado Dentaqua®, em 

comparação com diferentes concentrações de hipoclorito de sódio, comumente utilizado para sanificação dos 

canais radiculares. Através do estudo, foi possível simular um tratamento endodôntico convencional, utilizando os 

irrigantes testados por trinta minutos dentro dos canais, com renovação dos líquidos a cada cinco minutos, na 

intenção de reproduzir a irrigação realizada durante do tratamento de canal para promover a descontaminação.  

Dentre os procedimentos envolvidos no controle das infecções do canal radicular, a irrigação é um processo 

de grande importância na eliminação de microrganismos (MENEZES et al., 2004). O NaOCl é o irrigante mais 

utilizado e numerosas publicações abordaram sua capacidade antimicrobiana, no entanto, o tempo necessário para 

erradicar completamente o E. faecalis com as concentrações comumente usadas não foi determinado. Na literatura, 

o tempo de irrigação ou contato da substância varia de dois a trinta minutos, porém não existe um protocolo a 

respeito da concentração e tempo de irrigação necessários para remover as bactérias dos canais (RETAMOZO et 

al., 2010). Segundo SOUZA et al., em 2018, para eliminar bactérias persistentes do canal são necessárias alta 

concentração, grande volume e longa exposição ao NaOCl, e com o advento da instrumentação reciprocante, a 

técnica de preparo se tornou mais rápida, reduzindo o tempo de contato das soluções de hipoclorito com as paredes 

do canal radicular, reduzindo assim a atividade antimicrobiana da solução. Dessa forma, sabe-se que alta 

concentração e longa exposição ao NaOCl são necessárias para a eliminação do E. faecalis (RETAMOZO et al., 

https://onlinelibrary-wiley.ez116.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1046/j.1365-2591.2003.00603.x?sid=nlm%3Apubmed#b43%20#b40%20#b16


37 

 

2010). Porém quanto maior a concentração e tempo de exposição, maiores são os efeitos deletérios desta 

substância.  

Por estes motivos, busca-se uma substância química auxiliar que promova a descontaminação ao mesmo 

tempo que não cause injúrias ao elemento dentário e ao paciente. Este estudo analisou o ácido hipocloroso (HOCl) 

com a intenção de que fosse um possível substituto aos irrigantes já comumente utilizados. Trata-se de uma 

substância endógena de todos os mamíferos e eficaz contra uma ampla gama de microrganismos (WANG et al., 

2007), sendo gerado pelas células imunológicas do corpo para combater patógenos invasores e infecções 

(LAPENNA; CUCCURULLO, 1996), e devido a suas características, seu uso é atrativo para desinfecção dos 

canais. Além disso, estudos mostram que esta não é uma substância irritante e não sensibiliza células devido a sua 

baixa citotoxicidade quando comparada com NaOCl (WANG et al., 2007). O ácido hipocloroso está presente na 

composição do NaOCl e é o seu ingrediente mais ativo, pois tem a maior ação germicida dos componentes, por 

isso é ele que determina a atividade da solução de NaOCl quando diluída e, por ter carga neutra pode facilmente 

penetrar na membrana lipídica (NIZER et al., 2020). Para obter o ácido hipocloroso durante a pesquisa, empregou-

se um equipamento eletrolítico denominado Dentaqua®, que transforma uma solução salina patenteada em ácido 

hipocloroso, porém ainda não existem estudos sobre o uso deste equipamento na odontologia, justificando a 

realização deste. O Dentaqua®, segundo seus fabricantes, produz ácido hipocloroso ativado (HOCI) e espécies 

reativas de oxigênio (ROS) de vida curta, sempre em pH neutro e com um teor de cloreto residual extremamente 

baixo, altamente eficaz em concentrações e tempos de contato muito baixos e não tóxico (DENTAQUA, 2022). 

Os métodos para avaliar o potencial antimicrobiano e citotóxico das substâncias testadas foram a 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFCs) e ensaio com Metil tetrazólio (brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium), conhecido por MTT. Diferentes testes microbiológicos são utilizados 

para avaliar a descontaminação proporcionada por protocolos químicos na terapia endodôntica e, neste estudo, 

utilizou-se a contagem de UFCs para determinar a eficácia das soluções na eliminação do Enteroccocus faecalis. 

O método foi escolhido com base em outros estudos que mostraram ser um protocolo efetivo (GRÜNDLING et 

al., 2011, ALMEIDA et al., 2014) e permite quantificar as bactérias dos canais radiculares de forma aceitável 

(SOUZA et al, 2018). No entanto, as amostras microbiológicas foram coletadas apenas no canal principal não 

sendo possível avaliar a presença de E.faecalis nos túbulos dentinários ou canais acessórios. Não há consenso na 

literatura sobre o tempo necessário 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 formação de biofilme 

no canal radicular. Em razão 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 ação 

antimicrobiana. 

Para avaliar a viabilidade celular foram selecionados fibroblastos derivados da linha celular de camundongo 

L929 devido à sua adequação 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 soluções irrigantes 

(CHÁVEZ-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 

próprio autor “o ensaio detecta células vivas e o sinal gerado depende do grau de ativação das células. Pode, 

portanto, ser usado para medir citotoxicidade, proliferação ou ativação. As principais vantagens do ensaio 

colorimétrico são sua rapidez e precisão, e a ausência de qualquer radioisótopo”. Este método avalia a 

https://www-sciencedirect.ez116.periodicos.capes.gov.br/topics/medicine-and-dentistry/endodontic-therapy
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citotoxicidade de materiais dentários com base nas mudanças no número de células viáveis, metabolismo celular 

e morfologia celular (MOLLASHAHI et al., 2016). 

O presente estudo revelou que o ácido hipocloroso apresenta efetivo potencial de ação antimicrobiana, 

semelhante ao hipoclorito de sódio, indo ao encontro de outros estudos que já haviam obtido resultados 

semelhantes. Para MARAIS, em 2000, a comparação de água eletroquimicamente ativada com o hipoclorito de 

sódio, avaliando a limpeza das paredes do canal radicular, demonstrou que a água eletroquimicamente ativada foi 

superior ao NaOCl. Além disso, CHEN et al., em 2016 compararam a eficácia do ácido hipocloroso, hipoclorito 

de sódio e clorexidina na eliminação de bactérias gram positivas e negativas da superfície de implantes 

contaminados por biofilme, e o HOCl exibiu melhor eficácia antibacteriana. Este potencial antimicrobiano pode 

estar relacionado ao fato do ácido 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 ação é que por tratar-se substância endógena de todos os mamíferos 

(WANG et al., 2007), o ácido hipocloroso é gerado pelos neutrófilos durante sua ação para matar microrganismos, 

pois é um oxidante altamente microbicida (WINTERBOURN et al., 2016). 

Para mais, o potencial citotóxico do ácido hipocloroso foi menor quando comparado ao hipoclorito de 

sódio, como já mostrado na literatura. O estudo de WANG et al., em 2007, descreveu a produção química, 

estabilização e atividade biológica de uma formulação de HOCl e, segundo os autores, quando comparada aos 

desinfetantes peróxido de hidrogênio e hipoclorito de sódio esta substância melhorou a atividade antimicrobiana e 

o índice terapêutico, concluindo que por apresentar ação antimicrobiana e não ter toxicidade o HOCl tem potencial 

para aplicações farmacêuticas no controle de infecções. Na área da medicina foi possível concluir que uma solução 

de HOCl de baixa concentração pode ser usada como uma solução eficaz para irrigação nasal (KIM et al., 2008). 

Duas concentrações do ácido hipocloroso foram testadas neste estudo e concluiu-se que quando a 

concentração é aumentada temos uma melhora no potencial antimicrobiano, mas, em contrapartida, a viabilidade 

das células sofre uma diminuição, demonstrando que uma maior concentração gera um potencial citotóxico. Este 

achado vai de encontro com o estudo de SEVEREING et al., em 2019, que determinaram a citotoxicidade e 

potencial antimicrobiano de NaOCl e HOCl em feridas, concluindo que o aumento da atividade antimicrobiana foi 

associado à diminuição da viabilidade celular.  

Diante do exposto, os resultados deste estudo foram satisfatórios pois demonstraram que o ácido 

hipocloroso obtido através do Dentaqua® promoveu efetiva redução bacteriana, semelhante ao hipoclorito de 

sódio, sem diferença estatística entre eles. Além disso, mostrou-se menos citotóxico, apresentando maior 

viabilidade das células testadas. Estes resultados vão ao encontro a outros já descritos na literatura. Por fim, 

ressalta-se a importância clínica deste estudo, devido à necessidade atual de buscar novas alternativas de 

substâncias químicas que possam ser utilizadas na terapia endodôntica com melhores propriedades. Desta maneira, 

a substância testada mostra-se atraente para ser utilizada como uma substância química auxiliar na endodontia, 

porém mais estudos precisam ser realizados a respeito destas e outras propriedades, como as mecânicas, bem como 

estudos in vivo desta nova solução. Ademais, tratando-se de um equipamento importado o dispositivo Dentaqua® 

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

 

 

 



39 

 

7. CONCLUSÕES 

 

 

Diante das limitações do presente estudo, pode-se concluir que o ácido hipocloroso produzido no 

dispositivo eletrolítico Dentaqua® foi tão efetivo quanto o hipoclorito de sódio na redução bacteriana e se 

apresentou menos citotóxico quando comparado a essa substância. 
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9. ANEXOS 

 

ANEXO 1: Parecer nº 5.783.928 de aprovação do Comitê de Ética para autorização de realização do 

estudo.  
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