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RESUMO

Objetivo: Este estudo teve como objetivo avaliar in vitro, a citotoxicidade de uma nova
pasta obturadora para dentes deciduos. Métodos: A citotoxicidade foi avaliada por meio
do ensaio MTT. Apds preparo do meio de cultura celular, 100 uL das seguintes solugdes
foram adicionadas individualmente aos pocos contendo o meio: para o ISO 10993, os
controles devem ser inertes podendo ser utilizados os meios usados na extracdo. Além
do meio de cultura (controle negativo), foram testadas a Pasta Guedes-Pinto, Pasta Oxido
de Zinco e Eugenol, Pasta Calen e a Pasta Experimental, sendo incubadas no periodo de
tempo de 1 hora, a uma concentracdo de 50 mg/mL. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata e as porcentagens de viabilidade celular foram calculadas em
relagdo aos controles celulares. Os dados foram analisados pelo teste de one-way
ANOVA seguido por post-hoc de Tukey (0=0,05). Resultados: A maior taxa de
viabilidade celular foi observada nos grupos controle, Pasta Guedes-Pinto e Pasta
Experimental, sendo estatisticamente diferente dos demais grupos (p<0,05), sem
diferenca estatisticamente significante entre si (p>0,05). Conclusao: Foi possivel concluir

que a Pasta Experimental apresentou auséncia de citotoxicidade.

Palavras-chave: Endodontia, Obturagdo, Pesquisa em Odontologia.



INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endoddntico em dentes deciduos depende de varios fatores
que devem ser levados em consideracdo no momento da indicag@o do tratamento. Dentre
eles, a limitagdes da anatomia dos dentes deciduos como a divergéncia das raizes dos
molares; complexidade do canal por possuirem varios canais acessorios, o que dificulta o
preparo quimico-mecanico € consequentemente o controle da microbiota; proximidade
com germe do dente permanente; zonas de reabsor¢do fisiologica nem sempre visiveis
radiograficamente, e ainda, condi¢des relativas ao manejo comportamental de pacientes

pediatricos!.

Alguns passos devem ser seguidos para que o éxito seja obtido durante o processo de
tratamento endodontico, como a remocdo de tecido pulpar radicular irreversivelmente
inflamado ou necrdtico, limpeza e desinfec¢do do sistema de canais utilizando solugdes
irrigadoras e substancias auxiliares na limpeza que sejam compativeis, € o preenchimento

final dos canais com um material adequado®*?.

A etapa condizente com a obturag@o dos dentes deciduos € considerada crucial para o
sucesso do tratamento endoddntico. Para que um material obturador seja efetivo sdo
considerados alguns pré requisitos basicos como: ser reabsorvivel, radiopaco, bactericida,
ndo contrair, promover adequado preenchimento e aderéncia as paredes dos canais
radiculares, ser facilmente removido quando necessario; quando extravasado ndo
provocar danos aos tecidos periapicais e ao desenvolvimento do germe do dente
permanente, e ainda ndo causar alteragdo da coloragdo das estruturas dentdrias,

especialmente em dentes anteriores®’9-10-11-

Nao existe na literatura uma concordancia sobre o protocolo e material obturador
ideal para usa na endodontia de dentes deciduos, bem como os materiais existentes niao
preenchem todos os requisitos desejaveis para um material obturador satisfatério. O
Oxido de Zinco e Eugenol (OZE) vem sendo substituido por ter limita¢des no uso e por
ser associado a danos quando extravasado aos tecidos periapicais, desencadeando reacdes
inflamatorias de corpo estranho e desvio da posi¢do natural na erupcdo dos dentes
permanentes devido a sua dureza'?>!%!!; As pastas a base de hidréxido de calcio tém rapida
reabsorcao e baixa radiopacidade®; as pastas iodoformadas tem odor forte e caracteristico,
possibilidade de alteracdo de cor das estruturas dentérias e potencial alergénico'®; no

Brasil, a Pasta lodoformada mais utilizada ¢ a Pasta Guedes Pinto, que tem necessidade



manipulagdo no momento do uso o que pode gerar alteragdes na propor¢cdo dos
componentes modificando as propriedades bioldgicas e aumentando sua toxicidade!?,
além disso, a pomada usada na sua composi¢ao, Rifocort®, ndo estd mais disponivel para

comercializagdo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade de uma nova pasta
obturadora para dentes deciduos, composta por hidréxido de célcio, clorexidina, sulfato
de bario, sulfato de neomicina, imidazolidinil uréia, hidroxipropimetilcelulose e 4cido

cloridrico, por meio do ensaio MTT.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo ndo foi submetido a apreciagio do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade de Passo Fundo, por ndo envolver o uso de dentes humanos.

Neste experimento, foram utilizadas células 1929, que sdo culturas continuas de
fibroblastos de gengiva, provenientes da American Type Culture Collection (ATCC),
gentilmente cedidas pelo Laboratdrio de Virologia da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC, Lajes, SC, Brasil). Para a manutencao 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, Sdo Paulo, SP, Brasil) em
frascos de cultura de 75 cm? mantidos em atmosfera umidificada a 37° C e 5% de CO?.
Nao foram utilizados antibioticos ou antifungicos durante a manuten¢do da cultura celular

e/ou experimentos.

Para avaliacdo da citotoxicidade celular, foi realizado o ensaio com brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium ou MTT (Sigma-Aldrich), que corresponde a
um teste colorimétrico utilizado para avaliar a viabilidade celular. No dia anterior ao
ensaio, as células .929 foram tripsinizadas, contadas e distribuidas em placas de 96 pogos
na concentra¢do de 1x10° células por pog¢o. O meio para a realiza¢do dos experimentos
foi o DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, RJ,

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

Apds a incubagio, durante 24 horas a 37° C em estufa com 5% de CO?, foi realizada
a observagdo da confluéncia do tapete celular através da visualizagdo em microscopio

invertido. A seguir, o meio DMEM foi retirado por aspiracdo e 100 ulL das seguintes



solucdes foram adicionadas: para o ISO 10993, os controles devem ser inertes podendo
ser utilizados os meios usados na extracdo. Além do meio de cultura controle negativo,
foram testadas a Pasta Guedes-Pinto, Pasta Oxido de Zinco e Eugenol, Pasta Calen e a
Pasta Experimental, sendo incubadas no periodo de tempo de 1 hora, a uma concentragio
de 50 mg/ml. A Pasta Experimental foi composta por hidroxido de calcio, clorexidina,
sulfato de bario, sulfato de neomicina, imidazolina uréia, hidroxipropimetilcelulose e

acido cloridrico.

Apds o tempo de incubagdo, os pogos foram lavados com 200 pl de PBS estéril a
temperatura de 37°C, e foram adicionados 50 mL da solu¢do de MTT (1 mg/mL em meio
DMEM), para incubag¢do pelo periodo de 4 horas. Posteriormente, o MTT foi
cuidadosamente retirado evitando a danificagdo das células e foram adicionados 100 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO) para solubiliza¢do dos cristais de formazam. Também foi
adicionado o DMSO em pogos vazios para o calculo do branco. A placa foi colocada em
um agitador durante 10 minutos de incubagdo e a absorbancia foi, entdo, mesurada em

filtro de 490 nm.

Ressalta-se que todos os experimentos foram realizados em triplicata e as porcentagens
de viabilidade celular foram calculadas em relagdo 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 andlise estatistica realizou-se por meio do teste One Way ANOVA seguido de Post

hoc de Tukey (0=0,05).

RESULTADOS

A média e desvio padrio da taxa percentual de viabilidade celular apds tratamento com
os protocolos testados estdo descritos na Tabela 1. A maior taxa de viabilidade celular foi

observada nos grupos controle, Pasta Guedes-Pinto e Pasta Experimental, sendo



estatisticamente diferente dos demais grupos (p<0,05), sem diferenga estatisticamente

significante entre si (p>0,05).

Tabela 1 - Média e desvio padrio da taxa percentual de viabilidade celular apds
tratamento com os protocolos testados

Grupos Viabilidade celular (%)
Controle 100.00 (2.58) @
Pasta Guedes-Pinto 100.00 (2.54) *
Pasta Oxido de Zinco e Eugenol 30.38 (1.31)°
Pasta Calen 56.76 (5.27) ¢
Pasta Experimental 96.39 (2.02) ®

** Letras diferentes, na coluna, representam diferenga estatisticamente significante
(p<0.05).

DISCUSSAO

A polpa, diante de um fator agressor, apresenta reacdes inflamatorias ou
degenerativas. Estas dependem do tipo, da frequéncia e da intensidade do agente irritante,
assim como da resposta imune do paciente. Se o agente agressor ndo for removido, a
polpa alterada ficara calcificada ou necrosada'>. Os primeiros estudos indicaram
principalmente a presenca de bactérias anaerdbias facultativas, mas ndo conseguiram
isolar microorganismos anaerdobicos obrigatdrios. Com o avanco das técnicas anaerobias,
foi revelado que os anaerobios obrigatorios predominavam nos canais radiculares
infectados e constituiam até 90% ou mais da flora. Bactérias isoladas de polpas necrdticas
eram frequentemente dos géneros Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium,

Streptococcus, Peptostreptococcus, Lactobacillus e Eubacterium'®.

O preparo e desinfec¢do do canal radicular visa remover tecido orgéanico e
inorgénico de dentro do canal radicular, reduzir o nimero de microrganismos, neutralizar

endotoxinas dentro da dentina e preparar o canal radicular para a obturagdo adequada. O



preparo ¢ a desinfec¢do atuam tanto fisica quanto quimicamente no limen do canal
radicular, tentando remover o maximo possivel de material infectado, mas também atuam
na dentina circundante e em todos os seus componentes, incluindo os tibulos dentinarios.
O processo quimico-mecanico tenta remover o biofilme aderente, bem como os

microorganismos e seus subprodutos'’

O objetivo principal do procedimento de pulpectomia em dentes deciduos ¢
preencher a raiz em toda a sua extensdo, sem sobre extensdo ou sub-preenchimento e
evitar a cria¢do de espacos vazios ou lacunas na pasta. O prognostico da terapia pulpar
em dentes deciduos depende da qualidade do material obturador e da técnica de
obturacdo. A adaptacdo adequada do material obturador do canal radicular diminui a
chance de crescimento de microorganismos, reinfeccdo devido a criagdo de vazios e
minimiza a desvantagem potencial de preenchimento excessivo, como reagdo de corpo

estranho ou deflexdo do dente permanente ndo irrompido'®.

A nova pasta obturadora de dentes deciduos foi formulada a base de: Hidroxido
de Cdlcio, Clorexidina, Sulfato de Neomicina e Sulfato de Bario devido a seguintes

caracteristicas dos componentes:

A propriedade bioldgica do hidréxido de calcio se deve a ativagdo da fosfatase
alcalina pela elevagdo do pH (entre 8.6 e 10.3) produzido pela dissociacdo idnica. Essa
enzima tem a capacidade de induzir os ions fosfato a reagirem com os ions célcio,
formando precipitados de fosfato de calcio (hidroxiapatita), fato que caracteriza o
processo de mineraliza¢do. Os ions hidroxila difundem-se pela dentina, elevando o pH
do meio até valores que chegam a 12.6, produzindo um ambiente alcalino, o que favorece
a atividade antimicrobiana do hidrdxido de calcio e possibilitando a ativagdo da fosfatase

alcalina, uma enzima fundamental para o processo de reparo dsseo'”.

A Clorexidina possui pH de 5 a 8, sendo a faixa entre 5 ¢ 7 a de maior eficacia
antibacteriana®®. A féormula gel da clorexidina possui baixa toxicidade aos tecidos
periapicais; ela se adere as paredes do canal radicular e aos tibulos dentindrios mantendo
o agente ativo e sua atividade antibacteriana residual na superficie da dentina apds uma
semana de exposi¢cdo da sua exposi¢do; também ¢ soluvel em 4gua, facilitando sua

remocdo®! 2.

A neomicina que pertence a familia dos antibioticos aminoglicosideos contendo

desoxistreptamina. E amplamente utilizada para infec¢des bacterianas, visando a maioria



das bactérias gram-negativas e algumas bactérias gram-positivas®>>. Em um estudo de
PASTORE? foi avaliado o efeito toxico de trés potenciais produtos quimicos de
sensibiliza¢do por contato nas concentragdes utilizada, o sulfato de neomicina (0,004—

0,32%) ndo apresentou citotoxicidade relevante ou perturbacdo da membrana.

Para fornecer radiopacidade, o pd de sulfato de bario (BaSO4) ¢ geralmente
adicionado a pasta®®. Minotti*® avaliou o pH e a liberacio de célcio de pastas de hidréxido
de célcio associadas com diferentes radiopacificadores, A andlise do pH revelou
diferengas significantes (P < 0.05) entre os grupos apenas nos periodos de 3 h e 7 d. Todas
as pastas apresentaram pH alcalino e liberag¢do de ions calcio. Os radiopacificadores nao

interferiram negativamente na liberacdo i6nica.

O ensaio colorimétrico desenvolvido por Mosmann e modificado por Edmondson
et al.?’, foi usado como teste para a avalia¢io da citotoxidade. Segundo Denizot?® a técnica
original tem varias limitagdes técnicas, nomeadamente uma sensibilidade inferior ao
ideal, um fundo varidvel devido a precipitacdo da proteina ao adicionar um solvente
organico para dissolver o produto de formazano azul e uma baixa solubilidade do produto.
A principal vantagem do ensaio MTT sobre outros ensaios rapidos de corante, ¢ que avalia
a viabilidade e proliferagdo com base no estado funcional da célula mitocondrias. A
versatilidade do ensaio MTT foi demonstrado em aplicagdes para a quantificacdo de
linfocinas citotdxicas e inibidoras de crescimento e para o isolamento e caracterizacdo de
antiproliferativos anticorpos monoclonais dirigidos pela superficie celular. Esta
versatilidade permite a diferenciacdo entre anticorpos monoclonais citostaticos e
citotéxicos. Sua simplicidade, reprodutibilidade, economia e versatilidade tornar o ensaio
MTT o mais vantajoso para testes de toxicidade e para aplicagdes de cultura de células de

rotina®’.

Em um estudo de Silva®, que avaliou a resposta dos tecidos apicais e periapicais
de dentes de caes apds o preenchimento de canais radiculares com diferentes materiais,
pode-se observar que no grupo formado por Oxido de Zinco e Eugenol apresentou regido
periapical alterada e espessamento do ligamento periodontal com presenca de células
inflamatérias e edema. Huang® comparou os efeitos de diferentes materiais utilizados
em obturagdes primarias do canal radicular na viabilidade celular de linhagens celulares
de osteosarcoma humano. Utilizando ensaio colorimétrico de brometo de tetrazolio
(MTT) em linhas celulares de osteosacorma humanas, observou-se o Oxido de Zinco +

Eugenol apresentou a menor taxa de sobrevida.



Ao avaliar a genotoxicidade através do ensaio MTT, da Pasta Calen, apos 24h e
72h, observou-se que causou danos no DNA em ambos os testes’!. Isso pode ser explicar
pelo eugenol, presente na composi¢io da pasta Calen, em um estudo de Escobar-Garcia?
que avaliou as concentragdes de eugenol nas quais ocorre toxicidade em fibroblastos de
polpa dentdria humana de dentes deciduos, mostrou que os resultados dos testes tiveram
efeitos toxicos sobre os fibroblastos da polpa dentaria, em todas as concentragdes, mesmo

em naquelas muito baixas de eugenol (0,06 uM).

Segundo Mello-Moura'?, a pasta de Guedes-Pinto (GPP), tornou-se o material de
escolha para a terapia endodontica de dentes deciduos na maioria das escolas de
odontologia. GPP € um composto de 3 medicamentos: Rifocort (pomada dermatologica),
paramonoclorofenol canforado (PMCC) e iodoférmio, alteracdes na propor¢do dos

componentes podem modificar as propriedades bioldgicas e aumentar a sua toxicidade.

No presente estudo nao foi observada citotoxicidade em relagdo a pasta Guedes
Pinto. Em um estudo de Lacativa®, pela técnica do implante intra-dsseo, a pasta Guedes
Pinto, um dos materiais mais utilizados na terapia pulpar em odontopediatria, também foi
avaliada, e induziu pouca ou nenhuma inflamacao no periodo de observacido de quatro
semanas, € apresentou niveis aceitdveis de biocompatibilidade nos dois periodos
analisados. Porém, em um estudo de Soekanto*, que avaliou a toxicidade paraclorofenol
canforado (componente da pasta Guedes-Pinto), e outros componentes, confirmou a

citotoxicidade do PMCC em relacdo aos demais.

A pasta experimental apresentou auséncia de toxicidade, entre as possiveis razdes
esta a escolha de seus componentes. Os materiais a base de hidroxido de célcio, sdo
biocompativeis e apresentam propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias,
estimulantes da formacdo de dentina esclerosada, de tecido 6sseo mineralizado além de
proteger a polpa contra estimulos termoelétricos e toxicos®>. A clorexidina, apresenta
biocompatibilidade, ndo sendo irritante aos tecidos periapicais, além de possuir

136, A citotoxicidade do sulfato

substantividade, isto €, tem efeito antimicrobiano residua
de neomicina in vitro foi avaliada, através do CCF as células foram cultivadas em meio
contendo diferentes concentragdes de sulfato de neomicina e o numero de células viaveis
foram medidos. Os resultados indicam que o sulfato de neomicina, em doses de 100 a
1000 pmol/L, ndo afetam a atividade das células CCF, indicando que ndo ha feitos

citotoxicos do sulfato de neomicina em baixas doses>>. E o sulfato de bario utilizado como
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radiopacificador, ¢ considerado um membro dos grupos de particulas pouco soluveis

(PSP) ou de baixa toxicidade pouco soltivel (PSLT)?>’.

Um material de preenchimento endoddntico ideal para dentes deciduos deve ter
varias propriedades que o tornam adequado para uso. Deve ter uma taxa de reabsor¢ao
semelhante a da raiz primadria, ser inofensivo para os tecidos periapicais e germe de dente
permanente, reabsorver prontamente se pressionado além do dpice e fluir facilmente para
a anatomia complexa dos canais radiculares primarios. Ele também deve ter fortes
propriedades anti-sépticas para evitar a contaminacio durante a manipulagio e para inibir
o crescimento de microorganismos>®. Ainda nfo existe no mercado um material obturador
para dentes deciduos que alcance todas essas propriedades. A Pasta Experimental através
dos estudos realizados até entdo, conseguiu alcancar os objetivos propostos devido as
caracteristicas dos seus componentes. Seria interessante realizar estudos clinicos para

obter resultados mais concretos dentro da pratica odontoldgica.

CONCLUSAO

Diante das limitagdes do presente estudo, foi possivel concluir que a Pasta

Experimental apresentou auséncia de citotoxicidade.
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Avali¢do da citotoxicidade de uma nova pasta obturadora para dentes deciduos.
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3. RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar in vitro, a citotoxicidade de uma nova pasta
obturadora para dentes deciduos. A citotoxicidade foi avaliada por meio do ensaio MTT.
Apos preparo do meio de cultura celular, 100 ul das seguintes solugdes foram
adicionadas individualmente aos pogos contendo o meio: para o ISO 10993, os controles
devem ser inertes podendo ser utilizados os meios usados na extra¢do. Além do meio de
cultura (controle negativo), foram testadas a Pasta Guedes-Pinto, Pasta Oxido de Zinco e
Eugenol, Pasta Calen e a Pasta Experimental, sendo incubadas no periodo de tempo de 1

hora, a uma concentracdo de 50 mg/mL. Todos os experimentos foram realizados em
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triplicata e as porcentagens de viabilidade celular foram calculadas em relagdo aos
controles celulares. Os dados foram analisados pelo teste de one-way ANOVA seguido
por post-hoc de Tukey (0=0,05). A maior taxa de viabilidade celular foi observada nos
grupos controle, Pasta Guedes-Pinto e Pasta Experimental, sendo estatisticamente
diferente dos demais grupos (p<0,05), sem diferenca estatisticamente significante entre
si (p>0,05). Foi possivel concluir que a Pasta Experimental apresentou auséncia de

citotoxicidade.

Palavras-chave: Endodontia, Obturagdo, Pesquisa em Odontologia.

4. PROBLEMA DE PESQUISA

O sucesso do tratamento endoddntico em dentes deciduos depende de varios fatores
que devem ser levados em considera¢do no momento da indicag@o do tratamento. Dentre
eles, a limitagcdes da anatomia dos dentes deciduos como a divergéncia das raizes dos
molares; complexidade do canal por possuirem varios canais acessorios, o que dificulta o
preparo quimico-mecanico e consequentemente o controle da microbiota; proximidade
com germe do dente permanente; zonas de reabsor¢do fisiologica nem sempre visiveis
radiograficamente, e ainda, condi¢des relativas ao manejo comportamental de pacientes
pediatricos. (ANTONIAZZI et al., 2015; FERREIRA et al., 2010).

Alguns passos devem ser seguidos para que o éxito seja obtido durante o processo de
tratamento endodontico, como a remog¢do de tecido pulpar radicular irreversivelmente
inflamado ou necrdtico, limpeza e desinfec¢do do sistema de canais utilizando solugdes
irrigadoras e substancias auxiliares na limpeza que sejam compativeis, € o preenchimento
final dos canais com um material adequado (CASSOL et al., 2019; LOPES, SIQUEIRA,
2004; THOMAZ et al., 1994).

A etapa condizente com a obturag@o dos dentes deciduos € considerada crucial para o
sucesso do tratamento endoddntico. Para que um material obturador seja efetivo sdo
considerados alguns pré requisitos basicos como: ser reabsorvivel, radiopaco, bactericida,
ndo contrair, promover adequado preenchimento e aderéncia as paredes dos canais
radiculares, ser facilmente removido quando necessdrio; quando extravasado ndo
provocar danos aos tecidos periapicais € ao desenvolvimento do germe do dente

permanente, e¢ ainda ndo causar alteracdo da coloracdo das estruturas dentarias,
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especialmente em dentes anteriores (JUNG-WEI CHEN & MONSERRAT JORDEN,
2012; FUKS, 2008, KUBOTA; GOLDEN; PENUGONDA, 1992, MASS;
ZILBERMAN, 1989, MORTAZAVI; MESBAHI, 2004, PINTO et al., 2011).

Nao existe na literatura uma concordancia sobre o protocolo e material obturador
ideal para usa na endodontia de dentes deciduos, bem como os materiais existentes nao
preenchem todos os requisitos desejaveis para um material obturador satisfatorio. O
Oxido de Zinco e eugenol (OZE) vem sendo substituido por ter limitacdes no uso e por
ser associado a danos quando extravasado aos tecidos periapicais, desencadeando reagdes
inflamatorias de corpo estranho e desvio da posi¢do natural na erupcdo dos dentes
permanentes devido a sua dureza (BARJA-FIDALGO et al., 2011; MORTAZAVI;
MESBAHI, 2004, PINTO et al.,2011); As pastas a base de hidréxido de calcio tém rapida
reabsor¢do e baixa radiopacidade (CASSOL et al., 2019); as pastas iodoformadas tem
odor forte e caracteristico, possibilidade de alteragdo de cor das estruturas dentarias e
potencial alergénico (REZENDE et al., 2002); no Brasil, a Pasta Iodoformada mais
utilizada ¢ a Pasta Guedes Pinto, que tem necessidade manipulagdo no momento do uso
0 que pode gerar alteracdes na propor¢ao dos componentes modificando as propriedades
bioldgicas e aumentando sua toxicidade (MELLO-MOURA et al., 2011), além disso, a
pomada usada na sua composi¢do, Rifocort®, ndo estd mais disponivel para
comercializacdo (ANTONIAZZI et al., 2015).

Estudos recentes tém demonstrado uma grande variedade de técnicas e materiais
utilizados extremamente distintos entre si, deixando a escolha de um protocolo de
endodontia a critério da subjetividade dos profissionais (BERGOLI et al., 2010;
ACADEMY OF PEDIATRIC DENISTRY, 2015).

Diante dos problemas expostos, torna-se necessaria a busca por um novo material para
obturacdo de dentes deciduos, alternativo as pastas ja comercializadas, que seja eficaz e
seguro promovendo um melhor desempenho no tratamento endoddntico de dentes

deciduos

5. JUSTIFICATIVA

As Pastas a base de hidroxido de calcio sdo indicadas como material obturador na
endodontia de dentes deciduos por suas propriedades benéficas e sua atividade
antimicrobiana, devido a dissociacdo i6nica dos ions calcio e hidroxila, sua baixa

toxicidade, seu pH, solubilidade, propriedades antibacterianas, antifingicas e
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propriedades de biocompatibilidade (CASSOL et al., 2019; QUEIROZ et al., 2011;
QUEIROZ et al., 2009, RANLY; GARCIA-GODOQOY, 2000). Atua também sobre os
tecidos vitais e a capacidade de induzir o reparo periapical através da deposi¢ao de
tecidos minerais ¢ tem um bom potencial para a inativacdo das endotoxinas
(ESTRELA & PESCE, 1996., ESTRELA et al., 1997., SIGNORETTI et al., 2011.,
LEONARDO et al., 2000).

A clorexidina (CHX) tem sido amplamente utilizada em endodontia por sua agao
antimicrobiana, tendo essa substdncia uma caracteristica muito peculiar, a
substantividade, que promove atividade antimicrobiana residual a dentina. E um
efetivo agente antimicrobiano conta patdégenos endodonticos e € biocompativel com
os tecidos dentais (FERRAZ et al., 2001., MOHAMMADI & ABBOTT, 2009).
Estudos tém sugerido a associagdo entre clorexidina e hidroxido de calcio com o
intuito de aumentar a atividade antimicrobiana do hidréxido de calcio. A presenca de
clorexidina acrescenta substantividade a formulagdo, devido a sua capacidade de
adsorcdo e liberacdo lenta de moléculas ativas para os tecidos dentdrios, podendo a
clorexidina manter o canal livre de microrganismos, mesmo depois de ser removida

do canal (GOMES et al., 2006).

Otosporin € a associagdo de hidrocortisona (corticoide), sulfato de neomicina e
sulfato de polimixina B (antibioticos). Essa associagdo promove uma diminui¢do da
magnitude da reagdo inflamatoria, causada pelo ato cirurgico e pelo uso de substancias
quimicas. Esta indicada como curativo de demora em casos de sobreinstrumentacao e
de periodontite apical aguda de etiologia traumatica ou quimica (RUIZ et al., 2002).
Otosporin reduz a vasodilata¢do, diminui a exsudagado de liquido, e também apresenta
uma acdo direta vasoconstritora sobre os vasos sanguineos pequenos (SILVA et al.,

2004).

A neomicina ¢ um antibidtico aminoglicosideo de amplo espectro descoberta em
1949, produzida pelo actinomiceto Streptomyces fradiae. E usado para tratar algumas
infecgdes de pele, hepaticas ou intestinais € em profilaxia pré-cirdrgica. Atua mais
sobre as espécies gram-negativas altamente sensiveis que incluem: Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes, Klebisiella sp., Salmonella sp. Serratia sp. Shigella sp.
e Proteus vulgaris. Os micro-organismos gram-positivos que sdo inibidos

incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Enterococcus faecalis.



Por fim, o sulfato de bario como agente radiopacificador. Sulfato de bario € um dos
radiopacificadores da guta percha que vem sendo utilizada como material obturador
de canais radiculares desde 1847. (NASCIMENTO et al., 2010.) A radiopacidade ¢
uma propriedade fisica desejavel aos materiais obturadores utilizados em endodontia,
tendo em vista que permite a visualizagdo radiografica dos mesmos, possibilitando a
verificacdo da qualidade do preenchimento do canal radicular e a observagao do limite
apical de obturagdo. (VEIGA et al., 2017.) O sulfato de bario (BaSO4) ¢ o agente mais
utilizado para conferir radiopacidade a algumas pastas contendo hidréxido de célcio
que ja sdo comercializadas atualmente, como a pasta Ultracal XS® e Hydropast®.

(LOUREIRO et al., 2018).

Diante do exposto, torna-se justificavel a realizagdo do presente estudo, que
objetiva a formulagdo de uma nova pasta experimental que promova de forma segura
e eficaz a obturagao de dentes deciduos, reduzindo e até mesmo eliminando a infec¢ao
bacteriana decorrente dos processos inflamatdrios irreversiveis da polpa, e que ndo

seja citotdxica aos tecidos periapicais.

6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo geral

Avaliar a citotoxicidade de uma nova pasta obturadora para dentes deciduos.

6.2. Objetivo especifico

Avaliar a citotoxicidade de uma nova pasta obturadora para dentes deciduos,

composta por hidroxido de calcio, clorexidina, sulfato de bario, sulfato de neomicina,

imidazolidinil uréia, hidroxipropimetilcelulose e acido cloridrico, por meio do ensaio

MTT.



7. REVISAO DE LITERATURA

A busca por protocolos endodonticos seguros e eficazes faz com que cada vez
mais se busque por evidéncias cientificas para as técnicas e materiais utilizados em
Odontologia. No que diz respeito a area de atua¢do Endodontia, os avangos e inovagdes
sdo constantes, e existem protocolos bem embasados e seguros. Ja na Endodontia de
dentes deciduos, essa evolug¢do nio ocorre na mesma intensidade e nao existe no Brasil
um protocolo estabelecido para esta finalidade (JOE Editorial Board, 2008b; Academy of
Pediatric Dentistry, 2015).

Nos ultimos anos, tem se observando um interesse maior pela busca de evidéncias
cientificas e por protocolos mais seguros para materiais utilizados na obturagdo de dentes
deciduos. Novas associagdes tém sido propostas e estudos conduzidos com o intuito de
avaliar a seguranga e eficacia também dos medicamentos que ja vem sendo utilizados
(ANTONIAZZI, 2015).

As formas de pastas sdo as mais utilizadas como material obturador de dentes
deciduos. Pastas sdo consideradas formulagdes semi-solidas com alto percentual de
solidos incorporados, mais de 40%, em que o farmaco esta contido em uma base adequada
(pomada-base), que pode ser hidrofilica ou hidrofébica. Essas bases desempenham
importante papel na formulagdo das preparagdes semissolidas, ndo existindo uma tnica
base universalmente aceitdvel como veiculo para todas as substancias ativas ou
indicagdes terapéuticas. A base mais adequada para um farmaco deve ser determinada de
forma individual, de modo a fornecer velocidade de liberacdo, propriedades de adesdo

apos aplicagdo e textura ideais (ALLEN et al., 2013).

7.1 Oxido De Zinco e Eugenol

Huang et al., em 2007, compararam os efeitos de diferentes materiais utilizados
para obtura¢@o de canais radiculares de dentes deciduos, viabilidade celular de linhagens
celulares de osteosarcoma humano. O grupo experimental continha seis tipos diferentes
de materiais obturadores do canal radicular, incluindo ¢xido de zinco (OZn) + eugenol +
formocresol (FC), Ca (OH) (2) + FC, Ca (OH) (2) + lodoférmio, Ca (OH) (2) +
Iodoférmio + paramonoclorofenol canforado (PMCC), Ca (OH) (2) + PMCC
e Vitapex. Os testes de viabilidade celular foram realizados utilizando ensaio

colorimétrico de brometo de tetrazélio (MTT) em linhas celulares de osteossarcoma

8



humanas (U20S). Os grupos OZn + eugenol + FC e Ca (OH) (2) + FC apresentaram as
menores taxas de sobrevida (p <0,05). O grupo Ca (OH) (2) + Iodoférmio + PMCC e Ca
(OH) (2) + PMCC apresentaram taxas de sobrevivéncia significativamente menores em
concentragdes acima de 6 microL/mL (p <0,05). Os grupos Ca (OH) (2) + Iodoférmio e
Vitapex apresentaram as maiores taxas de sobrevida (p <0,05). Concluiram entdo, que o
uso de hidréxido de calcio com iodoférmio como material obturador de canais radiculares
de dentes deciduos ¢ a melhor op¢do comparada aos outros medicamentos testados.

Queiroz et al., em 2011, avaliaram a resposta do tecido conjuntivo subcutaneo de
camundongos BALB / com materiais obturadores radiculares indicados para dentes
deciduos: 6xido de zinco / cimento eugenol (OZE), pasta Calen espessada com oxido de
zinco (Calen/OZ) e cimento Sealapex. Os camundongos (n = 102) receberam implantes
de tubo de polietileno com os materiais, formando assim 11 grupos, como segue: I, II, III:
Calen/OZ por 7, 21 e 63 dias, respectivamente; IV, V, VI: Sealapex por 7, 21 e 63 dias,
respectivamente; VII, VIII, IX: OZE por 7, 21 e 63 dias, respectivamente; X e XI: tubo
vazio por 7 e 21 dias, respectivamente. Os tecidos biopsiados foram submetidos a anélise
histoldgica (analise descritiva e analise semi quantitativa utilizando um sistema de
pontuagdo para formagdo de fibras colagenas, espessura do tecido e infiltrado
inflamatorio). Uma andlise quantitativa foi realizada medindo a drea e a espessura do
tecido reaciondrio granulomatoso. Em conclusido, ndo houve diferenca significante
(p>0,05) entre os materiais com relagdo ao fibrosamento e a espessura do TGR. Contudo,
Calen/OZ apresentou infiltrado inflamatorio de menor intensidade, e Calen / OZ
apresentou a melhor reagdo tecidual, seguida por Sealapex e OZE.

Santos et al., em 2016, utilizaram o teste do micronicleo na medula ossea de
camundongos para avaliar os efeitos genotoxicos e citotdxicos de quatro pastas de
preenchimento: 6xido de zinco, hidroxido de calcio PA, agregado triéxido mineral e uma
pasta iodoformada (iodoféormio + canfora + paramonoclorofenol + rifamicina +
prednisolona). Ratos sui¢os machos foram divididos em 4 grupos de 10 animais, cada um
exposto a uma das pastas e foram subdivididos de acordo com as dilui¢des testadas: 1/10,
1/50, 1/500 e 1/1000 administrados por via intraperitoneal (0,1 mL/10g de peso). A
ciclofosfamida foi o controle positivo. Os controles negativos foram dimetilsulfoxido e
solucdo salina tamponada. Cinco animais foram mortos 24h, e cinco 48h apds o
tratamento. O material foi processado de acordo com Schmid (1976) e os micronucleos
foram contados em 1000 eritrécitos policromaticos (PCE), sob um microscopio optico

em um teste cego. A citotoxicidade foi avaliada utilizando a razdo PCE / eritrdcitos
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normocromaticos (ECN) em 200 eritrocitos. Houve significativamente maior ocorréncia
de micronucleos nos animais tratados com a pasta de iodoférmio em todas as dilui¢des
testadas, nos dois tempos testados. Maior ocorréncia de micronucleos foi observada entre
os animais tratados com oxido de zinco e sacrificados 48 horas apds o tratamento, nas
dilui¢des 1:50; 1: 500 e 1: 1000. O hidrdéxido de célcio PA e o agregado trioxido mineral
ndo apresentaram efeitos genotdxicos ou citotoxicos. A genotoxicidade e a citotoxicidade
do 6xido de zinco e da pasta de iodoférmio constituem um passo inicial para a
contraindicacdo, mas estudos adicionais serdo necessarios para estabelecer com

segurancga os riscos envolvidos em seu uso.

7.2 Pastas lodoformadas

As pastas iodoformadas surgiram como uma opgao alternativa a pasta OZE, e os
estudos tém mostrado excelentes propriedades antibacterianas e anti-inflamatérias, bem
como boa radiopacidade e facil reabsor¢cdo quando extravasada aos tecidos periapicais
(KRAMER et al, 2000; PRIYANKA; GOVARDHAN, 2013). Entretanto, como
desvantagem tem odor forte e caracteristico, possibilidade de alteracdo de cor das
estruturas dentdrias e potencial alergénico e citotoxico (REZENDE et al., 2002).

No Brasil a pasta iodoformada denominada Pasta Guedes-Pinto tem sido o
material obturador de escolha de grande parte das Faculdades de Odontologia (KRAMER
et al,, 2000). A pasta Guedes-Pinto foi proposta por Antonio Carlos Guedes Pinto e
colaboradores em 1981 para obturag@o de canais radiculares de dentes deciduos e consiste
na associacao de Rifocort, Paramonoclorofenol e lodoférmio. A correta proporcao deve
ser: 23.8% de Rifocort, 7.0% de Paramonoclorofenol e 69.2% de iodoférmio, alteragdes
nesta propor¢do podem modificar as propriedades bioldgicas e aumentar a sua toxicidade
(MELLO-MOURA et al., 2011).

Pires et al, em 2016, avaliaram a citotoxicidade, estresse oxidativo e
genotoxicidade in vitro de quatro pastas de iodoférmio e trés pastas de hidréxido de
célcio. Células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e DNA de timo de bezerro
puro (dsDNA) foram expostos a extratos das pastas. A citotoxicidade foi avaliada com o
ensaio MTT. A geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi avaliada usando um
ensaio DCFH-DA, e a peroxidagdo lipidica foi avaliada usando um ensaio TBARS. A
genotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio alcalino cometa e o teste de capacidade

genomodificadora (GEMO). Todos os testes foram realizados apds 24h e 72h de
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exposi¢do celular, exceto GEMO. A exposicdo a pastas de clorexidina, Guedes-Pinto e
hidréxido de célcio resultou em um aumento significativo de ROS apds 24h (P <0,05),
enquanto que as pastas de iodoformio e Calen espessada com 6xido de zinco aumentou
significativamente as EROs apds 72h (P <0,05). O ensaio cometa revelou que a exposicao
dos PBMC:s as pastas de iodoférmio ndo danificou o DNA em nenhum periodo de tempo
(P> 0,05). No entanto, a pasta de clorexidina causou danos no DNA em dsDNA (P <0,05).

Ja as pastas de hidréxido de célcio causaram danos no DNA em ambos os testes (P <0,05).

7.3 Hidroxido de Calcio

O hidréxido de célcio apresenta-se como um pd branco, alcalino (pH 12,8), pouco
soluvel em dgua (solubilidade de 1,2 g/litro de 4gua, a temperatura de 25° C). A acdo do
hidréxido de calcio se da pela liberagdo de ions calcio e hidroxila. Trata-se de uma base
forte, ¢ obtido a partir da calcinagdo, aquecimento do carbonato de célcio, até sua
transformacgdo em 6xido de célcio (cal viva). Com a hidratagdo do 6xido de cdlcio chega-
se ao hidroxido de célcio e a reacdo entre este e o gas carbdnico leva a formagdo do
carbonato de calcio (ESTRELA et al., 1999).

Barreto et al., em 2005, cita em seu estudo que a propriedade bioldgica do
hidroxido de célcio se deve a ativacdo da fosfatase alcalina pela elevacdo do pH (entre
8.6 e 10.3) produzido pela dissociagdo i6nica. Essa enzima tem a capacidade de induzir
os fons fosfato a reagirem com os ions calcio, formando precipitados de fosfato de calcio
(hidroxiapatita), fato que caracteriza o processo de mineralizagdo. Nesta revisdo da
literatura pode-se inferir que os ions hidroxila difundem-se pela dentina, elevando o pH
do meio até valores que chegam a 12.6, produzindo um ambiente alcalino, o que favorece
a atividade antimicrobiana do hidréxido de célcio e possibilitando a ativacio da fosfatase
alcalina, uma enzima fundamental para o processo de reparo 6sseo. Além disso, os ions
calcio, também produzidos pela dissociacdo i6nica do hidroxido de calcio, permitem a
reducdo da permeabilidade de novos capilares no tecido de granulagio de dentes
desvitalizados, diminuindo a quantidade de liquido intercelular e ativando a aceleracio
da pirofosfatase, a qual exerce um papel no processo de mineralizagao.

Silva et al., em 2010, avaliaram a resposta dos tecidos apicais e periapicais de
dentes de cdes apos o preenchimento de canais radiculares com diferentes materiais.
Quarenta raizes de pré-molares de caes foram preparadas biomecanicamente ¢

distribuidas em 4 grupos preenchidos com: Grupo I: hidréxido de calcio comercial e pasta
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a base de polietilenoglicol (Calen) espessada com 6xido de zinco; Grupo II: pasta
composta por iodoférmio, Rifocort e paramonoclorofenol canforado; Grupo III: cimento
de o6xido de zinco e eugenol; Grupo IV: solucdo salina estéril. Apds 30 dias, as amostras
foram submetidas a processamento histologico. Os achados histopatoldgicos revelaram
que nos Grupos [ e IV as regides apicais e periapicais exibiram aparéncia normal, com
grande numero de fibras e células e sem reabsor¢ao de tecidos mineralizados. No Grupo
I1, observou-se discreto infiltrado inflamatorio e discreto edema, com fibrogénese discreta
e reabsor¢ao ossea. O grupo III apresentou regido periapical alterada e espessamento do
ligamento periodontal com presenca de células inflamatdrias e edema. Pode-se concluir
neste estudo, que a pasta Calen espessada com 6xido de zinco produziu a melhor resposta
tecidual, sendo o material mais indicado para preenchimento de canais radiculares de
dentes deciduos com vitalidade pulpar.

Lacativa et al., em 2012, avaliaram, pela técnica do implante intra-dsseo (teste de
implante de tecido Osseo em cobaias ¢ um teste secundario recomendado pelo
Departamento Técnico do IDEO relatério n® 9 (6), que permite testar um material como
ele ¢ utilizado e preparado em situagdes clinicas, apos as recomendagdes do fabricante),
os materiais mais utilizados na terapia pulpar em odontopediatria: hidroxido de calcio
(HC), pasta Guedes Pinto e pasta CTZ, de acordo com recomendagdes do FDI (1980) e
ANSI / ADA (1982). Trinta porquinhos-da-india, 10 para cada material, divididos em
periodos experimentais de 4 e 12 semanas receberam um implante em cada lado da sinfise
da mandibula. No final dos periodos de observagdo, os animais foram sacrificados e as
amostras foram preparadas para exames histologicos de exame de rotina. Os resultados
obtidos neste estudo concluiram que a Pasta Guedes Pinto demonstrou niveis aceitaveis
de biocompatibilidade nos dois periodos analisados quando em contato préximo com
tecido 0sseo; O HC apresentou um alto grau de toxicidade no periodo experimental de
quatro semanas, mas esse perfil mudou significativamente em 12 semanas, quando HC
apresentou evidéncia de biocompatibilidade; A pasta CTZ ndo apresentou niveis
aceitaveis de biocompatibilidade nos dois periodos testados. De acordo com o IDE (6) e
ANSI / ADA (7) critérios, HC e CTZ nio devem ser usados em contato com tecido
periapical devido ao potencial altamente irritante desses materiais.

Lima ef al., em 2015, avaliaram a biocompatibilidade de duas pastas formuladas
para preencher os canais radiculares de dentes deciduos. Um grupo de estudo de 54 ratos
recebeu implantes de tecido subcutaneo de tubos de polietileno contendo CTZ ou pasta

de hidrdéxido de calcio ou, como controle negativo, tubos vazios. A biocompatibilidade
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foi avaliada nos dias 7, 21 e 63, resultando em um total de nove grupos de seis animais
cada. Apos os intervalos experimentais, as areas dos implantes foram removidas e
submetidas ao processamento histoldgico. Apds a coloracdo dos tecidos com HE e
tricromio de Masson, dois patologistas realizaram uma analise histoldgica das amostras
de maneira cega. A formacao de fibras de colageno, a espessura do tecido e a infiltracio
de células inflamatorias foram analisadas qualitativamente. A morfometria quantitativa
foi realizada para a espessura, comprimento do perimetro e area de tecido da regido em
contato direto com o tubo aberto. Aos 7 dias, todos os grupos apresentaram infiltrados
inflamatorios agudos graves. A inflamagdo foi reduzida aos 21 dias no grupo da pasta
CTZ. Infiltrados inflamatorios cronicos leves foram observados apds 63 dias nos grupos
de pasta CTZ e Ca (OH); esses grupos também mostraram uma diminuicao significativa
na densidade das fibras de colageno (P <0,05), o que ndo foi observado no grupo controle.
A espessura média do tecido, o comprimento do perimetro e a drea em contato com o tubo
diminuiram durante os periodos experimentais em todos os grupos. Concluiram entio
que, as pastas CTZ e hidréxido de cdlcio demonstraram biocompatibilidade com tecido

subcutaneo neste modelo experimental.

7.4 Clorexidina

Sua toxidade conforme a DL 50 ¢ de 1.800 mg/kg/dia (peso corporal) o que a torna
praticamente atoxica, além de ndo ser poluente e ndo exalar gases. A Clorexidina possui
pH de 5 a §, sendo a faixa entre 5 e 7 a de maior eficdcia antibacteriana (ZERELLA et
al., 2005). A formula gel da clorexidina possui baixa toxicidade aos tecidos periapicais;
ela se adere as paredes do canal radicular e aos tibulos dentindrios mantendo o agente
ativo e sua atividade antibacteriana residual na superficie da dentina ap6s uma semana de
sua exposi¢do; também € soluvel em agua, facilitando sua remogdo (BASRANI et al.,
2004., FERRAZ et al., 2001).

Tanomaru Filho et al., em 2002, avaliaram a resposta inflamatoria a solugdes de
irriga¢do injetadas na cavidade peritoneal de camundongos. Sessenta camundongos
receberam inje¢des intra-peritoneais de 0,3 mL de hipoclorito de sdédio a 0,5%,
digluconato de clorexidina a 2,0% ou solugdo salina tamponada com fosfato (PBS,
controle). Cinco animais de cada grupo foram sacrificados aos 4, 24, 48 h e 7 dias apos a
injecdo. O liquido da cavidade peritoneal de cada animal foi coletado para a contagem

total e diferencial de células inflamatdrias e vazamento de proteinas. O grupo da solugdo
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de hipoclorito de sodio a 0,5% apresentou maior migracdo de neutrofilos e células
mononucleares para a cavidade peritoneal de 48 a 168h (P <0,05). Houve um aumento
significativo no vazamento de proteinas para a cavidade peritoneal apds 4 a 48h no grupo
hipoclorito de sédio a 0,5% em comparagdo ao grupo controle. O vazamento de proteinas
foi semelhante em todos os grupos as 168 h. O grupo de clorexidina a 2,0% teve
resultados semelhantes aos do grupo controle em todos os periodos de tempo. A solugdo
de hipoclorito de sodio a 0,5% induziu uma resposta inflamatoria; no entanto, a solucio
de digluconato de clorexidina a 2,0% ndo induziu uma resposta inflamatdria significativa.

Vouzara et al., em 2016, avaliaram a capacidade de irrigantes do canal radicular
comumente usados para induzir efeitos citotoxicos, quando aplicados isoladamente ou
em combinacdo. A hipdtese testada foi de que os irrigantes eram menos citotdxicos
quando aplicados em combinagdo do que independentemente. As células MRCS5 foram
cultivadas como culturas de monocamada a 37°C em uma atmosfera contendo 5% de CO»
no ar ¢ 100% de umidade relativa. As células foram expostas a hipoclorito de sédio
(NaOCl), 4acido etilenodiaminotetracético (EDTA), clorexidina (CHX) e suas
combinagdes (NaOCI/EDTA, NaOCI/CHX, EDTA/CHX) em dilui¢des em série. O meio
de crescimento foi o meio Eagle modificado por Dulbecco, suplementado com soro fetal
bovino a 10% e antibidticos e foi usado como controle. O efeito na sobrevivéncia celular
foi estimado apods 6 e 24h de exposi¢cdo por meio do ensaio de sulforodamina B, em
referéncia aos controles. As curvas dose-resposta foram plotadas e doses inibitorias de
50% (IC50) foram submetidas a andlise estatistica (anova e teste de comparagao post hoc;
P <0,05). A anélise da sobrevivéncia celular e interag@o dos irrigantes foi realizada usando
o software analisador de efeito de dose CalcuSyn para calcular um indice de combinacao
(IC). Os irrigantes testados eram citotdxicos de maneira dependente da dose e do tempo.
O CHX foi o irrigante mais citotdxico testado, seguido pelo NaOCl, enquanto o EDTA
foi o irrigante menos citotoxico testado. A diferenca entre CHX e NaOCl foi significativa
(P <0,05), bem como entre NaOCl ¢ EDTA (P <0,05). Com base na modelagem
CalcuSyn, um efeito principalmente antagdénico foi registrado com as combinagdes
NaOCIl/CHX e NaOCI/EDTA. A combinacdo EDTA/CHX teve um aditivo ao efeito
antagdnico. CHX foi significativamente mais citotdxico que NaOCl e EDTA. NaOCI foi
significativamente mais citotdxico que EDTA. A a¢do combinada dos irrigantes nao
produziu um aumento significativo em sua citotoxicidade.

Botton ef al., em 2016, avaliaram a toxicidade in vifro de solugdes irrigantes e

associa¢des farmacologicas utilizadas na pulpectomia de dentes deciduos. Foram
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realizados testes de viabilidade celular (MTT), peroxidagdo lipidica (TBARS), cometa
alcalina de cometa e GEMO para avaliar a citotoxicidade e genotoxicidade de solugdes:
hipoclorito de sddio (1% e 2,5%), 2% de clorexidina, 6% de acido citrico e 17% EDTA,
que foram testados, individualmente e em associa¢do, expondo células mononucleares do
sangue periférico humano (MTT, TBARS e ensaio de cometa alcalino), as 24 ¢ 72 h, e
dsDNA (GEMO). Todas as solugdes de irrigagdo e associagdes farmacoldgicas reduziram
a viabilidade celular as 24 h (P <0,05). Essas reduc¢des foram mantidas apos 72 h, exceto
EDTA e associac¢des de hipoclorito de sédio (1% e 2,5%) com EDTA e de clorexidina
com EDTA. A peroxidagao lipidica as 24 h foi causada por EDTA e por hipoclorito de
sodio a 2,5% com EDTA; também foi causado as 72 horas por hipoclorito de sodio (1%
e 2,5%) e pelas trés associagdes com dcido citrico (P <0,05). Todos os grupos causaram
danos a0 DNA quando avaliados pelo ensaio do cometa alcalino, as 24 e 72 h (P <0,05).
No ensaio GEMO, todos os grupos causaram danos ao dsDNA (P <0,05), exceto a
clorexidina com EDTA. Todos os grupos apresentaram algum nivel de toxicidade. Dentre
as principais solugdes, a clorexidina apresentou menor potencial citotdéxico. O EDTA foi
0 menos citotdxico das solugdes auxiliares de irrigacdo, € a associagdo dessas duas

solucdes mostrou o menor potencial de toxicidade entre todos os grupos.

7.5 Sulfato de Neomicina

Pastore., et al., em 1995, avaliaram o efeito toxico de trés potenciais produtos
quimicos de sensibilizacdo por contato [0 antibidtico aminoglicosidico sulfato de
neomicina, o anestésico local benzocaina e o sensibilizador primario 2,4-dinitrobenzeno
l-sulfonato, sal de s6dio (DNBS)] em queratindcitos humanos em cultura foi examinado.
Os trés produtos quimicos foram comparados com relagdo ao seu potencial citotoxico
(determinado por ensaio de coloragdo com violeta de cristal), seu potencial de ruptura da
membrana ([3h] ensaio de liberacdo de acido araquidonico), e seus efeitos na expressao
do mRNA da interleucina la (IL-1a) [reagdo em cadeia da polimerase de transcri¢io
reversa (RT-PCR)]. Nas concentragdes utilizadas, o sulfato de neomicina (0,004-0,32%)
e a benzocaina (0,0165-0,165%) ndo apresentaram citotoxicidade relevante ou
perturbacdo da membrana. Por outro lado, DNBS (0,001-1%) causou uma resposta
citotoxica dependente da dose significativa em concentragdes superiores a 0,1%,
enquanto o ensaio de liberagdo de acido araquidonico [3 h] indicou auséncia de atividade

de perturbagdo da membrana em toda a faixa de concentragdes de DNBS examinado. Os
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efeitos dos trés sensibilizadores na expressio do mRNA de IL-1a foram variados; o
sulfato de neomicina causou uma inducdo dependente da dose de mRNA de IL-1a, a
benzocaina ndo afetou significativamente seu sinal e 0 DNBS suprimiu a expressdo do
gene IL-1a.

Arbid., et al., em 2013, avaliaram o Vicine que ¢ hidrolisado pela microflora em
um composto divicina altamente reativo, gerador de radicais livres que causa mortalidade
e outros efeitos adversos. Este estudo em ratos estabeleceu o efeito de um antibidtico de
amplo espectro e mal absorvido, sulfato de neomicina, sobre a toxicidade de vicine. Os
resultados mostraram redugdo extrema na taxa de mortalidade no grupo pré-tratado com
neomicina. Hemoglobina Concentra¢do de (Hb), valor de hematdcrito (Hct) e contagem
de globulos vermelhos (RBCs) diminuiram significativamente apos a inje¢ao de vicino e
a melhora desses valores no grupo pré-tratado com neomicina. Os mesmos resultados
foram observados em globulos brancos (WBCs). Os resultados mostraram uma
diminui¢ao significativa no nivel de glicose e voltaram ao normal no grupo pré-tratado
com neomicina. A glutationa (GSH) diminuiu significativamente no grupo vicino e voltou
ao valor normal no grupo pré-tratado com neomicina. O peroxido lipidico (TBARs)
aumentou significativamente no grupo tratado com vicine e grupo pré-tratado com
neomicina diminuiu para o nivel normal. A atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase
(G6-PD) foi significativamente reduzida e retornou ao nivel normal em ratos pré-tratados
com neomicina. A proteina sérica e a globulina diminuiram significativamente, mas a
albumina sérica mostrou diminui¢do insignificante nos grupos vicino € neomicina em
comparac¢do ao controle. Alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase
(AST) diminuiu significativamente no grupo vicino. O grupo pré-tratado com neomicina
mostrou significativamente aumento das atividades de AST e ALT em comparagdo com
o grupo vicino. Em conclusio, o pré-tratamento com neomicina de ratos injetados com
glicosideo vicine diminuiu em grande medida seus efeitos toxicos e de mortalidade e ¢
util no favorecimento e na anemia hemolitica.

Zhang., et al., em 2015, avaliaram a toxicidade dos antibidticos aminoglicosideos
(AG) em ambientes aquaticos e suas misturas mudam com o tempo e se as misturas de
antibioticos AG exibem uma interacao toxicoldgica. Neste artigo, quatro antibioticos AG,
sulfato de apramicina, diidroestreptomicina, sulfato de canamicina e sulfato de
neomicina, foram selecionados como componentes da mistura para construir seis sistemas
de mistura binarios. Cinco raios com diferentes razdes de concentracio foram projetados

usando o procedimento de design de raios de equiparticdo direta para cada sistema. As
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toxicidades de antibidticos Unicos e suas misturas binarias para Vibrio ginghaiensis sp.-
Q67 (V. ginghaiensis) em cinco pontos de tempo, 0,25, 2, 4, 8 e 12 h, foram determinados
pelo método de analise de toxicidade em microplaca dependente do tempo. Verificou-se
que os antibioticos AG e suas misturas bindrias apresentam toxicidade dependente do
tempo para V. ginghaiensis, ou seja, sua toxicidade aumenta com o tempo. Tomando a
adicdo da concentracdo como referéncia do aditivo, verificou-se que as toxicidades de
todas as misturas sdo aditivas de concentragdo, ou seja, a aditividade ndo muda com o
tempo, concentragdo e razao de concentragao.

Sun., et al, em 2019, avaliaram a neomicina que pertence a familia dos
antibidticos aminoglicosideos contendo desoxistreptamina. E amplamente utilizado para
infec¢des bacterianas, visando a maioria das bactérias gram-negativas e algumas bactérias
gram-positivas. Também foi relatado que a neomicina mostra atividade antiviral.
Avaliamos a toxicidade do sulfato de neomicina e investigamos seu efeito na imunidade
ndo especifica e na infec¢do viral em carpa cruciana (Carassius auratus gibelio). A
concentracgdo segura de sulfato de neomicina para carpa cruciana foi determinada como
sendo 102,9 mg / kg in vivo. Em ensaios de dano oxidativo, o sulfato de neomicina
aumentousuperoxido dismutase e atividade da catalase e diminui¢cdo do malondialdeido
no figado da carpa cruciana. Em ensaios imunes ao sangue nao especificos, a contagem
de leucocitos e o conteudo do complemento aumentaram significativamente apds o
tratamento com sulfato de neomicina, enquanto nenhuma alteracdo significativa foi
observada na atividade antibacteriana ou da lisozima. Em um teste de desafio, o sulfato
de neomicina protegeu a carpa cruciana da infec¢ao do herpes virus ciprinideo 2 (CyHV-
2) e inibiu a replicacdo do CyHV-2. No ensaio de citotoxidade, baixas concentragdes de
sulfato de neomicina ndo apresentaram citotoxicidade nas células das barbatanas da carpa
cruciana. Os resultados do presente estudo indicam que a administrag@o oral de sulfato
de neomicina reduziu o dano oxidativo, aumentou a imunidade e forneceu protecao contra

CyHV-2 em carpa cruciana.

7.6 Otosporin

Miura., et al., em 2010, avaliaram o efeito citotdoxico do Hidroxido de Calcio,
Paramonoclorofenol Canforado, Otosporin € Formocresol diluido em células-tronco da
polpa de dente permanente humano (DPSC). As DPSC foram semeadas em placa de

cultura na concentragao de 1,5X104 células/poco. Foram feitas dilui¢cdes das drogas em
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1:9, 1:27 e 1:81 e deixadas em contato com as cé€lulas por 2 horas, sendo que o grupo
controle foi mantido em DMEM completo. As células foram lavadas com solucdo salina
duas vezes. Foram realizadas avaliacdes do metabolismo (MTT). Concluiu-se que o
Hidréxido de Célcio e o Otosporin foram as drogas menos tdxicas para as DPSC,
enquanto que o Paramonofenol Canforado e o Formocresol foram letais em todas as
concentracoes.

Farias., et al., em 2016, avaliaram a citotoxicidade de medicagdes intracanais em
células L.929 de fibroblastos em diferentes periodos de observagdo. Os seguintes grupos
experimentais foram estudados hidroxido de calcio com paramonoclorofenol canforado e
glicerina (CPG); iodoféormio com glicerina (IG); hidroxido de célcio com iodoférmio e
agua destilada (CIW); iodoformio com agua destilada (IW); hidréxido de célcio com agua
destilada (CW); Otosporin® (OT); e um grupo controle composto por células e meio de
cultura. Os eluatos foram preparados a partir de cada grupo e colocados em contato com
1 x 105 células/poco, por periodos de 30 minutos, 12, 24, 48 e 72 horas, 5 ¢ 7 dias. Depois
de cada periodo experimental, um teste de citotoxicidade foi realizado utilizando
metiltetrazélio (MTT) e um espectrofotometro a uma densidade optica de 570 nm para
analisar a viabilidade celular. A andlise de variancia e o teste de Tukey com nivel de
significancia de 5% foi utilizado para analisar os dados. Em 30 minutos e em 12 horas,
todos os grupos foram iguais ao grupo controle. Em 24 horas, houve uma maior
citotoxicidade no grupo IG do que no grupo controle (P<0,001). Em 48 horas, apenas o
grupo OT foi citotoxico (P<0,001). Em 72 horas e em 5 dias, os grupos mais citotoxicos
foram CW e OT. Aos 7 dias, os grupos IW e CPG foram os menos citotdxicos (P<0,001).
Com relacdo ao tempo experimental, foram observadas diferencgas significativas entre 24
horas e 7 dias em todos os grupos. Otosporin® foi o medicamento mais citotoxico,

seguido de hidroxido de célcio com agua destilada.

7.7 Sulfato de Bario

Pascon., et al., em 1990, avaliaram a guta-percha (GP) que tem sido o material
obturador de canal radicular mais amplamente utilizado devido a sua reconhecida baixa
toxicidade. A inércia do GP, no entanto, foi desafiada recentemente. O objetivo deste
estudo foi avaliar a toxicidade do GP endodontico comercializado por meio do teste de
liberacdo de radiocromio. Foram testadas quatorze marcas comercialmente disponiveis e

trés marcas experimentais GP. GP bruto, 6xido de zinco e sulfato de bario, que foram
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considerados os principais componentes dos pontos GP, e ions de zinco também foram
avaliados. O material foi espalhado para cobrir o fundo dos pogos de teste apds ser
dissolvido em cloroférmio ou aquecido. Uma suspensdo marcada de células L929 foi
adicionada aos pocos. Apos incubagdo a 37 ° C por 4 e 24 h, o radiocromio extracelular
no meio de cultura foi medido e calculado em porcentagem do marcador intracelular total.
A liberacdo espontanea de radiocromio foi usada como controle e os resultados foram
considerados dentro dos limites normais em 4 ou 24 horas. Todo o GP dissolvido em
cloroférmio mostrou baixa toxicidade em 4 h, enquanto o GP aquecido mostrou
diferengas estatisticamente significativas em 4 h. Tanto o GP dissolvido como o aquecido
eram toxicos as 24 horas. As matérias-primas e o sulfato de bario ndo foram téxicos,
enquanto o o0xido de zinco e os ions de zinco apresentaram toxicidade acentuada. Todos
os pontos GP testados foram toxicos em periodos de observacdo mais longos, e a
toxicidade foi atribuida ao vazamento de ions de zinco nos fluidos.

Murray., et al., em 2000, desenvolveram um método de cultura de drgaos dentais
para avaliar a resposta das células da polpa dentdria a materiais e produtos dentarios
comumente usados. Fatias de dente de rato Wistar foram cultivadas em cultura por dois
e dez dias na presenca de materiais dentdrios. Apds a cultura, os tecidos dentais foram
processados e as respostas das células pulpares analisadas histomorfometricamente. A
destrui¢do de células citotoxicas foi observada apos a aplicagdo direta de materiais de
teste em fatias de dente (n = 298) apds 10 dias de cultura (MANOVA, P = 0,0001),
enquanto a restauragdo de cavidades dentinarias profundas preparadas (n = 30), com
produtos de teste, ndo resultou em uma quantidade significativa de lesdo pulpar
(MANOVA, P=0,287). Na ordem de classificagdo de causar lesdo pulpar, os materiais
de teste do mais para o menos destrutivo celular foram; Acido salicilico, hidroxido de
calcio, Kalzinol 6xido de zinco eugenol, amdlgama de alto merctrio, Prime & Bond,
Dycal, Sulfato de bario, Hypocal, Scotchbond, Calasept, Life e One-step. A cultura de
orgdos dentais, proporcionou um método de triagem de citotoxicidade para materiais
dentarios, apresentando uma semelhanca fisiologica mais prdxima com a situacao clinica
do que os métodos de triagem de cultura de células.

Orucogluo., et al., em 2008, avaliaram que o hidréxido de célcio [Ca (OH) 2] tem
sido amplamente utilizado como curativo antibacteriano intracanal de curto ou longo
prazo material apos tratamento endodontico. Em geral quando usado em endodontia, a
pasta de Ca (OH) 2 é composta por pd, um veiculo e um radiopacificador. Para fornecer

radiopacidade, o po6 de sulfato de bario (BaSO4) ¢ geralmente adicionado a pasta. Neste
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relato de caso, BaSO4: Ca (OH) 2 pds (proporcao 1: 8) e 4gua destilada foram misturados
e aplicado como material de curativo nos canais radiculares de dentes caninos e pré-
molares inferiores com dentes periapicais lesdes. No entanto, a pasta preparada foi
extrudada involuntariamente para a lesdo periapical durante a aplicagdo. O paciente foi
atendido 12 e 36 meses depois, em qual ponto a cicatrizagdo periapical foi avaliada. Neste
tempo, observou-se que a lesdo periapical apresentada desapareceu, mas manchas
radiopacas brancas foram vistas em o local onde os restos de hidroxido de célcio estavam
originalmente presentes. O relato de caso apresentado revela que quando a pasta de Ca
(OH) 2 que incluia BaSO4 era aplicado como um curativo intracanal e extrudado através
de a lesdo periapical associada a dentes despolpados, ndo teve nenhum efeito prejudicial.
No entanto, a cura pode demorar mais quando a pasta de Ca (OH) 2 incluindo BaSO4 ¢
usada.

Minotti., et al., em 2010, afirmaram que o hidréoxido de calcio ¢ a medicacao
intracanal mais consagrada atualmente, por ser biocompativel, exercer acdo anti-
inflamatoria e antimicrobiana e estimular processo de mineralizagao. Essas propriedades
derivam de sua dissocia¢do em ions calcio e hidroxila. Entretanto, o hidroxido de calcio
ndo possui radiopacidade que permita sua distingdo entre as estruturas anatomicas
adjacentes, sendo necessario associd-lo a uma substancia radiopaca. Esse estudo avaliou
o pH e a liberacdo de célcio de pastas de hidroxido de célcio associadas com diferentes
radiopacificadores. Quarenta dentes de acrilico com canais radiculares simulados foram
divididos em 4 grupos, de acordo com a substancia associada, G1: iodoformio, G2: 6xido
de zinco, G3: sulfato de bario, G4: pasta de hidroxido de cdlcio sem radiopacificador.
Apds o preenchimento, os acessos foram selados e os dentes imersos em agua Mili-Q.
Apos 3, 24, 72 horas, 7, 15 e 30 dias, os dentes foram removidos e o liquido analisado
empregando espectrofotometro de absor¢@o atdmica para o calcio e pHmetro. A andlise
do pH revelou diferengas significantes (P < 0.05) entre os grupos apenas nos periodos de
3 he 7 d Todas as pastas apresentaram pH alcalino e liberacdo de ions calcio. Os

radiopacificadores nao interferiram negativamente na liberacéo idnica.

8. MATERIAIS E METODOS
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Este estudo ndo foi submetido a apreciacio do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade de Passo Fundo, por ndo envolver o uso de dentes humanos.

Neste experimento, foram utilizadas células 1929, que sdo culturas continuas de
fibroblastos de gengiva, provenientes da American Type Culture Collection (ATCC),
gentilmente cedidas pelo Laboratdrio de Virologia da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC, Lajes, SC, Brasil). Para a manutenc¢ao 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, Sdo Paulo, SP, Brasil) em
frascos de cultura de 75 cm? mantidos em atmosfera umidificada a 37° C e 5% de CO?.
Nao foram utilizados antibidticos ou antifungicos durante a manutencao da cultura celular
e/ou experimentos.

Para avaliacdo da citotoxicidade celular, foi realizado o ensaio com brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium ou MTT (Sigma-Aldrich), que corresponde a
um teste colorimétrico utilizado para avaliar a viabilidade celular. No dia anterior ao
ensaio, as células .929 foram tripsinizadas, contadas e distribuidas em placas de 96 pogos
na concentra¢do de 1x10° células por poco. O meio para a realiza¢do dos experimentos
foi o DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), enriquecido com 5% de soro fetal bovino.

Ap6s a incubagio, durante 24 horas a 37° C em estufa com 5% de CO?, foi realizada
a observacgdo da confluéncia do tapete celular através da visualizagdo em microscopio
invertido. A seguir, o meio DMEM foi retirado por aspiracdo e 100 ulL das seguintes
solucdes foram adicionadas: para o ISO 10993, os controles devem ser inertes podendo
ser utilizados os meios usados na extracdo. Além do meio de cultura controle negativo,
foram testadas a Pasta Guedes-Pinto, Pasta Oxido de Zinco e Eugenol, Pasta Calen e a
Pasta Experimental, sendo incubadas no periodo de tempo de 1 hora, a uma concentragdo
de 50 mg/ml. A Pasta Experimental foi composta por hidroxido de calcio, clorexidina,
sulfato de bario, sulfato de neomicina, imidazolidinil uréia, hidroxipropimetilcelulose e
acido cloridrico.

Apds o tempo de incubagdo, os pocos foram lavados com 200 pl de PBS estéril a
temperatura de 37°C, e foram adicionados 50 mL da solu¢do de MTT (1 mg/mL em meio
DMEM), para incubag¢do pelo periodo de 4 horas. Posteriormente, o MTT foi
cuidadosamente retirado evitando a danificacdo das células e foram adicionados 100 mL
de dimetilsulfoxido (DMSO) para solubilizagdao dos cristais de formazam. Também foi

adicionado o DMSO em pogos vazios para o calculo do branco. A placa foi colocada em
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um agitador durante 10 minutos de incubagdo e a absorbancia foi, entdo, mesurada em
filtro de 490 nm.

Ressalta-se que todos os experimentos foram realizados em triplicata e as porcentagens
de viabilidade celular foram calculadas em relagdo 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 anadlise estatistica realizou-se por meio do teste One Way ANOV A seguido de Post

hoc de Tukey (0=0,05).

9. RESULTADOS

A média e desvio padrio da taxa percentual de viabilidade celular apds tratamento com
os protocolos testados estdo descritos na Tabela 1. A maior taxa de viabilidade celular foi
observada nos grupos controle, Pasta Guedes-Pinto e Pasta Experimental, sendo
estatisticamente diferente dos demais grupos (p<0,05), sem diferenca estatisticamente

significante entre si (p>0,05).

Tabela 1 - Média e desvio padrio da taxa percentual de viabilidade celular apds
tratamento com os protocolos testados

Grupos Viabilidade celular (%)
Controle 100.00 (2.58) *
Pasta Guedes-Pinto 100.00 (2.54) *
Pasta Oxido de Zinco ¢ Eugenol 30.38 (1.31)°
Pasta Calen 56.76 (5.27) ¢
Pasta Experimental 96.39 (2.02) ®

** Letras diferentes, na coluna, representam diferenca estatisticamente significante
(p<0.05).
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10. DISCUSSAO

A polpa, diante de um fator agressor, apresenta reac¢des inflamatdrias ou
degenerativas. Estas dependem do tipo, da frequéncia e da intensidade do agente irritante,
assim como da resposta imune do paciente. Se o agente agressor ndo for removido, a
polpa alterada ficara calcificada ou necrosada (LEONARDI ef al., 2011). Os primeiros
estudos indicaram principalmente a presenca de bactérias anaerdbias facultativas, mas
ndo conseguiram isolar microorganismos anaerobicos obrigatdrios. Com o avango das
técnicas anaerobias, foi revelado que os anaerdbios obrigatdrios predominavam nos
canais radiculares infectados e constituiam até 90% ou mais da flora. Bactérias isoladas
de polpas necroticas eram frequentemente dos géneros Porphyromonas, Prevotella,
Fusobacterium, Streptococcus, Peptostreptococcus, Lactobacillus e FEubacterium
(CHEUNG et al., 2001).

O preparo e desinfec¢do do canal radicular visa remover tecido organico e
inorganico de dentro do canal radicular, reduzir o numero de microrganismos, neutralizar
endotoxinas dentro da dentina e preparar o canal radicular para a obturagdo adequada. O
preparo ¢ a desinfec¢do atuam tanto fisica quanto quimicamente no limen do canal
radicular, tentando remover o maximo possivel de material infectado, mas também atuam
na dentina circundante e em todos os seus componentes, incluindo os tibulos dentinérios.
O processo quimico-mecanico tenta remover o biofilme aderente, bem como os
microorganismos e seus subprodutos (HULSMANN et al., 2013).

O objetivo principal do procedimento de pulpectomia em dentes deciduos ¢
preencher a raiz em toda a sua extensdo, sem sobre extensdo ou sub-preenchimento e
evitar a criagdo de espacgos vazios ou lacunas na pasta. O prognodstico da terapia pulpar
em dentes deciduos depende da qualidade do material obturador e da técnica de
obturagdo. A adaptagdo adequada do material obturador do canal radicular diminui a
chance de crescimento de microorganismos, reinfeccdo devido a criagdo de vazios e
minimiza a desvantagem potencial de preenchimento excessivo, como rea¢ao de corpo
estranho ou deflexdo do dente permanente ndo irrompido (SIJERIA, ef al., em 2018).

A nova pasta obturadora de dentes deciduos foi formulada a base de: Hidréxido
de Cdlcio, Clorexidina, Sulfato de Neomicina e Sulfato de Bario devido a seguintes

caracteristicas dos componentes:
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A propriedade biologica do hidréxido de calcio se deve a ativacdo da fosfatase
alcalina pela elevag¢do do pH (entre 8.6 e 10.3) produzido pela dissociacdo i6nica. Essa
enzima tem a capacidade de induzir os ions fosfato a reagirem com os ions cdlcio,
formando precipitados de fosfato de célcio (hidroxiapatita), fato que caracteriza o
processo de mineralizacdo. Os fons hidroxila difundem-se pela dentina, elevando o pH
do meio até valores que chegam a 12.6, produzindo um ambiente alcalino, o que favorece
a atividade antimicrobiana do hidréxido de calcio e possibilitando a ativagcdo da fosfatase
alcalina, uma enzima fundamental para o processo de reparo dsseo (BARRETO et al.,
2005).

A Clorexidina possui pH de 5 a 8, sendo a faixa entre 5 e 7 a de maior eficacia
antibacteriana (ZERELLA et al., 2005). A formula gel da clorexidina possui baixa
toxicidade aos tecidos periapicais; ela se adere as paredes do canal radicular e aos tubulos
dentinarios mantendo o agente ativo e sua atividade antibacteriana residual na superficie
da dentina apds uma semana de exposi¢ao da sua exposi¢do; também ¢ soluvel em agua,
facilitando sua remog¢ao (BASRANI et al,, 2004., FERRAZ et al., 2001).

A neomicina que pertence a familia dos antibioticos aminoglicosideos contendo
desoxistreptamina. E amplamente utilizada para infeccdes bacterianas, visando a maioria
das bactérias gram-negativas e algumas bactérias gram-positivas (SUN, et al,, 2019). Em
um estudo de Pastore, et al. (1995), foi avaliado o efeito toxico de trés potenciais produtos
quimicos de sensibilizacdo por contato nas concentragdes utilizada, o sulfato de
neomicina (0,004-0,32%) ndo apresentou citotoxicidade relevante ou perturbacido da
membrana.

Para fornecer radiopacidade, o pd de sulfato de bario (BaSO4) é geralmente
adicionado a pasta (ORUCOGLUO et al., 2008). Minotti, et al. (2010), avaliaram o pH e
a liberagdo de calcio de pastas de hidroxido de célcio associadas com diferentes
radiopacificadores, A analise do pH revelou diferencas significantes (P < 0.05) entre os
grupos apenas nos periodos de 3 h e 7 d. Todas as pastas apresentaram pH alcalino e
liberagdo de ions calcio. Os radiopacificadores ndo interferiram negativamente na
liberagdo idnica.

O ensaio colorimétrico desenvolvido por Mosmann e modificado por Edmondson
et al. (1998), foi usado como teste para a avaliagdo da citotoxidade. Segundo Denizot et
al. (1986), a técnica original tem vdarias limitagdes técnicas, nomeadamente uma
sensibilidade inferior ao ideal, um fundo variavel devido a precipitacdo da proteina ao

adicionar um solvente organico para dissolver o produto de formazano azul e uma baixa
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solubilidade do produto. A principal vantagem do ensaio MTT sobre outros ensaios
rapidos de corante, € que avalia a viabilidade e proliferacdo com base no estado funcional
da célula mitocondrias. A versatilidade do ensaio MTT foi demonstrado em aplicagdes
para a quantificacdo de linfocinas citotdxicas e inibidoras de crescimento e para o
isolamento e caracterizacdo de antiproliferativos anticorpos monoclonais dirigidos pela
superficie celular. Esta versatilidade permite a diferenciagdo entre anticorpos
monoclonais citostaticos e citotoxicos. Sua simplicidade, reprodutibilidade, economia e
versatilidade tornou o ensaio MTT o mais vantajoso para testes de toxicidade e para
aplicagdes de cultura de células de rotina (EDMONDSON et al., 1988).

Em um estudo de Silva, ef al. (2010), que avaliou a resposta dos tecidos apicais e
periapicais de dentes de cdes apos o preenchimento de canais radiculares com diferentes
materiais, pode-se observar que no grupo formado por Oxido de Zinco e Eugenol
apresentou regido periapical alterada e espessamento do ligamento periodontal com
presenga de células inflamatdrias e edema. Huang, et al. (2007), compararam os efeitos
de diferentes materiais utilizados em obturagdes primdrias do canal radicular na
viabilidade celular de linhagens celulares de osteosarcoma humano. Utilizando ensaio
colorimétrico de brometo de tetrazdlio (MTT) em linhas celulares de osteosacorma
humanas, observou-se o Oxido de Zinco + Eugenol apresentou a menor taxa de sobrevida.

Ao avaliar a genotoxicidade através do ensaio MTT, da Pasta Calen, apos 24h e
72h, observou-se que causou danos no DNA em ambos os testes (PIRES et al., em 2016).
Isso pode ser explicar pelo eugenol, presente na composicdo da pasta Calen, em um
estudo de ESCOBAR-GARCIA, et al., (2016) que avaliou as concentragdes de eugenol
nas quais ocorre toxicidade em fibroblastos de polpa dentaria humana de dentes deciduos,
mostrou que os resultados dos testes tiveram efeitos toxicos sobre os fibroblastos da polpa
dentaria, em todas as concentracdes, mesmo em naquelas muito baixas de eugenol (0,06
uM).

Segundo Mello-Moura, ef al. (2011), a pasta de Guedes-Pinto (GPP), tornou-se o
material de escolha para a terapia endoddntica de dentes deciduos na maioria das escolas
de odontologia. GPP ¢é um composto de 3 medicamentos: Rifocort (pomada
dermatoldgica), paramonoclorofenol canforado (PMCC) e iodoférmio, alteragdes na
propor¢ao dos componentes podem modificar as propriedades bioldgicas e aumentar a
sua toxicidade.

No presente estudo nao foi observada citotoxicidade em relagdo a pasta Guedes

Pinto. Em um estudo de Lacativa, et al. (2012), pela técnica do implante intra-dsseo, a
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pasta Guedes Pinto, um dos materiais mais utilizados na terapia pulpar em
odontopediatria, também foi avaliada, e induziu pouca ou nenhuma inflamag¢do no
periodo de observacdo de quatro semanas, e apresentou niveis aceitaveis de
biocompatibilidade nos dois periodos analisados. Porém, em um estudo de Soekanto, et
al. (1996), que avaliou a toxicidade paraclorofenol canforado (componente da pasta
Guedes-Pinto), e outros componentes, confirmou a citotoxicidade do PMCC em relagdo
aos demais.

A pasta experimental apresentou auséncia de toxicidade, entre as possiveis razdes
estd a escolha de seus componentes. Os materiais a base de hidroxido de calcio, sdo
biocompativeis e apresentam propriedades antimicrobianas, anti-inflamatodrias,
estimulantes da formacdo de dentina esclerosada, de tecido dsseo mineralizado além de
proteger a polpa contra estimulos termoelétricos e téxicos (LAVOR et al., 2017). A
clorexidina apresenta biocompatibilidade, ndo sendo irritante aos tecidos periapicais,
além de possuir substantividade, isto ¢, tem efeito antimicrobiano residual (BONAN, et
al., 2011). A citotoxicidade do sulfato de neomicina in vitro foi avaliada, através do CCF
as células foram cultivadas em meio contendo diferentes concentragdes de sulfato de
neomicina e o numero de células viaveis foram medidas. Os resultados indicam que o
sulfato de neomicina, em doses de 100 a 1000 umol/L, ndo afetam a atividade das células
CCF, indicando que ndo ha feitos citotoxicos do sulfato de neomicina em baixas doses
(SUN et al., 2018). E o sulfato de bario utilizado como radiopacificador, € considerado
um membro dos grupos de particulas pouco soluveis (PSP) ou de baixa toxicidade pouco
solavel (PSLT) (KONDURU et al., 2014).

Um material de preenchimento endodontico ideal para dentes deciduos deve ter
varias propriedades que o tornam adequado para uso. Deve ter uma taxa de reabsorc¢io
semelhante a da raiz primadria, ser inofensivo para os tecidos periapicais e germe de dente
permanente, reabsorver prontamente se pressionado além do apice e fluir facilmente para
a anatomia complexa dos canais radiculares primdrios. Ele também deve ter fortes
propriedades anti-sépticas para evitar a contaminacio durante a manipulagio e para inibir
o crescimento de microorganismos (PILOWNIC et al, 2017). Ainda n3o existe no
mercado um material obturador para dentes deciduos que alcance todas essas
propriedades. A Pasta Experimental através dos estudos realizados até entdo, conseguiu
alcancar os objetivos propostos devido as caracteristicas dos seus componentes. Seria
interessante realizar estudos clinicos para obter resultados mais concretos dentro da

pratica odontoldgica.
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11. CONCLUSAO

Diante das limitacdes do presente estudo, foi possivel concluir que a Pasta

Experimental apresentou auséncia de citotoxicidade.
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