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RESUMO

Objetivo: Avaliar o efeito citotéxico de diferentes concentracées de hipoclorito de sédio sobre uma cultura de células de osteoblastos huma-
nos (linhagem HOB).

Métodos: Culturas confluentes de osteoblastos humanos (linhagem HOB) foram obtidas em meio de Dulbecco modificado, suplementado
com 10% de soro fetal bovino e submetidas a incubacées com hipoclorito de sédio (concentracdes de 0,5; 1,0; 2,5 e 5,25%) durante trinta
segundos. O grupo controle foi representado por células incubadas em fosfato de potéssio. A avaliacdo da viabilidade celular foi realizada
através do teste de excluséo com azul de Trypan, em triplicata. Durante o periodo de incubacdo, imagens foram registradas através de um
microscépio éptico invertido, para avaliagéo da morfologia celular.

Resultados: Verificou-se que no grupo controle havia 98,7% de células vidveis, morfologicamente normais, enquanto que nos grupos experi-
mentais, células vidveis ndo foram observadas. A cinética de citotoxidade seguiu tendéncia dependente da concentracéo.

Concluséio: O hipoclorito de sédio nas concentracées 0,5; 1,0; 2,5; 5,25%, incubado por trinta segundos em cultura de osteoblastos huma-
nos é citotdxico.

Termos de indexacdo: hipoclorito de sédio; irrigantes do canal radicular; osteoblastos; toxicidade.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the cytotoxic effect of different amounts of sodium hypochlorite, on a culture of human osteoblastos (HOB) cells.

Method: Cultures of human osteoblasts (HOB) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% of bovine fetal serum
were incubated in sodium hypochlorite (concentrations of 0.5; 1.0; 2.5 and 5.25%) for thirty seconds. The control group was represented by cells
incubated in phosphate buffered saline (PBS). Cell viability was assessed by means of 0.4% trypan blue dye exclusion fest, in triplicate. During the
incubation period, images were recorded through an inverted optic microscope to evaluate the cellular morphology.

Resulfs: In the control group 98.7% of viable cells were verified, without morphology alterations, while no viable cells were observed in the
experimental groups. The kinetics of cytotoxity was concentration-dependent.

Conclusion: It was concluded that there was a cytotoxic effect on cultures of human osteoblasts incubated for thirty seconds in sodium hypochlorite
in all concentrations (0.5; 1.0; 2.5 and 5.25%).

Indexing terms: sodium hypochlorite; root canal irrigants; osteoblas; toxicity.

INTRO DU(; AO bem como a remocao da swear layer e demais detritos, também

presentes nos canais radiculares'. Entre as principais substancias

quimicas auxiliares empregadas nesse procedimento, destaca-se

O sucesso da terapia endodontica depende muito do o Hipoclorito de Sédio (NaClO). O NaClO tem sido ampla-
procedimento de limpeza dos sistemas de canais radiculares, o0 mente utilizado, tanto no tratamento endodontico de dentes de-
qual, por sua vez, objetiva a redugio de microorganismos pre-  ciduos como nos permanentes na etapa de limpeza dos canais®.
sentes na luz dos canais e na por¢io mais supetficial dos tibulos Dentre as acoes do NaClO destacam-se sua

dentindrios, no tratamento de dentes com polpas infectadas, ou capacidade de digerir matéria organica, ser bactericida,

a manutengao da assepsia durante o tratamento de dentes vitais, g0 ocer a remocio da smear layer ¢ os detritos, remover
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gorduras através do processo de saponificagdo e reatividade a
Calcio'. Esta ultima propriedade promove desmineralizagio,
facilitando a abertura dos tibulos dentinarios®, clareamento
do substrato dental e neutralizacio dos metabdlitos
bacterianos. Essas propriedades, somadas ao baixo custo da
solucdo, fazem do NaClO o irrigador de primeira escolha
durante o tratamento endododntico. Contudo, nao existe
consenso sobre sua concentragdo ideal, principalmente
considerando a efetividade na desinfeccao dos canais
radiculares e o potencial téxico. O NaClO a 5,25%
apresentou esterilizacio imediata® e dissolucio de tecido
necrético’. Contudo, resultados negativos sio apontados,
no que tange a toxidade, levando as recomendaces
para diluicdo a menores concentracdes’. Clinicamente, a
utilizagdo do NaClO a 3%, como controlador da hemorragia
em pulpotomias de dentes deciduos, apresentou resultados
favoraveis, sem evidéncias de alteracido pulpar’. Contudo, a
dilui¢io do NaClO reduz tanto a capacidade antimicrobiana®
quanto a de dilui¢io de tecido organico’. Outros estudos
in vitro nao encontraram diferencas na desinfeccio obtida
pelo NaClO nas concentragdes de 1%, 2,5% e 5,2%°
assim como entre 0,2% e 2%’ e, clinicamente, entre o
NaClO a 0,5% e a 5%'". De acordo com Siqueira et al.",
a frequéncia e o volume de irrigacio podem compensar o
efeito da concentracio. Contudo, Brisefio et al.'? relataram
maior eficacia na desinfeccdo apéds utilizagdo do NaClO a
2%, quando comparado aquela que se obtém a 1%. Para
estes autores, o cfeito esta relacionado a maior rapidez de
dissolucio tecidual, obtida pelas solu¢oes mais concentradas.
Outros estudos ja haviam demonstrado que a capacidade
antimicrobiana e de dissolu¢io de matéria organica sio
concentracio-dependente, ou seja, maior concentra¢io
maior desinfeccio e dissolucao®’.

A determinacio da concentracio ideal seria, entdo,
aquela que combina maximo efeito antimicrobiano e menor
toxicidade'”. Tanto em dentes vitais quanto nio vitais, casos
de extrusio da solugdo irrigadora ocorrem, ainda que o
dente seja completamente maduto e com apice intacto'.
Assim, a avaliacio do potencial de citotoxicidade ¢é de
grande relevancia na selecio de um irrigante para os canais
radiculares. Considerando que o tratamento endodéntico
pode envolver dentes permanentes jovens, nos quais o forame
nao esta completamente formado, ou dentes deciduos em
que a regido apical pode apresentar-se reabsorvida devido ao
processo fisiolégico de esfoliagdo, a avaliagdo do potencial
citoxico do NaClO ¢ imperiosa para garantir a seguranc¢a do
procedimento. Ante ao exposto, torna-se importante analisar
os efeitos citotoxicos causados por diferentes concentracdes
de hipoclorito de sédio.
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METODOS

Cultivo celular

Para o ensaio de citotoxidade, culturas confluentes de
osteoblastos humanos (linhagem HOB)'" foram obtidas em
meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado
com 10% de soro fetal bovino®®, em garrafas de plistico de
25cm?* (Falcon, New Jersey, EUA). As células resultantes
foram separadas por adi¢io de 0,25% tripsina (Sigma, St.
Louis, EUA) por cinco minutos a 37°C. Para inativagao da
tripsina, foram adicionadas gotas de soro as garrafas ¢ as
células em suspensdo foram transferidas para um tubo de
ensaio. Em seguida, as células foram centrifugadas por
cinco minutos (300 g) a 4°C e o sobrenadante descartado. O
precipitado foi ressuspenso em 2ml de DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Aliquotas de 100ul foram
retiradas para avaliacio da densidade e viabilidade celular. Para
tanto, utilizou-se contagem em hemocitometro, ajustando
a densidade para 1x10° células/ml, que foram inoculadas
em garrafas de cultura de células, acrescentando-se 7ml de
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. As
culturas foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,
pot 48 hotas, até formatem monocamadas'.

Ensaio de citotoxidade

Decorridas as 48 horas de cultivo, o meio de cultura
foi retirado, as células lavadas em 0,145M NaCl tamponado
em 0,01M fosfato de potassio (PBS) e submetidas a incuba-
¢oes com NaClO (concentracoes de 0,5; 1,05 2,5 e 5,25%).
Todas as solugbes foram prepatradas a partir de um estoque de
NaClO a 6,5% (VETEC, Sao Paulo, Brasil), utilizando como
diluente soluc¢do salina tamponada (PBS). As solu¢des foram
usadas imediatamente apds o preparo e titulagdo, para confir-
macao das concentragdes de cada solu¢io. Aliquotas de 1ml
de cada solu¢io de NaClO foram incubadas com as culturas
de células por trinta segundos’. O grupo controle foi repre-
sentado por células incubadas em tampao PBS.

Decorridos trinta segundos, realizou-se avaliagio da
viabilidade celulat, através do teste de exclusio com azul de
Trypan. Para tanto, as solu¢Ges foram aspiradas das garrafas
de cultura ¢ a elas foram acrescentados 4ml tripsina por cinco
minutos a 37°C". Em seguida, as células em suspensio foram
transferidas para tubos de ensaio e centrifugadas por cinco
minutos (800 g), a 4°C. O sobrenadante foi entdo descartado
e o precipitado ressuspenso em 1ml de DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino. Aliquotas de 1ml desta
solu¢do foram transferidas para tubos de ensaio, aos quais se
adicionou 500ul de solu¢do de azul de Trypan (0,4%)' pot
cinco minutos. A contagem de células marcadas ou ndo com
o corante foi realizada em triplicata.
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Microscopia dptica

Durante o contato com as diferentes concentracoes
de NaClO e com a solugao controle, imagens foram registra-
das através de um microscépio 6ptico invertido, acoplado a
uma camera fotografica, sob aumento de 400x.

RESULTADOS

Os resultados demonstraram que a viabilidade celular
das culturas tratadas com diferentes concentracdes de NaClO
foi diferente do controle. Assim, verificou-se que no grupo
controle havia 98,7% de células vidveis, enquanto que nos
experimentais, células viaveis ndo foram detectadas (Tabela
1). A cinética de citotoxidade seguiu tendéncia dependente
da concentragdo, ou seja, quanto maior a concentragdo mais
rapida foi a morte celular.

A microscopia éptica revelou que, apés incubagio
das células de osteoblastos humanos (linhagem HOB)
com NaClO, se observou imediato desprendimento das
células da garrafa de cultura, as quais nio se apresentavam
pleomoérficas (Figura 1A), passando a assumir formato
mais circular (Figuras 1B e 1C). Em seguida, constatou-se a
progressiva lise celular, até sua completa dissolucdo (Figura
1D), pouco antes de trinta segundos. No grupo controle,
as células observadas apresentavam-se morfologicamente
normais.

Tabela 1. Viabilidade celular (%) frente a cada uma das concentragdes de
NaClO testadas durante trinta segundos de incubagio.

Grupo Células viaveis (%o)
Controle 98,7
NaClO 0,5% 0

NaClO 1,0% 0
NaClO 2,5% 0
NaClO 5,25% 0

Figura 1. Efeito téxico do tratamento de células HOB com 0,5% NaClO
por trinta segundos. Fotomicrografias obtidas por microscopia
optica invertida (aumento original de 50x). A) Momento inicial
antes do tratamento com NaClO; B) Inicio da alteracdo da
morfologia celular; C) Inicio do desaparecimento das células e D)
Completa dissolu¢ao celular.
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Citotoxidade do hipoclorito de sédio

DISCUSSAO

Durante o tratamento endodontico, a fase de preparo
quimico-mecanico ¢ importante e combina a a¢do dos
instrumentos e utilizacdo de substincias quimicas auxiliares.
Embora estas solucdes devam se restringir ao canal radicular,
podem alcangar os tecidos petiapicais, 0 que torna imperioso
o conhecimento dos processos biolégicos que ocorrem entre
os tecidos e os materiais utilizados.

A compreensio dos processos celulares ¢ uma tarefa
dificil e os modelos experimentais iz vitro, como a cultura de
células, representam importante meio para estudo do efeito
toxico dos materiais dentarios'”. Estes estudos representam os
primeiros testes sobre a toxidade de um material e contribuem
para tornar as pesquisas, utilizando modelos animais, mais
seguras, o que parece ser de grande utilidade, considerando os
aspectos éticos da pesquisa. Ressalta-se que a limitacdo destes
testes deve ser considerada no momento da interpretacio
dos resultados, ¢ os experimentos desenvolvidos em cultura
celular n3o substituem aqueles desenvolvidos com outros
modelos experimentais. Indubitavelmente, a cultura celular é
mais sensivel aos efeitos téxicos das drogas do que a regido
periapical. In vivo, as células fagociticas, vasos sanguineos e
linfaticos diluem as substancias e possibilitam sua eliminagao,
o que ndo ocorre nos testes de citotoxidade'™.

Diversas sdo as metodologias para testes de

citotoxidade, MTT)",

incorporacio do vermelho neutro®, incorporagio da timidina

como reducio do tetrazodlio
tritiada®, dentre outras. A metodologia aplicada no presente
estudo constitui uma técnica rapida e de facil execugio, que
utilizou o teste de exclusido de células mortas com azul de
Trypan. Células vidveis sio impermedveis a este corante,
uma vez que sua penetracio na célula indica a perda da
integtidade de sua membrana®. Esta metodologia tem sido
empregada para avaliacio do efeito téxico de inumeros

materiais odontoldgicos®™

. A anilise complementar das
fotomicrografias permitiu a determinacio da morfologia
celular. Ambos os métodos sdo considerados simples e de
facil reprodutibilidade®.

O hipoclorito de sédio é uma solucido irrigante
bastante utilizada em Endodontia, tanto pela sua capacidade de
dissolver tecidos organicos quanto pelo seu efeito bactericida'.
Sobre as proteinas, ele exerce efeito desnaturante®, por isso,
em contato com os osteoblastos ¢ demais células, a primeira
porcio a sofrer os danos ¢ a membrana citoplasmatica, visto
que esta é composta pot proteinas dispostas entre a bicamada
lipidica. Desta forma, quando ha desnaturagido proteica a
camada de lipideos ¢ desfeita, desorganizando a membrana.

Os resultados obtidos
descritos na literatura, comprovando efeito toxico acentuado
do NaClO**. Pashley et al.” ji haviam demonstrado a
citotoxidade de varias dilui¢oes da solucio de NaClO a

corroboram os achados
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5%, empregando trés modelos de testes biologicos. Dentre
os testes realizados, observou que injecbes subcutineas
das diferentes concentracoes do NaClO provocaram
ulceragdes de pele nos animais, promovendo intensa resposta
inflamatéria. Estudos também defendem que a diluicdo
de NaClO a menotes concentraces reduz sua a¢do sobre
os tecidos, e consequentemente a citotoxidade’. Outros
estudos corroboram o presente trabalho, demonstrando
que, até mesmo em pequenas concentragoes como a 0,5%, o
NaClO tem efeito toxico sobte cultura de células eucariotas'®
e fibroblastos®. Como ji ressaltado, a interpretacdo dos
resultados de estudos 7z vitro deve ser cuidadosa, pois testes
de contato celular direto sao mais sensiveis que modelos
vivo. Pulpotomias realizadas em dentes deciduos de primatas®
e humanos®, utilizando o NaClO a 3%, nio apresentaram
evidéncias de necrose pulpar ou outras alteragbes, levando
a recomendacdo da utilizacio deste medicamento durante a
amputac¢do da polpa coroniria em pulpotomias®.

De acordo com Torneck™, a magnitude das reacdes
teciduais, frente as substancias utilizadas durante a terapia
endodontica, ¢ influenciada por alguns fatores como: a) tipo,
concentracdo e apresentacdo; b) quantidade ou volume da
solucdo empregada; c) método para levar a solugdo ao canal;
d) tamanho do forame apical, ) condi¢cdes do periodonto; f)
tempo de contato com a substancia e, g) suscetibilidade do
hospedeiro a injuria. Assim, a ampla utilizacio do NaClO
durante a terapia endodontica, tanto em dentes deciduos
como em dentes permanentes, requer alguns cuidados,
como a concentracio, volume e forma de utilizagio. Em
dentes deciduos, esses cuidados devem ser redobrados no
momento da irrigacio®, pois nesses dentes a regido apical
pode se apresentar aumentada, devido ao processo fisiolégico
de reabsorcido, facilitando o extravasamento da solucdo
irrigadora. Além disso, o germe do sucessor permanente
localiza-se®® intimamente na regiio de apice do deciduo,
sendo protegido apenas, em certos estagios, por uma delgada
camada de osso.

Sabe-se ainda que nesta regido ocorre constante
remodelacio dssea, com concomitante reabsorcio, com
os osteoclastos e formacao Ossea e com os osteoblastos.
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Assim, o extravasamento de NaClO pelo édpice pode
interferir no processo de neoformagao oéssea, ao agir
diretamente sobre osteoblastos responsaveis pela formag¢io
Ossea, podendo ocorrer também descalcificagio de uma
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alteracdes na sua formacido e maturacdo. Ao extravasar
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ser afetadas.

Dessa forma, apesar da ampla utilizacio do NaClO
como principal solugao irrigadora durante o preparo quimico-
mecanico dos canais radiculatres, os cuidados recomendados
na literatura cientifica devem ser adotados durante a sua
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CONCLUSAO

Considerando as limita¢oes deste trabalho quanto a
linhagem celular utilizada e metodologia empregada, pode-se
concluir que o NaClO, nas concentragdes 0,5; 1,05 2,5; 5,25%,
incubado por trinta segundos em cultura de osteoblastos
humanos ¢ citotdxico, apresentando efeito rapido e direto
sobre as células.
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