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LISTA DE ABREVIATURAS

°C - graus Celsius

% - percentagem

# - didmetro

pL - microlitros

BaSO;, - Sulfato de bério

BHI - brain heart infusion

Ca(OH);- hidréxido de calcio

CE - composicdo elementar

CFU- unidades formadoras de colonias
CHX - digluconato de clorexidina

CMD - desbridamento quimico-mecanico
DNA - &cido desoxirribonucleico
DMSO - dimetilsulféxido

DW - 4gua destilada

EDTA- &cido etileno diamino tetracético

E.faecalis - Enterococcus faecalis
Ei = espalhabilidade

GPCs - cones de guta-percha

H - horas
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H20 —4gua

HCI — &cido cloridrico

HPMC - Hidroxipropilmetilcelulose
IMIDA- Imidazolinidil ureia

Log- logaritmo

MET - microscopia eletronica de transmissao
MEYV - microscopia eletronica de varredura
mg - miligramas

mL- mililitro

min - minutos

MO - Micro-organismos

mPa- Mega Pascal

MTT - Tetrazdlio [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-

il)- 2,5 difenil tetrazolio]

NaCl - cloreto de sodio

NaOCI - hipoclorito de sodio
NaOH - hidroxido de sédio

OZ — 6xido de Zinco

OZE — Oxido de Zinco e Eugenol
PBM - preparo biomecanico

PBS — Phosphate-bufferid saline
PG — Pasta Guedes Pinto



pH - potencial de hidrogénio
PCA- plate count agar
PCR - reagdo em cadeia da polimerase

(p/p) — expressa 0 nimero de g de componentes em 100 g de
mistura.

(p/V) — expressa 0 nimero de g de um componente em 100
ml da solucdo

S-segundos

SCAP - células tronco da papila apical humana
TBS - caldo triptico de soja
TSA -agar triptico de soja

UFC — Unidades formadoras de col6nia
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RESUMO!

Este estudo teve como objetivo formular uma nova
pasta para obturacdo de dentes deciduos e avaliar as diferentes
propriedades desta pasta experimental composta por Hidréxido de
Célcio Ca(OH), Clorexedina (CHX), Sulfato de Neomicina e
Sulfato de béario (BaSO4). Apo6s a formulacdo da pasta
experimental, foram realizadas avalia¢cGes de ac¢do antimicrobiana
por meio de halo inibitério; e citotoxicidade por meio de ensaio
Tetrazolio [brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)- 2,5 difenil
tetrazélio] (MTT). Também foram feitas avaliagdes fisico-
quimcas de pH, espalhabilidade e radiopacidade. Para o
experimento principal, 60 dentes humanos unirradiculares
extraidos foram utilizados para a realizacdo da avaliacdo da acéao
antimicrobiana por meio da contagem de unidades formadoras de
colonias. Seis grupos de tratamentos foram realizados para todas
as avaliacbes, G1: Pasta Calen® (SSWhite, Séo Paulo, Brasil), G2:

Pasta Guedes Pinto (Manipulada Farmacia Buenos Ayres, Sao

! Janessa Luiza Engelmann
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Paulo, Brasil), G3: F1 (Ca(OH),, CHX, BaS0Q.), G4: F5 (Ca(OH).,
CHX, Sulfato Neomicina e BaSQOs), G5: Pasta OZE, G6: grupo
controle soro fisologico. Os dados obtidos foram submetidos a
analise estatistica, utilizando testes especificos para cada avaliagao.
Os resultados mostraram que a Pasta Experimental F5 apresentou
o0s melhores resultados nos testes avaliados, manteve bom aspecto
fisico visual sem alteragfes significativas no periodo de
acompanhamento. O pH da Pasta Experimental F5 manteve-se
alcalino. Quando comparadas as médias de espalhabilidade os
dados encontrados neste estudo sugerem que a Pasta Experimental
F5 comparada a pasta comercial Calen®, que também é uma pasta
a base de hidroxido de célcio que é disponibilizada pronta para uso,
ndo havendo diferenca estatistica entre elas. Em relagdo a
radiopacidade apresentou resultado superior a Pasta Calen®,
alcangando o valor de 9,4mm/Al. As pastas experimentais
apresentarem maior taxa de viabilidade celular juntamente com a
Pasta Guedes Pinto. A maior média de halo inibitorio foi observada
pelas Pasta Experimental F5> Pasta Experimental F1> Pasta
Guedes Pinto > Pasta Calen® > OZE. Todos 0s grupos
apresentaram diferenca estatistica entre a coleta inicial e final no
experimento de UFC’s e nas analises comparativas demonstraram
gue ndo houve significancia estatisticamente entre 0s grupos
experimentais; a0 comparar 0S grupos experimentais ao controle

houve significancia estatistica sendo Calen®/ Controle (p<0.01);
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Pasta Guedes/ Controle (p<0.01); Pasta Experimental F1/ Controle
(p<0.01); Pasta Experimental F5/ Controle (p<0.01) e OZE /
Controle (p<0.01). Conclui-se que a Pasta Experimental F5 possui
acdo antimicrobiana contra E. faecalis, ndo sendo citotoxica,
mantendo seu pH alcalino durante o estudo, espalhabilidade

semelhante a Pasta Calen® e radiopacidade superior.

Palavras-chave: Clorexidina, Ca (OH)., Endodontia,
Dentes deciduos
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ABSTRACT?

This study aimed to formulate a experimental filling paste
for primary teeth and evaluate the properties this paste composed of
Calcium Hydroxide (Ca(OH),, Chlorhexidine (CHX), Neomycin Sulfate
and Barium Sulfate (BaSOs). Afterwards the experimental paste
formulation, biological evaluations were carried out: antimicrobial action
through inhibitory halo; and citotoxicity through MTT assay. Also physical
chemical properties: pH, spreadability and radiopacity. For the main
experiment, 60 extracted single-rooted human teeth were used to evaluate
the antimicrobial action by counting colony forming units. 6 treatment
groups were performed for all evaluations G1: Calen Paste® (SSWhite,
Séo Paulo, Brazil), G2: Pasta Guedes Pinto (Compounding - Farmacia
Buenos Ayres, Sdo Paulo, Brazil), G3: F1 (Ca(OH),, CHX, and BasO.),
G4: F5 (Ca(OH);, CHX, Neomycin and BasO4), G5: OZE Paste, G6:
Control group. The data obtained were submitted to statistical analysis,
using specific tests for each evaluation. The results of monitoring that the
physical visual Pasta Experimental F5 showed the best results in the tests,
maintained significant changes in the period. The pH of Experimental F5
Paste remained alkaline. A variety of materials such as studies of an
Experimental F5 Paste was also found in a hydroxide-based paste of

material that is made available for use, with no difference between them.

2 Janessa Luiza Engelmann
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To radiopacity, it presented a better result than Calen® Paste, reaching a
value of 9.4mm/Al. Experimental Pastes show the highest rate of cell
viability with a Guedes Pinto Paste. The highest inhibitory halo average
was observed for Experimental Paste F5 > Experimental Paste F1 > Guedes
Pinto Paste > Calen® Paste > OZE. All groups showed a statistical
difference between the initial and final collection in the CFU's experiment
and the comparative analyzes showed that there was no statistical
significance between the experimental groups; when comparing the
experimental groups to the control there was statistical significance being
Calen® [/ Control (p<O0 .01); Guedes/Control Folder (p<0.01);
Experimental F1 Paste /Control (p<0.01); Experimental F5 Paste /Control
(p<0.01) and OZE/Control (p<0.01). It is concluded that the Experimental
F5 Paste has antimicrobial action against E. faecalis, not being cytotoxic,
maintaining its alkaline pH during the study, spreadability similar to

Calen® Paste and superior radiopacity.

Keywords: Chlorhexidine, Calcium Hydroxide,
Endodontic treatment, Primary teeth
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1.INTRODUCAO

O sucesso do tratamento endodéntico em dentes deciduos
depende de varios fatores que devem ser levados em consideragao
no momento da indicagdo do tratamento. Dentre eles, as
particularidades e 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 e consequentemente o controle da microbiota;
proximidade com germe do dente permanente; zonas de reabsorgéo
fisioldgica nem sempre visiveis radiograficamente pelo fato das
radiografias periapicais serem bidimensionais, e ainda, condigdes
relativas a0 manejo comportamental de pacientes pediatricos.
(ANTONIAZZI et al., 2015; FERREIRA et al., 2010).

Levando em consideracdo as particularidades da denticao
decidua, a remogdo de tecido pulpar radicular irreversivelmente
inflamado ou necrético, limpeza e desinfeccéo do sistema de canais
utilizando soluces irrigadoras e substancias auxiliares na limpeza
que sejam compativeis, e o preenchimento final dos canais com um
material adequado, faz parte do processo da endodontia de dentes
deciduos (CASSOL et al., 2019; LOPES, SIQUEIRA, 2004,
THOMAZ et al., 1994).
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A obturacdo dos dentes deciduos € considerada fundamental
para o sucesso do tratamento endodontico. 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;
guando extravasado ndo provocar danos aos tecidos periapicais e
ao desenvolvimento do germe do dente permanente, e ainda nédo
causar alteracdo da coloracdo das estruturas dentarias,
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).

N&o existe na literatura uma concordancia sobre o protocolo
e material obturador ideal para o processo de endodontia de dentes
deciduos, bem como os materiais existentes ndo preenchem todos
0s requisitos desejaveis para um material obturador satisfatério. A
pasta OZE vem sendo substituida por ter limitagdes no uso e por
ser associado a danos quando extravasado aos tecidos periapicais,
desencadeando reacdes inflamatorias de corpo estranho e desvio da
posicdo natural na erupgdo 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 célcio tém répida reabsorcéo e baixa radiopacidade
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(CASSOL et al., 2019); as pastas iodoformadas tem odor forte e
caracteristico, possibilidade de alteracdo de cor das estruturas
dentarias e potencial alergénico (REZENDE et al., 2002).

No Brasil, a Pasta lodoformada mais utilizada é a Pasta
Guedes Pinto, que tem necessidade manipulacdo no momento do
uso, que além de dificultar o processo, pode gerar alteracdes na
proporcdo dos componentes modificando as propriedades
biolégicas e aumentando sua toxicidade (MELLO-MOURA et al.,
2011), além disso, a pomada usada na sua composicédo, Rifocort®,
ndo estd mais disponivel para comercializagao estando disponivel
apenas em farmacia de manipulagdo, elevando seu custo e
dificultando o acesso a mesma (ANTONIAZZI et al., 2015)

Estudos 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).

Dentre 0s componentes presentes nas pastas ja
comercializadas, as pastas a base de hidroxido de célcio sdo
indicadas como material obturador na endodontia de dentes
deciduos por suas propriedades benéficas e sua atividade
antimicrobiana, devido a dissociacdo ibnica dos ifons calcio e

hidroxila, sua baixa toxicidade, seu pH, solubilidade, propriedades
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antibacterianas, antifingicas e propriedades de biocompatibilidade
(CASSOL et al., 2019; QUEIROZ et al., 2011; QUEIROZ et al.,
2009, RANLY; GARCIA-GODOY, 2000). O componente
hidréxido de calcio atua também sobre os tecidos vitais e € capaz
de induzir o reparo periapical através da deposicdo de tecidos
minerais e 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 de dentes permanente ha muito tempo, especialmente
por sua acdo antimicrobiana, tendo essa substancia uma
caracteristica peculiar, a substantividade, que promove atividade
antimicrobiana residual a dentina. E um efetivo agente
antimicrobiano contra patdégenos endodénticos e biocompativel
com os tecidos dentais (FERRAZ et al., 2001., MOHAMMADI &
ABBOTT, 2009). Estudos tem sugerido a associacdo entre
clorexidina e hidréxido de calcio com o intuito de aumentar a
atividade antimicrobiana do hidréxido de calcio. A presenca de
CHX acrescenta substantividade a formulagdo, devido a sua
capacidade de adsorcéo e liberacdo lenta de moléculas ativas para
os tecidos dentarios, podendo a clorexidina manter o canal livre de
microrganismos, mesmo depois de ser removida do canal (GOMES
et al., 2006).
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Os componentes do Otosporin® sdo hidrocortisona
(corticéide), sulfato de neomicina e sulfato de polimixina B
(antibidticos) que sdo usados associadamente na composi¢do. Essa
associagdo promove uma diminuicdo da magnitude da reacdo
inflamatdria, causada pelo ato cirdrgico e pelo uso de substancias
quimicas. Esta indicada como curativo de demora em casos de
sobre instrumentacdo e de periodontite apical aguda de etiologia
traumatica ou  quimica (RUIZ et al.  2002).
Otosporin® reduz a vasodilatacdo, diminui a exsudacéo de liquido,
e também apresenta uma ag&o direta vasoconstritora sobre 0s vasos

sanguineos pequenos (SILVA et al. 2004).

O Sulfato de neomicina, componente utilizado no
Otosporin® ¢ um antibiético aminoglicosideo de amplo espectro
descoberta em 1949, produzida pelo
actinomiceto Streptomyces fradiae. E usado para tratar algumas
infeccOes de pele, hepaticas ou intestinais e em profilaxia pré
cirtrgica. 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 microrganismos gram-positivos que sao
inibidos incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis ( WAKSMAN, et al.1949).

O Sulfato de bério (BaSO4) é um dos radiopacificadores da

guta percha que vem sendo utilizada como material obturador de
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canais radiculares desde 1847. (NASCIMENTO et al., 2010.) A
radiopacidade é uma propriedade fisica desejavel aos materiais
obturadores utilizados em endodontia, tendo em vista que permite
a visualizacdo radiografica dos mesmos, possibilitando a
verificacdo da qualidade do preenchimento do canal radicular e a
observacéo do limite apical de obturagéo (VEIGA et al, 2017). O
sulfato de bario (BaSO.) é 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).

O conservante imidazolidinil ureia é um conservante
altamente efetivo, biodegradavel. Tem uma ampla faixa de
atividade contra bactérias Gram positivas, Gram negativas e
fungos. Estavel em amplo intervalo de pH (3,0 — 9,0). A sinergia
existente entre imidazolidinil ureia e parabenos permite a obtencdo
de um sistema conservante efetivo contra bactérias, fungos e
leveduras (HOWARD, PAYE & BARELA, 2009; CORREA,
2005).

O Gleo de silicone é qualquer siloxano polimerizado liquido
com cadeias laterais organicas. Esses polimeros sdo de interesse
comercial por causa de sua estabilidade térmica relativamente alta
e pelas suas propriedades de lubrificagdo (MORETTO et al., 2000).
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O écido cloridrico ¢ amplamente utilizado como agente
acidificante em uma variedade de preparacfes farmacéuticas e
alimenticias, pode ser utilizado para reducéo de pH do hidréxido
de célcio (LEWIS, 1980.; SWEETMAN, 2009).

A hidroximetilpropilcelulose (HPMC) é considerada
farmacologicamente como um agente de revestimento; agente
emulsificante; agente estabilizador; agente espessante; agente de
aumento de viscosidade. A hidroxipropilcelulose é amplamente
utilizada como excipiente em uso oral e formulacdes farmacéuticas
topicas. Também ¢é amplamente utilizado em cosméticos e
produtos alimenticios. A hidroxipropilcelulose é geralmente
considerada como um material atdéxico e ndo irritante. N&o
apresenta irritacdo da pele ou pele sensibilizagdo. As reagdes

adversas a hidroxipropilcelulose sdo raras (ROWE et al., 2009).

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.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A busca por protocolos endod6nticos 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 atuacdo Endodontia, os avangos e inovacBes sao
constantes, e existem protocolos bem embasados e seguros. Ja na
endodontia de dentes deciduos, essa evolugdo ndao ocorre na mesma
intensidade e ndo existe no Brasil um protocolo estabelecido para
esta finalidade (JOE EDITORIAL BOARD, 2008; 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 obturacdo de dentes deciduos. Novas
associagdes tém sido propostas e estudos conduzidos com o intuito
de avaliar a seguranca e eficacia também dos medicamentos que ja
vem sendo utilizados (ANTONIAZZI, et al., 2015).

As formas de pastas sdo as mais utilizadas como material
obturador de dentes deciduos. Pastas sdo consideradas formulacGes
semi-sélidas com alto percentual de sélidos incorporados, mais de

40%, em que o farmaco esta contido em uma base adequada
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(pomada-base), que pode ser hidrofilica ou hidrofébica. Essas
bases desempenham importante papel na formulagdo das
preparagoes semissolidas, nao existindo uma tnica base
universalmente aceitavel como veiculo para todas as substancias
ativas ou indicagoes terapéuticas. A base mais adequada para um
farmaco deve ser determinada de forma individual, de modo a
fornecer velocidade de liberagdo, propriedades de adesdo apos
aplicacdo e textura ideais (ALLEN., et al., 2013).

2.1 OXIDO DE ZINCO E EUGENOL

O 6xido de Zinco e Eugenol foi o primeiro material proposto
para obturacdo de dentes deciduos. Saggar et al., 1991, avaliaram
0 Oxido de zinco-eugenol iodoformizado quanto ao seu efeito
antibacteriano contra as bactérias aerdbias e anaerdbicas obtidas
dos canais radiculares dos dentes deciduos; as bactérias eram
Staphylococcus aureus, Estreptococos, E. faecalis, Bacteroides
melaninogenicus e também cultura mista obtida de dentes
anteriores ndo vitais infectados. A pasta iodoformada de 6xido de
zinco e eugenol foi eficaz tanto para as bactérias aerdbicas e
anaerobicas dos canais radiculares de dentes deciduos com periodo
méaximo de sustentacdo de 10 dias; o Staphylococcus aureus foi 0

mais suscetivel, enquanto o E. faecalis foi 0 mais resistente.
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Huang et al., em 2007, compararam os efeitos de diferentes
materiais utilizados para obturacdo 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
oxido de zinco (OZn) + eugenol + formocresol (FC), Ca(OH) () +
FC, Ca(OH) (; + lodoférmio, Ca(OH ) » + lodoférmio +
paramonoclorofenol canforado (PMCC), Ca(OH) ¢ + PMCC
e Vitapex. Os testes de viabilidade celular foram realizados
utilizando ensaio colorimétrico de brometo de tetrazélio (MTT) em
linhas celulares de osteossarcoma 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 + lodoférmio +
PMCC e Ca(OH) () + PMCC apresentaram taxas de sobrevivéncia
significativamente menores em concentragcbes acima de 6
microL/mL (p <0,05). Os grupos Ca (OH) (; + lodoférmio 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 é a melhor opcdo comparada aos outros

medicamentos testados.

Queiroz et al.,, em 2009, concluiram que a atividade
antibacteriana in vitro dos 4 materiais obturadores de canais

radiculares para dentes deciduos (6xido de zinco e eugenol (OZE),
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pasta Calen espessada com oxido de zinco (Calen/OZ), cimento
Sealapex e selante EndoREZ) contra cepas bacterianas comumente
encontradas em infecgBes endodonticas, pode ser apresentada em
ordem decrescente de eficdcia como segue: OZEE > Calen/OZ >
Sealapex> EndoREZ. Neste estudo, foi avaliado in vitro a atividade
antibacteriana destes 4 materiais obturadores de canais radiculares
para dentes deciduos - contra 5 cepas bacterianas comumente
encontrado em infecgdes endodonticas (Kocuria rhizophila,
E.faecalis, Streptococcus mutans, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus) utilizando o teste de difusdo em agar
(técnica de pogo-agar). Pasta Calen, digluconato de clorexidina a
1% (CHX) e &gua destilada serviram como controle. Sete pogos
por placa foram feitos em pontos equidistantes e imediatamente
preenchidos com os materiais de teste e controle. Apds incubacéo
das placas a 37°C por 24h, o didmetro das zonas de inibi¢do do
crescimento bacteriano produzido ao redor dos pogos foi medido
(em mm) com um paquimetro digital sob luz refletida. A pasta de
Calen e Calen / OZE produziram maiores zonas de inibigdo do que

1% de CHX guando o microrganismo marcador era E. faecalis.

Queiroz et al., em 2011, avaliaram a resposta do tecido
conjuntivo subcutadneo de camundongos BALB / com materiais
obturadores radiculares indicados para dentes deciduos: oxido de
zinco / cimento eugenol (OZE), pasta Calen espessada com 6xido

de zinco (Calen/OZ) e cimento Sealapex. Os camundongos (n =
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102) receberam implantes de tubo de polietileno com os materiais,
formando assim 11 grupos, como segue: |, I, 11l: Calen/OZE 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 Xl tubo vazio por 7 e 21 dias,
respectivamente. Os tecidos biopsiados foram submetidos a analise
histoldgica (anélise descritiva e analise semi quantitativa utilizando
um sistema de pontuacdo para formacdo de fibras colagenas,
espessura do tecido e infiltrado inflamatério). Uma andlise
guantitativa foi realizada medindo a area e a espessura do tecido
reacionario granulomatoso. Em conclusdo, ndo houve diferenca
significante (p>0,05) entre o0s materiais com relagdo ao
fibrosamento e a espessura do TGR. Contudo, Calen/OZ
apresentou infiltrado inflamatério de menor intensidade, e
Calen/OZE apresentou a melhor reagdo tecidual, seguida por

Sealapex e OZE.

Pilownic et al., em 2017, avaliaram o efeito de cinco
materiais endoddnticos para dentes deciduos em biofilmes de
espécies mistas in vitro. Cimento de 6xido de zinco e eugenol
(OZE), Vitapex, pasta Calen espessada com 6xido de zinco (OZE),
pasta de hidréxido de calcio puro (Ca (OH).) e iodoférmio foram
avaliados. A &gua estéril foi usada como controle. O biofilme de
espécies mistas foi incubado em condigdes anaerdbias por 21 dias

e 0s espécimes de biofilme foram colocados em contato com 0s
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materiais endoddnticos por periodos de sete e 30 dias. O biofilme
foi estudado usando microscopia confocal de varredura a laser.
Apo6s 30 dias, 69%, 51% e 35% do volume do biofilme vermelho
fluorescente, indicando a propor¢cdo de bactérias mortas por
cimento iodoférmio, Vitapex e OZE, respectivamente. Calen mais
OZE e pasta pura de Ca (OH), foram os materiais menos eficazes
contra os biofilmes. Pasta de iodoférmio puro e iodoférmio
contendo Vitapex foram os materiais mais eficazes contra os

biofilmes.

Queiroz et al., em 2011, avaliaram a resposta do tecido
conjuntivo subcutdneo de camundongos BALB/com materiais
obturadores radiculares indicados para dentes deciduos: 6xido de
zinco / cimento eugenol (OZE), pasta Calen espessada com 6xido
de zinco (Calen/OZE) e cimento Sealapex. Os camundongos (n =
102) receberam implantes de tubo de polietileno com os materiais,
formando assim 11 grupos, como segue: I, Il, 111: Calen/OZEE 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 Xl: tubo vazio por 7 e 21 dias,
respectivamente. Os tecidos biopsiados foram submetidos a anélise
histoldgica (anélise descritiva e analise semi quantitativa utilizando
um sistema de pontuacdo para formacgdo de fibras colagenas,
espessura do tecido e infiltrado inflamatorio). Uma anélise

quantitativa foi realizada medindo a &rea e a espessura do tecido
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reacionario granulomatoso. Em conclusdo, ndo houve diferenca
significante (p>0,05) entre os materiais com relagdo ao
fibrosamento e a espessura do TGR. Contudo, Calen/OZE
apresentou infiltrado inflamatério de menor intensidade, e
Calen/OZE apresentou a melhor reacdo tecidual, seguida por
Sealapex e OZE.

Thosar et al., 2018, avaliaram o efeito antimicrobiano da
pasta contendo cimento de 6xido de zinco misturado ao 6leo de
tomilho com o da pasta contendo 6xido de zinco e eugenol contra
S.aureus, Escherichia coli, E. faecalis e Pseudomonas aeruginosa,
patégenos comuns do canal radicular de dentes deciduos. O efeito
antimicrobiano in vitro foi realizado pelo método de difusdo em
agar. Todas as placas foram incubadas a uma temperatura de 37°C.
As zonas de inibicdo em milimetros ao redor dos pocos foram
calculadas. Foram 6 repeticGes do teste para cada microrganismo.
Zonas de inibicdo bacteriana foram maiores para a pasta de dleo
OZ+Th contra 0s microrganismos patogénicos S. aureus, seguido
por E. Coli, E. faecalis, P. aeruginosa enquanto para a pasta OZ +
E, a ordem decrescente de microrganismos patogénicos foi E.
Colli, S. Aureus, E. faecalis e P. aeruginosa. O presente estudo
sugere que o uso de 6leo de tomilho quando misturado com éxido
de zinco em pd na forma de pasta mostrou zonas mais largas de

inibicdo para S. aureus, E. faecalis, E. coli e P. aeruginosa em
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comparagdo com o éxido de zinco em pd gque foi misturado com

6leo de eugenol.

Santos et al., em 2016, utilizaram o teste do microntcleo na
medula dssea de camundongos para avaliar os efeitos genotdxicos
e citotdxicos de quatro pastas de preenchimento: 6xido de zinco,
hidroxido de calcio PA, agregado triéxido mineral e uma pasta
iodoformada (iodoférmio + canfora + paramonoclorofenol +
rifamicina + prednisolona). Ratos suigos machos foram divididos
em 4 grupos de 10 animais, cada um exposto a uma das pastas e
foram subdivididos de acordo com as dilui¢Ges 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 ap6s o tratamento. O
material foi processado de acordo com Schmid (1976) e os
microntcleos foram contados em 1000 eritrécitos policromaticos
(PCE), sob um microscépio Optico em um teste cego. A
citotoxicidade foi avaliada utilizando a razdo PCE / eritrocitos
normocromaticos (ECN) em 200 eritrocitos. Houve
significativamente maior ocorréncia de microntcleos 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¢gdes 1:50; 1: 500
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e 1: 1000. O hidrdxido de célcio PA e o agregado trioxido mineral
ndo apresentaram efeitos genotoxicos ou citotoxicos. A
genotoxicidade e a citotoxicidade do 6xido de zinco e da pasta de
iodoférmio constituem um passo inicial para a contraindicacao,
mas estudos adicionais serdo necessarios para estabelecer com

seguranca os riscos envolvidos em seu uso.

2.2 PASTAS IODOFORMADAS

As pastas iodoformadas surgiram como uma opcao
alternativa a pasta OZE, e os estudos tem mostrado excelentes
propriedades antibacterianas e anti-inflamatdrias, bem como boa
radiopacidade e facil reabsorcdo 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
dentarias 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 Anténio Carlos Guedes Pinto e

colaboradores em 1981 para obturacdo de canais radiculares de
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dentes deciduos e consiste na associacdo de Rifocort,
Paramonoclorofenol e lodoférmio. A correta proporgao deve ser:
23.8% de Rifocort, 7.0% de Paramonoclorofenol e 69.2% de
iodoférmio, alteragcbes nesta propor¢do podem modificar as
propriedades bioldgicas e aumentar a sua toxicidade (MELLO-
MOURA et al., 2011),

Amorim et al, em 2006, avaliaram por meio de dois métodos
experimentais, a eficicia antimicrobiana de diferentes pastas
obturadoras utilizadas em Odontopediatria. Os materiais testados
foram: pasta Guedes-Pinto, pasta de 6xido de zinco-eugenol, pasta
de hidréxido de célcio, cloranfenicol + tetraciclina + 6xido de zinco
e pasta de eugenol e Vitapex. Cinco cepas microbianas (S. aureus,
E. faecalis, P.aeruginosa, B. subtilis e C. albicans) obtidas da
American Type Culture Collection foram inoculadas em Brain
Heart Infusion (BHI) e incubadas a 37°C por 24 h. Para o teste de
exposicdo direta (DET), 72 pontos de papel foram contaminados
com as suspensdes microbianas padrdo e expostos as pastas de
preenchimento do canal radicular por 1, 24, 48 e 72 h. Os pontos
foram imersos em Letheen Broth (LB), seguido de incubacédo a
37°C por 48 h. Um indculo de 0,1 mL obtido de LB foi entéo
transferido para 7 mL de BHI, sob condi¢cBes de incubacédo
idénticas e o crescimento microbiano foi avaliado. O efeito
antimicrobiano completo no teste de exposicdo direta foi

observado ap6s 24 horas em todos os indicadores microbianos.
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Com base nos resultados deste estudo e dentro das limitacdes dessa
metodologia, pode se concluir através do teste de exposicao direta
gue todas pastas de preenchimento do canal radicular (GPP, OZEP,
CHP, CTZP, Vitapex®) tiveram um efeito antimicrobiano geral
contra todos os indicadores microbianos apos 24h. No teste de
difusdo em &gar, todos os materiais induziram a formac&o de zonas

de inibicdo, exceto Vitapex® (faixa, 6,0-39,0 mm).

Praetzel et al., 2008, compararam a eficacia antimicrobiana
da pasta Guedes Pinto imediatamente ap0s a terapia pulpar e em
diferentes  condigbes de  armazenamento.  Utilizaram
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermis, Streptococcus
mutans, Streptococcus oralis, Enterococcus faecalis. Utilizaram a
amostra de Escherichia coli e Bacillus subtilis. As condigdes de
armazenamento utilizadas foram: a temperatura ambiente - a pasta
foi submetida a um processo natural de envelhecimento em
temperatura ambiente por um periodo de 24 horas e 7, 14, 28, 60 e
90 dias (GPRT). Armazenamento em refrigerador: a pasta foi
colocada em um processo de envelhecimento natural em um
refrigerador a 4°C por um periodo de 24 horas e 7,14, 28, 60 e 90
dias (GPR). Para realizar a andlise do efeito imediato (GPi ou
tempo zero) de cada mistura a temperatura ambiente ou do
frigorifico, o procedimento de preparagédo foi semelhante, embora
GPR, iodoformio, Rifocort e Paramonoclorofenol canforado foram

armazenados no frigorifico e depois retirados, doseados e
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manipulados, e tiveram seu efeito imediato testado apds um
periodo de 1 semana com armazenamento de temperatura média de
4°C. A metodologia de teste foi Diluigdo em Agar Meio Sélido. Em
conclusdo, neste estudo a pasta GP mostrou atividade

antimicrobiana em todos 0s tempos experimentais.

Piva et al., no ano de 2009, avaliaram in vitro a agdo
antimicrobiana de materiais obturadores de canais radiculares de
dentes deciduos por meio da difusdo em agar. Os materiais
utilizados para teste neste estudo foram: pasta Guedes-Pinto, pasta
CTZ, OZE, Calen®, L&C® e MTA. Foi utilizada uma mistura
microbiana composta por: Staphylococcus Aureus-ATCC 6538,
Enterococcus faecalis-ATCC 29212, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853, Bacillus subtilis-ATCC 6633, Candida albicans-
ATCC 10231. Foram utilizadas placas de Petri, contendo BHI agar
inoculadas com 0,1mL da mistura microbiana, nas quais foram
confeccionadas cavidades no agar, sendo estas preenchidas com as
respectivas pastas. A leitura dos halos de inibicdo (mm) foi
realizada apds 48h/ 37°C. Em conclusdo neste estudo, as pastas
Guedes-Pinto, CTZ, Callen® e o Oxido de zinco e eugenol
apresentaram acao antimicrobiana pelo método de difusdo em agar;
O MTA e a pasta L&C® ndo apresentaram ac¢do antimicrobiana

pelo método de difusdo em agar.

Antoniazzi et al.,, em 2015, avaliaram o potencial

antimicrobiano do preenchimento de pastas, propondo trés novas
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associacdes farmacoldgicas para substituir a pomada Rifocort®
com drogas de poder antimicrobiano j& estabelecido: Nebacetin®
pomada, 2% Gel Gluconato de Clorexidina e Maxitrol® pomada.
Uma pasta composta de lodoférmio, pomada Rifocort® e
Paramonoclorofenol Canforado (PMCC) foi utilizada como padrdo
ouro (G1). As demais associagdes foram: lodoférmio, Nebacetin®
pomada e PMCC (G2); lodoférmio, Digluconato de Clorexidina a
2% e PMCC (G3); lodoférmio, Maxitrol® pomada e PMCC (G4).
As associacOes foram testadas para Staphylococcus aureus (S.
aureus), Streptococcus mutans (S. mutans), Streptococcus oralis
(S. oralis), Enterococcus faecalis(E. faecalis), Escherichia coli (E.
coli) e Bacillus subtilis (B. subtilis), utilizando os métodos de
diluicdo em meio sdlido - agar de orificio - e diluicdo de caldo.
Todas as pastas tiveram um efeito bacteriostatico em todos os
microorganismos, sem diferenca estatisticamente significativa, em
comparagdo com o G1. Todas as associagdes foram bactericidas
para E. coli, S. aureus, S. mutans e S. oralis. Apenas G3 e G4 eram
bactericidas para E. faecalis, enquanto nenhum produto era

bactericida para B. subtilis.

Pires et al., em 2016, avaliaram a citotoxicidade, estresse
oxidativo e genotoxicidade in vitro de quatro pastas de iodoférmio
e trés pastas de hidroxido 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
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avaliada com o ensaio MTT. A geracdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) foi avaliada usando um ensaio DCFH-DA, e a
peroxidacdo lipidica foi avaliada usando um ensaio TBARS. A
genotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio alcalino cometa e
0 teste de capacidade genomodificadora (GEMO). Todos os testes
foram realizados apds 24h e 72h de exposicdo celular, exceto
GEMO. A exposi¢do a pastas de clorexidina, Guedes-Pinto e
hidréxido de célcio resultou em um aumento significativo de ROS
apos 24h (P <0,05), enquanto que as pastas de iodoférmio e Calen
espessada com Gxido de zinco aumentou significativamente as
EROs ap6s 72h (P <0,05). O ensaio cometa revelou que a
exposicdo dos PBMCs as pastas de iodoformio 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 hidroxido de célcio causaram danos no DNA em ambos
os testes (P <0,05). Em concluséo neste estudo de Pires et al., em
2016, as pastas variaram em sua capacidade de induzir
citotoxicidade, genotoxicidade e estresse oxidativo. As pastas
Guedes-Pinto, Maxitrol e Sulfato de Neomicina + Bacitracina

apresentaram melhor biocompatibilidade in vitro.

Pilownic et al., 2017, realizaram um estudo com a finalidade
de avaliar o pH, radiopacidade, efeito antimicrobiano,
citotoxicidade e biocompatibilidae de materiais obturadores de

dentes deciduos, o cimento de éxido de zinco e eugenol (OZE),
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Vitapex e pasta Calen espessada com oOxido de zinco (0OZ),
comparativamente a um novo material experimental a ser langado
no mercado a base de MTA. A radiopacidade foi testada usando
uma escala milimetrada de aluminio, com um sensor digital. O pH
dos materiais também foi avaliado nos periodos de 1, 4, 12h; 1, 3,
7, 15, e 30 dias (n=5). O teste de contato direto foi utilizado para
avaliacdo da atividade antimicrobiana dos materiais conta uma
cepa de Enterococcus faecalis apds incubacgdo por 1, 4, 12, e 24h
(n=5). Para avaliacéo da citotoxicidade foi utilizado o teste de MTT
para avaliagdo da viabilidade celular. No teste de
biocompatibilidade, ratos Wistar receberam implantes subcutaneos
contendo cada material obturador (n=5). Apds bidpsia, os tecidos
foram submetidos & avaliacdo histologica em periodos de 15, 30 e
60 dias. O material experimental apresentou a menor radiopacidade
(3.28 mm Al) e apresentou um pH superior a 12,0 durante todo o
periodo experimental. O material experimental apresentou o maior
efeito antimicrobiano, eliminando mais de 99,97% das bactérias
em um periodo de 4 h. O Vitapex permitiu uma maior viabilidade
celular em comparagdo aos demais materiais avaliados.
Inicialmente, os testes de biocompatibilidade demonstraram
inflamacdo de moderada a severa em todos os grupos. Ap6s 60
dias, apenas o grupo Calen+OZ apresentou inflamacdo moderada,
enquanto o0s outros materiais demonstraram predominantemente a

inducdo de inflamacdo leve. Os resultados demonstraram que o
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material experimental a base de MTA exibiu comportamento
satisfatorio com relacdo as propriedades avaliadas. Este estudo
sugere que estudos adicionais, in vivo, sdo necessarios para uma

melhor avaliacdo do material.

2.3 HIDROXIDO DE CALCIO

O hidroxido de célcio apresenta-se como um pé branco,
alcalino (pH 12,8), pouco soltvel em &gua (solubilidade de 1,2
g/litro de agua, a temperatura de 25° C). A acdo do hidroxido de
calcio se da pela liberagdo de ions célcio e hidroxila. Trata-se de
uma base forte, é obtido a partir da calcinacdo, aquecimento do
carbonato de célcio, até sua transformacéo em 6xido de célcio (cal
viva). Com a hidratacdo do 6xido de célcio chega-se ao hidroxido
de célcio e a reacdo entre este e 0 gas carbonico leva a formacao
do carbonato de calcio (ESTRELA et al., 1999).

Linetal., em 2003, testaram o efeito individual e combinado
de hidroxido de célcio e clorexidina contra E. faecalis. O teste de
difusdo em agar foi realizado em placas Mueller-Hinton. Os discos
de papel foram impregnados com: (a) CaOH em p6 com &agua
estéril; (b) Pulpdent; (c) 0,12% de Peridex; (d) p6 de CaOH com
Peridex; e (e) Pulpdent com Peridex. Ampicilina serviu como

controle. As placas foram incubadas a 37°C por 72 h. Peridex
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mostrou zonas de inibicdo significativamente maiores em
comparagdo com CaOH. Na&o foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre Peridex e a combinacdo de
CaOH e Peridex.

Barreto et al., 2005, cita em seu estudo que a propriedade
biolégica do hidréxido de célcio se deve a ativacdo da fosfatase
alcalina pela elevacdo do pH (entre 8.6 e 10.3) produzido pela
dissociacdo ibnica. Essa enzima tem a capacidade de induzir os
jons fosfato a reagirem com os ions célcio, formando precipitados
de fosfato de célcio (hidroxiapatita), fato que caracteriza o processo
de mineralizacdo. Nesta revisdo da literatura pode-se inferir que 0s
fons hidroxila difundem-se pela dentina, elevando o pH do meio
até valores que chegam a 12.6, produzindo um ambiente alcalino,
0 que favorece a atividade antimicrobiana do hidréxido de calcio e
possibilitando a ativacdo da fosfatase alcalina, uma enzima
fundamental para o processo de reparo 6sseo. Além disso, os ions
calcio, também produzidos pela dissocia¢do idnica do hidroxido de
calcio, permitem a reducdo da permeabilidade de novos capilares
no tecido de granulacdo de dentes desvitalizados, diminuindo a
quantidade de liquido intercelular e ativando a aceleracdo da
pirofosfatase, a qual exerce um papel no processo de

mineralizagéo.

Jhamb et al., 2010, avaliaram e compararam os efeitos

antibacterianos da clorexidina e hidréoxido de calcio em
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Enterococcus faecalis. O teste de difusdo em agar foi utilizado para
avaliar os efeitos antibacterianos dos seguintes agentes
antibacterianos: hexidina: gluconato de clorexidina a 0,2%;
periogard: gluconato de clorexidina a 0,12%; hidréxido de célcio
em po mais agua estéril; metapaste mais agua estéril; hidroxido de
calcio mais hexidina; hidroxido de calcio mais periogard,;
metapaste mais hexidina;, metapaste mais periogard. O tamanho
médio das zonas de inibi¢do apds 72 horas foram: Hexidina: 5 mm;
Periogard: 4,25 mm; Hidroxido de calcio com agua estéril: 0,5 mm;
Metapaste adicionado de &gua estéril: 0,5 mm; Hidroxido de calcio
com hexidina: 4,7 mm; Hidroxido de calcio com Periogard: 4 mm;
Metapaste com Hexidina: 4,65 mm; Metapaste com Periogard: 4
mm. Concluiram neste estudo que a Clorexidina e suas preparagoes
sdo agentes antibacterianos mais potentes contra E. faecalis em

comparacdo ao hidréxido de célcio.

Silva et al., em 2010, avaliaram a resposta dos tecidos
apicais e periapicais de dentes de cédes apds o preenchimento de
canais radiculares com diferentes materiais. Quarenta raizes de pré-
molares de cdes foram preparadas biomecanicamente e distribuidas
em 4 grupos preenchidos com: Grupo I: hidroxido de célcio
comercial e pasta a base de polietilenoglicol (Calen) espessada com
Oxido de zinco; Grupo Il: pasta composta por iodoférmio, Rifocort
e paramonoclorofenol canforado; Grupo Ill: cimento de 6xido de

zinco e eugenol; Grupo 1V: solucéo salina estéril. Apds 30 dias, as
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amostras foram submetidas a processamento histoldgico. Os
achados histopatologicos revelaram que nos Grupos | e IV as
regides apical e periapical exibiram aparéncia normal, com grande
nimero de fibras e células e sem reabsorcdo de tecidos
mineralizados. No Grupo Il, observou-se discreto infiltrado
inflamatério e discreto edema, com fibrogénese discreta e
reabsorcao 6ssea. O grupo Il 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 oOxido de zinco produziu a melhor resposta
tecidual, sendo o material mais indicado para preenchimento de

canais radiculares de dentes deciduos com vitalidade pulpar.

Harini et al., 2010, avaliaram a eficdcia antibacteriana de
guatro materiais obturadores do canal radicular, nomeadamente
hidréxido de célcio, 6xido de zinco e eugenol, Vitapex e Metapex
contra amostras microbianas obtidas diretamente de canais
radiculares necréticos de dentes deciduos. Os espécimes
microbianos foram coletados com pontos de papel estéreis, de 15
dentes posteriores superiores e inferiores mandibulares de criangas
selecionadas aleatoriamente na faixa etaria de 4-10 anos com
dentes primarios ndo vitais infectados, necessitando de
procedimento de pulpectomia. Os espécimes microbianos
coletados foram submetidos a anélise microbioldgica e o potencial

antimicrobiano dos materiais obturadores dos canais foi testado
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pela técnica de difusdo em agar. Organismos aerébicos foram
isolados em todos os casos, organismos anaerébios foram isolados
em 80% dos casos e Candida albicans foi isolada em um caso. A
OZE apresentou atividade inibitdria superior contra a maioria dos
organismos isolados, seguida por Vitapex, Hidroxido de Célcio e

Metapex, em ordem decrescente.

Em 2012, Lacativa et al., avaliaram, pela técnica do implante
intra-6sseo (teste de implante de tecido 6sseo em cobaias é um teste
secundario recomendado pelo Departamento Técnico do IDEO
relatério n°® 9 (6), que permite testar um material como ele é
utilizado e preparado em situacdes clinicas, apos as recomendagoes
do fabricante), os materiais mais utilizados na terapia pulpar em
odontopediatria: hidroxido de célcio (HC), pasta Guedes Pinto e
pasta CTZ, de acordo com recomendacdes 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 observacdo, os animais foram sacrificados e as
amostras foram preparadas para exames histolégicos 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 préoximo com
tecido 6sseo; O HC apresentou um alto grau de toxicidade no

periodo experimental de quatro semanas, mas esse perfil mudou
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significativamente em 12 semanas, quando HC apresentou
evidéncia de biocompatibilidade; A pasta CTZ nédo apresentou
niveis aceitaveis de biocompatibilidade nos dois periodos testados.
De acordo com o IDE (6) e ANSI / ADA (7) critérios, HC e CTZ
ndo devem ser usados em contato com tecido periapical devido ao

potencial altamente irritante desses materiais.

Lima et al., em 2013, compararam através de um ensaio
clinico randomizado de boca dividida a eficAcia de gel de
clorexidina a 1%, hidroxido de calcio/paramonoclorofenol
canforado (Callen PMCC) e um tratamento endod6ntico de sessdo
Gnica contra Estreptococos Mutans e bactérias anaer6bias
encontradas em primeiros molares com polpa necrética, bem como
avaliar taxas de sucesso clinico apds 12 meses. Amostras intracanal
pré e pos-tratamento foram coletadas de 37 dentes (de 21 criancas)
para analise do numero de estreptococos mutans e bactérias
anaerdbicas. Critérios clinicos e radiograficos foram analisados
para determinar o resultado do tratamento. O gel de clorexidina
reduziu significativamente os niveis de Estreptococos mutans (P =
0,010), enquanto o Callen PMCC reduziu significativamente os
niveis de bactérias anaerdbias (P = 0,002). N&do foram observadas
diferencas na reducdo de Estreptococos mutans (P = 0,187) e
anaerdbios (P = 0,564) entre os grupos. As taxas de sucesso clinico
foram de 85,71% (Callen PMCC), 78,57% (gel de clorexidina) e

77,77% (tratamento em (nica sessdo). Os dentes tratados com
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Callen PMCC apresentaram a maior taxa de sucesso clinico. O gel
de clorexidina a 1%, bem como o hidroxido de calcio /
paramonoclorofenol canforado, apresentaram eficécia limitada na
reducdo de bactérias dos canais radiculares de primeiros molares

necroticos.

Guo et al., em 2014, avaliaram a degradac¢édo do Ca(OH), no
lipopolissacarideo (LPS) extraido de Porphyromonas endodontalis
(Pe) in vitro e estimaram a influéncia do P e LPS pré-tratado com
Ca(OH), na proliferacdo de células MC3T3-E1. O efeito do
Ca(OH), na proliferacdo de células MC3T3-EL1 foi detectado pelo
ensaio metil tiazolil tetraz6lio (MTT). Em seguida, o P e LPS foi
tratado com Ca(OH); por 30 minutos ou 60 minutos a 37 °C in vitro
e a atividade do P e LPS foi avaliada pelo teste (CE TAL).
Finalmente, as células MC3T3-E1 foram expostas a P e LPS pré-
tratado com 15% de Ca(OH). por 1, 3 e 5 de a proliferacdo celular
foi medida usando o ensaio MTT comparando com 0 grupo
controle de P e LPS. Comparado com o controle negativo, a
exposicdo de células a 5%, 10% e 15% de Ca(OH), promoveu
bastante a proliferacdo de células MC3T3-E1. Pe LPS tratado com
10% e 15% Ca(OH). apresentou os melhores resultados pelo CE
TAL e diferenca significativa em comparacdo ao grupo controle P
e LPS. Quando 10 pg / mL de P e LPS foi pré-tratado com 15% de

Ca(OH),, nao foi observada inibi¢do da proliferacdo de células
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MC3T3-EL1. O Ca(OH); desintoxica o P e LPS in vitro, atenua o
impacto do P e LPS na proliferacdo celular MC3T3-EL.

Lima, et 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 hidréxido de célcio ou, como controle negativo, tubos
vazios. A biocompatibilidade foi avaliada nos dias 7, 21 e 63,
resultando em um total de nove grupos de seis animais cada. Apds
0s intervalos experimentais, as areas dos implantes foram
removidas e submetidas ao processamento histolégico. Apds a
coloragdo dos tecidos com HE e tricrdmio de Masson, dois
patologistas realizaram uma analise histologica das amostras de
maneira cega. A formacdo de fibras de colageno, a espessura do
tecido e a infiltracdo de células inflamatérias foram analisadas
gualitativamente. 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 0s grupos
apresentaram infiltrados inflamatérios agudos graves. A
inflamacdo foi reduzida aos 21 dias no grupo da pasta CTZ.
Infiltrados inflamatorios crénicos leves foram observados ap6s 63
dias nos grupos de pasta CTZ e Ca(OH)z; esses grupos também
mostraram uma diminuig&o significativa na densidade das fibras de

colageno (P <0,05), o que n&o foi observado no grupo controle. A
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espessura média do tecido, o comprimento do perimetro e a area
em contato com o tubo diminuiram durante os periodos
experimentais em todos os grupos. Concluiram entéo que, as pastas
CTZ e hidroxido de célcio demonstraram biocompatibilidade com

tecido subcutaneo neste modelo experimental.

Dianat et al., em 2015, compararam a atividade
antimicrobiana de nano particulas de hidréxido de calcio (NHC) e
hidroxido de calcio contra E. faecalis. A atividade antimicrobiana
do NHC contra E. faecalis foi avaliada por dois testes
independentes: a concentracdo inibitéria minima (CIM) do
medicamento intracanal e o teste de difusdo em agar (ADT). A
eficiéncia do medicamento nos tubulos dentinarios foi avaliada em
23 blocos dentarios humanos que foram inoculados com E.
faecalis. Os blocos dentéarios foram divididos em um grupo
controle (irrigagdo com solucdo salina) e dois grupos
experimentais recebendo CHC e NHC como medicagé&o intracanal.
Concentragdo minima inibitéria (CIM) para NCH foi 1/4 da CIM
para CH. NCH com agua destilada (DW) produziu a maior zona de
inibicdo no teste de difusdo em agar. O NHC apresentou maior
atividade antimicrobiana em amostras de dentina de profundidades
de 200 e 400 pum em comparacdo ao HC. A atividade
antimicrobiana do NHC foi superior a0 HC no meio de cultura. Nos
tbulos dentinarios, a eficacia do NHC oi novamente melhor que o

HC nas amostras de 200 e 400 pm. Este estudo conclui que
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Nanoparticulas de hidroxido de célcio tém atividade
antimicrobiana superior contra E. faecalis em comparagdo com o
hidréxido de calcio convencional, nos meios de cultura bem como

nos tUbulos dentinarios.

Tabrizizadeh et al., 2015, avaliaram o efeito antimicrobiano
de Hidroxido de Célcio (HC) + betametasona e solucdo salina de
HC contra Enterococcus faecalis usando o teste de difusdo em agar
e medindo a zona de inibicdo microbiana (ZIM). Foram preparadas
guatro placas contendo caldo de Mueller-Hinton e meio de cultura
de E.faecalis. Em cada placa, foram criados 5 orificios (5x3 mm)
e uma mistura cremosa de HC + betametasona foi inserida nos
orificios. Dois furos com discos de ampicilina e dois furos vazios
foram utilizados como controle negativo e positivo,
respectivamente. As placas foram incubadas por 24h e, em seguida,
0 didmetro do ZIM microbiano foi medido. A mistura de HC +
betametasona apresentou bons efeitos antimicrobianos contra E.

faecalis.

Ooi et al., 2019, compararam a atividade antimicrobiana da
pediocina com clorexidina e hidroxido de calcio contra o0s
biofilmes de Enterococcus faecalis e Staphylococcus epidermidis.
Os canais radiculares preparados de 80 dentes foram contaminados
com E. faecalis (n = 40) e S. epidermidis (n = 40) por 21 dias para
criar biofilmes. As amostras de cada grupo foram alocadas

aleatoriamente nos quatro subgrupos (n = 10), de acordo com o
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protocolo de descontaminacéo: Grupo 1: Pediocina 1%, Grupo 2:
CHX 2%, Grupo 3: Ca(OH). e Grupo 4: solucdo salina (controle
negativo). N&o houve crescimento bacteriano nas amostras tratadas
com pediocina, CHX ou Ca(OH)..

Siqueira & Lopes em 1999, em uma revisdo critica da
literatura salientaram que as propriedades fisico-quimicas do
hidroxido de célcio podem limitar sua efetividade na desinfeccéo
do sistema de canais radiculares. O hidroxido de célcio tem um
grande valor em endodontia, sendo indicado para varias condicdes
clinicas, porém, ndo é uma medicacdo eficaz contra todas as
espécies bacterianas encontradas nas infecgOes radiculares, e suas
propriedades fisico-quimicas podem limitar sua eficacia na
desinfecgdo de todo o sistema de canais radiculares a curto prazo.
Dessa forma, justifica-se sua associacdo a outra substancia

objetivando aumentar a atividade antimicrobiana.

Souza-Filho et al., 2008, avaliaram a atividade
antimicrobiana e o pH das seguintes substancias: gluconato de
clorexidina 2% gel (CHX), hidroxido de calcio Ca(OH); e sua
combinagdo com iodoférmio e Oxido de zinco. A atividade
antimicrobiana foi determinada pelo método de difusdo em agar e
foram testados os seguintes microrganismos: Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Streptococcus sobrinus, Streptococcus
mutans, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia. Os

niveis de pH foram determinados imediatamente apds o preparo,

65



apos 24 horas e uma semana, o pH médio de todos os
medicamentos permaneceu acima de 12,0 durante todo o
experimento, exceto o gel CHX (pH = 7,0). Todos os
medicamentos testados apresentaram atividade antimicrobiana,
porém a mais eficaz contra 0os microrganismos testados foi CHX,
seguida de sua associagdo ao Ca(OH). e iodoférmio. Estes
resultados permitiram concluir que todos os medicamentos tiveram
atividade antimicrobiana, no entanto, a maior foi da CHX gel 2%,

seguido da associa¢do com o Ca(OH); e iodoférmio.

2.4 CLOREXIDINA

E um anti-séptico quimico, com acdo antifungica
e bactericida, capaz de eliminar tanto bactérias gram-
positivas quanto gram-negativas. Quando utilizada em altas
concentracdes sua agdo antimicrobiana se da pela ligacdo de
moléculas catibnicas as paredes celulares das bactérias que sdo
carregadas negativamente, levando ao rompimento da parede
celular interferindo no mecanismo de transporte e favorecendo a
coagulacédo do citoplasma pela alta afinidade as proteinas. Possui
também  acdo bacteriostdtica quando usada em baixas
concentracdes, onde substancias de baixo peso molecular escapam
pela membrana citoplasmaética, inibindo a proliferacdo bacteriana
(GREEINSTEIN et al., 1986; LINDSKOG et al., 1998).
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Sua toxidade conforme a DL 50 é de 1.800 mg/kg/dia (peso
corporal) 0 que a torna praticamente atéxica, além de ndo ser
poluente e ndo exalar gases. A Clorexidina possui pH de 5 a 8,
sendo a faixa entre 5 e 7 a de maior eficacia antibacteriana (Zerella
et al., 2005, Anvisa, 2017). A féormula gel da clorexedina possui
baixa toxicidade aos tecidos periapiais; 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 ap6s
uma semana de exposi¢do da sua exposicao; também é soltvel em
agua, facilitando sua remocdo (BASRANI et al., 2002., FERRAZ
et al., 2001).

Ferraz et al.,2001 estudaram o gluconato de clorexidina na
forma gel como irrigante endodbntico. A habilidade
antimicrobiana e de limpeza mecanica da substancia tendo como
base o gel natrosol foi avaliada in vitro. Setenta dentes humanos
extraidos com acesso coronario realizado foram contaminados com
E. faecalis e posteriormente divididos em trés grupos de acordo
com o irrigante a ser utilizado: clorexidina 2% gel, clorexidina 2%
liquida e NaOCI 5,25%. Ap0s o preparo, coletas com cone de papel
absorvente foram realizadas em cada um dos espécimes, e
colocadas em frascos contendo o meio de cultura BHI estéril para
avaliar o crescimento microbiano. Os resultados mostraram néo
haver diferenca significativa entre as trés substancias testadas. A

clorexidina 2% gel apresentou os melhores resultados com relagédo
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a limpeza das paredes dentinarias, provavelmente em funcéo das

propriedades mecéanicas do gel.

Tanomaru Filho et al., em 2002, avaliaram a resposta
inflamatdria a solucBes de irrigacdo injetadas na cavidade
peritoneal de camundongos. Sessenta camundongos receberam
injecBes intra-peritoneais de 0,3 mL de hipoclorito de sédio a 0,5%,
digluconato de clorexidina a 2,0% ou solucéo salina tamponada
com fosfato (PBS, controle). Cinco animais de cada grupo foram
sacrificados aos 4, 24, 48 h e 7 dias apo6s a injecdo. O liquido da
cavidade peritoneal de cada animal foi coletado para a contagem
total e diferencial de células inflamatérias e vazamento de
proteinas. O grupo da solugdo de hipoclorito de sodio a 0,5%
apresentou maior migracao 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 apo6s 4 a 48h no grupo hipoclorito de sodio a 0,5% em
comparagdo ao grupo controle. O vazamento de proteinas foi
semelhante em todos 0s 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 solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5%
induziu uma resposta inflamatéria; no entanto, a solugdo de
digluconato de clorexidina a 2,0% ndo induziu uma resposta

inflamatdria significativa.
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Gomes et al.,2006, mostraram em seu estudo que as pastas
manipuladas com Ca(OH)2 adicioanadas com gel de clorexidina a
2% foram eficazes contra todos os microrganismos testados,
incluindo Enterococcus faecalis, mostrando maiores zonas de
inibicdo e tempos mais curtos para eliminéd-los, do que aqueles
feitos com &gua estéril como veiculo. Além disso, a presenca de
Ca(OH)2 na formulacdo da pasta atua como uma barreira fisica,
que permanecera no canal radicular por mais tempo, impedindo a
reinfeccdo do canal radicular, interrompendo o suprimento de
nutrientes para as bactérias restantes e atrasando a recontaminacao.
Além disso, a presenca de clorexidina acrescenta substantividade a
formulacéo, devido & sua capacidade de adsorgdo e liberacdo lenta
de moléculas ativas para os tecidos dentarios. Portanto, a
clorexidina poderia manter o canal livre de microrganismos,
mesmo depois de ser removida do canal. A substabtivida da
Clorexidina sustenta a atividade antimicrobiana ao longo de
periodo de 48 horas, 72 e até 7 dias depois de ser removida do canal

radicular.

Barbin, et al., 2008 objetivaram em seu estudo determinar se
a paracloroanilina (PCA) e/ou espécies reativas de oxigénio (ROS)
sdo gerados pela clorexidina (CHX) sozinha ou ap6s CHX ser
misturado com hidroxido de célcio em diferentes periodos de
tempo. A espectrometria de massa foi realizada para detectar PCA
em amostras de 0,2% de CHX e Ca(OH)2 misturado com 0,2% de
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CHX. Cromatografia liquida de alta eficiéncia foi usada para
confirmar a presenga de CHX na mistura com Ca(OH)2. As
amostras foram analisadas imediatamente apds a mistura e apés 7
e 14 dias. Durante os intervalos do experimento, as amostras foram
mantidas a 36,5°C e 95% de umidade relativa. PCA foi detectado
na solucdo de CHX a 0,2% ap0s 14 dias. A mistura de CHX com
Ca(OH)2 liberou ROS em todos os momentos, mas nenhum
vestigio de CHX estava presente na mistura resultante da
degradagdo imediata do CHX. O estudo sugere que se deve
enfatizar que métodos experimentais, indicadores bioldgicos,
concentracao e tempo de exposi¢do podem influenciar a magnitude
de os efeitos antimicrobianos medidos de varias substancias. Essa
medicdo deve ser levada em consideragdo para a escolha de um
agente antimicrobiano em uma concentracdo que possa ser eficaz
contra o alvo microrganismos, sem causar danos sistémicos ao
paciente. Mais pesquisas sd80 necessarias para avaliar a
concentracdo de CHX que é segura para uso humano e contempla

as propriedades ideais.

Signoretti et al., 2011 avaliou a influéncia do gel de
clorexidina a 2% (CHX) no pH, liberacdo de calcio, e capacidade
de Ca(OH)2 de reduzir endotoxinas. A liberacdo de célcio foi
verificada por espectrofotometria de absorbancia atbmica e o pH
foi medido com um medidor de pH. Para quantificacdo da

endotoxina, dentes humanos extraidos previamente contaminados
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com endotoxina padrdo foram preenchidos com: solucdo salina
Ca(OH)2 do grupo I; grupo I, Ca(OH)2 CHX; e grupo I, CHX
por 14 dias, a endotoxina restante foi quantificada u sando teste
guantitativo cromogénico. Os resultados mostraram que a
associacdo de hidroxido de célcio com clorexidina aumenta a
atividade antimicrobiana do hidroxido de célcio, o que resulta em
atividade mais eficaz contra microorganismos resistentes sem

interferir nas propriedades bioldgicas de hidréxido de célcio.

Basrani et al., em 2003, avaliaram a eficacia do hidroxido
de célcio (associado ou ndo a clorexidina 0,2% gel) e da clorexidina
(0,2% e 2% em gel ou solucdo), através do teste de difusdo em &gar
e crescimento microbiano ap6s inoculagdo em canais radiculares
de dentes humanos extraidos. Para mensuragdo da densidade 6tica,
as amostras foram coletadas dos canais infectados ap0s sete dias da
colocagdo da medicacdo e foram cultivadas por 24 horas para
deteccdo de bactérias vidveis. No teste de difusdo em 4gar, a
clorexidina  foi eficaz contra  Enterococcus faecalis
proporcionalmente a concentragdo, entretanto o hidroxido de
calcio ndo apresentou efeito. No teste de crescimento microbiano,
a clorexidina apresentou resultado significativamente melhor
contra E. faecalis que o hidroxido de célcio (P< .05), mas nao
houve diferencas significativas entre as formas e concentragdes de
clorexidina. Os 17 autores ainda ressaltam que a clorexidina

aplicada como gel ou solugdo pode alcangar irregularidades do
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sistema de canais radiculares melhor que a pasta de hidréxido de

calcio.

Basrani et al., 2004 avaliaram as as propriedades fisico-
guimicas (pH, angulo de contato, tempo, radiopacidade e
viscosidade) da clorexidina (CHX) em forma de gel em diferentes
concentracdes e medicamentos contendo hidroxido de calcio.
Neste estudo, os resultados mostraram que CHX néo afetou o pH,
a radiopacidade e o tempo de presa dos medicamentos contendo
hidroxido de célcio (p<0,05). Esta pesquisa mostrou que a CHX
em diferentes concentra¢fes e em combinagdo com o hidroxido de
calcio tem propriedades fisico-quimicas satisfatérias para ser usado

como uma medicagdo intracanal.

Vouzara et al., em 2016, avaliaram a capacidade de
irrigantes do canal radicular comumente usados para induzir
efeitos citotoxicos, quando aplicados isoladamente ou em
combinagdo. A hipotese testada foi de que os irrigantes eram
menos citotoxicos quando aplicados em combinagdo do que
independentemente. As células MRC5 foram cultivadas como
culturas de monocamada a 37°C em uma atmosfera contendo 5%
de CO, no ar e 100% de umidade relativa. As células foram
expostas a  hipoclorito de sddio  (NaOCIl), 4&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA), clorexidina (CHX) e suas
combinagbes (NaOCI/EDTA, NaOCI/CHX, EDTA/CHX) em

diluicdes em série. O meio de crescimento foi o meio Eagle
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modificado por Dulbecco, suplementado com soro fetal bovino a
10% e antibidticos e foi usado como controle. O efeito na
sobrevivéncia celular foi estimado ap6s 6 e 24h de exposicéo 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
comparacdo post hoc; P <0,05). A anélise da sobrevivéncia celular
e interagdo dos irrigantes foi realizada usando o software
analisador de efeito de dose CalcuSyn para calcular um indice de
combinagdo (IC). Os irrigantes testados eram citotoxicos de
maneira dependente da dose e do tempo. O CHX foi o irrigante
mais citotoxico testado, seguido pelo NaOCI, enquanto o EDTA
foi o irrigante menos citotdxico testado. A diferenca entre CHX e
NaOCl foi significativa (P <0,05), bem como entre NaOCl e EDTA
(P <0,05). Com base na modelagem CalcuSyn, um efeito
principalmente antagonico foi registrado com as combinages
NaOCI/CHX e NaOCI/EDTA. A combinagdo EDTA/CHX teve
um aditivo ao efeito antagdnico. CHX foi significativamente mais
citotoxico que NaOCl e EDTA. NaOCI foi significativamente mais
citotoxico que EDTA. A acdo combinada dos irrigantes nao

produziu um aumento significativo em sua citotoxicidade.

Botton et al., em 2016, avaliaram a toxicidade in vitro de
solucbes irrigantes e associagBes farmacoldgicas utilizadas na

pulpectomia de dentes deciduos. Foram realizados testes de
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viabilidade celular (MTT), peroxidacao lipidica (TBARS), cometa
alcalina de cometa e GEMO para avaliar a citotoxicidade e
genotoxicidade de solugdes: hipoclorito de sodio (1% e 2,5%), 2%
de clorexidina, 6% de &cido citrico e 17% EDTA, que foram
testados, individualmente e em associacdo, expondo células
mononucleares do sangue periférico humano (MTT, TBARS e
ensaio de cometa alcalino), as 24 e 72 h, e dsSDNA (GEMO). Todas
as solucdes de irrigacdo e associa¢des farmacoldgicas reduziram a
viabilidade celular as 24 h (P <0,05). Essas reducbes foram
mantidas apds 72 h, exceto EDTA e associagGes de hipoclorito de
sadio (1% e 2,5%) com EDTA e de clorexidina com EDTA. A
peroxidacdo lipidica as 24 h foi causada por EDTA e por
hipoclorito de s6dio a 2,5% com EDTA,; também foi causado as 72
horas por hipoclorito de sddio (1% e 2,5%) e pelas trés associa¢oes
com 4cido citrico (P <0,05). Todos o0s grupos causaram danos ao
DNA quando avaliados pelo ensaio do cometa alcalino, as 24 e 72
h (P <0,05). No ensaio GEMO, todos 0s grupos causaram danos ao
dsDNA (P <0,05), exceto a clorexidina com EDTA. Todos 0s
grupos apresentaram algum nivel de toxicidade. Dentre as
principais solucdes, a clorexidina apresentou menor potencial
citotoxico. O EDTA foi 0 menos citotoxico das solugdes auxiliares
de irrigacdo, e a associacdo dessas duas solugdes mostrou o menor

potencial de toxicidade entre todos os grupos.
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Widbiller et al., em 2019, avaliaram as propriedades
antibacterianas de irrigantes utilizados para desinfeccdo em
procedimentos endodonticos regenerativos incluindo clorexidina
(CHX). Neste estudo, foi hipotetizado que o0 CHX tem um efeito
direto quando aplicado nas células-tronco da papila apical (SCAPS)
e um efeito indireto quando os SCAPs sdo expostos a dentina
previamente condicionada com CHX. A toxicidade celular foi
avaliada in vitro usando o teste de fluorescéncia verde CellTox
(Promega, Madison, WI) e CellTiter-Glo (Promega) ap6s o0s
SCAPs serem expostos diretamente a uma faixa de concentragéo
dindmica de CHX; culturas de explantes de papila apicais foram
coradas com ApopTag (Merck Millipore, Billerica, MA) apés
cultura com CHX. Além disso, lajes padronizadas de dentina
humana foram tratadas com CHX e enxaguadas consecutivamente
em EDTA, L-a-lecitina (Sigma-Aldrich, St Louis, MO) ou L-o-
lecitina seguida de EDTA. Os SCAPs foram cultivados nas lajes
por 5 dias, e a viabilidade celular foi determinada (efeito indireto).
A exposicdo direta de SCAPs ao CHX afetou altamente a
viabilidade celular em concentra¢fes acima de 10-3%, enquanto
gue concentra¢des mais baixas néo tiveram efeito adverso. Durante
0s 60 minutos iniciais, concentracbes de 10-2% de CHX ou
superior resultaram em toxicidade precoce pronunciada com um
efeito maximo dentro de 15 minutos apds a exposi¢cdo. Da mesma

forma, as placas de dentina condicionadas ao CHX foram
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prejudiciais a sobrevivéncia do SCAP; no entanto, os efeitos
deletérios foram completamente revertidos por neutralizacdo com
L-a-lecitina. Em conclusdo, CHX usado em concentragdes
clinicamente relevantes afeta a sobrevivéncia do SCAP direta e
indiretamente. Esses efeitos podem ser contornados pela limitacéo
do tempo de irrigacéo (efeitos diretos) e neutralizacdo subsequente
com L-a-lecitina (efeitos indiretos). Portanto, o CHX pode ser
irrigante promissor, porém mais estudos sdo necessarios para
determinar a resultado regenerativo ap6s a desinfec¢do com CHX

em uma situag&o in vivo.

2.5 SULFATO DE NEOMICINA

A neomicina € um antibidtico aminoglicosideo de amplo
espectro descoberta em 1949, produzida pelo
actinomiceto Streptomyces fradiae. E usado para tratar algumas
infeccOes de pele, hepaticas ou intestinais e em profilaxia pré-
cirirgica. Atua mais sobre as espécies gram-negativas altamente
sensiveis que incluem: Escherichi acoli, Enterobacter
aerogenes, Klebisiella sp.,Salmonella sp. Serratia sp., Shigella sp
. @ Proteus vulgaris. Os micro-organismos gram-positivos que sao
inibidos incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Enterococcus faecalis. (WAKSMAN, et al.1949).
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Ela estd na composicdo do Otosporin® em associacdo com a
hidrocortisona (corticoide), e sulfato de polimixina B atuando
amobos como antibiético. O Otosporin® ja é utilizado em Endondia
como curativo de demora em casos de sobreinstrumentacéo e de
periodontite apical aguda de etiologia traumatica ou quimica
(RUIZ et al. 2002). Atua também reduzindo a vasodilatacdo, a
exsudacdo de liquido, e também apresenta uma acgdo direta
vasoconstritora sobre os vasos sanguineos pequenos (SILVA et al.
2004).

Joslin, et al, em 1989, desenvolveram um ensaio
microcalorimétrico de fluxo para Neomicina, o qual é monitorado
por meio da interacdo do antibidtico com Bacillus pumilus como
organismo de teste. O ensaio tem melhor reprodutibilidade (desvio
padrdo relativo 2,3%) e é mais sensivel que o bioensaio
microbiol6gico convencional (0,5-2 microgramas ml-1). Os efeitos
das combinacbes com bacitracina de zinco, com sulfato de
polimixina B e com bacitracina de zinco e sulfato de polimixina B
(ambos em propor¢6es equimolares) e nas proporgdes presentes na
preparagdo comercial TrisepR (ICI, Macclesfield, Reino Unido)
também foram investigados. Sinergia foi observada para as
combinacdes de Neomicina com os outros dois antibioticos em
misturas binérias nas proporgoes relativas encontradas em TrisepR.
A adicdo de todos os trés antibidticos nos niveis usados no TrisepR

ndo mostrou sinergia. No entanto, a adicdo de todos os trés
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antibioticos em concentracdes equimolares mostrou sinergia. E
sugerido que a microcalorimetria pode ser Gtil em experimentos in
vitro para explorar as propor¢oes relativas necessarias para o efeito

méaximo em combinac@es de antibioticos.

Booth, et al, em 1994, avaliaram o sulfato de neomicina,
bacitracina e sulfato de polimixina B combinados em preparac@es
topicas para fornecer um espectro antimicrobiano complementar
para a prevencdo de infeccOes de feridas menores. A conveniéncia
da inclusdo de sulfato de neomicina tem sido questionada, pois
pode causar sensibilizacdo por contato. Para avaliar o valor da
neomicina, titulacbes de xadrez de microdiluicdo foram usadas
para determinar as interacdes in vitro entre combinag6es de dois e
trés antibidticos contra cepas de referéncia de bactérias comumente
associadas a infeccGes de feridas. Usando indices de concentracao
inibitéria fracionaria (FIC) (<0,5 indica sinergismo com
combinacBes de duas drogas), a combinacdo de neomicina /
bacitracina foi sinérgica para S. aureus e Ps. aeruginosa; neomicina
/ polimixina B foi sinérgica para E. faecalis, e a combinagédo
bacitracina / polimixina B foi sinérgica contra Ps. aeruginosa. Uma
combinacdo de trés drogas de neomicina / bacitracina / polimixina
B teve valores de FIC de <1 para todos 0s organismos, indicando
sinergia e substanciando o papel clinico do sulfato de neomicina

nas formulacdes topicas atuais.
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Pastores., et al., em 1995, avaliaram o efeito toxico de trés
potenciais produtos quimicos de sensibilizagdo por contato [0
antibiético aminoglicosidico sulfato de neomicina, o anestésico
local benzocaina e o sensibilizador primario 2,4-dinitrobenzeno I-
sulfonato, sal de sédio (DNBS)] em queratindcitos humanos em
cultura foi examinado. Os trés produtos quimicos foram
comparados com rela¢do ao seu potencial citotoxico (determinado
por ensaio de coloracdo com violeta de cristal), seu potencial de
ruptura da membrana ([3h] ensaio de liberagdo de &cido
aragquidénico), e seus efeitos na expresséo do MRNA da
interleucina 1o (IL-la) [reacdo em cadeia da polimerase de
transcricdo 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 perturbagéo
da membrana. Por outro lado, DNBS (0,001-1%) causou uma
resposta citotdxica dependente da dose significativa em
concentragdes superiores a 0,1%, enquanto o ensaio de liberacéo
de acido araquiddnico [3 h] indicou auséncia de atividade de
perturbacdo da membrana em toda a faixa de concentragdes de
DNBS examinado. Os efeitos dos trés sensibilizadores na
expressdo do mRNA de IL-la foram variados; o sulfato de
neomicina causou uma inducdo dependente da dose de mMRNA de
IL-1a, a benzocaina ndo afetou significativamente seu sinal e o

DNBS suprimiu a expressao do gene IL-1a.
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Grzybowska, et al, em 2004, analisaram a interacdo da
atividade da neomicina com o segundo antibidtico em
medicamentos multiantibi6ticos distribuidos na Poldnia em
padr@es e cepas bacterianas clinicas. Os resultados do tabuleiro de
damas para todas as cepas demonstraram sinergismo para 2,5% das
combinacgdes, apenas para cepas padres. Em um caso de
Salmonella Enteritidis, em combina¢do de neomicina com
bacitracina, foi observado efeito de inibicdo. Os efeitos aditivos
foram predominantes - 49%. Em 18% dos efeitos neutros foram
mostrados, mas em 26% das combinagdes os indices FIC ndo
foram possiveis de calcular, devido a resisténcia das cepas clinicas
a concentracdo mais alta de pelo menos um antibi6tico. Em
combinagdo de aminoglicosideo (neomicina) com antibi6ticos
beta-lactdmicos (ampicilina, procaina penicilina) in vitro, nenhuma
sinergia foi observada para todas as cepas examinadas. Os
melhores resultados foram alcancados para combinagdes de
neomicina com antibioticos peptidicos (polimixina, gramicidina e
bacitracina) - 5 para todos os 6 efeitos de sinergia observados. 5%

das combinacdes, apenas para cepas padroes.

Schaefer, et al, em 2012, avaliaram tratamentos para a otite
externa aguada. Uma preparacao 6tica de neomicina / polimixina
B / hidrocortisona seria uma terapia de primeira linha devido a sua
eficacia e baixo custo. Antimicrobianos tépicos ou antibidticos,

como &cido acético, aminoglicosideos, polimixina B e quinolonas,
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sdo o tratamento de escolha em casos ndo complicados. Esses
agentes vém em preparacdes com ou sem corticosteroides topicos;
a adicdo de corticosteroides pode ajudar a resolver os sintomas
mais rapidamente. No entanto, ndo ha boas evidéncias de que uma
preparacdo antimicrobiana ou antibidtica seja clinicamente
superior a outra. A escolha do tratamento é baseada em uma série
de fatores, incluindo o estado da membrana timpanica, perfis de
efeitos adversos, problemas de adeséo e custo. As preparacdes de
neomicina / polimixina B / hidrocortisona s&o uma terapia de

primeira linha razodvel quando a membrana timpéanica esta intacta.

Arbid, et al., em 2013, avaliaram o Vicine que é 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
antibiotico de amplo espectro e mal absorvido, sulfato de
neomicina, sobre a toxicidade de vicine. Os resultados mostraram
reducdo extrema na taxa de mortalidade no grupo pré-tratado com
neomicina. Hemoglobina Concentracdo de (Hb), valor de
hematdcrito (Hct) e contagem de glébulos vermelhos (RBCs)
diminuiram significativamente apds a injecao 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 diminuicdo significativa no nivel de

glicose e voltaram ao normal no grupo pré-tratado com neomicina.
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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 e neomicina em comparacdo 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 concluséo,
0 pré-tratamento com neomicina de ratos injetados com glicosideo
vicine diminuiu em grande medida seus efeitos toxicos e de

mortalidade e é util no favorecimento e na anemia hemolitica.

Zhang et al.,, em 2015, avaliaram a toxicidade dos
antibioticos aminoglicosideos (AG) em ambientes aquaticos e suas
misturas mudam com o tempo e se as misturas de antibiéticos AG
exibem uma interacdo toxicologica. Neste artigo, quatro
antibidticos AG, sulfato de apramicina, diidroestreptomicina,
sulfato de canamicina e sulfato de neomicina, foram selecionados

como componentes da mistura para construir seis sistemas de
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mistura binarios. Cinco raios com diferentes razbes de
concentracdo foram projetados usando o procedimento de design
de raios de equiparticéo direta para cada sistema. As toxicidades de
antibiéticos Gnicos 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 binarias apresentam toxicidade
dependente do tempo para V. ginghaiensis, ou seja, sua toxicidade
aumenta com o tempo. Tomando a adi¢do da concentracdo como
referéncia do aditivo, verificamos que as toxicidades de todas as
misturas sdo aditivas de concentragdo, ou seja, a aditividade néo

muda com o tempo, concentracdo e razdo de concentracao.

Sun., et al., em 2019, avaliaram a neomicina que pertence a
familia  dos  antibidticos  aminoglicosideos  contendo
desoxistreptamina. E amplamente utilizado para infeccdes
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 infeccdo viral em carpa cruciana (Carassius auratus
gibelio). A concentracdo 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
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aumentousuperéxido dismutase e atividade da catalase e
diminuicdo do malondialdeido no figado da carpa cruciana. Em
ensaios imunes ao sangue nao especificos, a contagem de
leucécitos 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 infeccdo 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 administracdo oral de sulfato de neomicina reduziu
0 dano oxidativo, aumentou a imunidade e forneceu protecéo

contra CyHV-2 em carpa cruciana.

Blanchard, et al., em 2015, fizeram uma triagem de uma
biblioteca de drogas aprovada pela Food and Drug Administration
(FDA) revelou que o antibiético sulfato de neomicina potencializa
a atividade antimicrobiana da mupirocina, enquanto outros
antibioticos da biblioteca ndo. Estudos preliminares do mecanismo
de acdo indicam que a atividade potencializadora da neomicina
pode ser mediada pela inibi¢do da funcdo RNase P do organismo,
uma enzima que se acredita participar da via de processamento do

tRNA imediatamente a montante do alvo primério da mupirocina.
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A atividade antimicrobiana melhorada de neomicina e mupirocina
foi mantida em formulagcbes de pomadas e reduziu a carga
bacteriana de S. aureus em modelos murinos de colonizac¢do nasal
e infecgdes no local da ferida. A terapia combinada melhorou os
efeitos de qualquer um dos agentes isoladamente e foi eficaz no
tratamento de cepas de S. aureus contemporaneas suscetiveis a
meticilina, resistentes & meticilina e resistentes a mupirocina de

alto nivel.

2.6 OTOSPORIN®

Brain, et al, em 1976 realizaram um estudo comparativo
duplo-cego de Otoseptil Ear Drops e Otosporin Ear Drops em otite
externa em 58 pacientes revelou que ambos sdo igualmente
eficazes em uma série com muitas poucas infec¢des fungicas. Em
vista da proporcdo normalmente alta de infecgdes, incluindo

fungos, ha vantagens ébvias em usar as gotas auriculares Otoseptil.

Lambert, et al, em 1981, estudaram 126 casos de otite
externa entre a populacdo de uma base das forgas britanicas em
Chipre durante uma temporada. Foram discutidas as causas da
infeccdo, os agentes infecciosos envolvidos e o tratamento dos
casos observados na pratica geral. Os pacientes foram tratados com

gotas para os ouvidos de antibidtico / esterdide (‘Otosporin’) ou
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com gotas para 0s ouvidos de acetato de aluminio. Ndo

encontraram nenhuma diferenca significativa entre os dois.

Silva, et al, em 2004, avaliaram o potencial irritante da
prépolis, Casearia sylvestris, Otosporin e solu¢do salina
(controle). Vinte e oito ratos Wistar machos foram selecionados,
anestesiados e quatro locais experimentais foram desenhados em
suas costas. Inje¢des de azul de Evans a 2% foram administradas
por via intravenosa na veia caudal lateral e 0,1 ml das soluces
testadas foram injetadas por via intradérmica nos locais
experimentais. Os animais foram mortos 1/2, 1, 3 e 6 horas apés a
injecdo das solugdes. Cada pedago de pele contendo a leséo foi
imerso em formamida e incubado a 45 °C masculino por 72 h. Ap6s
a filtracho, a densidade Optica foi medida em
espectrofotometro. Os dados foram analisados estatisticamente por
um teste ndo paramétrico de 2 vias. Os maiores valores de corante
extraido foram observados em 3 horas caracterizando um pico no
processo inflamatorio. A prdpolis foi a solugdo menos irritante. Os
medicamentos naturais testados neste estudo podem ser uma

alternativa valiosa para o tratamento endoddntico.

Miura., et al., em 2010, avaliaram o efeito citotéxico do
Hidréxido de Célcio, Paramonoclorofenol Canforado, Otosporin®
e Formocresol diluido em células-tronco da polpa de dente
permanente humano (DPSC). As DPSC foram semeadas em placa

de cultura na concentracéo de 1,5X104 células/pogo. Foram feitas
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diluicBes das drogas em 1:9, 1:27 e 1:81 e deixadas em contato com
as células por 2 horas, sendo que o grupo controle foi mantido em
DMEM completo. As células foram lavadas com solucéo salina
duas vezes. Foram realizadas avaliagdes do metabolismo (MTT).
Concluiu-se que o Hidroxido de Calcio e o Otosporin foram as
drogas menos tdxicas para as DPSC, enquanto que o
Paramonofenol Canforado e o Formocresol foram letais em todas

as concentra(;c”)es.

Benetti, et al., em 2018 Este estudo investigou a acdo de um
antiinflamatorio tépico, o Otosporin®, em dentes clareados de
ratos com a hipotese nula de que o Otosporin® ndo é capaz de
minimizar a inflamacdo pulpar que o gel clareador gera. Os
molares do rato foram divididos em grupos: BLE: clareado
(concentragdo de H202 35% / aplicacdo Unica de 30 min); BLE-
O: brangueado seguido por Otosporin® (10 min); e controle: gel
placebo. No segundo dia ap6s o clareamento dental, os ratos foram
sacrificados e as mandibulas processadas para hematoxilina-eosina
e analise imunoistoquimica para fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a), interleucina (IL) -6 e IL-17. O grupo BLE apresentou alta
imunoexpressao de TNF-a do que os grupos BLE-O e controle (p
<0,05), com imunoexpressao moderada e leve,
respectivamente. Em relagdo a IL-6 e IL-17, o grupo BLE
apresentou maior imunoexpressédo que o controle (p <0,05); 0

BLE-O foi semelhante ao controle (p> 0,05). O antiinflamatério

87



topico Otosporin® pode reduzir a inflamacdo pulpar ap6s o
clareamento dental em dentes de rato. O grupo BLE apresentou alta
imunoexpressdo de TNF-a do que os grupos BLE-O e controle (p
<0,05), com imunoexpressao moderada e leve,
respectivamente. Em relagdo a IL-6 e IL-17, o grupo BLE
apresentou maior imunoexpressdo que o controle (p <0,05); o
BLE-O foi semelhante ao controle (p> 0,05). O antiinflamatorio
topico Otosporin® pode reduzir a inflamacdo pulpar apds o

clareamento dental em dentes de rato.

Farias., et al., em 2016, avaliaram a citotoxicidade de
medicagdes intracanais em células L929 de fibroblastos em
diferentes periodos de observacdo. Os seguintes grupos
experimentais foram estudados hidroxido de célcio com
paramonoclorofenol canforado e glicerina (CPG); iodoférmio com
glicerina (1G); hidrdxido de célcio com iodoférmio e 4gua destilada
(CIW); iodoférmio com agua destilada (IW); hidroxido de calcio
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 e 7 dias. Depois de cada periodo experimental, um teste de
citotoxicidade foi realizado utilizando metiltetrazélio (MTT) e um
espectrofotdmetro a uma densidade Optica de 570 nm para analisar

a viabilidade celular. A andlise de variancia e o teste de Tukey com
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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 1G do que no grupo controle (P<0,001). Em 48 horas, apenas
o0 grupo OT foi citotoxico (P<0,001). Em 72 horas e em 5 dias, 0s
grupos mais citotoxicos foram CW e OT. Aos 7 dias, 0s grupos IW
e CPG foram os menos citotdxicos (P<0,001). Com relacdo ao
tempo experimental, foram observadas diferencas significativas
entre 24 horas e 7 dias em todos os grupos. Otosporin® foi 0
medicamento mais citotoxico, seguido de hidréxido de calcio com

agua destilada.

Gallinari, et al, em 2019, avaliaram a expressdo de
neuropeptideos apds o tratamento clareador por meio de anélises
histopatolégicas e imunohistoquimicas e os efeitos da
hidrocortisona e paracetamol na inflamacéo pulpar, clareamento
seno e inflamagdo dentaria primeiro ocorrem, e s6 entdo, o
tratamento. Sessenta e trés ratos foram divididos em trés grupos (n
= 21) de acordo com a terapia de alivio da dor utilizada: I-
controle; ll-aplicacdo tdpica de Otosporin por 10 min ap6s o
tratamento clareador; Administracdo Ill-oral de paracetamol 30
min antes do clareamento e a seguir a cada 12h. Em todos os grupos
de estudo, o gel de placebo foi aplicado na mandibula superior
esquerda (controle) e um gel de clareamento a base de H202 a 35%

foi aplicado na mandibula superior direita por 45 min. Sete animais
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de cada grupo foram sacrificados em diferentes momentos: Oh apds
o tratamento, 24h e 48h. Apds a eutanasia, o primeiro molar de
cada lado foi analisado por histologia e imunohistoquimica para
avaliar o grau de inflamacdo e wverificar a presenga dos
neuropeptideos, substancia P (SP) e peptideo relacionado ao gene
da calcitonina (CGRP). Os dados foram analisados usando o teste
estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de
Dunn para comparagOes individuais. Extensas areas de necrose
foram observadas nos grupos que receberam apenas tratamento
clareador, enquanto danos reduzidos foram obtidos no grupo
tratado com Otosporin. A andlise imunohistoquimica mostrou
imunomarcag&o positiva em todos os grupos, inclusive no controle,
mas foi mais forte nos grupos que receberam tratamento
clareador. Os melhores resultados foram obtidos no grupo que

recebeu tratamento com Otosporin.

2.7 SULFATO DE BARIO

Para que as pastas obturadoras a base de hidréxido de célcio
apresentem radiopacidade e possam ser visualizadas em
radiografias, é necessario a implementacao de materiais radiopacos
a pasta para fornecer tal propriedade, promovendo a sua
visualizagdo no interior dos canais radiculares. Costa et al., (2014),

relata que o radiopacificador ndo deve interferir nas propriedades
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da pasta, como liberacdo de ions de célcio e pH, caracteristicas
necessarias relacionadas ao processo de mineralizagdo e acédo
antimicrobiana. Um destes agentes radiopacificadores é o sulfato
de bério, este é um sélido cristalino branco com a formula quimica
BaSO4. E pouco solivel em agua (apenas 0.02g deste pode ser
dissolvido em 100ml de &gua) e outros solventes tradicionais, mas
é soluvel em é&cido sulfurico concentrado. E muito comum em
minérios de bario. A suspensao de sulfato de bario é utilizada por
exemplo, como agente de contraste durante procedimentos de raio-
X (ALACAM et al., 1990).

Sulfato de bario é um dos radiopacificadores da guta percha
gue vem sendo utilizada como material obturador de canais
radiculares desde 1847. Alguns estudos mostram que 0s cones de
guta percha apresentam uma composicdo de 15 a 20% de guta
percha, 60 a 75% de 6xido de zinco, 1,5 a 17% de sulfato de bario
e outras substancias, como resinas, ceras e corantes que
correspondem 1 a 4%. (DA CONCEICAO et al., 2012).

O sulfato de bario (BaS04) é o agente mais utilizado para
conferir radiopacidade a algumas pastas contendo hidréxido de
calcio que ja sdo comercializadas atualmente, como a pasta
Ultracal XS® e Hydropast®. (LOUREIRO et al.,2018).

Pascon et al., em 1990, avaliaram a guta-percha (GP) que

tem sido o material obturador de canal radicular mais amplamente
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utilizado devido a sua reconhecida baixa toxicidade. A inércia do
GP, no entanto, foi desafiada recentemente. O objetivo desse
estudo foi avaliar a toxicidade do GP endodontico comercializado
por meio do teste de liberagdo de radiocrémio. Foram testadas
quatorze marcas comercialmente disponiveis e trés marcas
experimentais GP. GP bruto, 6xido de zinco e sulfato de béario, que
foram considerados os principais componentes dos pontos GP, e
fons de zinco também foram avaliados. O material foi espalhado
para cobrir o fundo dos pocos de teste apds ser dissolvido em
cloroférmio ou aquecido. Uma suspensao marcada de células L929
foi adicionada aos pogos. Apos incubagdo a 37 °Cporde 24 h,0
radiocromio extracelular no meio de cultura foi medido e calculado
em porcentagem do marcador intracelular total. A liberacéo
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 diferencas
estatisticamente significativas em 4 h. Tanto o GP dissolvido como
0 aquecido eram toxicos as 24 horas. As matérias-primas e o sulfato
de bario ndo foram toxicos, enquanto o 6xido de zinco e os ions de
zinco apresentaram toxicidade acentuada. Todos os pontos GP
testados foram téxicos em periodos de observagdo mais longos, e
a toxicidade foi atribuida ao vazamento de ions de zinco nos

fluidos.
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Makita, et al, em 2008, avaliaram o p6 de sulfato de bario
adicionado a um cimento 6sseo de PMMA com uma concentracao
inicial de 10% de bario. As mudangas na radiopacidade e
resisténcia foram avaliadas testando blocos de cimento contendo
quatro concentracbes de bario (10%, 20%, 30%, 40%). A
radiopacidade foi avaliada por meio da medicdo dos valores da
tomografia computadorizada (TC). Os valores de CT aumentaram
em proporcdo & concentracdo de bario. A radiopacidade é
aumentada e a resisténcia reduzida pela adi¢cdo de concentragdes
crescentes de pé de bario ao cimento dsseo. Os resultados do
presente estudo sugerem que a adi¢cdo de bario permite que a
radiopacidade e a resisténcia do cimento 6sseo sejam ajustadas na
prética clinica.

Bortoluzzi, et al, em 2009, avaliaram a radiopacidade do
cimento Portland branco (PC) associado ao 6xido de bismuto (Bi
(2) O (3)), sulfato de bario (BaSO (4)), iodoférmio (CHI (3)) e
oxido de zircdnio (ZrO (2)). Agregado de triéxido mineral branco
(WMTA) e PC sem radiopacificador foram usados como controles
positivo e negativo, respectivamente. Seguindo a Organizacao
Internacional de Padronizacdo (ISO) 6876/2001, 5 amostras
circulares (10 x 1 mm) foram feitas de cada material. Apds a
fixacdo dos materiais, as radiografias foram realizadas com filme
oclusal e uma cunha graduada de aluminio com espessura variando
de 2 a 16 mm. A unidade de raios-X odontolégica (GE1000) foi
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ajustada em 50 Kvp, 10 mA, 18 pulsos / s e distancia de 33,5
cm. As radiografias foram digitalizadas e a radiopacidade
comparada com a cunha de aluminio, por meio do software
Wixwin-2000 (Gendex). As amostras PC + Bi (2) O (3) e WMTA
apresentaram maior radiopacidade (5,88 e 5,72 mm Al,
respectivamente), seqguidas de PC + ZrO (2) (3,87 mm Al) e PC +
CHI (3) (3,50 mm Al). As amostras PC + BaSO (4) e PC
apresentaram os menores valores de radiopacidade (2,35 e 1,69
mm Al, respectivamente), que ficaram abaixo do valor minimo
recomendado pela ISO. A analise dos presentes resultados permitiu
concluir que todos o0s materiais testados apresentaram
radiopacidade aceitavel, exceto PC + BaSO (4) e PC puro.

Collares, et al, em 2010, avaliaram a radiopacidade, com
adicdo de vérias substancias radiopacas. Dioxido de titanio,
quartzo, zirconia, 6xido de bismuto, sulfato de bario e trifluoreto
de itérbio foram adicionados ao cimento experimental em cinco
concentracdes diferentes. A radiopacidade foi avaliada com um
sistema de placa de fdsforo, e a radiodensidade dos espécimes foi
comparada com uma cunha de aluminio. A radiopacidade dos
cimentos dentais experimentais com sulfato de bario e dxido de
bismuto a 40% e fluoreto de itérbio a 30% e 40% n&o apresentou
diferencas significativas em compara¢do com 3 mm de Al (181,
96).
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Orucogluo., et al., em 2008, avaliaram que o hidréxido de
calcio [Ca (OH) 2] tem sido amplamente utilizado como curativo
antibacteriano intracanal de curto ou longo prazo material apos
tratamento endodéntico. Em geral quando usado em endodontia, a
pasta de Ca (OH) 2 é composta por p6, um veiculo e um
radiopacificador. Para fornecer radiopacidade, o pé de sulfato de
bario (BaSO4) é geralmente adicionado a pasta. Neste relato de
caso, BaSO4: Ca (OH) 2 pds (proporcdo 1: 8) e agua destilada
foram misturados e aplicado como material de curativo ap6s canais
radiculares de dentes caninos e pré-molares inferiores com dentes
periapicais lesGes. No entanto, a pasta preparada foi extrudada
involuntariamente para a lesdo periapical durante a aplicacdo. O
paciente foi atendido 12 e 36 meses depois, em qual ponto a
cicatrizacdo periapical foi avaliada. Neste tempo, observou-se que
a lesdo periapical apresentava desapareceu, mas manchas
radiopacas brancas foram vistas em o local onde os restos de
hidroxido de calcio 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 é usada, entdo super extenséo deliberada ndo é defendida.
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Minotti., et al., em 2010, avaliaram que o hidréxido de
calcio é a medicacédo intracanal mais consagrada atualmente, por
ser biocompativel, exercer acdo anti-inflamatoria e antimicrobiana
e estimular processo de mineralizacdo. Essas propriedades derivam
de sua dissociagdo em ions célcio e hidroxila. Entretanto, o
hidréxido de célcio ndo possui radiopacidade que permita sua
distingdo entre as estruturas anatomicas adjacentes, sendo
necessario associa-lo a uma substancia radiopaca. Esse estudo
avaliou o pH e a liberacéo 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: iodoférmio, G2:
Oxido de zinco, G3: sulfato de bario, G4: pasta de hidréxido de
calcio sem radiopacificador. Apds o preenchimento, 0s acessos
foram selados e os dentes imersos em agua Mili-Q. Apds 3, 24, 72
horas, 7, 15 e 30 dias, os dentes foram removidos e o liquido
analisado empregando espectrofotémetro de absor¢éo atdmica para
0 calcio e pHmetro. A andlise 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
célcio. Os radiopacificadores ndo interferiram negativamente na

liberag&o ibnica.

Aninwene, et al, em 2013, avaliaram que o sulfato de béario

(BaSO4, na forma de particulas de micron) é um agente
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radiopacificante comum adicionado a cateteres e tubos
endotraqueais. Devido & capacidade recentemente observada das
caracteristicas da superficie nanoestruturada de diminuir as
fungdes das bactérias sem o auxilio de antibidticos, o estudo in
vitro incorporou sulfato de nano-bério ao peletano e determinou as
propriedades antimicrobianas dos compositos resultantes. Os
resultados demonstraram pela primeira vez que a incorporagéo de
sulfato de nano-bario ao peletano aumentou as propriedades
antimicrobianas (usando Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa) em comparacgdo ao peletano usado
atualmente; propriedades que justificam investigacdo adicional

para uma ampla gama de aplicagdes clinicas.

Zapata, et al, em 2015 avaliaram a atividade
antimicrobiana, o nivel de pH, a liberacdo de ions célcio e a
radiopacidade de pastas de hidroxido de calcio associadas a trés
radiopacificantes (iodoférmio, 6xido de zinco e sulfato de bario).
Para o teste antimicrobiano, 25 espécimes de dentina foram
infectados por via intraoral para induzir a colonizagdo do biofilme
e tratados com as pastas por 7 dias. A técnica Live / Dead e um
microscopio confocal foram usados para obter a proporcdo de
células vivas. O hidréxido de célcio misturado com 17% de
iodoférmio e 35% de propilenoglicol em uma pasta apresentou o
maior pH, liberag&o de ions de célcio, radiopacidade e a maior acéo

antimicrobiana em comparacdo com amostras semelhantes
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misturadas com BaSO4 ou ZnO. N&o foram encontradas diferencas
entre as pastas no teste de liberacéo de célcio no 7° dia. As amostras
de hidroxido de célcio/iodoférmio tiveram a maior radiopacidade
e atividade antimicrobiana contra a dentina infectada por biofilme

em comparagdo com as outras pastas.
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3. PROPOSICAO

O presente estudo teve como objetivo:

- Formular uma nova pasta obturadora para canais

radiculares de dentes deciduos.

- Avaliar a estabilidade das Pastas experimentais por meio

de determinacéo colorimétrica de pH.

- Avaliar a estabilidade das Pastas Experimentais através do

teste de espalhabilidade.

- Avaliar a radiopacidade de acordo com as especificacdes
ISO 6876/2001.

- Avaliar a citotoxicidade das Pastas Experimentais por meio
de ensaio MTT.

- Avaliar a ag8o antimicrobiana das pastas experimentais

através de halo inibitorio.

- Avaliar a acdo antimicrobiana das pastas experimentais por
meio da contagem de UFC em um modelo de canais radiculares

infectados com Enterococcus faecalis.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade de
Passo Fundo (Anexo 1).

4.1 Formulagéo pasta obturadora experimental

4.1.1 PREPARO DAS FORMULACOES

Para preparo das formulagdes foram utilizados os seguintes
componentes Hidréxido de Calcio (Ca(OH)., Digluconato de
Clorexedina (CHX), Cloranfenicol, Sulfato de Neomicina,
Otosporin, Sulfato de Béario (BaSO.), Imidazolinidil ureia
(Imidazo),  Veiculo Oleo  de silicone,  espessante

Hidroxipropilmetilcelulose (HPMC) e &cido cloridrico (HCI).

Os componentes da formulacdo foram adquiridos

comercialmente de acordo com tabela 1:
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Tabela 1: Materiais utilizados no preparo das
formulacgbes

MATERIAL FINALIDADE FORNECEDOR ESTADO
FISCO

Ca(OH), BASE Farmécia Natupharma — Passo PO

30% (p/p) Fundo, RS

CHX 20% ANTIMICROBIANO Farmécia Natupharma — Passo LIQUIDO

2% (vip) Fundo, RS

CLORANFENICOL ANTIBIOTICO 1 Farmacia Natupharma — Passo PO

2-4% (p/p) Fundo, RS

SULFATO NEOMICINA ANTIBIOTICO 2 Farmacia Flora Ativa — Passo PO

2-4% (p/p) Fundo, RS

Otosporin® ANTIBIOTICO 3 Farmoquimica S/A LIQUIDO

2-4% (v/p)

BaSO, RADIOPACIFICADOR | Neon Comercial Ltda PO

20% (p/p)

IMIDAZOLINIDIL CONSERVANTE Farmacia Natupharma — Passo PO

UREIA*~ 0,6% (Vv/p) Fundo, RS

OLEO DE SILICONE VEICULO Farmécia Natupharma — Passo LIQUIDO

g.s.p 100 g Fundo, RS

HIDROXIPROPOPIL ESPESSANTE METHOCEL K15M — PO

MEYICELULOSE COLORCON

(HPMC)

HCI** REGULADOR DE pH Quimica Moderna LIQUIDO

*Para o preparo da solucédo, 5 gramas do conservante imidazolinidil ureia foram
diluidas em 10ml de &gua destilada em Becker de vidro; **O &cido cloridrico foi
adicionado separadamente ao hidroxido de célcio em uma capela de exaustdo,
apds misturado, foi incorporado a formulacéo.

Na primeira tentativa foram utilizados os componentes
Hidroxido de Calcio (Ca(OH).), Digluconato de Clorexedina
(CHX 2%), Cloranfenicol, Sulfato de Bario (BaSO4), conservante

Imidazolinidil Ureia e veiculo Oleo de Silicone. A quantidade de
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cada componente utilizado nas formulacdes testadas foi calculada

conforme segue Tabela 2:

Tabela 2: Componentes utilizados para formular 50g das
pastas F1, F2, F3, F4 e F5

COMPONENTES | F1 F2 F3 F4 F5

Ca (OH) 15g 159 159 159 159
CHX 2% 5mL 5mL 10mL | 10mL 15mL
Cloranfenicol -- 29 19 29 -
BaSOq 159 15¢g 59 159 159
Conservante- 0,6mL 0,6 0,6 0,6 mL 0,6mL
IMIDA a 50% * mL mL

Veiculo- 6leo de 159mL | 11,9mL
silicone 1,9mL 9,9mL | 59mL

TOTAL 50g 50g 50g | 50g 50g

* Para o preparo da solugdo, 5 gramas do conservante imidazolinidil
ureia foram diluidas em 10ml de agua destilada em Becker de vidro;

Para melhorar propriedades das pastas experimentais, houve
necessidade de ajustes dos componentes das formulagOes testadas

conforme seguem tabelas 3 e 4:
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Tabela 3: Componentes ajustados para formular 50g das

pastas experimentais F1, F2 e F3:

103

Ca(OH): 12,59 12,59
CHX 2% 5mL 5mL
Cloranfenicol -- 1g
BaSOq 7,59 7,59
Conservante- IMIDA | 0,6mL 0,6mL
a50% *

Veiculo 6leo de 24.4mL 23,4mL
silicone

12,59

5mL

7,59
0,6mL

22,4mL

* Para o preparo da solugdo, 5 gramas do conservante imidazolinidil
ureia foram diluidas em 10mL de agua destilada em Becker de vidro;



Tabela 4: Componentes ajustados para formular 50g das

pastas experimentais F2 e F3:

COMPONENTES F2 F3
Ca(OH)2 7,29+ HCI 12,5 mI** 7,29 + HCI 15 mI**
CHX 2% 4mL 4mL
Cloranfenicol 0,89 1,69
BaSOq 10g 10g
Conservante- IMIDA 0,48 mL 0,48 mL
a50% *

HPMC 059 | e
TOTAL 509 50g

*Preparo da solugdo - diluir 5g de imidazolinidil ureia em 10 mL de &gua

destilada.

**Q &cido cloridrico foi adicionado separadamente ao hidréxido de calcio em uma
capela de exaustdo, apds misturado, foi incorporado a formulagao

Apos tentativas de ajustes das formulagfes, 0 componente

antibiotico cloranfenicol foi excluido e para novos testes foram

adicionados novos componentes antibi6ticos Sulfato de Neomicina

e Otosporin® nas proporgdes que seguem na Tabela 5:
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Tabela 5: Componentes utilizados para formular 100g da
pasta experimental F1, 50g da pasta experimental F4, e 30g das
pastas experimentais F5 e F6:

COMPONENTES | F1 FA4(pH12) F5(pH7) F6
Ca(OH): 259 12,59 7,59 7,59
CHX 2% 10mL 5mL 3mL 3mL
BaSO4 15¢g 7,59 4,59 4,59
Sulfato de - 0,259 0,159 -
Neomicina

Otosporin ® -- -- -- 5ml
Conservante 1,2mL 0,6mL 0,36mL 0,36mL
IMIDA 50%*

Veiculo — 6leo de 48,8mL | 24,15mL -- 14mL
silicone

HPMC -- -- 0549 --
HCI 17% ** -- -- 14mL --
PESO TOTAL 100g 50g 30g 30g
(gramas)

*Preparo da solucdo - diluir 5g de imidazolinidil ureia em 10 mL de &gua
destilada.

**Q &cido cloridrico foi adicionado separadamente ao hidréxido de calcio em uma
capela de exaustdo, apds misturado, foi incorporado a formulagao
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4.1.2 METODO DE MANIPULAGCAO DAS PASTAS
EXPERIMENTAIS

4.1.2.1 Separacdo/ pesagem dos componentes solidos

Os componentes solidos foram separados em becker de
vidro, peneirados e pesados em balan¢a analitica digital de alta
precisio OHAUS Adventurer. Foram pesadas em gramas as

quantidades necessarias para cada formulagao proposta (Figura 1);

Figura 1: Balanca Analitica OHAUS.
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4.1.2.2 Separacao/ medidas componentes -liquidos-

Os componentes liquidos, foram medidos em provetas
graduadas de vidro - em mililitros (mL) - de acordo com a

quantidade necesséaria para cada formulacéo (Figura 2).

Figura 2: Provetas graduadas de vidro
Apobs separacdo, os componentes foram distribuidos na

bancada conforme a quantidade necessaria para formulacdo de
cada pasta experimental (Figura 3).
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Figura 3: Componentes proporcionados (p6 e liquido) para cada
formulacé&o de pasta

4.1.2.4 Preparo Ca(OH), + HCI

Nas formulacdes onde houve ajuste do pH com &cido
cloridrico (HCI), o componente hidréxido de calcio foi preparado
separadamente em capela de exaustéo, onde o &cido cloridrico 17%
(HCI 17%) foi sendo incorporado aos poucos, em gotas, com
auxilio de uma pipeta Pasteur descartavel até que o pH do
hidréxido de célcio ficasse proximo a 7-8, para verificagdo do pH
0 método de calorimetria foi utilizado, onde papeis indicadores,
que mudam de coloragdo conforme o pH - bésico, neutro e acido
(0-14) foram utilizados e a aferi¢do foi realizada a cada etapa de
gotejamento do HCI no (CaOH); (Figura 5).
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Figura 4: Ca(OH); + HCI manipulados em capela de exaustédo

4.1.3 MISTURA DOS COMPONENTES

A mistura para cada formulag&o das pastas experimentais foi

feita utilizando gral e bast&o de porcelana:

4.1.3.1 — Homogeneizacdo inicial - diluicdo geométrica

Foi realizada diluicdo geométrica a qual objetiva um alto
grau de homogeneidade dos componentes, onde metade da
quantidade de hidroxido de calcio, seguido dos demais
componentes na forma sélida foram dispensados em um gral de

109



porcelana, na sequencia os liquidos foram adicionados aos poucos
(Figura 5).

Figura 5: mistura e adi¢cdo dos componentes em gral de porcelana

4.1.3.2- Incorporagédo dos demais componentes

O restante dos componentes sélidos, juntamente com o
remanescente de (CaOH),, foram adicionados e no final o veiculo
6leo de silicone foi incorporado a formulacdo e misturado
utilizando bastéo de porcelana/ vidro (Figura 6).
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Figura 6: Homogeneizagao Inicial

4.1.3.3- Homogeneizagdo final

Para finalizar, a formulac&o foi obtida por meio de intensa
manipulagdo para homogeneizagdo dos componentes utilizando
bastbes de porcelana no gral, e posteriormente a formulacdo foi
transferida para uma superficie de marmore e espatulada com

espatulas plasticas para homogeneizagédo (Figura 7).
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Figura 7: Homogeneizagao final

4.1.4 ARMAZENAMENTO DAS PASTAS EXPERIMENTAIS

As formulaces ap6s manipuladas, foram armazenadas em
frascos de polietileno de parede dupla herméticos. Os recipientes
foram armazenados em armario no prédio da Faculdade de
Farmécia — Universidade de Passo Fundo sala 208, em condices
ambientes sem exposicdo a luz, em temperaturas de 20-25 °C.
(Figura 8).
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Figura 8: Frascos de polietileno de parede dupla herméticos

4.2 Teste de PH

A avaliacdo do pH das Pastas Experimentais ao longo de
periodos determinados, também foi pardametro neste estudo para
avaliar a estabilidade fisica das formulagbes. Variacdes
significativas de pH podem demonstrar incompatibilidade fisica
dos componentes utilizados.

Para a obtengdo dos valores do pH de cada pasta utilizada,
usamos a determinacdo colorimétrica do pH. Segundo a
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Farmacopeia Brasileira (2019), esta técnica esta baseada no uso de
papeis indicadores, que mudam de coloracgdo conforme o pH, sendo
que, estas variam do pH bésico, neutro e 4&cido (0-14),
demonstrando apenas uma faixa de valores, mais ou menos larga,
conforme o indicador empregado. A determinacdo é levada a efeito
adicionando-se gotas da solugdo indicadora a solu¢do em exame ou
umedecendo-se papéis indicadores com a solugcdo em exame e

observando-se a mudanca de coloracéo.

4.2.1. PREPARO DO MATERIAL PARA O TESTE

A pesagem dos tubos de ensaio foi realizada em balanca
analitica OHAUS Adventurer (Figura 9). Ap6s a pesagem inicial,
foi realizado a adigdo de 1mL de agua destilada em cada um dos
tubos, assim sucessivamente no tubo de ensaio identificado de cada

pasta obturadora.

Apbs a pesagem da agua destilada de cada tudo de ensaio,
foi realizada a pesagem de 0.05g das pastas experimentais e
comerciais no mesmo tubo de ensaio que continha a dgua destilada

previamente pesada (Figura 9 C).

Foi realizada a mistura de ambas até que se tornassem

homogéneas. Com o auxilio de fitas de determinacédo colorimétrica
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do pH, obtivemos o resultado do valor do pH de cada uma das

pastas utilizadas neste experimento (Figura 9 D).

Figura 9: Medida pH formulagdes

4.2.2. Avaliacdo do pH das Pastas Testadas

A avaliacdo do pH das pastas experimentais foi realizada no

dia 0 da formulacéo, apds 11 dias e apds 34 dias.

4.3 Teste de Espalhabilidade

4.3.1 DETERMINACAO ESPALHABILIDADE

O teste de espalhabilidade é utilizado para avaliar alteraces
de consisténcia que estdo relacionadas a estabilidade fisica das
Pastas Experimentais, acompanhando a mudanca neste parametro
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sendo avaliado o valor de espalhabilidade inicial logo apés a
formulacdo, e 30 dias depois de armazenadas em frascos de
polietileno de parede dupla herméticos. Os recipientes foram
armazenados em armario no prédio da Faculdade de Farmécia —
Universidade de Passo Fundo sala 208, em condi¢Ges ambientes
sem exposicao a luz, em temperaturas de 20-25 °C. Mudanca nos
padroes de espalhabilidade pode significar instabilidade das

formulagGes.

Também foi possivel avaliar a capacidade das formulagGes
se espalharem quando submetidas a uma forga, em um determinado
espaco de tempo, procurando reproduzir as condi¢des necessarias
de esforco ao ser utilizada (ALMEIDA, et al.,, 2020). A
determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Knorst (1991). No equipamento utilizado,
uma placa-molde circular de vidro (didmetro = 20 cm; espessura =
0,2 cm), com orificio central de 1,2 cm de didmetro, foi colocada
sobre uma placa-suporte de vidro (20 cm x 20 cm) posicionada
sobre uma escala milimetrada e uma fonte luminosa (Figura 10-A).

A amostra foi introduzida no orificio da placa-molde e a
superficie foi nivelada com espatula (Figura 10-B) A placa-molde
foi cuidadosamente retirada e sobre a amostra foi colocada uma
placa de vidro de peso conhecido (Figura 10-C). Apds um minuto

foi realizada a leitura dos didmetros alcangados pela amostra, em
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duas posi¢des opostas, com auxilio da escala do papel milimetrado.

Posteriormente foi calculado o diametro médio (Figura 10-D).

Figura 10: Placas para teste de espalhabilidade

Este procedimento foi repetido acrescentando-se
sucessivamente outras placas, de 1000mg cada em intervalos de
um minuto, totalizando 3 repeticdes de 5 placas. Os resultados
foram expressos em espalhabilidade da amostra em funcéo do peso
aplicado, de acordo com a equagdo abaixo, sendo que 0s mesmos
correspondem a média de trés determinacdes. Onde:
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Ei=d>n/4

Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i

(mm2); d = didmetro médio (mm).

4.3.2 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado Teste t para amostras pareadas (p = 0.05).

4.4 Teste de radiopacidade

4.4.1 MATERIAIS TESTADOS

Para o teste de radiopacidade foram testados os seguintes

materiais conforme segue tabela 6:
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Tabela 6: Materiais utilizados teste de radiopacidade

Material Obturador

Pasta Calen® (SSWhite, S&o Paulo, Brasil) -
controle

Pasta Experimental F1 (Ca(OH),, CHX 2% e
BaSO.).

Pasta Experimental F5 (Ca(OH),, CHX 2%,

BaSO;, e Sulfato de Neomicina).

4.4.2 PREPARO DO MATERIAL PARA O TESTE

Os materiais foram preparados conforme instru¢fes do
fabricante, as pastas obturadoras testadas foram acomodadas em
um molde de policarbonato (10mm de didmetro e 1mm de
espessura), quando houver bolha produzida pelos materiais
obturadores, este molde sera substituido. Todos 0s espécimes
foram radiografados e posicionados sobre uma placa intraoral S4 —
Oclusal (5,7x7,6) Diirr Dental (sensor sem fio para o VistaScan) e
expostos juntamente com uma escala de aluminio com espessura

variada, de 2 a 16mm, com incrementos de 2mm.
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4.4.3 TOMADA RADIOGRAFICA

Para a tomada radiogréafica, foi utilizada uma unidade de
raio-X de 70 Kvp / 8mA tipo Seletronic® Parede — Dabi Atlante
com 0,3 segundos de exposicdo distdncia focal de 30cm. As
imagens radiogréaficas foram importadas para o software Viwbox
Studio, através do scanner VistaScan Mini View. O valor da
radiopacidade foi determinado em densidade radiogréafica e
convertida em milimetros de aluminio (mm Al) esta conversao foi
realizada  determinando-se a  densidade  radiogréfica
correspondente a cada milimetro de aluminio, de acordo com cada

intervalo entre os milimetros, isto é, entre 1 e 2,2 e 3, 3 e 4, etc.

4.4.4 OBTENCAO DOS VALORES DE
RADIOPACIDADE DOS MATERIAIS

Para se obter o valor de cada material, foi observado em qual
intervalo ele estava, ou seja, se o0 valor da sua densidade estava
entre o intervalo 4 e 5, 5 e 6, etc. A cada intervalo o0 1 mm

corresponde a valores distintos;

e A cada intervalo - 1 mm corresponde a valores distintos;
por exemplo, a diferenca entre 0 4 e 5 é 16,83 (5) = 162,07-(4) =
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145,24) e entre 5 e 6 € 14,39 (6) = 176,46- (5) = 162,07). Quando
a densidade do material apresentar o valor entre 5 e 6, o calculo foi

realizado da seguinte forma:

e O valor da densidade do material foi subtraido o valor
correspondente a 5mm de aluminio; essa diferenca foi convertida
em milimetros de aluminio utilizando-se para o calculo a (Figura
11):

A X 2/B + mmAl imediatamente abaixo RDM

A = densidade radiografica do material (RDM) — densidade radiografica do passo do
aluminio imediatamente abaixo RDM;

B= densidade radiografica do passo do aluminio imediatamente acima da RDM —
densidade radiografica do passo do aluminio imediatamente abaixo RDM;

2 = 2-mm incremento entre um passo e outro do aluminio.

Figura 11: formula proposta por Duarte et al., (2009).

e Em conformidade com a especificagdo da I1SO 6876
(2001), a radiopacidade do material devera ser igual ou superior a

radiopacidade de 3 mm de aluminio.
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4.4.5 ANALISE ESTATISTICA

Analise descritiva dos dados.

4.5 Avaliacdo da citotoxicidade

4.5.1 PREPARO DAS CULTURAS

Foram utilizadas células L929 (Figura 12), que sdo culturas
continuas de fibroblastos de gengiva, provenientes da American
Type Culture Collection (ATCC), gentilmente cedidas pelo
Laboratério de Virologia da Universidade do Estado de Santa
Catarina (UDESC, Lajes, SC, Brasil). Para a manutencdo das
células foi escolhido 0 meio MEM (Minimum Essential Media —
Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil) em frascos
de cultura de 75 cm? mantidos em atmosfera umidificadaa 37° C e
5% de CO? Nao foram utilizados antibidticos ou antifingicos

durante a manutencdo da cultura celular e/ou experimentos.
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Figura 12: Células L929

4.5.2 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE —
ENSAIO MTT

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 L929 foram tripsinizadas, contadas e
distribuidas em placas de 96 pocos na concentracdo de 1x10°
células por poco (Figura 13). O meio para a realizacdo dos

experimentos foi o DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium,
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Sigma-Aldrich, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), enriquecido com 5% de

soro fetal bovino.

Figura 13: Placas de 96 pogos na concentragéo de 1x10°

4.5.3 OBSERVACAO DA CONFLUENCIA DO TAPETE
CELULAR

Apos a incubagéo, durante 24 horas a 37° C em estufa com
5% de CO?, foi realizada a observacdo da confluéncia do tapete
celular através da visualizagdo em microscépio invertido (Figura
14). A seguir, 0 meio DMEM foi retirado por aspiragdo e 100 uL
das seguintes solugfes 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 as Pastas Experimentais F1 (Ca(OH),, CHX2% e
BaSQ,) e F5 (Ca(OH),;, CHX2%, BaSO, e Sulfato de Neomicina),
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sendo incubadas no periodo de tempo de 1 hora, a suma

concentracdo de 50 mg/mL.

As pastas comerciais Guedes Pinto e OZE foram
manipuladas conforme orientagdes da literatura (Mello-Moura et
al., 2013) e as Pastas Experimentais foram manipuladas no

momento do teste.

Figura 14: Visualizacdo tapete celular em microscopio invertido

4.5.4 AVALIACAO VIABILIDADE CELULAR

Apo6s o tempo de incubacdo, os pogos foram lavados com

200 pl de PBS estéril a temperatura de 37°C, e foram adicionados
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50 mL da solucdo de MTT (1 mg/mL em meio DMEM), para
incubacdo pelo periodo de 4 horas. Posteriormente, 0 MTT foi
cuidadosamente retirado evitando a danificacédo das células e foram
adicionados 100 mL de dimetilsulféxido (DMSQO) para
solubilizagdo dos cristais de formazam. Também foi adicionado o
DMSO em pocos vazios para o calculo do branco. A placa foi
colocada em um agitador durante 10 minutos de incubacdo 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 formula abaixo:

% de viabilidade = (absorbancia da amostra- média da

absorbancia do branco) x100

(absorbancia do controle - média da absorbancia do branco)

4.5.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica realizou-se por meio do teste One Way
ANOVA seguido de Post hoc de Tukey (0=0,05).
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4.6 Ac¢do antimicrobiana — halo inibitorio

4.6.1 PREPARACAO DO INOCULO

Na preparacdo do indculo a cepa de E.faecalis (ATCC
19433) foi reativada em caldo Brain Heart Infusion (BHI, Disco,
Kansas City, MO, USA) e incubada a 37°C durante 24 horas. Em
seguida, foi transferida para um novo tubo contendo caldo BHI e
incubado por mais 24 horas sob as mesmas condigdes. Apo6s 0
ajuste de concentracdo de bactérias, o inéculo foi novamente
incubado a 37°C por 7 horas, para atingir crescimento exponencial
(Figura 15).

Figura 15: E.faecalis

4.6.2 SEMEADURA DAS PLACAS

Dezoito placas de Petri de 90 mm foram usadas para

semeadura, sendo destinada 3 placas para cada grupo, capaz de
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comportar 4 pocos em cada placa, totalizando 12 pogos por grupo
(Figura 16).

Figura 16: Placas de Petri

O meio de cultura das placas foi Agar Mueller Hinton, com
aproximadamente 5 mm de espessura, que foi introduzido nas
placas através de uma pipeta graduada na quantidade de 9,9 mL e

reservado até atingir consisténcia solida (Figura 17).

‘Fiura 17: 'Agar Mueller Hinton
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A semeadura foi realizada com a colocagdo do in6culo no
Agar Mueller Hinton através de uma pipeta automatica de volume
fixo (100 pL), com ponteiras estéreis, para cada placa, em quatro
orientagdes diferentes e em torno da borda da placa com o auxilio
de uma alga metalica estéril a fim de garantir que todo o meio fosse

semeado (Figura 18).

Figura 18: Semeadura das placas

Logo apos a semeadura, houve um intervalo de 5 minutos
para 0 meio secar & temperatura ambiente e absorver o inoculo
antes de realizar o método de difusdo em agar por pogo. Cada pasta
testada foi pesada em balanca analitica na proporc¢édo de 0,10 g de
pasta e foi utilizado o método de microdiluicdo em caldo, com 9,9
mL de BHI, permanecendo em um tubo de Eppendorf estéril até o

uso (Figura 19).
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Figura 19: Microdiluicao das pastas

Apbs 5 minutos, foram realizados 4 orificios de 7 mm de
didmetro em cada placa contendo o meio de cultura com o auxilio
de um molde metalico cilindrico e estéril formando os pogos e
removendo-o0s com o auxilio de pincas clinicas para algod&o estéril
(Golgran, S&o Caetano do Sul, SP, Brasil) (Figura 20).
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Figura 20: Preparo dos poéos nas placas de Petri

Cada um dos 12 pocos foi preenchido com 60 L de cada
substancia a ser testada (Tabela 7) com uma pipeta automatica de
volume variavel ajustada em 60 pL com ponteiras estéreis (Figura
21).
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Tabela 7: Materiais Testados

1 vaselina (controle negativo)

2 Pasta Guedes-Pinto (Farmacia Buenos
Ayres, Sdo Paulo-SP)

3 Pasta Oxido de Zinco e Eugenol

(Biodinamica)

4 Pasta Calen® (SSWhite, Sao Paulo,
Brasil)
5 Pasta Experimental F1 (Ca(OH),, CHX 2%
e BaSO.).
6 Pasta Experimental F5 (Ca(OH)2, CHX 2%,

BaSO, e Sulfato de Neomicina).
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Figura 21: Preenchimento dos pocos

Quando a colocagdo das substancias foi concluida, as
placas foram fechadas e mantidas em incubadora bacterioldgica
aerdbica por 24 h a 37 °C de temperatura.

4.6.3 LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO

As placas permaneceram incubadas em sentido horizontal
para ndo mover as substancias dos pocos. Apos 24h, as placas
foram removidas da incubadora e os halos de inibicdo das
substancias foram medidos, com o auxilio de uma régua
milimetrada (Figura 22).
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Figura 22: Leitura halos de inibi¢io

Todas as placas foram lidas com a ajuda de uma fonte de luz.
Os halos foram considerados a partir do ponto onde o crescimento

bacteriano néo foi visivel a olho nu.

4.6.4 Anélise Estatistica

A analise estatistica utilizada foi ANOVA seguida pelo teste
complementar de Tukey, para estabelecer a média das medidas de
halo inibitério de cada grupo, a 5% nivel de significancia. Para
analise de resultados foi usado o software Stat Analista Plus Soft
Inc. versdo 6.0 (Vancouver, BC, Canada).
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4.7 Acéo antimicrobiana — Contagem - UFCs

4.7.1 OBTENCAO E PREPARO DAS AMOSTRAS

Sessenta dentes humanos unirradiculares extraidos foram
obtidos junto ao Biobanco da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Passo Fundo (ANEXO 2). A porcéo coronaria foi
seccionada na juncdo amelocementaria (Figura 23), de forma que
0 remanescente radicular apresentasse um comprimento de 15 mm
(Figura 24). Foi utilizado para o corte, um disco de diamante
rotativo (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil), acoplado a uma peca reta

de baixa rotacdo, sob constante refrigeracéo.

Figura 23: Secc¢do na juncéo Figura 24: Padronizagdo
amelocementaria das raizes em 15mm

Todas as raizes foram preparadas utilizando o mesmo
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protocolo, no intuito de remover o tecido pulpar e padronizar o
didmetro do canal. O comprimento de trabalho foi estabelecido a
partir da introducéo de uma lima tipo-K n°10 no canal radicular,
até que sua ponta fosse visualizada no forame apical. A partir desta
medida foi reduzido 1mm, estabelecendo o comprimento de
trabalho (Figura 25).

Figura 25: Comprimento de trabalho

O preparo cervical foi realizado com broca Largo n° 3
(Figura 21; Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) e a ampliagao
apical foi realizada com o sistema convencional utilizando limas
manuais de 21mm da 12 série (Figura 26), seguindo a sequéncia de
limas #15, #20, #25 e #30. Todos os instrumentos foram utilizados
no comprimento de trabalho. A substancia quimica auxiliar
utilizada durante a instrumentacdo das raizes foi &gua destilada

(Farmécia Natupharma, Passo Fundo-RS), que foi renovada a cada
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troca de instrumento. Apds a instrumentacdo, foi realizada uma
lavagem final com 3mL de EDTA 17% (lodontosul, Porto Alegre,

RS, Brasil), para a remocao de smear layer.

l l
Figura 26: Gates/ Limas 12 série 21 mm

Apos a conclusdo da padronizacdo do diametro dos canais
radiculares, cada raiz foi colocada em um microtubo plastico
(Axygen Inc, Union City, CA, EUA), de modo que a porcao

cervical ficasse posicionada para cima (Figura 27).
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Figura 27: Raiz dentro do microtubo

As amostras foram alocadas em caixas de polipropileno;
Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, Estados Unite) (Figura 28)
e esterilizadas a temperatura de 120 °C em autoclave (Dabi Atlante,

Ribeirdo Preto, SP, Brasil), por um periodo de 30 minutos.

FTgura 28: bfsposigéo das amostras em caixa de
polipropileno
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4.7.2 PREPARO DO INOCULO

A cepa de E. faecalis foi reativada em Brain Heart Infusion
(BHI) (Difco, Kansas City, MO, EUA) e incubada em estufa a
37°C por 24 horas. Em seguida, transferido para um novo tubo
contendo BHI caldo e incubado por mais 24 horas sob mesmas
condicbes. A densidade do meio foi ajustada em
espectrofotdmetro, equivalente a 1.0 na escala de McFarland
(3x10® UFC ml?). Apds ajuste da concentragdo bacteriana, o
inoculo foi novamente incubado em estufa a 37°C por 7 horas, a
fim de atingir o crescimento exponencial. O protocolo de

contaminagdo dos espécimes foi realizado em 10 dias.

No quarto dia, os procedimentos realizados foram idénticos
ao segundo dia de contaminacdo. E assim subsequente intercalando
as acdes realizadas no segundo e terceiro dia até o nono dia. No
décimo dia, os espécimes foram removidos dos tubos e foram
submetidos a diferentes protocolos de descontaminacdo

antimicrobiana através da insercao de medicages intracanais.

4.7.3 CONTAMINACAO DOS CANAIS RADICULARES

No primeiro dia, 800 pL de caldo BHI esterilizado foi

adicionado em cada microtubo contendo o0s espécimes.
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Posteriormente foi realizado um banho ultrass6nico, durante 15
minutos, para permitir maior penetragdo do meio de cultura nos

tubulos dentinarios antes do processo de contaminag&o.

O caldo BHI foi removido apds o banho ultrassénico e, 800
pL de indculo (7 horas de incubacéo) foi adicionado aos tubos
contendo as amostras (Figura 29). Apds, os espécimes foram
incubados, em aerobiose, a 37°C por 24 horas.

Figura 29: Contaminag&o dos canais radiculares

No segundo dia de contaminacdo, os tubos contendo 0s
espécimes foram agitados por 10 segundos e o inéculo foi
descartado. Foi adicionado 1mL de BHI caldo estéril (Figura 30) e
novamente houve incubagédo, em aerobiose, a 37°C, por 24 horas.
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Figura 30: Renovacéo caldo BHI

No terceiro dia, foi utilizado um novo indculo de E. faecalis

preparado 7 horas antes da utilizac¢&o.

No quarto dia, os procedimentos realizados foram idénticos
ao segundo dia de contaminag&o. E assim subsequente intercalando
as acdes realizadas no segundo e terceiro dia até o nono dia. No
décimo dia, os espécimes foram removidos dos tubos e foram
submetidos a diferentes protocolos de descontaminagéo

antimicrobiana através da insercdo de medicagdes intracanais.

Todos os procedimentos foram realizados sob condigdes
assépticas em uma Camara de Fluxo Laminar (Figura 31).
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Figura 31: Camara de Fluxo Laminar

474  CLASSIFICACAO DOS GRUPOS DE
TRATAMENTO

Ap0s o periodo de 10 dias de contaminacao com E. faecalis,
as 60 amostras foram irrigadas com 5 mL de soro fisiologico estéril
e secas com cones de papel absorvente calibre #35 esterelizados;
Tanari, Manaus, AM, Brasil) - (Figura 32).
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Figura 32: Amostras irrigadas com 5 mL de soro fisiologico estéril

e secas com cone de papel esterilizado.

Em seguida, as amostras foram divididas em seis grupos
(n=10) de acordo com a pasta obturadora testada conforme tabela
8; (Figuras 33,34,35 e 36).
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Tabela 8: Distribuicdo dos grupos de acordo com a

Pasta Obturadora testada

Grupo Pasta Obturadora
1 Pasta Calen® (SS White)
2 Pasta Guedes Pinto (Manipulada Farmacia

Buenos Ayres — Sdo Paulo-SP)

3 Pasta Experimental F1 (Ca(OH);, CHX,
BaSO4)
4 Pasta Experimental F5 (Ca(OH),;, CHX,

BaSO,, Sulfato Neomicina)

5 Oxido de Zinco e Eugenol (Biodinamica)

6 Controle — soro fisiol6gico

Todas as pastas comerciais foram manipuladas no
momento do teste conforme orientacdes da literatura (Figuras 34 e

36), as Pastas Experimentais F1 e F5 foram manipuladas no
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momento do teste (Figura 35), exceto a Pasta Calen® (Figura 33)
gue vem pronta para insercdo no canal radicular. As Pastas foram
inseridas no canal radicular com auxilio de seringa estéril e quando
necessario, limas e Iéntulo. Apos a realizacdo dos tratamentos as

amostras foram novamente incubadas a 37°C, por 24 horas.

Figura 33: Pasta Calen

Figura 34: Pasta Guedes Pinto
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Figura 35:Pasta Experimental F1 e F5

g

RV S

Figura 36: Pasta OZE

4.7.5 Realizacéo das coletas e anélise microbiologica

A coleta do contetdo microbiano do interior do canal
radicular das amostras foi realizada em dois momentos. A primeira
coleta (S1) foi realizada imediatamente apés o periodo de
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contaminacdo das amostras e antes dos protocolos de insercédo do
material obturador testado; e a segunda coleta (S2) foi realizada
apos 10 dias, imediatamente ap6s a remocdo dos protocolos de
obturacdo testados. As coletas (S1 e S2) foram realizadas da
mesma forma.

Para as coletas S1 e S2 uma ponta de papel absorvente estéril
calibre #35 foi introduzida no interior do canal radicular,
realizando movimentos circulares, no intuito de encostar
intencionalmente em todas as paredes do canal, pelo periodo de 30
segundos. Depois disso, a ponta de papel absorvente foi transferida
para um microtubo contendo 1 mL de solug&o salina estéril (Figura
37). Para coleta S2 o canal radicular foi previamente irrigado com

3mL de solucéo salina estéril para remogéo das pastas testadas.

Figura 37: ponta de papel absorvente em contato com interior

canal radicular e apds, transferida para um microtub.
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O material foi homogeneizado e diluido até 10 (Figura 38).
Aliquotas foram semeadas em placas de Petri contendo PCA
através da técnica das gotas e homogeneizadas na placa com
auxilio de al¢a de Drigalski (Figura 39).

Figura 38: Material homogeneizado e diluido até 10

e

Figura 39: Aliquotas semeadas em placas de Petri contendo PCA
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As placas foram incubadas durante 24 horas a uma
temperatura de 37°C. Apds o periodo de incubacdo, a contagem do

numero de UFCs foi realizada nas placas (Figura 40).

Figura 40: Placas em incubacao; contagem do nimero de UFCs
4.7.6 ANALISE ESTATISTICA

As unidades formadoras de coldnias (UFC’s) foram
contabilizadas e tabuladas em planilha. Os dados foram analisados
quanto a sua distribuicdo através do teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, levando em consideragdo a significancia de 5%.

A andlise estatistica das redugdes intragrupos e intergrupos
forma conduzidas pelo teste de One-way ANOVA seguido pelo
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procedimento de post hoc de Tukey para determinacdo das

diferencas, considerando 5% de significancia.

Os percentuais de reducéo foram calculados sobre a redugéo
de E. faecalis a partir da contagem inicial e final de unidades
formadoras de coldnias nos diferentes grupos utilizando a seguinte

formula;

Percentual de reducéo = 100 * [(valor final / valor inicial) *
100].

Os dados foram analisados utilizando o programa SPSS
versdo 17.0 (SPSS, Chicago, IL, Estados Unidos).

5. RESULTADOS

5.1 FORMULACAO PASTA EXPERIMENTAL

As etapas do preparo (Figura 41) e o aspecto final das

formulacdes iniciais apos intensa manipulacdo (Figura 42).

As primeiras formulagGes das Pastas Experimentais foram
inicialmente avaliadas visualmente, em busca de alteracbes que
pudessem indicar instabilidade fisica. Elas diferem em si pela

quantidade,  presenca/auséncia  de  agente  antibidtico
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(Cloranfenicol) e quantidade de Clorexedina (CHX) nas

formulagdes.

Figura 42: Aspecto inicial das Pastas Experimentais apés
manipulacéo

Foi levado em consideracdo os requisitos fisicos desejados
para uma pasta obturadora ideal a ser usada na endodontia de
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dentes deciduos, bem como alteragdes visuais que indicassem
incompatibilidade fisica como: consisténcia, formacéo de grumos,

separacdo de fases, cor ou formacao de precipitados:

Pasta Experimental F1 (Ca(OH);, CHX, BaSO.. Oleo de
silicone, IMIDA) cor branca, consisténcia compativel com pastas
ja comercializadas, pequena formacgéo inicial de grumos que
melhorou apds intensa manipulagdo com espatula de silicone em
marmore (Figura 43):

Figura 43: Pasta Experimental F1

Pasta Experimental F2 (Ca(OH),, CHX, BaSO,,
Cloranfenicol, Oleo de silicone, IMIDA): cor branca,
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consisténcia firme com formagéo de grumos nao eliminados ap6s

intensa manipulagéo (Figura 44):

Figura 44: Pasta Experimental F2

Pasta Experimental F3 —(Ca(OH),, CHX, BaSOy,
Cloranfenicol, Oleo de silicone, IMIDA): cor branca/ amarelada,
consisténcia firme com maior formacéo de grumos ndo eliminados
apos intensa manipulacdo (Figura 45):
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Figura 45: Pasta Experimental F3

Pasta Experimental F4 — (Ca(OH);, CHX, BaSOs,,
Cloranfenicol, Oleo de silicone, IMIDA): cor branca/ amarelada,
consiste firme, grande formacao de grumos, incompativel com uma

pasta obturadora ideal (Figura 46):

154



Figura 46: Pasta Experimental F4

Pasta Experimental F5 — (Ca(OH),, CHX, BaSOQ4, Oleo
de silicone, [IMIDA): o0s componentes solidos ndo
homogeneizaram na mistura, grande formacdo de grumos

incompativel com uma pasta obturadora ideal (Figura 47):
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Figura 47: Pasta Experimental F5

Ao final, verificamos que a maioria das formulacGes das
pastas experimentais ndo apresentavam 0s pré-requisitos basicos
para uma pasta obturadora ideal e apresentaram sinais visuais de
incompatibilidade fisica dos componentes. Dessa forma, optamos
por excluir as formulagdes das pastas experimentais F4 e F5 por
incompatibilidade de cor e consisténcia necessaria para 0 UsoO

proposto.

Para continuidade do experimento, reajustamos 0S
componentes das formulagdes das pastas experimentais F1, F2 E
F3:
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Tabela 9: Componentes ajustados para formular 50g das pastas

experimentais

COMPONENTES
Ca (OH):

CHX 20%
CLORANFENICOL
BaSO4

CONSERVANTE
IMIDA 50%*

VEICULO OLEO DE
SILICONE

TOTAL

F1
12,59

5mL

7,50

0,6mL

24,4 mL

50g

F2
12,59

5mL
19
7,50

0,6mL

23,4 mL

509

F3
12,59

5mL
29
7,50

0,6mL

22,4 mL

509

*Preparo da solucéo - diluir 5g de imidazolinidil ureia em 10 ml

de &gua destilada.

Apobs separacdo e pesagem dos componentes (figura 48)
conforme ja descrito anteriormente, deu-se seguimento ao preparo
das formulacGes das pastas experimentais. Ap6s homogeneizacao
dos componentes e intensa manipulacdo foi avaliado o aspecto
final das pastas experimentais. As formulagdes apds manipuladas,

foram armazenadas em frascos de polietileno de parede dupla
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herméticos em armario no prédio da Faculdade de Farméacia —
Universidade de Passo Fundo sala 208, em condi¢Ges ambientes

sem exposi¢do a luz, em temperaturas de 20-25 °C (Figura 49).

Figura 49: Pastas testadas apds manipulacdo em recipientes

plasticos com tampa
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As pastas experimentais foram avaliadas quanto a sua
estabilidade fisica: cor, consisténcia, separacdo de fases, formacao

de grumos ou precipitados apds 30 dias (Figura 50):

Figura 50: Aspecto fisico das pastas experimentais F1, F2 e F3

respectivamente apés 30 dias.

Foi verificada instabilidade fisica das pastas experimentais
F2 e F3 apds 30 dias: alteracdo de cor, formagdo de grumos,
separacdo de fases provavelmente causada pela interagdo entre

cloranfenicol e Ca(OH)..

Apenas a pasta experimental F1 se manteve sem alteracao
de cor, apresentou discreta alteracdo proxima a tampa do pote, 0

gue pode ter ocorrido devido a contaminacdo cruzada das outras
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formulages durante a fase de transferéncia das composicdes para

os frascos de armazenamento.

A Pasta Experimental F1 foi mantida armazenada em
frasco de polietileno de parede dupla hermético, a temperatura
entre 20-25 °C, sem exposi¢do a luz para manter acompanhamento
das propriedades fisicas; as pastas experimentais F2 e F3 sofreram
modificagbes em sua composicdo na tentativa de melhorar

estabilidade do cloranfenicol (Tabela 10).

Para baixar o pH do Ca (OH); foi adicionado HCI 17% que
foi homogeneizado junto ao p6 de acordo com a quantidade
necessaria para cada formulacdo. O procedimento de
homogeneizacdo do Ca (OH).+ HCI 17 % foi realizado em capela
de exaustdo. Na formulagdo da Pasta Experimental F2 foi

acrescentado o espessante HPMC (hidroxipropilmetilcelulose).
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Tabela 10: Componentes ajustados para formular 50g das pastas

experimentais F2 e F3:

COMPONENTES F2 =3

Ca(OH). 7,29 +HCI 12,5 mL** | 7,29 + HCI 15 mL**
CHX 20% 4 mL 4 mL
CLORANFENICOL | 0,89 1,69

BaSO4 109 109
CONSERVANTE 0,48 mL 0,48 mL

IMIDA 50% *

HPMC 059 |-

TOTAL 50g 50g

*Preparo da solugéo - diluir 5g de imidazolinidil ureia em 10 mL

de Agua destilada.

**Q 4cido cloridrico foi adicionado separadamente ao hidroxido
de célcio em uma capela de exaustdo, apds misturado, foi

incorporado a formulacg&o.
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Aspecto das pastas experimentais F2 e F3 apds
homogeneizadas e armazenadas em frascos de polietileno de

parede dupla herméticos a temperaturas de 20-25 °C (Figura 51).

Figura 51: Pastas Experimentais F2 e F3 apds manipulacao

As Pastas Experimentais ficaram armazenadas durante 10
dias. Apds esse periodo observou-se instabilidade fisica pela
provavel interacdo entre os componentes da formulacdo mesmo
apos tentativa de estabilizacdo de pH, resultando em alteracdo de
cor, separacao de componentes e formacéo de precipitado marrom
(Figura 52).
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[
Figura 52: Pastas Experimentais F2 e F3 apés 10 dias.
A pasta experimental F1 foi mantida armazenada e apds 3

meses foi realizada nova avaliagdo das propriedades fisicas (Figura
53):

Figura 53: Pasta Experimental F1 apés 90 dias
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Pasta Experimental F1 — (Ca(OH),, CHX, BaSO,, Oleo
desilicone, IMIDA) manteve boa estabilidade fisica ap6s 3 meses
com pequena alteracdo de cor devido a contaminagdo cruzada
provavelmente durante processo de armazenamento com as demais
pastas testadas inicialmente, consisténcia compativel com as pastas
ja comercializadas, ndo houve formacdo de grumos neste periodo;
optamos por dar continuidade com a formulagdo F1 na pesquisa.

Com base nesses dados fisicos visuais iniciais, buscamos
novamente auxilio na literatura para a substitui¢cdo e inclusdo de
novos componentes para dar continuidade ao estudo. A pasta
experimental F1 manteve a composi¢do inicial; o agente
antibidtico nas pastas experimentais F4, F5 e F6 foi substituido por

Otosporin ® ou Sulfato de Neomicina (Tabela 11).
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Tabela 11: Componentes utilizados para formular 100g da

pasta experimental F1, 50g da pasta experimental F4, e 30g das

pastas experimentais F5 e F6:

COMPONENTES

Ca (OH)z
CHX 20%
BaSO,

Sulfato de
Neomicina

Otosporin ®

Conservante
IMIDA 50% *

Veiculo — 6leo de
silicone

HPMC
HCI 17%

PESO TOTAL
(gramas)

F1

25¢g
10mL

100g

F4
(pH12)
12,59

5mL
7,59
0,259

0,6 mL

24,15 mL

50g

F5 (pH)

7,50
3mL
4,5¢9
0,159

0,59
14mL
30g

F6

7,50
3mL
4,59

5mL

0,36mL

14mL

30g

*Preparo da solucgéo - diluir 5g de imidazolinidil ureia em 10mL

de &gua destilada.

**Q acido cloridrico foi adicionado separadamente ao hidroxido
de calcio em uma capela de exaustdo, apds misturado, foi
incorporado a formulagio

165




A pasta experimental F1 foi manipulada novamente
juntamente com as demais formulacbes para avaliagcbes de
estabilidade fisica nos mesmos tempos. Logo ap6s manipulagdo, as
pastas experimentais foram avaliadas quanto seu aspecto fisico
visual inicial (Figuras 54, 55, 56, 57) e apds armazenadas em
frascos de polietileno de parede dupla e armazenados em armario
no prédio da Faculdade de Farmécia — Universidade de Passo
Fundo sala 208, em condigdes ambientes sem exposicéo a luz, em
temperaturas de 20-25 °C.

Pasta Experimental F1 — (Ca (OH)., CHX, BaSQO,, veiculo
6leo de silicone e conservante IMIDA): ap06s nova maipulagéo,
manteve boa estabilidade fisica inicial, cor branca e consisténcia
semelhante as pastas a base de hidroxido de calcio ja
comercializadas, sem formacdo de grumos ou separacdo de fases

dos componentes (Figura 54):
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Figura 54: Pasta Experimental F1

Pasta Experimental F4 - pH 14 (Ca (OH),, CHX, BaSO,,
sulfato de Neomicina, veiculo 6leo de silicone e conservante
IMIDA): observou-se pequena formagdo de grumos néo
eliminados durante intensa manipulacdo, a sua consisténcia
apresentou-se mais firme que as pastas ja utilizadas
comercialmente. F4 inicialmente ndo apresentou aspectos fisicos
visuais compativeis com o desejado para uma pasta obturadora de
dentes deciduos (Figura 55):
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Figra 55: Pasta Experimental F4

Pasta Experimental F5- pH 7: (Ca (OH),+ HC17%, CHX,
BaSO,, sulfato de neomicia,conservante IMIDA, espessante
HPMC): boa estabilidade fisica inicial, cor branca e consisténcia
semelhante as pastas a base de hidroxido de calcio ja
comercializadas, sem formacdo de grumos ou separacdo de fases
dos componentes (Figura 56):
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Figura 56: Pasta Experimental F5

A Pasta Experimental F6 — (Ca (OH). , CHX,
Otosporin®, BaSO,, veiculo 6leo de silicone e conservante
IMIDA): apresentou aspecto inicial grumoso e separacdo de fases
dos componentes apos mistura. Essa formulacdo ndo cumpriu com
0s pré-requisitos basicos necessarios de uma pasta obturadora ideal
para dentes deciduos.
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Figura 57: Pasta Experimental F6

As Pastas Experimentais foram armazenadas em frascos de
polietileno de parede dupla herméticos e armazenados em armario
no prédio da Faculdade de Farmacia — Universidade de Passo
Fundo sala 208, em condi¢fes ambientes sem exposicdo a luz, em
temperaturas de 20-25 °C.

As avaliagOes, quanto a estabilidade fisica visual das Pastas
Experimentais, foram realizadas logo apds a manipulacéo, 7 dias
(Figura 58), 14 dias (Figura 59) e 30 dias ap6s a manipulacéo
(Figura 60).
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Figura 58: Pastas Experimentais F1, F4, F5 e F6 - 7 dias apds
manipulacao.

Figura 59: Pastas Experimentais F1, F4, F5 e F6 - 14 dias apés

manipulacéo.
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Figura 60: Pastas Experimentais F1, F4, F5 e F6 30 dias apos
manipulacao.

Durante os primeiros 30 dias de armazenamento as Pastas
Experimentais ndo apresentaram alteracdes significativas. Ao final
de 90 dias de acompanhamento, alguns sinais de instabilidade
foram visualizados e a estabilidade fisica visual das pastas

experimentais armazenadas foi descrita:

Pasta Experimental F1: ndo sofreu alteracdo de cor ou
consisténcia, sem formacao de grumos, pequena separacéo de fases
dos componentes, mantendo suas propriedades fisicas semelhante
a avaliacdo inicial e com as pastas a base de hidréxido de célcio ja
comercializadas (Figura 61):
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Figura 61: Pasta Experimental F1 ap6s 90 dias armazenada.

Pasta Experimental F4: discreta alteracdo de cor e
consisténcia, formagdo de grumos e pequena separacdo de fases
dos componentes (Figura 62):
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Figura 62: Pasta Experimental F4 apds 90 dias armazenada.

Pasta Experimental F5: pequena alteracdo de cor sem
alterar consisténcia, sem formagéo de grumos e discreta formagao
de bolhas, mantendo o aspecto fisico semelhante ao inicial e com
as pastas a base de hidroxido de célcio ja comercializadas (Figura
63):
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Figura 63: Pasta Experimental F5 apds 90 dias armazenada.

Pasta Experimental F6: alteracdo de cor branca/
amarelada, aumento da separacdo de fases dos componentes e
grande formagdo de grumos, incompativel com uma pasta
obturadora ideal para uso na denticdo decidua (Figura 64):
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Figura 64: Pasta Experimental F6 apds 90 dias armazenada.

ApoOs essa nova avaliagdo da estabilidade fisica das pastas
armazenadas em 90 dias de acompanhamento, optou-se por seguir
0 acompanhamento apenas as Pastas Experimentais F1 e F5 que
apresentaram melhores resultados de estabilidade fisica. Essas
Pastas Experimentas diferem em sua composi¢do no componente
antibiotico, onde a Pasta Experimental F1 ndo apresenta
componente antibiético em sua composicdo, e a Pasta
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Experimental F5 tem adicionando Sulfato de Neomicina em sua

composicao.

Os acompanhamentos foram realizados em intervalos
maiores. Ap6s o periodo de aproximadamente 120 dias e 320 dias
as Pastas Experimentais F1 e F5 mantiveram boa estabilidade fisica

com discretas alteracdes que foram descritas:

Pasta Experimental F1 ap6s ~120 /320 dias— sem alteracdo
de cor- manteve cor branca, discreta separacdo de fases da parte
oleosa, mas que retorna ao aspecto inicial apds manipula¢do com
espatula. Ndo houve formagdo de grumos ou precipitados (Figura
65):

Figura 65: Pasta Experimental F1 apds aproximadamente 120 e
320 dias respectivamente.
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Pasta Experimental F5 apds ~120/320 dias — discreta
alteracdo de cor, formacao de discretass bolhas, mas que retorna ao
aspecto inicial ap6s manipulacdo com espatula, sem formacéao de

grumos ou separagéo de fases dos componentes (Figura 66):

Figura 66: Pasta Experimental F5 apds aproximadamente 120 e

320 dias respectivamente.
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5.2 TESTE PH

Neste estudo, avaliamos o pH de diferentes pastas
comerciais, como Pasta Calen®, Pasta Guedes-Pinto e Oxido de
Zinco e Eugenol, em comparacdo com a formulacdo das Pastas
Experimentais, sendo que a base para as pastas experimentais F1
(Ca(OH)2, CHX, BaS0.) e F5 (Ca(OH),, CHX, BaSO4 e Sulfato
Neomicina), € o Ca (OH),. O Ca (OH); possui um pH alcalino em
média 12,6 o que proporciona um ambiente desagradavel para o
desenvolvimento de microrganismos indesejados no conduto
radicular (SPOSITO, 2017; MASSARA et al., 2012).

Como forma de avaliagdo do pH das pastas experimentais,
medimos o valor do pH em trés momentos diferentes, sendo
primeiramente no dia zero de formulacdo, ap6s 11 dias e apds 34
dias (Tabela 12).
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Tabela 12: Média de pH das pastas experimentais F1 e F5 e das
pastas comerciais Calen, Guedes Pinto e OZE:

Grupo Dia 0 11 dia 34 dias
Pasta Experimental F1 | 2,0 1,0 2,0
Pasta Experimental F5| 12,0 11,0 13,0
Pasta Calen® | 12,0 12,0 12,0
Pasta Guedes- Pinto * | 9,0 -- --
Pasta OZE * 7,0 - -

*Manipuladas no momento do teste

Como resultado, no primeiro dia de formulacdo, o pH das
Pastas Experimentais estava basico, com valor 12, havendo uma
pequena alteracdo do seu valor aos 11 dias da formulacéo,
diminuindo o valor do pH das Pastas Experimentais F1 e F5 para
11, toda via, aos 34 dias de formulagdo o pH da Pasta Experimental
F1 retornou ao valor inicial e a Pasta Experimental F5, apresentou
0 pH mais alcalino, com valor 13 no seu 34° dia de composig&o.
Pode-se perceber que o pH manteve-se alcalino durante todo o
periodo de teste.

Ja com relacdo as pastas comerciais, um fator importante a
ser considerado nestes resultados é que as Pastas Guedes Pinto e

OZE sdo pastas manipuladas no momento do uso, e neste estudo
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procedeu-se da mesma forma, ndo sendo possivel avaliar a
estabilidade das mesmas a longo prazo através do pH. A Pasta
Calen foi avaliada juntamente com as Pastas Experimentais nos
periodos 1 e 34 dias, mantendo seu pH alcalino atingindo o valor
de 12.

A pasta Guedes-Pinto, padrdo ouro na odontologia com
relacdo a endodontia de dentes deciduos apresentou pH basico ap6s
aformulagéo com valor 9, e a pasta OZE pH em 7, ambiente neutro,

apos a formulag&o.

5.3 TESTE DE ESPALHABILIDADE

Para avaliar a estabilidade fisica dos materiais foi realizado
0 teste de espalhabilidade das Pastas Experimentais F1 e F5 bem
como das pastas comercializadas no mercado: Pasta Calen®, Pasta
Guedes Pinto, Pasta OZE. Foi realizada o teste no dia 1 da
formulacdo, e apds 30 dias de armazenamento. A partir da idéia de
gue a espalhabilidade reflete na estabilidade das formulacdes e
possivelmente possa influenciar no escoamento das pastas,
avaliamos as Pastas Experimentais comparada as Pastas ja usadas
comercialmente.

Para fins de comparacdo em relacdo a estabilidade fisica,

apenas as Pastas Experimentais e a Pasta Calen puderam ser
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comparadas, pois as Pastas Guedes Pinto e OZE sdo manipuladas
no momento do uso, o qual em relagéo a estabilidade ndo deve ser
um fator a ser considerado.

A pasta Experimental F5 apresentou discreto aumento no
valor de espalhabilidade ap6s os 30 dias da formulagdo quando
comparada ao dia 1. A Pasta Experimental F1 demonstrou um valor
decrescente de espalhabilidade (Tabela 13). A pasta comercial
Calen manteve-se estavel quanto ao seu valor inicial do dia 1. A
pasta que obteve maior valor de espalhabilidade foi a pasta Guedes,
seguindo da Pasta Calen®, Pasta Experimental F1, Pasta
Experimental F5 e OZE, sendo que, a pasta de Oxido de Zinco e
Eugenol obteve o valor mais baixo de todas as pastas, conforme os

valores indicados (Tabela 14).
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Tabela 13: Média de espalhabilidade das Formulagfes

experimentais

GRUPO F1 F5
PLACA DIA1 DIA 30 DIA1 DIA 30
1 |8.90 6.34 7.87 8.47
2 944 6.73 8.72 10.08
3 |9.62 6.79 9.07 10.85
4 19.80 6.79 9.62 11.05
5 1999 6.9 9.62 11.05
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Tabela 14: Média de espalhabilidade das Pastas comerciais

*Manipuladas no momento do teste

GRUPO | PASTA GUEDES* PASTA OZE*
PLACA
DIA1 DIA30 DIA1 DIA 30
1 17.36 == 4.03 =
2 18.86 == 4.77 --
3 19.67 -- 5.86 ==
4 20.18 - 6.75 —
5 20.46 - 7.38 —

A andlise estatistica das medias quando a Pasta Calen foi
comparada as Pastas Experimentais de maneira pareada, ou seja,
para cada formula testada, duas medias foram obtidas, o teste T
mostrou que existe diferenca significativa apenas nas medias para
as formulacdes de F1 e F5 (Tabela 15).
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Tabela 15: Média da espalhabilidade dos grupos nos

diferentes tempos de teste.

GRUPO MEDIA MEDIA p*
Dia 1 Dia 30
F1 9.55 6.71 0,008
F5 8.98 10.30 0,002
Pasta Calen® 10.45 10.45 -

Teste t pata amostas pareadas

Tabela 16: - Comparacdes de médias dos diferentes grupos

aos 30 dias de armazenamento

COMPARACAO | MEDIA | MEDIA p*

F1*F5 6,71 10,30 0,000
F1* Calen® 6,71 10,45 0,001
F5* Calen® 10,30 | 10,45 0,623

Teste t para amostras independentes
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5.4 TESTE RADIOPACIDADE

Foram realizadas andlises radiograficas das pastas a base de
Hidrdoxido de Célcio: Pasta Experimental F1 e Pasta Experimental
F5 em comparagdo com a Pasta Calen®. Sabendo que o valor
recomendado de milimetros de Aluminio (mm/Al) é de 3mm,
analisou-se os resultados obtidos através da radiografia digital das
mesmas (Figura 67):

Figura 67: Radiografia digital das pastas Calen®, F1 e F5.

Os valores de radiopacidade encontrados foram descritos na
tabela 17:
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Tabela 17: Radiopacidade em milimetro de Aluminio

(mm/Al) dos materiais estudados

Pasta Radiopacidade Valor
recomendado
pelas normas da
ADA n° 57 e da

ISSO
6876/2001.
F1 Placale?2 2,5mm/Al Né&o
F5 Placal0e 11 9.4mm/Al Sim
Calen® Placa8e9 8,5mm/Al Sim

5.5 ACAO ANTIMICROBIANA — HALO INIBITORIO

A média e desvio padrdo de halo inibitério, em mm, por
meio do método de contato direto dos protocolos testados com o
meio de cultura microbiano estdo expressos na (Tabela 12). De
acordo com os resultados do presente estudo, a maior media de halo
inibitério foi observada no grupo das Pastas Experimentais F1
(Ca(OH),, CHX, BaS0.) e F5 (Ca(OH),, CHX, BaSO, e Sulfato
de Neomicina), sendo estatisticamente superior a todos 0s demais

grupos testados (p<0,05). Ndo houve diferenca estatisticamente
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significante entre os grupos: controle (vaselina), Pasta Oxido Zinco
Eugenol e Pasta Calen® (p>0,05), sendo estatisticamente

inferiores ao grupo Pasta Guedes-Pinto (p<0,05).

Tabela 18: Média e desvio padrdo de halo inibitério (em
mm), através do método de contato direto dos protocolos testados

com o meio de cultura microbiano.

GRUPOS HALO INIBITORIO
Controle - vaselina 0.00 (0.00)?
Pasta Guedes Pinto 8.04 (0.55)°
Pasta OZE 0.00 (0.00)
Pasta Calen® 0.00 (0.00)2
Pasta Experimental F1 12.94 (0.48)°
Pasta Experimental F5 13.46 (0.64)°

** |etras diferentes, na coluna, representam diferenca

estatisticamente significante (p<0.05).
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5.6 CITOTOXICIDADE

A média e desvio padrdo da taxa percentual de viabilidade
celular ap6s tratamento com os protocolos testados (Tabela 19). A
maior taxa de viabilidade celular foi observada nos grupos
controle, Pasta Guedes-Pinto e Pastas Experimentais F1 (Ca (OH),
CHX, BaS0,) e F5 (Ca(OH),, CHX, BaSO, e Sulfato Neomicina),
sendo estatisticamente diferente dos demais grupos (p<0,05), sem

diferenca estatisticamente significante entre si (p>0,05).

Tabela 19: Média e desvio padrdo da taxa percentual de
viabilidade celular ap6s tratamento com os protocolos testados

GRUPOS VIABILIDADE CELULAR
(%)

Controle 100.00 (2.58)2

Pasta Guedes Pinto 100.00 (2.54)2

Pasta OZE 30.38 (1.31)°

Pasta Calen® 56.76 (5.27)°

Pasta Experimental F1 100 (2.88)?

Pasta Experimental F5 96.39 (2.02)?

189



5.7 ACAO ANTIMICROBIANA - CONTAGEM UFC

Para anélise da normalidade dos dados obtidos em grupos
experimentais e no grupo controle o teste de Shapiro-Wilk foi
aplicado. Em todos os grupos o teste demonstrou que os dados ndo
diferem da distribuigdo normal dos mesmos, caracterizando a
normalidade dos dados (p>0.05). A verificacdo de diferenca
estatisticamente significante entre os grupos experimentais foi
conduzida pela aplicagdo do teste estatistico de One-way ANOVA
seguido por post hoc de Tukey (Tabela 20).
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Tabela 20: Média, desvio padrdo e porcentagem de reducéo de

unidades formadoras de colénia (UFC) em funcéo do grupo e tempo de anélise.

» . % de
GRUPO UFC Inicial UFC Final .
reducdo
Pasta Calen® 5.2 x 106 (+ 4.74x106)A2 8.9x10" (+ 1.89x10?)BP 99.99%"
Pasta  Guedes
pin 1.8 x 108 (£ 2.46x107)A2 1.42x10%(+2.10x102)B:b 99.99%°
into
Pasta
) 2.1 x 107 (£ 6.37x100)A2 5.9x10°(x6.37x 100) BP 99.99%"
Experimental F1
Pasta
) 2.2 x 107 (£ 2.53x107)Aa 2.6x10°(+ 4.65x100) BP 99.99%°
Experimental F5
OZE 1.1 x 107 (x 2.12x107)A2 2.8x10% (+7.30 x10%) Bb 98.86%"
Controle — soro
2.1 x 108 (+ 8.01x10%)Aa 1.3x106(+2.93 x105) A2 31.09%2

fisiologico

** |_etras maiusculas diferentes, na linha, indicam diferencga

estatisticamente significante na analise intragrupos (p<0.05); letras

minasculas diferentes, na coluna, indicam diferenca estatisticamente

significante na analise intergrupos (p<0.05).
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Houve diferenca estatisticamente significante em todos os
grupos entre a coleta inicial e final (p<0.05). As andlises
comparativas demonstraram que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre 0s grupos experimentais
(p>0.05). No entanto, a0 comparar 0S grupos experimentais ao
grupo controle houve diferenga significativa sendo Calen® /
Controle (p<0.01); Rifocort + lodoférmio + PMCC / Controle
(p<0.01); Pasta Experimental F1(Ca (OH),, CHX, BaSOQ.) /
Controle (p<0.01); Pasta Experimental F5 (Ca(OH),, CHX,
BaSOQ,, Sulfato Neomicina) /Controle (p<0.01) e OZE / Controle
(p<0.01).
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8. DISCUSSAO

De acordo com uma recente revisdo sistemaica sobre
tratamentos pulpares em dentes deciduos publicada em 2018 na
Cochrane Database of Systematic Reviews, até 0 momento néao
existe um protocolo ideal bem como um material obturador para
endodontia de dentes deciduos com evidéncia cientifica
comprovada de qual o melhor a ser usado (ABO, 2020.; SMAIL-
FAUGERON et al., 2018). As pastas comercialmente ja utilizadas
gue sdo preconizadas, ou apresentam possibilidade de uso segundo
as diretrizes da American Academy of Pediatric Dentistry e do
Reino Unido, sdo dxido de zinco e eugenol (OZE) ou de materiais
a base de hidroxido de célcio. Materiais a base de iodoférmio
também vem sendo preconizados (ABO, 2020; AMERICAN
ACADEMY PEDIATRIC DENTISTRY, 2018). A Pasta a base de
OZE vem sendo substituida por ter limitagdes no uso e por ser
associado a danos quando extravasado aos tecidos periapicais,
desencadeando reac¢des inflamatorias de corpo estranho e desvio da
posicdo natural na erupgdo 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 existentes no mercado tém rapida reabsorcéo e
baixa radiopacidade (CASSOL et al, 2019); as pastas

iodoformadas tem odor forte e caracteristico, possibilidade de
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alteracdo de cor das estruturas dentarias e potencial alergénico
(REZENDE et al., 2002), e ainda a Pasta Guedes Pinto utilizada no
Brasil, tem na sua composic¢ao a pomada Rifocort que ndo esta mais
disponivel no mercado farmacéutico (ANTONIAZZI et al., 2015).

Durante o processo de formulagdo da Pasta Experimental,
percebemos que um dos componentes propostos inicialmente e
utilizados no preparo das formulagdes experimentais, o agente
antibiético Cloranfenicol, ndo preenchia os pré-requisitos basicos
necessarios para uma pasta obturadora ideal para uso na denticdo
decidua. O pH do hidréxido de calcio se situa em torno de 12, e 0
cloranfenicol se torna instavel neste pH, o que pode ter contribuido
para a instabilidade fisica observada, causando a altera¢éo de cor
nas primeiras formulagdes testadas. A alteragdo de cor além de ser
um problema que potencialmente podera afetar esteticamente os
dentes deciduos tratados endodonticamente, também pode
significar que os componentes da férmula interagiram causando
incompatibilidade fisica, que de acordo com Guia de Estabilidade
de Produtos Cosméticos da ANVISA, pode ser observada através
de alteracBes no aspecto fisico da formulagdo como precipitagao,
alteracdo de cor, separacdo de fases, cristalizacdo, formacdo de
gretas, entre outras (ANVISA, 2004).

Com base nessas informacBes iniciais, buscou-se na
literatura por componentes capazes de preencher os requisitos para

uma formulacdo ideal de pasta para uso na obturacdo de dentes
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deciduos. Por fim, os componentes utilizados neste estudo foram
Hidroxido de Calcio (Ca (OH).), Clorexidina (CHX), Sulfato de
Bario (BaSOs) como agente radiopacificador e Sulfato de
Neomicina como agente antibiético. Pelas propriedades bioldgicas
ja consolidadas do Ca (OH),, as pastas a base deste componente
sdo amplamente recomendadas. Sua atividade antimicrobiana,
devido a dissociacgdo idnica dos ions calcio e hidroxila, sua baixa
toxicidade, seu pH, solubilidade, propriedades antibacterianas,
antifungicas e propriedades de biocompatibilidade ele por esse
motivo ele foi 0 material escolha para uso na formulacdo da nossa
Pasta Experimental (SILVA et al., 2018, DAMLE et al., 2005).
Estudos tem sugerido a associagdo entre clorexidina e hidroxido de
calcio com o intuito de aumentar a atividade antimicrobiana do
hidroxido de célcio. A presenca de clorexidina acrescenta
substantividade & formulagdo, devido a sua capacidade de adsorcéao
e liberagdo lenta de moléculas ativas para os tecidos dentérios,
podendo a clorexidina manter o canal livre de microrganismos,

mesmo depois de ser removida do canal (GOMES et al., 2006).

A escolha do agente antibi6tico Sulfato de neomicina, deu-
se pelo fato deste ser um antibi6tico aminoglicosideo de amplo
espectro, além de estar presente na formulagdo do Otosporin, que
ja é utilizado em Endodontia de dente permanentes como
medicagdo intracanal (RUIZ et al. 2002). Também é usado para

tratar algumas infecgdes de pele, hepéticas ou intestinais e em
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profilaxia pré cirlrgica. 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
microrganismos gram-positivos que séo inibidos
incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e
Enterococcus faecalis (WAKSMAN, et al.1949). Em relacdo ao
agente radiopacificador, o sulfato de bario (BaSQO,) foi e escolha
por ser 0 agente mais utilizado para conferir radiopacidade a
algumas pastas contendo hidroxido de calcio que ja& sdo
comercializadas atualmente, como a pasta Ultracal XS® e
Hydropast® (LOUREIRO et al., 2018).

As caracteristicas e propriedades encontradas nas pastas
obturadoras devem ser analisadas visto que, sdo fundamentais para
que haja a confirmacéo de seus atributos
desejaveis e critérios ideais, como: possuir propriedades
antissepticas, ser facilmente inserida, ser radiopaca e ndo
pigmentar o elemento dentario, por exemplo (CUNHA et
al., 2005; LOPES et al., 2004; THOMAZ et al., 1994). Além disso,
as pastas obturadoras necessitam fornecer uma funcéo de barreira
fisica para a entrada de microrganismos (ARAUJO et al., 2012,),
bem como, da nutricdo para as bactérias existentes no canal
radicular. De acordo com a ANVISA, 2004, em seu “Guia de

Estabilidade de Produtos Cosméticos”, enfatiza a necessidade de
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estudo da estabilidade de novos produtos para fornecer
informacdes que indicam o grau de estabilidade relativa de um
produto nas variadas condi¢Bes a que possa estar sujeito desde sua
fabricacédo até o término de sua validade. As alteragdes podem ser
extrinsecas, ou seja, relacionadas a fatores externos aos quais 0
produto esta exposto (tempo, temperatura, luz e oxigénio, umidade,
material de acondicionamento, microrganismos e vibragdo) e
intrinsecas, relacionadas a natureza das formulacdes e, sobretudo,
a interacdo de seus ingredientes entre si e ou com o0 material de
acondicionamento: incompatibilidade fisica e incompatibilidade
quimica, como, por exemplo, pH, reacGes de Oxido-reducéo,
reacoes de hidrdlise, interagdo entre ingredientes da formulacéo e
interacdo entre ingredientes da formulacdo e o material de
acondicionamento (ISAAC et al., 2008)

Neste estudo, foram levadas em consideracdo fatores que
pudessem levar a incompatibilidade fisica das formulagdes, onde
alteracbes no aspecto fisico da formulacdo puderam ser
visivelmente observadas por: alteracdo de cor, separacédo de fases,
cristalizacdo, formacdo de gretas, entre outras. Assim como a
Incompatibilidade Quimica, onde um fator importante a ser
analisado é o pH das formulacdes, sendo neste estudo, a alteracdes
significativas nestes valores uma importante referéncia para avaliar
a estabilidade dos componentes das Pastas Experimentais. Em

nosso estudo, as pastas experimentais F1 (Ca(OH)., CHX, BaSO.)
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e F5 (Ca(OH)2, CHX, BaSO4 e Sulfato de Neomicina) avaliadas
ndo apresentaram alteracGes significativas de instabilidade fisica.
Em relagdo as caracteristicas fisicas visuais, a Pasta Experimental
F1 (Ca(OH),, CHX, BaSOs, veiculo 6leo de silicone, conservante
Imidazolinidl ureia) apresentou durante aproximadamente 90 dias
de acompanhamento, discreta separacdo de fases, ficando mais
visivel a parte oleosa, porém sem alteracdo de cor ou precipitados,
grumos ou gretas. A separacdo de fases pode ter ocorrido pela
presenca do veiculo 6leo de silicone que tem a finalidade de
melhorar a espalhabilidade, melhorando a viscosidade da
formulacdo. A separacdo de fases pode sugerir que ocorreu uma
instabilidade fisica dos componentes ou que a formula néo ficou
completamente homogénea durante sua manipulagéo, causando
uma separacdo de fases quando a formula esteve em repouso
(ANVISA., 2004). A partir deste resultado sugere-se uso de um
mixer préprio para mistura de formulacBes para melhorar a

incorporacao dos componentes.

A Pasta Experimental F5 (Ca(OH),, CHX, BaSOs, agente
antibidtico Sulfato de Neomicina, conservante Imidazolinidl ureia,
HClI 17% e espessante HPMC) durante o periodo de
aproximadamente 320 dias de acompanhamento apresentou bom
aspecto fisico com poucas modificacGes desde o inicio do
acompanhamento da formulacdo, foi observada discreta alteragédo

de cor, formacéo de algumas bolhas, sem formagéo de grumos,
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gretas ou separacdo de fases dos componentes. Segundo o Guia de
Estabilidade de Produtos Cosméticos (ANVISA, 2004), os critérios
para aprovacdo de produtos em estabilidade devem levar em
consideracdo: o aspecto - 0 produto deve manter-se integro durante
todo o teste mantendo seu aspecto inicial em todas as condicoes,
exceto em temperaturas elevadas, freezer ou ciclos em que
pequenas alteragdes sdo aceitaveis; cor e odor- devem permanecer
estaveis por, no minimo, 15 dias a luz solar, o que pode ser
observado em nosso estudo que nos primeiros 15 dias ndo houve
alteragdes na cor das Pasta Experimentais. Pequenas alteracfes sdo
aceitaveis em temperaturas elevadas. Esses parametros podem
justificar as alteracdes fisicas que ocorreram em nossas pastas
experimentais, pelo fato de terem sido armazenadas em local com
possiveis alteragdes de temperatura mais elevada durante o periodo

do verao.

Em relacdo ao controle na reducdo de microorganismos, as
pastas também desempenham essa funcdo através do seu pH,
portanto o valor e a manutencdo do pH de uma pasta obturadora
sdo fundamentais. Segundo diversos autores, como, SPOSITO, em
2017; MASSARA et al., em 2012 e GONCALVES em 2010, o
valor do pH deve ser alcalino, em torno de 12,6, para o processo de
mineralizagdo, agindo nos tecidos dentarios e nas bactérias. Este
pH, proporciona um ambiente desagradavel para as bactérias

desenvolvendo uma acao antisseptica, assim, com a elevacéo do
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pH h& uma inibicdo enziméatica microbiana, neutralizando
lipossacarideos e promovendo uma reparagao tecidual. Em nossos
resultados, as pastas formuladas (F1 e F5) e a pasta comercial
Calen®, apresentam essa faixa de pH, variando entre 11 e 13,
demonstrando entdo que estas mantém uma propriedade
fisico/quimica desejavel. Ainda SPOSITO (2017), menciona que
as propriedades antimicrobianas do hidroxido de calcio séo
exemplificadas através da sua dissociacdo em ions célcio e ions
hidroxila. A estimulagdo do reparo e deposicdo de tecido
mineralizado provem de ions célcio liberados e do pH, sendo que
uma alta concentragdo de ions célcio pode ativar a pirofosfatase,
enzima importante no processo de mineralizacdo, formando
barreiras de dentina, osteocementérias, selamento apical e de
tibulos dentindrios (MASSARA et al., 2012). Refor¢ando a
necessidade de avaliar e manter o pH das pastas obturadoras,
Pereira et al., 2009 realizou alguns testes para verificar a alteracéo
do pH quando introduzia o hidroxido de célcio e do iodoférmio
associados ou ndo a um veiculo em trés diferentes solucGes: agua
destilada, soro fisiol6gico ou alcool. Observou-se que o pH do
hidroxido de calcio foi sempre basico (em torno de 12),
corroborando com os dados encontrados em nosso estudo, onde as
nas Pastas Experimentais testadas F1 e F5 mantiveram-se com o

pH mais alcalino durante todo periodo de avaliacdo, especialmente
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a Pasta Experimental F5 que manteve o pH entre 11-13, seguido

das Pastas comerciais Calen® pH 12 e Guedes-Pinto pH 9.

A pasta a base de iodoformio (Pasta Guedes Pinto) se
manteve neutra no estudo de Pereira et al., 2009 em contrapartida,
no nosso estudo ela manteve-se basica, todavia, com um valor mais
baixo que o desejavel (pH 9,0). Tornando-se assim, pouco
favoravel & agdo antimicrobiana, onde normalmente a maioria das
espécies bacterianas que coloniza os canais radiculares consegue
manter sua viabilidade até um pH de 9 (SPOSITO, 2017). Holland
et al., 2002, avaliou dentes humanos extraidos, preparados e
preenchidos com uma pasta de hidréxido de calcio, inicialmente, e
ap6s 30 dias, obturado com o Oxido de Zinco e Eugenol. Neste
estudo foi encontrado o pH de 7,26 quando obturado com a OZE,
resultado este, similar ao nosso, onde a pasta com OZE manteve
seu pH em 7 nos diferentes momentos avaliados. Neste valor o pH
demonstra-se desfavoravel em relacdo a questdo antimicrobiana,
entretanto, quando usado em associacgdo a pasta de Ca(OH)., pode
solucionar alguns problemas como a resisténcia de alguns
microorganismos ao hidréxido de calcio, como, E. faecalis e
Candida Albicans, outro veiculo que pode solucionar este
problema ¢ a clorexidina (SPOSITO, 2017). A concluséo é de que
na associacdo com hidréxido de calcio as propriedades melhoram,

mas isso se deve ao hidréxido de célcio e ndo ao OZE, indicando
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claramente uma tendéncia favoravel a utilizacdo do Hidroxido de

Caélcio na formulacdo das Pastas Experimentais.

Outro aspecto que deve ser levado em consideracdo para a
avalicdo da estabilidade fisica das formulacGes é a espalhabilidade,
pois uma diminui¢do ou aumento significativo deste valor pode
indicar que esta ocorrendo instabilidade fisica das formulagdes
estudadas. Das pastas comerciais avaliadas quanto a
espalhabilidade, a que teve maior espalhabilidade foi a pasta
Guedes, seguida das Pastas Calen e OZE. A estabilidade fisica
relacionada a espalhabilidade das pastas OZE e Pasta Guedes ndo
pode ser comparada as Pastas Experimentais e a Pasta comercial
Calen® pelo fato de terem a necessidade de serem manipuladas no
momento do uso, 0 que ndo permite avaliar a mesma formulacao
em periodos distintos. Ainda existe a possibilidade de sofrerem
alteracdes nas suas proporc¢des quando manipuladas, aumentando
ou diminuindo a espalhabilidade. Com relacdo as Pastas
Experimentais a base de Hidréxido de Calcio, podemos comparar
e perceber neste estudo que a Pasta Calen® manteve a estabilidade
nos 2 periodos avaliados, o que se deve ao fato da mesma ser
armazenada em tubete plastico com embolo fechado e que deve ser
utilizada com seringa endodontica prépria para uso (Seringa Mario
Leonardo), o que mantém suas propriedades se utilizada conforme
as recomendacOes e dentro do prazo de validade de 2 anos

estipulado pelo fabricante- SS White.
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A Pasta Experimental F5 apresentou um aumento no valor
da espalhabilidade com significancia estatistica apds os 30 dias da
formulacdo quando comparada ao dia 1, o que pode ser justificado
pelo uso do espessante HPMC que aumenta a viscosidade da pasta.
J& a Pasta Experimental F1 demonstrou um valor decrescente de
espalhabilidade, que pode ter acontecido pela pela presenca de
6leo de silicone em sua formulagdo que quando armazenada
durante o periodo de 30 dias da segunda avaliacdo sofreu uma
discreta separacédo de fases ficando o 6leo de silicone separado do
restante da formulacdo, o que pode ser um indicativo de
instabilidade fisica dessa formulag&o ou que a separagdo ocorreu
porgue férmula ndo ficou completamente homogénea durante sua
manipulagdo, causando uma separacgdo de fases quando a férmula
esteve em repouso. O teste de espalhabilidade neste estudo também
pode sugerir o quanto as Pastas experimentais possam a vir escoar
e ser facilmente inseridas nos canais radiculares se as formulagdes
tiverem capacidade de espalhabilidade. MASSARA et al., 2012 e
GONGCALVES em 2010, reforcam que por vezes mesmo apds a
instrumentacdo, bactérias podem persistir nas ramificacdes do
canal, nos tubulos dentinarios expostos, por isso um material com
escoamento adequado e com capacidade de agdo antimicrobiana é
imprescindivel para alcangar o sucesso endodontico. Quando
comparadas as médias de espalhabilidade os dados encontrados

neste estudo sugerem que a Pasta Experimental F5 comparada a
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pasta comercial Calen®, que também é uma pasta a base de
hidréxido de calcio que é disponibilizada pronta para uso, nao
houve significancia estatistica na média de espalhabilidade, o que
pode ser um indicativo que a Pasta Experimental F5 seja uma boa
opcao para uso na obturacdo de canais radiculares de dentes
deciduos. Porém, sugere-se que estudos de escoamento dessas

Pastas sejam realizados para trazer melhores evidéncias cientificas.

Outra propriedade fisico-quimica de importancia na
avaliagdo de pastas para obturacdo de canais radiculares de dentes
deciduos é a radiopacidade, que permite a distingdo entre materiais
obturadores e estruturas anatbmicas circundantes (PILOWNIC et
al, 2017). Algumas pastas possuem em sua composi¢cdo materiais
que sao radiopacos, no entanto, pode-se também utilizar a adicao
de um material com propriedades de radiopacidade para fornecer
tal propriedade, (ALACAM et al., 1990; COSTA et al., 2014).
Neste estudo utilizamos como material radiopacificador o Sulfato
de Baério (BaSO4), que possui pouca solubilidade em agua, e por
conta de sua baixa dissolu¢do, ha possibilidades mais frequentes de
radiopacidade residual (ALACAM et al., 1990; LOUREIRO et al.,
2018). Na formulacdo das Pastas Experimentais F1 (Ca(OHy,,
CHX, BaSOs) e F5 (Ca(OH),;, CHX, BaSOs e Sulfato de
Neomicina) o agente radiopacificador foi utilizado na propor¢éo de
30% (p/p) , aproximadamente em cada formulagdo. A propriedade

da radiopacidade foi estudada por Salles et al., em 2007 e Loureiro
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et al., 2018, em pastas a base de Hidrdxido de Calcio (Calen®), e
seus resultados foram positivos. Comparando a este estudo,
também testamos as Pastas Experimentais F1 e F5 versus a pasta
Calen®. Considerando o valor de referéncia pelas normas da ADA
n°57 e da1SO 6876/2001 a nossa Pasta Experimental F5 (Ca(OH).,
CHX, BaSO., Sulfato Neomicina, HPMC) obteve valor de 9,4
mm/Al, estando de acordo com a norma exigida que recomenda o
minimo de 3 mm Al para materiais de obturacdo do canal radicular,
seguido pelo valor da pasta Calen® que em nosso estudo
apresentou o valor de 85 mmAl corroborando com estudos
anteriores onde a radiopacidade da Pasta Calen® é considerada
satisfatdria, mas vem sido sugerido a associacdo de outros
materiais que aumentem a sua radiopacidade (PILOWINK et al.,
2017; SALLES et al., 2007) e a Pasta Experimental F1 (Ca(OH).,
CHX, BaS0.) alcancou o valor de 2,5 mm/Al, ndo atingindo o
valor minimo recomendado, cabe-se entdo, um futuro estudo para
analisar uma possivel interferéncia de outros componentes, ou a
falta do uso de mixer na mistura dos componentes que possam ter

determinado tais resultados da Pasta Experimental F1.

Para fins de avaliacdo da citotoxicidade das pastas
estudadas, O ensaio colorimétrico MTT foi utilizado, o qual é
amplamente utilizado para avaliar a citotoxicidade de materiais, e
é usado rotineiramente para testar materiais obturadores em cultura

de células sistemas (ZHOU et al., 2013). Como limitagdo, no
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entanto, os ensaios MTT podem subestimar o dano celular e
detectar a morte celular apenas na fase de apoptose, quando o
metabolismo celular é substancialmente reduzido (WEI et al.,
2012). A principal vantagem do ensaio MTT sobre outros ensaios
rapidos de corante, é que avalia a viabilidade e proliferagdo com
base no estado funcional da célula mitocéndria. A versatilidade do
ensaio MTT foi demonstrado em aplicacGes para a quantificagcdo
de linfocinas citotoxicas e inibidoras de crescimento e para o
isolamento e caracterizagdo de antiproliferativos anticorpos
monoclonais dirigidos pela superficie celular. Esta versatilidade
permite a diferencia¢do entre anticorpos monoclonais citostaticos
e citotdxicos. Sua simplicidade, reprodutibilidade, economia e
versatilidade tornar o ensaio MTT 0 mais vantajoso para testes de
toxicidade e para aplicagbes de cultura de células de rotina
(EDMONDSON, et al, 1988). Neste estudo, as Pastas
Experimentais F1 e F5 apresentaram auséncia de citotoxicidade,
apresentando resultado superior de viabilidade celular quando
comparada a pasta comercial Calen® que também utiliza hidréxido
de célcio em sua composicdo. Os resultados das Pastas
Experimentais F1 e F5 pode ser justificado pelos beneficios dos
materiais a base de hidréxido de calcio como a biocompatibilidade
e as propriedades antimicrobianas, anti-inflamatorias, estimulantes
da formagdo de dentina esclerosada, de tecido 6sseo mineralizado

além de proteger a polpa contra estimulos termoelétricos e toxicos
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(LAVOR, et al., 2017). A clorexidina, outro componente utilizado
na  formulacdo da  pasta  experimental 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 que
foram cultivadas em meio contendo diferentes concentraces de
sulfato de neomicina e o numero de células vidveis 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
gue ndo ha feitos citotdxicos do sulfato de neomicina em baixas
doses (SUN et al., 2018). O sulfato de bario (BaSQ,) utilizado
como radiopacificador neste estudo, é considerado um membro dos
grupos de particulas pouco soltveis (PSP) ou de baixa toxicidade
pouco solavel (PSLT) (KONDURU, et al., 2014). Este
radiopacificador ja é utilizado em materiais obturadores utilizado

na denti¢do decidua (Loureiro et al, 2018).

Em comparacdo com as pastas ja comercializadas para
obturacdo de dentes deciduos, um estudo de SILVA et al., 2010
avaliou a resposta dos tecidos apicais e periapicais de dentes de
caes ap0Os o preenchimento de canais radiculares com diferentes
materiais, pode-se observar que no grupo formado por Oxido de
Zinco e Eugenol (OZE) apresentou regido periapical alterada e

espessamento do ligamento periodontal com presenca de células
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inflamatdrias e edema. Huang, et al., em 2002 compararam 0s
efeitos de diferentes materiais utilizados em obturacGes 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 0 OZE apresentou a menor taxa de sobrevida. Ainda
Pires et al., em 2016 ao avaliaram a citotoxicidade através do
ensaio MTT das pastas a base de hidréxido de calcio e 6xido de
zinco (OZ) em dois grupos com diferentes formulagdes e com dois
veiculos viscosos (Calen®/OZ e CH/OZ). Os extratos das pastas
de hidréxido de céalcio causaram um aumento significativo na
viabilidade celular em ambos periodos experimentais. Ndo ha
estudos que avaliem a citotoxicidade dessas mesmas formulagoes
em culturas celulares; no entanto, a proliferacdo celular relacionada
a essas pastas pode ser explicada por sua capacidade de induzir
uma resposta inflamatéria e favorecer o processo de reparo
(NELSON FILHO et al. 1999). Estudos anteriores avaliando a
citocompatibilidade no tecido subcutaneo de ratos demonstrou que
a pasta Calen®/OZ é mais biocompativel do que a pasta de 6xido
de zinco eugenol (QUEIROZ et al. 2011). A pasta Calen® também
oferece compatibilidade com tecidos (ANDOLFATTO et al.
2012). Assim, as pastas a base de hidroxido de calcio podem ser
consideradas adequadas e com auséncia de citotoxicidade para uso

na terapia pulpar de dentes deciduos.
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No presente estudo ndo foi observada citotoxicidade em
relacdo a pasta Guedes Pinto, segundo um estudo de MELLO
MOURA et al., 2011, a pasta de Guedes-Pinto (GPP), tornou-se 0
material de escolha para a terapia endoddntica de dentes deciduos
na maioria das escolas de odontologia, no entanto alteracbes na
proporcdo dos componentes podem modificar as propriedades
bioldgicas e aumentar a sua toxicidade, isso pode justificar o fato
de em alguns estudos a mesma se apresentar citotoxica e em outros
ndo, pois podem ocorrer diferencas na hora de proporcionar 0s
materiais, como em um estudo de LACATIVA, et al., 2012, onde
através da técnica de implante intra-4sseo, a pasta Guedes Pinto,
um dos materiais mais utilizados na terapia pulpar em
odontopediatria foi avaliada, e induziu pouca ou nenhuma
inflamacdo no periodo de observacdo de quatro semanas, e
apresentou niveis aceitdveis de biocompatibilidade nos dois
periodos analisados. Porém, em um estudo de SOEKANTO et al.,
1996, avaliou a toxicidade paramonoclorofenol canforado
(componente da pasta Guedes-Pinto), e outros componentes,
confirmou a citotoxicidade do PMCC em relacdo aos demais. Por
fim, um estudo de CERQUEIRA et al., 2007, apresentou uma
analise de cada componente da Pasta Guedes Pinto separadamente,
onde o PMCC foi considerado o mais citotoxico em comparacao
com 0s outros componentes, o que de certa maneira, pode

representar um efeito adverso da utilizacdo desta pasta na terapia
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endod6ntica para dentes deciduos, principalmente quando a técnica

tende a ser executada a critério de cada profissional.

Para fins de andlise de acdo antimicrobiana, o E. faecalis foi
a espécie bacteriana de escolha para esse experimento, sendo um
microorganismo oportunista anaerdbico facultativo gram-positivo
e altamente prevalente em casos de insucesso endoddntico. E um
microrganismo de facil cultivo, pois ndo necessita de cuidados
especiais para o seu crescimento e ja foi usado em estudos
anteriores. (NAGESHWAR RAO et al., 2004). O E. faecalis é
capaz de sobreviver em um ambiente com escassa disponibilidade
de nutrientes e comensalidade minima com outras bactérias.
(SUNDQVIST, et al, 1998) Apresenta diferentes mecanismos de
viruléncia e resisténcia, que dificultam sua erradicacdo dos canais
radiculares. Uma importante proteina de ligacdo ao colageno
dos componentes da superficie microbiana de E. faecalis é a ACE,
que esta relacionado a sua capacidade de invadir os tubulos
dentinarios e aderir as paredes do canal radicular. (LOVE et al.,
2001). A resisténcia do E. faecalis a agdo dos instrumentos
endoddnticos e as substancias irrigadoras, deve-se a capacidade de
resistir a ambientes alcalinos (devido a sua bomba de prétons que
permite acidificar o citoplasma bacteriano); sobreviver em
ambientes aerdbios e anaerdbios; se adaptar as diversas
necessidades nutricionais; formar biofilme; além de possuir fatores

de viruléncia e aderéncia ao colageno dentinario, tornando-o o
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principal microrganismo presente em infeccBes endodoOnticas
persistentes (NACIF; ALVES, 2010; ESTRELA et al., 2010

Os protocolos usados para os ensaios de difusdo em agar-
poco sdo definidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). (CLSI, 2009). O teste de difusdo em &gar, permite a
observacédo de zonas de inibicdo adjacentes aos pogos que contém
0 agente antimicrobiano, que podem estar relacionadas ao seu
efeito. (ESTRELA, 2000). O tamanho da zona de inibicao estara
diretamente relacionado a solubilidade e a difusibilidade da
substancia testada. (SIQUEIRA JR, et al, 1998; ESTRELA, 2000).
Este método foi utilizado no presente estudo, por ser utilizado para
patdgenos aerdbicos de crescimento rapido e considerado o melhor
método para testes de susceptibilidade de rotina, tendo boa
reprodutibilidade, baixo teor de inibidores que possam afetar o0s
resultados e grande disponibilidade de dados de experiéncias,
sendo padrao para este tipo de experimento (REIS, 2020). Também
apresentam a vantagem de possuir inibicdo e controle do
crescimento (fora da zona inibitdria) de organismos fastidiosos na
mesma placa (BOYANOVA, 2003).

Para o teste de agdo antimicrobiana através da contagem de
UFC, seguiu-se a metodologia proposta por ANDRADE et al.,
2015, que sugeriu uma modificacdo no periodo de contaminacéo
dos canais radiculares, onde os canais foram contaminados pelo

periodo de 10 dias que visa garantir maior precisdo dos resultados,
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principalmente evitar falsos negativos devido a falhas
contaminagdo. O E. faecalis é uma espécie de bactéria anaerdbia
facultativa gram-positiva. Ele € um dos microrganismos mais
resistentes ao Ca(OH). do sistema de canais radiculares. Embora
compreenda infeccbes endodénticas, as mudancas ambientais
podem ser vantajosas para E. faecalis, resultando em infeccoes
persistentes (SAATCH et al., 2014). Este microrganismo foi
escolhido devido a sua capacidade de penetrar nos tubulos
dentinarios (RAN et al., 2015) e colonizar o sistema radicular em
formato de biofilme (GUERREIRO-TANOMARU et al., 2013).
No entanto, ndo ha consenso na literatura sobre o0 tempo necessario
para que este crescimento bacteriano ocorra para testar a eficacia
dos protocolos de descontaminacdo, variando até 50 dias
(GRUNDLING et al., 2011). De acordo com um estudo anterior, 5
dias € um periodo suficiente para a formacdo do biofilme de
E.faecalis na dentina (ANDRADE et al., 2015). Por esse motivo,
um periodo de cultura de 10 dias foi adotado no presente estudo,
permitindo o crescimento bacteriano e garantindo que o0s
protocolos de descontaminagdo pudessem ser adequadamente

testados.

Estudos anteriores onde Haapasalo e Orstavik10 em 1987,
revolucionaram o0 estudo de substancias antimicrobianas
introduzindo um novo protocolo para contaminacdo dentinaria

onde o periodo de contaminacéo E. faecalis foi 21 dias, seguido de
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avaliacdo com MEV e coloracdo de Brown e Brenn. Para testes de
medicacdo, as amostras foram infectadas por trés semanas. Este
procedimento rapidamente se tornou o método de escolha para a
avaliacdo de substancias e tratamento protocolos em endodontia.
Esses mesmos autores modificaram seu protocolo tempo depois,
usando periodos de contaminacdo de 14 dias. Este protocolo
modificado foi eficaz para todos os microrganismos testados, com
tempos diferentes de contaminagdo, e o E. faecalis infectou
rapidamente todo o comprimento dos tabulos. Comparado a esses
estudos, o estudo de ANDRADE et al., 2015 mostrou que 0 novo
método para a contaminacdo intratubular da dentina bovina é
superior aos protocolos de contaminacédo relatados anteriormente
(MA et al., 2011) e isso foi demonstrado tanto por analises
subjetivas de pontuagdo quanto pela comparacdo quantitativa do
biovolume de bactérias vivas e mortas dentro dos tubulos
dentinarios (ANDRADE et al., 2015).

Ao analisar a agdo antimicrobiana dos materiais testados
neste estudo, o cimento de 6xido de zinco-eugenol (OZE), que tem
sido usado ha muito tempo como um material obturador de canal
radicular para dentes deciduos, tem demonstrado nos estudos nao
pode ser considerado um bom material obturador de canal radicular
ideal, pois tende a ser reabsorvido em um ritmo mais lento do que
as raizes dos dentes deciduos e apresenta acdo antimicrobiana
limitada e (BARJA-FIDALGO, 2011), o que também foi
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observado em nosso estudo, onde a pasta OZE foi estatisticamente
inferior as Pasta Experimental F5, que obteve a maior média de
halo inibitorio, demonstrando a pouca eficicia deste material
guanto a acdo antimicrobiana, importante propriedade para
controle da infecgdo de canais radiculares na denti¢do decidua.
Além disso, a pasta OZE apresenta véarias desvantagens, tais como
baixa taxa de reabsorcdo, causando irritacdo na area periapical,
necrose 6ssea e em alguns casos quando extravasada aos tecidos
periapicais, pode estar relacionada a deslocamento do germe do
dente permanente (NAJJIAR, 2019).

No Brasil, o material obturador de canal radicular mais
utilizado para dentes deciduos é a pasta de Guedes Pinto, composta
por iodoférmio, Rifocort e paramonoclorofenol canforado
(PMCC). Embora a pasta relna varios requisitos para ser
considerada um material obturador endod6ntico adequado para
dentes deciduos, as limitacfes ao seu uso incluem a necessidade de
manipulacdo antes de seu uso e as dificuldades relacionadas a sua
insercdo no canal radicular (MARQUES, 2020). Além disso, um
de seus componentes, a pomada Rifocort®, foi retirado do
mercado, restringindo o uso atual dessa pasta (ANTONIAZZI et al.,
2015). Em relacdo a manipulacdo da pasta, tem-se uma
desvantagem, pois diferentes clinicos podem alterar a concentracao
de cada parte, principalmente pelos diferentes aspectos fisicos de

cada componente (liquido, pé e pomada). Este fato pode alterar as
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propriedades bioldgicas da pasta, podendo afetar o desempenho
clinico, interferir na acdo antimicrobiana e ainda aumentar a
toxicidade. Isso pode ajudar a explicar os resultados do presente
estudo, onde a Pasta Guedes-Pinto apresentou resultados inferiores
de acdo antimicrobiana quando comparada principalmente a Pasta
Experimental F5 que obteve a maior média de halo de inibi¢do do
estudo, no entanto no teste de agdo antimicrobiana através de
UFC’s, ndo apresentou significancia estatistica quando

comparadas entre si.

Quanto a pasta Calen®, composta basicamente de hidréxido
de célcio, observou-se em uma revisao critica da literatura que as
propriedades fisico-quimicas do hidréxido de calcio podem limitar
sua efetividade na desinfeccéo do sistema de canais radiculares. O
Ca (OH), tem um grande valor em endodontia, sendo indicado para
varias condicdes clinicas, porém, ndo € uma medicacdao eficaz
contra todas as espécies bacterianas encontradas nas infeccOes
radiculares, e suas propriedades fisico-quimicas podem limitar sua
eficacia na desinfeccdo de todo o sistema de canais radiculares a
curto prazo (SIQUEIRA et al., 1997). Em relagdo ao nosso estudo
na analise da acdo antimicrobiana a pasta Calen®, a base de
hidréxido de célcio como as formulagdes testadas, teve resultados
inferiores as Pastas F1 e F5, demostrando pouca acdo
antimicrobiana no teste de halo inibitorio. Dessa forma, justifica-

se a sugestdo de associagdes de medicamentos ao Ca(OH)

215



objetivando aumentar a atividade antimicrobiana (SIQUEIRA &
LOPES, 1999). No presente estudo, testamos essa associac¢ao entre
0 Ca(OH), e CHX, onde a Pasta Experimental F5 além do
Ca(OH),, CHX e Sulfato de Bario, foi adicionado o agente
antibidtico Sulfato de Neomicina, apresentando significativa
reducéo de E. faecalis tanto no teste de agéo antimicrobiana por
halo inibitério quanto no teste de contagem de UFC’s. Esses dados
corroboram com o estudo de Souza et al., 202, onde 0s grupos que
adicionaram 2% de CHX ao Ca(OH). apresentaram maior reducéo
de E. faecalis. Da mesma forma, Ghabraei et al., 2018 que realizou
um estudo in vitro em dentes humanos contaminados com E.
faecalis com com o objetivo de determinar e comparar o periodo
mais curto necessario para o Ca (OH); + CHX 2%, para eliminar o
biofilme de E. faecalis do interior dos canais radiculares, o estudo
concluiu que a associagdo de Ca (OH), + CHX 2%, pode eliminar
o biofilme de E. faecalis em 3 dias e que o tempo minimo de
permanéncia destes deve ser de pelo menos 3 dias nos canais

radiculares.

Ainda outros estudos realizados em dentina bovina e dentina
humana, demonstraram que o gel de CHX 2% foi a substancia mais
eficaz contra E. faecalis, seguido pela associacdo de Ca (OH); +
CHX, e por ultimo o hidréxido de célcio utilizado isoladamente
(MOHAMMADI; SHALAVI, 2012), reforcando o uso dessa

associagdo em nosso estudo. O mecanismo antimicrobiano da CHX
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gue ocorre pela interacdo entre Moléculas (carregadas
positivamente) e parede celular das bactérias (carregada
negativamente) induzindo alteragBes no equilibrio osmotico
celular, resultando na precipitacdo do contetdo citoplasmatico e a
morte de microrganismos (BASRANI et al., 2003). Essa interacéo
pode explicar a forma a atividade antimicrobiana das medicacdes
intracanais que utilizam CHX. A associacdo entre Ca(OH),e CHX
pode ser benéfica pois a mesma pode gerar espécies reativas de
oxigénio em excesso, 0 que potencialmente pode levar a morte de
varios patdgenos do canal radicular, e além disso também foi
demonstrado que o pH do Ca(OH). ndo se altera com esta
combina¢do (MOHAMMADI; SHALAVI, 2012), o que Vveio a ser

confirmado neste estudo.

Por fim, justifica-se a importancia deste estudo devido a
necessidade atual de buscar novas alternativas a pastas para
obturacdo de canais radiculares de dentes deciduos que preencham
0s requisitos necessarios de um material ideal para esta finalidade.
Este estudo apresenta uma grande relevancia clinica pois busca
uma nova alternativa para obturacdo de canais radiculares de
dentes deciduos, principalmente pensando na otimizacdo do
processo, uma vez que a proposta da Pasta Experimental é que ela
seja disponibilizada pronta para uso. Mais estudos sa0 necessarios

para que a Pasta Experimental possa ser utilizada em humanos.
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9. CONCLUSAO

Diante das limita¢Ges do presente estudo, pode-se concluir que
a Pasta Experimental F5 (Ca (OH)., CHX, BaSO, e Sulfato de
Neomicina) foi a que obteve melhores resultados nos testes
executados e mostra-se promissora onde apresentou melhores
resultados nos testes de pH, radiopacidade, espalhabilidade,
citotoxicidade e agdo antimicrobiana realizados. Foi observada a
manutencdo das suas caracteristicas fisicas através dos testes de
pH, que se manteve estavel e alcalino, no teste de espalhabilidade
ndo foi observada diferenca estatistica quando comparada a Pasta
comercial Calen®. Apresentou excelente resultado de
radiopacidade, ndo se mostrou citotoxica e teve boa acéo

antimicrobiana contra E. faecalis.

Torna-se necessario que mais estudos sejam realizados para
avaliar outras propriedades importantes no desenvolvimento de
uma nova formulacdo, pois, previamente ao uso de novas pastas
obturadoras nos canais radiculares de seres humanos, estudos de
laboratério devem ser realizados para determinar 0S seus
beneficios e consequéncias, bem como estudos in vivo desta nova

Pastas Experimental.
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