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RESUMO 

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito citotóxico e produção de radicais livres 
por células pulpares humanas de dois agentes enzimáticos para remoção 
químico-mecânicos de tecido cariado. As células foram semeadas em placas 
de 24 poços (50.000 células/poço) e após 24 horas, um conjunto dispositivo 
metálico/disco de dentina (0,3mm de espessura)/anel de silicone foi inserido 
em cada poço. Os materiais foram aplicados de acordo com os grupos: 
controle sem material; peróxido de hidrogênio 35% por 2 minutos; 
PapacárieDuo (PD) por 30 segundos; PD por 2 minutos; Brix3000 (BX) por 30 
segundos e BX por 2 minutos (n=8). Os testes de viabilidade (MTT), produção 
de óxido nítrico (ON, reagente de Griess) e produção de espécies reativas de 
oxigênio (EROs, sonda DCFH-DA) foram realizados 24 horas após a aplicação 
dos materiais. Os dados foram submetidos aos testes estatísticos one-way 
ANOVA complementado por Tukey (p<0,05). Para viabilidade celular, os 
grupos BX nos dois tempos não diferiram do controle (p>0,05), enquanto o 
grupo PD 30 segundos e 2 minutos apresentaram diminuição na viabilidade em 
21,1% e 58,4% respectivamente (p<0,05). Quanto à quantificação de ON, não 
houve diferença estatística entre os diferentes grupos (p>0,05). Para a 
quantificação de EROs, os grupos PD 30 segundos e 2 minutos apresentaram 
um aumento de 171,2% e 75,1% respectivamente quando comparados ao 
controle (p<0,05). Concluiu-se que a ação transdentinária do material PD 
apresentou potencial citotóxico e aumento de produção de EROs por células 
pulpares, nos tempos de aplicação 30 segundos e 2 minutos. 

 

Palavras Chave: Cárie dental; Espécies reativas de oxigênio; Materiais 
biocompatíveis; Morte celular.   
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ABSTRACT 

The aim of the study was to evaluate the cytotoxic effect and production of free 
radicals by human pulp cells of two enzymatic agents for chemical-mechanical 
removal of carious tissue. Cells were seeded in 24-well plates (50,000 
cells/well) and after 24 hours, a metal device/dentin disc (3mm thick)/silicone 
ring assembly was inserted into each well. The materials were applied 
according to the groups: control without material; 35% hydrogen peroxide for 2 
minutes; PapacárieDuo (PD) for 30 seconds; PD for 2 minutes; Brix3000 (BX) 
for 30 seconds and BX for 2 minutes (n=8). Viability tests (MTT), production of 
nitric oxide (ON, Griess reagent) and production of reactive oxygen species 
(ROS, probe DCFH-DA) were performed 24 hours after application of the 
materials. Data were submitted to one-way ANOVA statistical tests 
complemented by Tukey (p<0.05). For cell viability, the BX groups at both times 
did not differ from the control (p>0.05), while the PD group 30 seconds and 2 
minutes showed a decrease in viability of 21.1% and 58.4% respectively (p<0 
.05). As for the quantification of NO, there was no statistical difference between 
the different groups (p>0.05). For the quantification of ROS, the 30-second and 
2-minute PD groups showed an increase of 171.2% and 75.1% respectively 
when compared to the control (p<0.05). It was concluded that the transdentinal 
action of the PD material presented cytotoxic potential and increased production 
of ROS by pulp cells, at application times of 30 seconds and 2 minutes. 

Keywords: dental caries; biocompatible materials; cell death; oxigen-reactive 
species. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 

 

Introdução &  
Referencial  

  teórico
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 

 

1. INTRODUÇÃO E REFERÊNCIAL TEÓRICO 

 A cárie dental é a doença bucal mais comum e também mais evitável 

conhecida, sua prevalência em países subdesenvolvidos (Sengupta et al., 

2017; Kassebaum et al., 2015; Bernabé & Sheiham 2014). Sua etiologia é 

multifatorial e dinâmica, resultante do desequilíbrio no ecossistema bucal, 

entre o biofilme dental, microorganismos dieta e, frequência de higienização 

(Nyvad et al., 2013). Este desequilíbrio pode gerar a queda do pH e a 

dissolução dos cristais minerais presentes nos tecidos dentais, facilitando a 

aderência e progressão de microorganismos aos tecidos (Conrads & About, 

2018; Fejerskov & Larsen, 2015; Pai et al., 2009). 

Em estudos precursores realizados para remoção de tecido cariado, foi 

sugerido por um pesquisador de acordo com a sua vivência clínica, que a 

remoção do tecido cariado deveria ser realizada até que o som fisiológico da 

dentina fosse atingido. Nos casos em que a cavidade fosse profunda, era 

recomendado a remoção total do tecido cariado, mesmo que isso pudesse 

expor o tecido pulpar (Black, 1908). 

Na década de 1970, pesquisas identificaram e diferenciaram uma 

porção da lesão de cárie com grande quantidade microorganismos 

cariogênicos chamada de zona bacteriana e abaixo dela uma porção 

dentinária desmineralizada denominada desmineralizado interno. Porém, 

mesmo com essa descoberta houve pouca mudança no protocolo sugerido 

por Black para remoção do tecido cariado (Sato & Fusayama, 1976). Estudos 

posteriores, atualizaram os termos antes chamados de zona bacteriana para 

dentina infectada e o desmineralizado interno para dentina afetada e também 

se reconheceu a necessidade de remoção somente do infectado, pois o 

tecido desmineralizado e pouco infectado e era passível de remineralização, 

portanto poderia ser deixado na cavidade (Kuboki, et al., 1983; Banerjee et 

al., 2000). É importante ressaltar que, em cavidades profundas e muito 

profundas ainda há o risco de danos irreversíveis pulpares e em caso de 

remoção desse tecido cariado existe a possibilidade de exposições pulpares 

(Ricketts et al., 2013; Pandit et al., 2007; Barthel, et al., 2000). Porém, 

estudos apontam que a previsibilidade tem apresentado altas taxas de 
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sucesso quando escolhida a técnica mais conservadora (Barros et al., 2020; 

Al-Hiyasat et al., 2006).  

O tratamento restaurador atraumático (TRA) surgiu como uma técnica 

específica para remoção de tecido cariado e se tornou uma alternativa 

terapêutica viável que apresenta facilidade de execução clínica, baixo custo e 

dispensa eletricidade, utilizando apenas instrumentos manuais (AAPD, 2016; 

Lopez, et al., 2005; Honkala, et al., 2003; Smales, et al., 2000). A escavação é 

realizada removendo-se o esmalte desmineralizado e a dentina amolecida até 

que a dentina “firme” seja sentida em lesões cariosas ativas. Para lesões que 

atingem a dentina o tecido cariado amolecido deve ser removido 

completamente e o tecido afetado mantido na parede pulpar para evitar a 

exposição da polpa. Para preservação de tecido dental, por meio da remoção 

seletiva de tecido cariado tem sido utilizada na odontologia como padrão ouro 

na rotina clínica, embora sua nomenclatura esteja sendo utilizada sem 

distinção para doença cárie, tecido cariado e a lesão cariosa (Schwendicke et 

al., 2019; AAPD, 2016; Frencken, et al., 2016). Embora o TRA possua 

diversas vantagens, o sucesso da técnica está diretamente associada a 

sensibilidade tátil do cirurgião dentista e do seu treinamento (De Medeiros 

Serpa, et al., 2017; Hesse, et al., 2016; Louw, et al., 2002; Grossman, et al., 

2002)  

Na odontologia atual, diferentes abordagens terapêuticas são discutidas 

sobre a cárie dental com a finalidade de preservar o máximo possível a 

estrutura dental, removendo apenas os tecidos com danos irreversíveis 

(Ammari, et al., 2014; Anegundi et al. 2012; Tanboga, et al. 2011), assim é 

possível aumentar a longevidade do dente na boca (Schwendicke & Stolpe 

2014) e evitar o ciclo restaurador (Elderton, 1993). Embora a remoção de 

tecido cariado por métodos mecânicos sejam técnicas rápidas e vastamente 

aceitas, diversas condutas terapêuticas alternativas têm apresentado 

resultados promissores na aplicabilidade clínica (Wong, 2018; Bjørndal et al., 

2017; Ntovas, et al., 2017; Banerjee et al., 2017; Maltz et al., 2012; Anegundi 

et al. 2012). 

Os agentes químico-mecânicos para remoção de tecido cariado, 
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surgiram a partir da utilização do hipoclorito de sódio em dentes cariados 

associado a instrumentos manuais (Goldman & Kronman, 1976). No entanto, 

a instabilidade química do hipoclorito e os danos gerados nos tecidos dentais 

sadios levaram os pesquisadores a testar uma nova solução composta de 

0,05% de hipoclorito de sódio, cloreto de sódio, hidróxido de sódio, e glicerina, 

a GK101. Esta nova formulação devia ser manipulada e utilizada no momento 

exato do procedimento e sua aplicação era realizada, com aquecimento 

prévio a 37º C e com o auxílio de um equipamento de jato pulsátil. Este 

material se tornou comercial com o nome de Caridex (Watson & Kidd, 1986; 

Goldman & Kronman, 1976; Habib et al., 1975).  O sistema de aplicabilidade 

do Caridex™ (National Patent Medical Products Inc. New Jersey, USA) não 

obteve sucessos, pois havia a necessidade de equipamentos específicos, 

apresentava curta vida útil, além de outras limitações clínicas (Meinbach, 

1990; Beeley, et al., 2000). Pesquisadores buscaram eliminar as 

desvantagens apresentadas pelo Caridex™ e formularam o Carisolv™ 

(MediTeam Dentalutveckling AB, Savedelen Sweden) (Porto et al., 2001). O 

Carisolv™ é um gel que possui na sua composição, hipoclorito de sódio, 

aminoácidos (ácido glutâmico, leucina e lisina), água e cloreto de sódio 

(Ericson, 1998). O hipoclorito de sódio age rompendo as ligações cruzadas 

entre as fibrilas de colágeno e por desnaturação pode amolecer ainda mais o 

tecido necrosado enquanto o colágeno íntegro não seja comprometido de 

maneira importante (Porto et al., 2001; Haffner et al., 1999).   

Nos anos 2000 surgiu um novo agente químico-mecânico para remoção 

de tecido cariado, o Papacárie Duo® (Fórmula e Ação F&A, Laboratório 

Farmacêutico Ltda, São Paulo, SP, Brasil), com baixo custo e assim como o 

Carisolv facilitando a remoção do tecido cariado desnaturalizado, (Bussadori 

et al., 2005; Pereira, et al., 2004). A composição do Papacárie consiste em 

cloramina, azul de toluidina e papaína que é uma enzima extraida do mamão 

e tem como vantagens a sua estabilidade química e física, altividade 

enzimática e fácil acesso a materia prima (Bussadori et al., 2005).  Alguns 

anos depois mais um agente químico-mecânico foi disponibilizado 

comercialmente, o Brix 3000™ (BRIX S.R.L. Província de Santa Fé, 
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Argentina), com indicações e protocolo clínico similares ao Papacárie Duo®. 

Segundo a sua bula o Brix 3000™ possui em sua composição papaína, 

propilenoglicol, pectina cítrica, trietanolamina, monolauratode sorbitano, 

fosfato dissódico, fosfato monopotássico, azul de toluidina e água destilada. 

Para realização da técnica de utilização estes materiais associam a 

instrumentos manuais sem corte e dispensam instrumentos e equipamentos 

elétricos para remoção do tecido cariado, podendo ser realizado inclusive em 

ambientes externos ao ambulatório odontológico (Jingarwar et al., 2014; 

Hamama, et al., 2014; Maragakis, et al., 2001). 

As técnicas alternativas para remoção de tecido cariado, diante do 

cenário pandêmico que nos encontramos podem se tornar terapias 

fundamentais desde o surgimento do novo coronavírus (To et al., 2020; Yang 

et al., 2020; Wax et al., 2020; Chen et al., 2020) levando os profissionais de 

odontologia a repensar seus protocolos clínicos e optar por terapias que não 

produzem e dispersam aerossóis, gotículas de saliva e fluidos orais no 

consultório odontológico, entre elas a remoção de tecido cariado (Al-Halabi et 

al., 2020). A equipe de saúde bucal está altamente exposta aos riscos de 

contaminação e infecção com o SARS-CoV-2 e também oferecendo risco aos 

pacientes (Tonkaboni et al., 2021; Innes et al., 2021; Matys & Grzech-Leśniak, 

2020; Eden et al., 2020; Sabino-Silva et al., 2020).  

Os agentes químico-mecânicos, para remoção seletiva de tecido cariado 

além de preservar tecido dentinário saudável e promover maior conforto aos 

pacientes por não utilizar instrumentos rotatórios e ruídos gerados (Frencken et 

al., 2016; Tyas, et al., 2000), reduzem significantemente a produção e 

dispersão dos aerossóis (Meethil et al., 2021; Deng et al., 2018; Goomer et al., 

2013). Embora os agentes químico-mecanicos apresentem diversas vantagens 

clínicas, ainda são necessários ensaios que avaliem seus efeitos em células 

pulpares humanas em cavidades profundas. Diante deste contexto, o estudo e 

avaliação da aplicação indireta dos agentes químico-mecânicos utilizados na 

remoção seletiva de tecido cariado se torna importante para ciência do 

comportamento de células pulpares humanas após os protocolos de aplicação 
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destes materiais, auxiliando na na elaboração de protocolos clínicos seguros e 

que mantenham a vitalidade pulpar. 
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2. OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

Avaliar a ação transdentinária de um novo agente para remoção 

químico-mecânica da cárie (Brix 3000™) quando comparado a outro agente 

químico (Papacárie Duo®). 

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Avaliar a citotoxicidade transdentinária do Brix 3000™ e do Papacárie 

Duo® em células pulpares de dentes humanos; 

• Analisar o comportamento indireto do Brix 3000™ e do Papacárie Duo® 

na produção de radicais livres em células pulpares de dentes humanos. 
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Transdentinal effect of chemical-mechanical agents on cytotoxicity and free radical 
production in pulp cells 

Artigo nas normas do periódico Research, society and development 

Qualis CAPES: A3 

Fator de Impacto:  

Caio Luiz Lins Candeiro1, Nilson Ferreira de Oliveira Neto2, Ana Paula Turrioni2, Luiz 

Renato Paranhos1, Paulo César de Freitas Santos Filho3 

1 Departamento de Odontologia Preventiva e Social, Faculdade de Odontologia, 
Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia, Brasil. 

2 Departamento de Odontopediatria, Faculdade de Odontologia, Universidade Federal 
de Uberlândia, Uberlândia, Brasil. 

3 Departamento de Dentística Restauradora e Materiais Odontológicos, Faculdade de 
Odontologia, Universidade Federal de Uberlândia, Uberlândia, Brasil. 

 

 

Autor de correspondência: 

Professor Luiz Renato Paranhos 

Departamento de Odontologia Preventiva e Social  

Faculdade de Odontologia, Universidade Federal de Uberlândia, 

Campus Umuarama, Av. Pará, 1720, Bloco 2G, sala 1 

ZIP code: 38405-320, Uberlândia, MG, Brasil 

paranhos.lrp@gmail.com 

 

 

 

 

 



20 

 

RESUMO 

O objetivo do estudo foi avaliar o efeito citotóxico e produção de radicais livres por células pulpares 
humanas de dois agentes enzimáticos para remoção químico-mecânicos de tecido cariado. As células 
foram semeadas em placas de 24 poços (50.000 células/poço) e após 24 horas, um conjunto dispositivo 
metálico/disco de dentina (3mm de espessura)/anel de silicone foi inserido em cada poço. Os materiais 
foram aplicados de acordo com os grupos: controle sem material; peróxido de hidrogênio 35% por 2 
minutos; PapacárieDuo (PD) por 30 segundos; PD por 2 minutos; Brix3000 (BX) por 30 segundos e BX 
por 2 minutos (n=8). Os testes de viabilidade (MTT), produção de óxido nítrico (ON, reagente de Griess) 
e produção de espécies reativas de oxigênio (EROs, sonda DCFH-DA) foram realizados 24 horas após a 
aplicação dos materiais. Os dados foram submetidos aos testes estatísticos one-way ANOVA 
complementado por Tukey (p<0,05). Para viabilidade celular, os grupos BX nos dois tempos não 
diferiram do controle (p>0,05), enquanto o grupo PD 30 segundos e 2 minutos apresentaram diminuição 
na viabilidade em 21,1% e 58,4% respectivamente (p<0,05). Quanto à quantificação de ON, não houve 
diferença estatística entre os diferentes grupos (p>0,05). Para a quantificação de EROs, os grupos PD 30 
segundos e 2 minutos apresentaram um aumento de 171,2% e 75,1% respectivamente quando comparados 
ao controle (p<0,05). Concluiu-se que a ação transdentinária do material PD apresentou potencial 
citotóxico e aumento de produção de EROs por células pulpares, nos tempos de aplicação 30 segundos e 
2 minutos. 

 

Palavras Chave: Cárie dental; Espécies reativas de oxigênio; Materiais biocompatíveis; Morte celular.  
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ABSTRACT 

The aim of the study was to evaluate the cytotoxic effect and production of free radicals by human pulp 
cells of two enzymatic agents for chemical-mechanical removal of carious tissue. Cells were seeded in 
24-well plates (50,000 cells/well) and after 24 hours, a metal device/dentin disc (3mm thick)/silicone ring 
assembly was inserted into each well. The materials were applied according to the groups: control without 
material; 35% hydrogen peroxide for 2 minutes; PapacárieDuo (PD) for 30 seconds; PD for 2 minutes; 
Brix3000 (BX) for 30 seconds and BX for 2 minutes (n=8). Viability tests (MTT), production of nitric 
oxide (ON, Griess reagent) and production of reactive oxygen species (ROS, probe DCFH-DA) were 
performed 24 hours after application of the materials. Data were submitted to one-way ANOVA statistical 
tests complemented by Tukey (p<0.05). For cell viability, the BX groups at both times did not differ from 
the control (p>0.05), while the PD group 30 seconds and 2 minutes showed a decrease in viability of 
21.1% and 58.4% respectively (p<0 .05). As for the quantification of NO, there was no statistical 
difference between the different groups (p>0.05). For the quantification of ROS, the 30-second and 2-
minute PD groups showed an increase of 171.2% and 75.1% respectively when compared to the control 
(p<0.05). It was concluded that the transdentinal action of the PD material presented cytotoxic potential 
and increased production of ROS by pulp cells, at application times of 30 seconds and 2 minutes. 

Keywords: dental caries; biocompatible materials; cell death; oxigen-reactive species. 
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RESUMEN 

El objetivo del estudio fue evaluar el efecto citotóxico y la producción de radicales libres por las células 
pulpares humanas de dos agentes químico-mecánicos para la eliminación de tejido cariado. Las células se 
sembraron en placas de 24 pocillos (50.000 células / pocillo) y, después de 24 horas, se insertó un 
dispositivo de metal / disco de dentina / anillo de goma en cada pocillo. Los materiales se aplicaron según 
los grupos: control sin material; Peróxido de hidrógeno al 35% 2 minutos; PapacarieDuo (PD) 30 
segundos; PD 2 minutos; Brix3000 (BX) 30 segundos y BX 2 minutos (n = 8). Las pruebas de viabilidad 
(MTT), la producción de óxido nítrico y la producción de especies reactivas de oxígeno se realizaron 24 
horas después de la aplicación de los materiales. Los datos fueron sometidos a pruebas estadísticas 
ANOVA one-way complementadas por Tukey (p <0.05). Para la viabilidad celular, los grupos BX en los 
dos momentos no difirieron del control (p> 0.05), mientras que el grupo de DP a 30 segundos y 2 minutos 
mostró una disminución en la viabilidad de 21.1% y 58.4% respectivamente (p <0.05). En cuanto a la 
cuantificación de NO, no hubo diferencia estadística entre grupos (p> 0.05). Para la cuantificación de 
ROS, los grupos de DP de 30 segundos y 2 minutos mostraron un aumento del 171,2% y 75,1% 
respectivamente en comparación con el control (p <0,05). Se concluyó que la acción transdentinal de la 
EP mostró potencial citotóxico y aumento de la producción de ROS por las células pulpares, en tiempos 
de aplicación de 30 segundos y 2 minutos. 

 

Palabras clave: caries dental; especies reactivas al oxígeno; materiales biocompatibles; muerte celular. 
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1. INTRODUÇÃO 

 Com o surgimento do novo coronavírus (SARS-CoV-2), muitos países foram impactados direta 
e indiretamente em diversos setores da sociedade (Yang, et al, 2020). A maneira que o vírus se comporta 
no organismo e a facilidade de transmissão, como o contato direto com o vírus ou por gotículas de saliva 
e aerossóis, contribuíram para que este vírus se tornasse um problema de saúde pública mundial (To et 

al., 2020; Wax et al., 2020; Chen et al., 2020).  

Os profissionais da odontologia estão altamente expostos ao risco de contaminação, além de ser 
vetor de transmissão (Sabino-Silva et al., 2020). Os procedimentos odontológicos podem produzir 
aerossóis e dispersar gotículas de fluidos orais, apresentando riscos potenciais de dispersão 
microorganismos patogênicos no consultório ou contaminando e facilitando infecções da equipe 
odontológica e dos pacientes (Tonkaboni et al., 2021; Innes et al., 2021; Matys Grzech-Leśniak, 2020; 
Eden et al., 2020; Sabino-Silva et al., 2020). Com isso, o uso de técnicas odontológicas menos invasivas, 
com o objetivo de minimizar o risco de contaminação devem ser consideradas, sendo uma opção a 
remoção seletiva do tecido cariado (Al-Halabi et al., 2020). 

A remoção seletiva do tecido cariado (RSTC) apresenta elevada taxa de sucesso (Al-Hiyasat et 

al., 2006; Barros et al., 2020). A RSTC propõe a remoção do tecido cariado dentinário infectado, que está 
amolecido e apresenta uma abundante população bacteriana, sendo preservado apenas o tecido afetado 
pela cárie que encontra-se desmineralizado, porém passível de remineralização (Ricketts et al., 2018; 
Schwendicke, 2017). Assim é possível diminuir os riscos de exposição pulpar (Barros et al., 2020; Pereira 
et al., 2020), visto que quanto mais profunda a lesão pior o prognóstico (Bjørndal et al., 2017). Além da 
dificuldade de diagnóstico, muitas vezes o Cirurgião-Dentista utiliza instrumentos rotatórios em alta 
rotação que podem gerar uma quantidade considerável de aerossóis (Chen et al., 2020, Jones & Brosseau, 
2015). 

Dentre as técnicas de RSTC, a utilização de agentes químico-mecânicos apresenta facilidade de 
manuseio, baixo custo e redução de produção de aerossóis (Deng et al., 2018; Goomer et al., 2013). 
Apesar de suas vantagens, possíveis ações citotóxicas ao tecido pulpar provocadas por estes agentes, 
assim como a produção de estresse oxidativo em células pulpares foram pouco estudadas e podem ser 
determinantes na tomada de decisão profissional para o tratamento de lesões de cárie extensas e profundas 
que podem comprometer a vitalidade pulpar (Szczurko et al., 2018). Neste contexto, a avaliação indireta 
dos agentes utilizados para remoção seletiva químico-mecânica de tecido cariado sobre células humanas 
da polpa dental se faz importante para suprir a carência na literatura de estudos que identificam possíveis 
danos irreversíveis a polpa, permitindo ao cirurgião dentista informações necessárias para a tomada de 
decisão no tratamento de lesões profundas causadas pela cárie, evitando a intervenção endodôntica 
radical. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito transdentinário de removedores químico-
mecânicos de cárie na citotoxicidade e produção de radicais livres por células pulpares humanas. As 
hipóteses testadas foram: 1) os agentes removedores químico-mecânicos de tecido cariado testados 
diminuem a viabilidade celular e; 2) os agentes removedores químico-mecânicos influenciam na 
produção de radicais livres produzidos por fibroblastos da polpa dental humana. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

Tipo de estudo e Critérios éticos 

Trata-se de um estudo laboratorial in vitro. As recomendações CRIS (Checklist for Reporting In-
vitro Studies) para descrição do estudo foram seguidas. Todos os preceitos éticos relacionados a pesquisa 
envolvendo seres humanos foram respeitados (CAAE 07067018.4.0000.5152) e um Termo de 
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi obtido de cada doador.  

Seleção e preparo da amostra 
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Foram utilizados 135 discos de dentina de molares permanentes humanos hígidos, doados após 
exodontias realizadas no Hospital Odontológico da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal de 
Uberlândia (HO-UFU), com indicação clínica e radiográfica. Os dentes doados que apresentavam lesões 
de cárie, restaurações, fraturas, trincas e anomalias não foram utilizados neste estudo, assim como dentes 
decíduos e discos de dentina que apresentavam comunicação com os cornos pulpares. 

Após as extrações, os elementos dentais foram higienizados, sendo realizada a raspagem com 
uma cureta periodontal e gaze umedecida com água destilada para remoção dos fragmentos periodontais e 
limpeza da coroa dental. Logo em seguida, os dentes foram armazenados, sob refrigeração, em um 
recipiente de vidro com tampa contendo água destilada por até 2 meses para serem utilizados.  

Foi realizada a secção dos dentes em uma máquina de corte (Isomet1000; Buehler Ltd, Lake 
Bluff, IL) com um disco diamantado (Diamound Wafering Blade. #3041201 - 4” x.012 X 1/2” - 102 mm 
x 0,3 mm x 127 mm Odeme Dental Research, Miami, FL, USA), no sentido mésio-distal planificando a 
superfície da coroa. Depois de remover a superfície oclusal irregular com sulcos e cúspides, foi realizada 
uma nova secção afim de confeccionar discos dentinários com espessura de 0,3 mm, simulando o 
remanescente dentinário de uma cavidade profunda. Sobre as superfícies dos discos, foi realizado o 
polimento com lixas de papel nas granulações 400 e 600 e em seguida estes discos foram submetidos à 
desinfecção com imersão em álcool a 70% por pelo menos 6 horas (Hanks, et al., 1989), seguido da 
aplicação da solução de EDTA trissódico (Biodinâmica, Ibiporã, Paraná, Brasil) por 60 segundos  com o 
objetivo de remover a smear layer, sendo logo após, as superfícies lavadas com água deionizada por 60 
segundos (Costa and Hanks, 1998). Os discos foram armazenados em solução PBS estéril (PBS, 
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) sob refrigeração por até 15 dias. Os discos que apresentavam 
comunicação dos cornos pulpares, trincas e fraturas foram descartados do estudo (Huck et al., 2016).  

 

Condutância Hidráulica 

A condutância hidráulica foi determinada pela permeabilidade dentinária, por meio do 
deslocamento de uma bolha de ar presente no sistema durante os períodos de 15 e 30 segundos, através da 
fórmula Lp = Jv / A.ΔP.t, onde “Lp” é a condutância hidráulica (µL cm-2 min-1 cm H2O-1), “Jv” é o 
volume de fluido em µL/mm, “A” é a área de superfície da dentina (cm2), “ΔP” é a pressão hidrostática 
em cm H2O e “t” é o tempo necessário para o movimento do fluido (min) (Outhwaite WC, 1974). 
Concluída esta análise, os discos foram distribuídos nos grupos experimentais, de modo que não 
apresentassem diferença estatisticamente significante entre os valores numéricos médios obtidos.  

 

Dispositivos metálicos para suporte dos discos de dentina  

 Com a finalidade de reproduzir in vitro (de forma mais próxima possível) a condição clínica, 
foram confeccionadas, em aço inox, dispositivos específicos que permitiam a suspensão dos discos de 
dentina no compartimento da placa de cultura, favorecendo a aplicação dos materiais na face oclusal, 
sendo a face pulpar mantida em contato direto com o meio de cultura que nutria as células pulpares. 
(Figura 1). Previamente ao protocolo de aplicação dos materiais o dispositivo e o anel de borracha foram 
esterilizados sob vapor e pressão (Autoclave de bancada, Phoenix Luferco, Araraquara, São Paulo, Brasil) 
e os discos desinfectados over night em álcool 70%. 
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Figura 1. Dispositivo metálico, anel de borracha e disco de dentina (0,3mm). 

 

Cultura celular 

Células pulpares humanas da 7ª à 9ª passagem foram obtidas por meio de explante tecidual (Patil 
et al., 2018; Hendijani, 2017) a partir de terceiros molares humanos extraídos com indicação clínica no 
HO-UFU. Para o cultivo das células foi utilizado DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) 
suplementado com 10% Soro fetal bovino (Gibco,Grand Island, NY, USA) e 1% antibiótico (Penincilina) 
em condições atmosféricas de 37°C e  5% CO2 até atingir confluência. 

 

Protocolo de aplicação 

Dois agentes químico-mecânicos enzimáticos para remoção seletiva de tecido cariado foram 
aplicados 0,2ml sobre o disco de dentina acoplado ao dispositivo metálico, em diferentes tempos (Tabela 
1), sendo o Papacárie Duo™ - PD (Fórmula e Ação F&A, Laboratório Farmacêutico Ltda, São Paulo, SP, 
Brasil) e Brix 3000™ - BX (BRIX S.R.L. Província de Santa Fé, Argentina). Estes agentes são à base de 
papaína, enzima proteolítica presente no látex das folhas e frutos de mamões adultos e o mais recente 
Brix 3000 (Bussadori et al., 2005; Bastos et al., 2019). O material Peróxido de Hidrogênio 35% (FGM, 
Joinville, Santa Catarina, Brasil.) foi utilizado como controle negativo para viabilidade celular. Os 
materiais foram aplicados no diâmetro interno dos anéis de borracha para que não houvesse 
extravasamento para o meio de cultura. Após a aplicação em seus respectivos tempos, os materiais foram 
aspirados com uma ponta de sucção descartável para endodontia (SS plus, Maringá, Paraná, Brasil), 
sendo a superfície oclusal dos discos lavadas com o auxílio de uma bolinha de algodão estéril embebida 
em solução tampão estéril (PBS, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para remoção de possíveis resíduos do 
material sobre os discos dentinários. Os testes foram realizados após 24 horas da aplicação dos materiais. 
A sequência de montagem do dispositivo e do protocolo experimental (Figura 2) foi realizado em dois 
diferentes momentos. 
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EUA). Após quatro horas na incubadora a 5% CO2 e 37°C, o sobrenadante foi removido e 300 µL de 
dimetilsulfóxido (DMSO, LGC Biotecnologia, Cotia, São Paulo, Brasil) foi adicionado a cada 
compartimento para que houvesse dissolução dos cristais de formazan produzidos. Na sequência, 
transferiu-se 100 µL de cada amostra para uma placa de 96 poços (Costar Corp, Cambridge, MA, EUA) e 
a densidade óptica foi mensurada por espectrofotômetro (Thermo Plate, Shenzhen, China) utilizando 
filtro de 570 nm. 

 

Mediadores inflamatórios 

Espécies reativas de oxigênio (EROS) 

A avaliação quantitativa da produção de espécies reativas de oxigênio (EROS) foi realizada 
utilizando os valores da intensidade de fluorescência emitida pelas amostras após utilização da sonda 
2′,7′-diacetato de diclorodihidrofluoresceina (DCFH-DA; InvitroGen, San Diego, CA, EUA). O meio de 
cultura foi removido e 300 µL de solução contendo a sonda fluorescente (5 µmol/L de PBS) foi 
adicionada a cada poço. Após 30 minutos, as amostras foram lavadas 2 vezes com PBS e submetidas ao 
equipamento leitor de microplacas multimodal de fluorescência GLOMAX® (Promega Corporation, São 
Paulo, Brasil) para obtenção dos dados quantitativos. As imagens das amostras para análise qualitativa 
foram produzidas pelo microscópio de fluorescência EVOS FL Cell Imaging System (Thermo Fisher 
Scientific, São Paulo, SP, Brasil). 

 

Quantificação de óxido nitroso (ON) 

Para este teste foi utilizado o sobrenadante de cada amostra da cultura celular. O nítrito se forma 
pela reação de diazotação com o reagente de Griess, composto de 1g de sulfanilamida (Merck KGaA, 
Darmstadt, HE, Alemanha), 0,1 g de dicloreto de N (1-naftil) etilenodiamina (Merck KGaA, Darmstadt, 
HE, Alemanha), 2,5 ml de ácido ortofosfórico (MallinckrodtChemical, St. Louis, MO, EUA) e 100 ml de 
água deionizada. Foram adicionados 100 μL do sobrenadante de cada amostra (em triplicata) e 100 μL de 
reagente de Griess, em uma placa de 96 compartimentos e a absorbância foi aferida após 10 minutos de 
incubação em temperatura ambiente em espectrofotômetro (ThermoPlate, Shenzhen, China) com filtro de 
540nm.  

 

Análise dos dados 

Os dados obtidos nos testes incialmente foram tabulados no software Microsoft Excel versão 
2016, posteriormente exportados para o programa estatístico GraphPad Prism 9 e submetidos os testes 
estatísticos paramétricos ANOVA one-way para correlação entre os grupos, complementados por Tukey 
utilizados para a análise, considerando nível de significância de 5%. 

 

3. RESULTADOS 

Para a viabilidade celular, a Figura 3 apresenta os resultados valores absolutos de absorbância, 
considerando os grupos experimentais, controle positivo e negativo dos materiais utilizados no estudo.  









31 

 

viabilidade celular em contrapartida, o Brix 3000 não diferiu do DMEM (controle positivo para 
viabilidade celular). Os autores também rejeitaram a segunda hipótese visto o material Papacárie Duo 
demonstrou nos dois tempos de aplicação aumento na quantificação de EROs, enquanto o material Brix 
não apresentou alteração significante nas mesmas variáveis.  

Em virtude da pandemia e da forma que o Sars-cov-2 se transmite, diversos procedimentos 
odontológicos precisaram ser adaptados ou novas técnicas foram adotadas para que a produção e 
dispersão de aerossóis no ambiente clínico fosse reduzida o máximo possível (Sharma & Jain, 2020; Chen 
et al., 2020). Dentre estes procedimentos, para a remoção seletiva de tecido cariado o uso de broca 
carbide pode ser substituída pela técnica restauradora atraumática, em que o tecido é removido com o 
auxílio de instrumentos manuais (Saber, et al., 2019; Dorri et al., 2017; Carvalho, et al., 2009). Assim, a 
utilização de materiais químico-mecânicos, podem facilitar o procedimento, principalmente para os 
profissionais de odontologia que atuam em ambiente ambulatorial e hospitalar. 

A literatura apresenta diversos estudos, que assim como este, buscam identificar o 
comportamento das células da polpa humana em contato direto ou indireto com um agente químico, 
mecânico ou por traumatismo, a fim de fornecer resultados para a realização e acompanhamento de 
ensaios clínicos (Ersahan et al., 2020; Li JY et al., 2020; Rodrigues et al., 2019). Sendo assim, para este 
estudo foram utilizadas células pulpares humanas cultivadas in vitro. 

O teste de MTT para avaliar a viabilidade celular foi adotado pelos pesquisadores deste estudo 
pois ele é um dos principais testes utilizados para esta finalidade e apresenta resultados fidedignos (Liu et 

al., 2020). A análise da viabilidade celular consiste no número de células metabolicamente ativas em uma 
população celular determinada e mensura a proliferação celular. A resposta deste teste indica a morte ou a 
preservação do metabolismo celular após exposição direta ou indireta a um agente químico ou a algum 
fármaco e materiais odontológicos (Liu et al., 2020; Chung et al., 2017; Adan et al., 2016; Borra et al., 
2009). A redução acentuada da viabilidade de células pulpares humanas pode resultar perda da vitalidade 
pulpar, por necrose, sendo necessária intervenção endodôntica radical (Szczurko et al., 2018). 

Os achados pelo teste de viabilidade celular (MTT) apontam que o material Papacárie Duo® 
apresentou potencial citotóxico, em sua concentração total. Dados que corroboram aos achados deste 
estudo foram apontados por outros pesquisadores, quando em concentrações menores e aplicados de 
forma direta, este material diminuiu a viabilidade celular sobre células da polpa e outros tipos celulares. 
(Garcia-Contreras et al., 2014; Bastos et al., 2019, Santos et al., 2020), diferente de um estudo em que 
não houve redução significativa de viabilidade celular (Martins et al., 2009). É importante considerar a 
espessura do remanescente dentinário após o preparo cavitário (Costa et al., 2011; Silva et al., 2003), 
assim como sua permeabilidade tecidual, visto que esses fatores são fundamentais na difusão 
transdentinária dos compósitos destes materiais (Huang et al., 2010). Além disso, dentes de paciente 
jovens que possuem duas ou mais raízes tendem a responder a uma agressão para sua autorreparação com 
maior facilidade, diferente dos dentes unirradiculares. Isto pode ocorrer, visto que dentes birradiculares e 
multirradiculares possuem uma quantidade maior de células, aporte nervoso e vascular quando 
comparados aos pacientes idosos (Maeda, 2020; Allen & Whitworth, 2004; Murray et al., 2002). 

Estudos avaliando a produção de ON e EROS não foram encontrados na literatura para 
demonstrar o comportamento das células pulpares humanas após aplicação destes materiais, seja de forma 
direta ou indireta. As células da polpa dental expressam abundantemente ON, durante os processos 
inflamatórios (Mei et al., 2007; Felaco et al., 2000; Di Nardo Di Maio et al., 2004). O Papacárie Duo® e o 
Brix 3000 não apresentaram diferença estatística dos demais grupos, sugerindo que estes materiais não 
estimulam processos pró inflamatórios mediados por espécies reativas de nitrogênio. O ON é altamente 
reativo, porém possui uma curta duração (Knowles, 1996; Förstermann et al., 1994). Esta molécula 
gasosa sinalizadora está envolvida na regulação de diversos processos metabólicos no nosso organismo e 
possui propriedades citotóxicas nos tecidos (Park et al., 2014; Ding, 2009; Korhonen et al., 2005), porém 
após a aplicação dos materiais, a análise quantitativa do ON neste estudo aponta que os materiais, nos 
dois tempos de aplicação não diferiram dos demais grupos experimentais.  
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Em relação a produção de EROs, o Papacárie Duo, nos dois tempos de aplicação, produziu uma 
quantidade maior enquanto o Brix obteve resultados semelhantes ao grupo controle para viabilidade 
celular (DMEM). A alta concentração de EROs nos tecidos podem gerar ação pró-inflamatória (Yu, 
2017), além disso, em um processo inflamatório ou estresse oxidativo celular, uma alta concentração de 
ROS pode dificultar o autorreparo tecidual (Karu, 2010) e também pode ativar enzimas pro-apoptóticas, 
resultando em morte celular (Borutaite, 2010). Em concentrações menores as EROs podem estimular a 
vasodilatação como resposta frente a uma inflamação, participar na expressão de citocinas e estimular 
também diferenciação celular (Holder, 2012). Diante disso, para espessura remanescente dentinário de 
0,3mm, sugere que o Papacárie Duo apresentou um potencial pró-inflamatório.  

O conhecimento do comportamento dos materiais odontológicos são fundamentais para prática 
clínica do cirurgião dentista e para isso eles devem ser testados a fim de avaliar suas propriedades 
benéficas e também o seu potencial lesivo, nos tecidos mineralizados e também na polpa dental. Assim o 
cirurgião dentista poderá deve conhecer o comportamento dos materiais por ele utilizados afim de definir 
a melhor conduta clínica para cada tipo de tratamento e condições disponíveis para realização deste 
procedimento. 

Vale ressaltar que este estudo não está isento de limitações, por ser um estudo laboratorial in 

vitro e ainda são escassos estudos que avaliam o potencial inflamatório e suas vias metabólicas, após 
utilização destes materiais. Mais estudos são necessários na literatura acerca do comportamento de células 
da polpa humana, vias inflamatórias e alterações químicas e mecânicas do tecido dentinário remanescente 
afim de para embasar outros ensaios in vitro e conduzir estudos clínicos utilizando agentes químico-
mecânicos, para determinação de protocolos seguros para a utilização ambulatorial, hospitalar e também 
em ambientes além do consultório, facilitando o acesso ao tratamento odontológico pelos serviços 
públicos de atenção à saúde bucal, sem a necessidade de eletricidade.   

 

5. CONCLUSÃO 

O Papacárie Duo apresentou maior citotoxicidade e gerou maior estresse oxidativo em células 
pulpares, após aplicação indireta, quando comparado ao Brix 3000. Ambos os materiais não estimularam 
a produção de óxido nítrico. 
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4. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O uso de agentes removedores químico-mecânicos de tecido cariado 
podem ser condiderando neste atual momento pandemico para auxiliar no 
procedimento e reduzir a produção e dispersão de aerossóis no ambiente 
odontológico. Além disso, são alternativas viáveis para auxiliar o cirurgião 
dentista na oferta de assistencia odontológica externamente ao ambiente 
ambulatorial. 

 Os materiais Papacárie Duo® e Brix 3000TM podem ser utilizados na 
remoção seletiva de tecido cariado, levando em consideração a extensão e 
profundidade da lesão gerada pela cárie dental. Em condições in vitro, 
buscando reproduzir as condições reais de uma cavidade muito profunda o Brix 
3000TM apresentou menor citotoxicidade e menor estresse oxidadativo que o 
Papacárie Duo®. Em virtude das limitações deste estudo, sugerimos para 
determinação de um protocolo clínico seguro, que novos estudos são 
necessários para avaliar diferentes profundidades cavitárias, o comportamento 
de diferentes tipos celulares da polpa dental humana e qual o efeito do material 
sobre os tecidos mineralizados, após a aplicação direta e indireta destes 
materiais. 
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6. ANEXO 
 

6.1. Normas para submissão do manuscrito 

 

O manuscrito será submetido ao periódico: Research, society and 
development. 

Qualis CAPES: A3. 
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6.2. Parecer emitido pelo Comitê de ética em pesquisa da 

Universidade Federal de Uberlândia 

 


