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Resumo




Lima RKP. Avalia¢do da difusdo de ions hidroxila e da atividade antibacteriana
de medica¢des intracanal a base de hidréxido de calcio [Tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar a capacidade de liberagdo e difusdo de ions
hidroxila, ¢ a atividade antibacteriana de medicagdes intracanal, in vitro. No
primeiro experimento, canais radiculares de dentes bovinos foram instrumentados.
Uma cavidade de 4 mm de comprimento, 2 mm de largura e 0,5 mm de
profundidade foi confeccionada no ter¢co médio/apical radicular de cada amostra.
A abertura coronaria e a superficie externa radicular foram seladas com adesivo e
esmalte para unhas, exceto a area da cavidade preparada. Os canais radiculares
foram preenchidos com as seguintes medicagdes: G1: hidroxido de célcio
(Ca(OH);,)/soro; G2: Calen; G3: Calen/PMCC; G4: Calen/Clorexidina (CLX) a
0,4%. Os dentes foram armazenados individualmente em frascos contendo agua
destilada a 37°C. As medi¢des do pH foram realizadas nos periodos de 1, 3, 7, 14,
21, 30 e 60 dias, com utilizagdo de pHmetro digital. Os resultados mostraram
aumento significativo do pH a partir de 3 dias para a pasta Calen/CLX e para as
demais pastas a partir de 7 até os 14 dias. Para a pasta Calen ocorreu aumento até
os 21 dias. A pasta Calen/PMCC apresentou pH mais elevado até 21 dias, sendo
os resultados semelhantes para todos grupos aos 30 dias. Aos 60 dias, os maiores

valores de pH foram observados para as pastas Calen/PMCC e Calen. Conclui-se



que as diferentes composi¢des de pastas a base de Ca(OH), proporcionam
difusdo de ions hidroxila pela dentina radicular. Em outro experimento, 106
dentes humanos unirradiculados tiveram seus canais radiculares contaminados
com Enterococcus faecalis € incubados a 37°C por 21 dias. Em seguida, foram
divididos de acordo com a medicagdo intracanal e o periodo em: G1: Calen - 7
dias; G2: Calen - 14 dias; G3: Calen/PMCC - 7 dias; G4: Calen/PMCC - 14 dias;
G5: Calen/CLX a 0,4% - 7 dias; G6: Calen/CLX a 0,4% - 14 dias; G7:
Calen/CLX a 1% - 7 dias; G8: Calen/CLX a 1% - 14 dias. Coletas
microbioldgicas foram realizadas imediatamente apds a remo¢do da medicagdo
intracanal e decorrido o periodo de sete dias. Apds diluigdes decimais seriadas,
aliquotas foram semeadas em placas de TSa e a contagem de UFC/mL
determinada. Foi observado que, para todas as medicag¢des analisadas, houve
auséncia de E. faecalis logo apds sua remog¢do. Porém, todos os espécimes
apresentaram aumento na contagem bacteriana apos sete dias. Na coleta final,
Calen/PMCC e Calen/CLX apresentaram menor numero de UFC/mL que o Calen.
Nenhuma medicagao intracanal analisada foi capaz de eliminar completamente E.

faecalis do sistema de canais radiculares.

Palavras-chave: Endodontia, concentragdo de ions de hidrogénio, Enterococcus

faecalis, hidroxido de célcio
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Lima RKP. Evaluation of hydroxil ions diffusion and antibacterial activity of
calcium hydroxide based intracanal medication [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the release and diffusion of hydroxil ions,
and the antibacterial activity of intracanal medication, in vitro. At first study, root
canals from bovine teeth were instrumented. A cavity with 4 mm of length, 2 mm
of width and 0.5 mm of depth was opened at middle/apical third of each sample.
The coronal opening and the external surface of the roots were coated with a nail
polish layer and a layer of sticky wax, except on the cavity area. Root canals were
filled with the following intracanal medication: G1: calcium hydroxide powder
with saline solution (Ca(OH);); G2: Calen; G3: Calen/PMCC; G4:
Calen/Chlorhexidine (CHX) 0.4%. Teeth were stored individually in recipients
with distilled water at 37°C. Measurements of pH were made at periods of 1, 3, 5,
7, 14, 21, 30 and 60 days, using a digital pH meter. Results showed a significant
increase of pH from 3 days for Calen/PMCC, and from 7 until 14 days for the
other medications. For Calen, an increase was observed until 21 days.
Calen/PMCC showed the highest pH until 21 days, and all the groups had similar
results at 30 days. At 60 days, the highest pH values were observed for
Calen/PMCC and Calen. It is possible to conclude that different compositions of
calcium hydroxide pastes caused diffusion of hydroxil ions through radicular

dentin. In another study, 106 single-rooted human teeth had their root canals



contaminated with Enterococcus faecalis and incubated at 37°C for 21 days.
Then, these teeth were divided according to intracanal medication and periods:
Gl: Calen - 7 days; G2: Calen - 14 days; G3: Calen/PMCC - 7 days; G4:
Calen/PMCC - 14 days; G5: Calen/CHX 0.4% - 7 days; G6: Calen/CHX 0.4% -
14 days; G7: Calen/CHX 1% - 7 days; GS8: Calen/CHX 1% - 14 days.
Microbiological samples were collected immediately after intracanal medication
removal and after seven days. After serial 10-fold dilutions and culture in TSa
plates, CFU/mL counts were determined. It was observed that, for all analyzed
medications, there was a lack of E. faecalis right after their removal. However, all
specimens presented an increase at bacterial count after seven days. At final
sample collection, Calen/PMCC and Calen/CHX presented a lower number of
CFU/mL than Calen. None of analyzed intracanal medication was able for fully

eliminating E. faecalis from root canals system.

Keywords: Endodontics, hydrogen-ion concentration, Enterococcus faecalis,
calcium hydroxide
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INTRODUCAO

Microrganismos sdo considerados agentes etioldgicos primdarios no
desenvolvimento de lesdes periapicais’’. Desta forma, um objetivo fundamental
do tratamento endoddntico, nos casos de necrose pulpar e lesdo periapical, ¢ a
eliminagdo da infec¢do endodontica no sistema de canais radiculares.

O preparo biomecéanico do canal radicular reduz significantemente a

. . A4t 10,41
microbiota endodontica'®

. Entretanto, é incapaz de eliminar microrganismos das

complexidades anatomicas, permitindo o seu desenvolvimento no sistema de
: : 11 o1: ~ . o .

canais radiculares''”’. Desta forma, a utilizagdo de medicagdo intracanal com

acdo antimicrobiana ¢ necessdria para potencializar a desinfec¢do do sistema de
. . . ’ s o 10,11,58

canais radiculares, cemento apical e tubulos dentinarios .

O hidroxido de calcio (Ca(OH),) tem sido amplamente utilizado

32,37

devido a sua boa propriedade bioldgica™”’, acdo antimicrobiana, principalmente

contra anaerdbios Gram-negativos®~*

, capacidade de inativar os efeitos da
endotoxina bacteriana in vitro’ e in vivo’’, capacidade de dissolucdo de tecido
organico®, acdo anti-exsudativa'. Além disto, age como barreira fisica,
prevenindo a reinfeccdo do canal radicular e interrompendo o suprimento
alimentar para microrganismos remanescentes ao tratamento>’. A sua efetividade,
por contato direto ou indireto nos tibulos dentinarios™, contra microrganismos
localizados dentro dos tibulos dentindrios depende da difusdo de ions hidroxila
(OH), pela dentina, em concentra¢des suficientes para exceder a capacidade

1 ! 5 : Lo 24
tamp3o e alcangar niveis adequados de pH para destruir bactérias***".
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Apesar de suas excelentes propriedades, o Ca(OH), ndo apresenta a
mesma efetividade contra todos os microrganismos presentes no canal radicular.
Virios estudos relatam a reduzida atividade antimicrobiana do Ca(OH), em
erradicar Enterococcus faecalis, uma bactéria frequentemente isolada de dentes
com insucesso na terapia endodontica e que apresenta resisténcia a uma ampla
variedade de agentes antimicrobianos, devido a diversos mecanismos de
defega!6:2021.36

Com o intuito de ampliar a agdo bactericida do Ca(OH),, a fim de se
encontrar uma alternativa mais eficaz para o combate a infeccdo do canal
radicular, tem sido sugerida sua associacdo com outros agentes antimicrobianos,
como o paramonoclorofenol canforado (PMCC)*** ¢ a clorexidina (CLX)™".

O Ca(OH), associado ao PMCC, além de apresentar uma atividade
antimicrobiana mais ampla para microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos, resulta na formagdo de paramonoclorofenolato de calcio, que permite
uma liberagio controlada e prolongada de ions calcio (Ca*") e OH™?.

A CLX ¢é um agente antimicrobiano ativo do grupo das biguanidas,
proposta na endodontia tanto como solug¢éo irrigadora, como medicacdo intracanal
devido ao seu amplo espectro antimicrobiano, difusibilidade e

23,4 ~ . . . .
322346 embora ndo seja capaz de inativar o LPS bacteriano™’ ¢ de

substantividade
dissolver tecidos organicos™.
A associacdo Ca(OH),/CLX vem sendo pesquisada pelo possivel

sinergismo entre estas substidncias, aumentando a a¢do antibacteriana do

Ca(OH),>"*"*. Porém, alguns autores afirmam que niio ha aumento da eficicia da
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pasta de Ca(OH),, quando a CLX ¢ associada, e que o veiculo com que o Ca(OH),
¢ misturado, pode afetar suas propriedades, aplicagdes e efetividade clinica®'®*.
Desta forma, a verificacdo do efeito da associagdo de diferentes substancias na
difusdo do Ca(OH), pela massa dentindria e sistema de canais radiculares ¢
importante para o uso clinico destes materiais.

Devido a patogenicidade e os mecanismos de resisténcia de E. faecalis

nas infeccdes endodonticas persistentes, ¢ oportuno avaliar e desenvolver

medicagdes intracanal para reducdo desta carga microbiana.



Proposicao




PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

1.

Avaliar, in vitro, as alteragdes no pH da dentina radicular
externa, apos preenchimento de canal radicular com diferentes

medicagdes intracanal a base de hidréxido de calcio.

Avaliar, ex vivo, a atividade antibacteriana de medicac¢des
intracanal a base de hidroxido de célcio, nos periodos de 7 e 14
dias, em canais radiculares contaminados com Enterococcus

faecalis.



AVALIACAO DA DIFUSAO DE iONS HIDROXILA DE
MEDICACOES INTRACANAL A BASE DE HIDROXIDO DE

CALCIO

Capitulo 1

Artigo a ser submetido para publicagdo no periddico Dental Traumatology.



RESUMO

Introdugdo: O hidréxido de calcio (CaOH), tem sido amplamente utilizado como
curativo de demora, sendo a capacidade de liberacdo e difusdo dos ions hidroxila
(OH") importante para sua atuacdo. O veiculo e substincias associadas ao
Ca(OH), podem influenciar a capacidade de liberagdo de ions. Objetivo: Avaliar a
capacidade de liberacdo e difusdo dos ions OH™ das seguintes medicagdes: G1:
(CaOH)y/soro; G2: Calen; G3: Calen/PMCC; G4: Calen/Clorexidina (CLX) a
0,4%. Material e Métodos: Foram utilizados raizes de dentes bovinos, cujos
canais radiculares foram instrumentados de forma padronizada. Uma cavidade foi
confeccionada no tergo médio radicular de cada amostra. A abertura coronaria e a
superficie externa radicular foram seladas com uma camada de adesivo e esmalte
para unhas, exceto a area da cavidade preparada. Os canais radiculares foram
preenchidos pelos curativos de demora em estudo. Os dentes foram armazenados
individualmente em frascos contendo 10 mL de 4gua destilada a 37°C. As
medigdes do pH foram realizadas nos periodos de 1, 3, 7, 14, 21, 30 e 60 dias,
com utilizacdo de pHmetro digital. Resultados: Os resultados mostraram aumento
significativo do pH a partir de 3 dias para a pasta Calen/CLX e para as demais
pastas de 7 até 14 dias. A pasta Calen demonstrou aumento até os 21 dias. A pasta
Calen/PMCC apresentou pH mais elevado até 21 dias, sendo os resultados
semelhantes para todos grupos aos 30 dias. Aos 60 dias, os maiores valores de pH

foram observados para as pastas Calen/PMCC e Calen. Conclusdo: As diferentes
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composi¢des de pastas a base de Ca(OH), proporcionam difusdo de ions OH™ pela

dentina radicular.

Palavras-chave: Endodontia; hidréxido de calcio; veiculo; pH.
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INTRODUCAO

Para obtencdo do sucesso apds tratamento endodontico de dentes com
necrose pulpar e lesdo periapical cronica, atencdo primordial deve ser dada as
bactérias presentes no sistema de canais radiculares, por exercerem um papel
decisivo no desenvolvimento ¢ manuten¢do dessas lesdes (1). A dificuldade de
eliminagdo dos microrganismos do sistema de canais radiculares, tubulos
dentinarios e superficie apical radicular externa tornam necessario o emprego da
medicagdo intracanal inibindo o crescimento ou destruindo aqueles
microrganismos ndo eliminados pela acdo do preparo biomecanico (2).

O hidréxido de célcio (Ca(OH),) tem sido amplamente utilizado como
medicagdo intracanal por apresentar acdo antibacteriana (3,4), ag@o anti-
exsudativa (5), a¢do indutora da formac¢do de tecido mineralizado (6),
biocompatibilidade (7), propriedade de dissolucdo de tecidos necroticos (8),
absor¢do de CO, (9) e promover a inativagdo da endotoxina (LPS) bacteriana in
vitro (10) e in vivo (11). Apresenta ainda capacidade fisica de impedir
recontaminagdo e percolagdo por fluidos que funcionam como substrato para
bactérias residuais (12).

O mecanismo de ag¢do antimicrobiana do Ca(OH), esta relacionado ao
seu pH alcalino, que tem um efeito destrutivo na membrana da célula bacteriana e
estrutura protéica (3, 13). Esta acdo é determinada pela liberacdo de ions hidroxila

(OH), os quais necessitam de um tempo ideal para a destruicdo efetiva dos
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microrganismos, agindo por contato direto ou indireto nos tubulos dentinarios
(14).

Apesar de suas excelentes propriedades, o Ca(OH), nio apresenta
efetividade contra todas as bactérias encontradas no canal radicular (15). Desta
forma, diferentes substancias t€ém sido associadas ao CaOH,, com o objetivo de
melhorar sua efetividade antimicrobiana. O digluconato de clorexidina (CLX) ¢
um agente antimicrobiano ativo do grupo das biguanidas, sendo usado em
endodontia tanto como solugdo irrigadora, como medicacgdo intracanal devido ao
seu amplo espectro antimicrobiano (16), difusibilidade e substantividade (17),
embora ndo seja capaz de inativar o LPS bacteriano (10) e de dissolver os tecidos
(18). Desta forma, as atuagdes antimicrobianas do Ca(OH), e do digluconato de
CLX podem ser complementares, apresentando efeito antimicrobiano aditivo ou
sinérgico (19-20).

Porém, a adi¢do de substancias ao Ca(OH), para a formula¢do de uma
pasta, pode alterar suas propriedades, modificando o pH, interferindo na
dissociagdo i6nica do produto, na biocompatibilidade tecidual e,
conseqiientemente, na propriedade antimicrobiana e bioldgica (21). Desta forma, a
verificagdo do efeito da associagdo de diferentes substidncias na difusdo do
Ca(OH), pela massa dentinaria e sistema de canais radiculares ¢ importante para o
uso clinico destes materiais.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a capacidade de liberagao

¢ difusdo dos ions OH™ de diferentes medicag¢des intracanal a base de Ca(OH),.
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MATERIAL E METODOS

Para avaliag@o da liberagdo de ions OH™ das pastas a base de Ca(OH),
associado aos diferentes veiculos foram utilizados 50 dentes bovinos. Os
espécimes tiveram suas coroas removidas préximo a jungdo amelocementaria,
com auxilio de um disco diamantado 4258 acoplado a maquina Isomet 1000
(Buehler, Lake Bluff, IL. EUA), mantendo um comprimento radicular médio de
15 mm. Em seguida, os espécimes permaneceram por 48 horas em solucdo de
hipoclorito de sédio a 2,5%, em temperatura ambiente, € posteriormente em agua
destilada, por mais 48 horas. Os canais radiculares foram instrumentados até o
nivel de 1 mm aquém do comprimento total do canal radicular, de forma
padronizada. A instrumentacdo foi realizada pela técnica classica, dilatando-se o
batente apical até lima K#110 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica). Para
complementacdo do preparo cervical foi utilizada a broca de Gates-Glidden n° 5
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Sui¢a) até o comprimento de 10 mm.

A irrigagdo dos canais radiculares, durante todo o preparo
biomecanico, foi realizada com solug@o de hipoclorito de sédio 2,5% (Instituto de
Quimica, Araraquara, UNESP — Brasil), sendo 5 mL no inicio ¢ ao fim da
instrumentagdo ¢ 2 mL a cada troca de lima. Para remoc¢do da smear layer, foi
utilizada solu¢do de EDTA 17% (Odahcam Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil),
agitada com a lima memoria (lima K#110) por trés minutos. Em seguida, foi
realizada uma irrigacdo final com SmL de soro fisiologico.

Uma cavidade de 4 mm de comprimento, 2 mm de largura e 0,5 mm

de profundidade foi confeccionada na superficie radicular proximal, entre 5 ¢ 9
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mm do &pice radicular, de todas as amostras, com auxilio de um microscopio
operatorio e fresa diamantada n® 1052 (KG Sorensen Ind. e Com. Ltda, Sdo Paulo,
Brasil), em alta rotagdo. Para garantir a todas as amostras uma mesma quantidade
de dentina entre a parede de fundo da cavidade e a parede do canal radicular, estas
foram radiografadas e mensuradas.

Os dentes foram armazenados conjuntamente, em um frasco contendo
agua destilada, sem medicagdo intracanal e sem selamento por 14 dias a 37°C, a
fim de verificar possiveis perdas i0nicas da propria estrutura dental.

Ao final deste periodo, os dentes foram retirados dos frascos e
impermeabilizados com uma camada de adesivo epdxi (Brascola, Joinville, SC,
Brasil), complementado por uma camada de esmalte para unhas, exceto na area de
preparo (APENDICE A — FIGURA Al). Apenas os dentes do Grupo 6 (controle
impermeabilizado) receberam impermeabiliza¢do total, incluindo a éarea de
preparo. Apds a secagem da impermeabilizagdo, os espécimes foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos, e os canais radiculares preenchidos com os seguintes
curativos de demora analisados:

Grupo 1 (n=10) — P6 de Ca(OH), (Merck, USA) associado com soro
fisioldgico na propor¢do de 1g de pd para ImL de soro;

Grupo 2 (n=10) — Pasta Calen (S. S. White Art. Dent. Ltda, RJ,
Brasil), composta de: Ca(OH),, éxido de zinco, colofonia, polietilenoglicol 400;

Grupo 3 (n=10) — Pasta Calen/PMCC (S. S. White Art. Dent. Ltda, RJ,
Brasil), composta de: Ca(OH),, 6xido de zinco, colofdnia, polietilenoglicol

400, PMCC;
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Grupo 4 (n=10) — Pasta Calen (S. S. White Art. Dent. Ltda, RJ, Brasil)
associada a solu¢do de gluconato de CLX (Arte & Ciéncia, Araraquara, Brasil), na
concentracdo de 0,4% do total da pasta;

Grupo 5 (n=5) — Controle sem medicaco;

Grupo 6 (n=5) — Controle impermeabilizado. Canais preenchidos
semelhante ao Grupo 1, com os dentes totalmente impermeabilizados.

As pastas Ca(OH),/soro e Calen/CLX foram espatuladas e levadas ao
interior dos canais radiculares com o auxilio de uma seringa pléstica de 3 mL. BD
(Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil) munida de agulha
1,20x40 (Benton, Dickinson and Company, Juiz de Fora, MG, Brasil). As pastas
Calen e Calen/PMCC foram colocadas no interior dos canais com seringa
endodontica ML (S.S.White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) munida de agulha
Septojet XL longa (Septodont Brasil Ltda, Barueri, SP, Brasil), preenchendo toda
a extensdo dos canais radiculares (APENDICE A - FIGURA A2). Em seguida, as
aberturas coronarias foram impermeabilizadas como ja descrito anteriormente.

As amostras foram imersas em frascos munidos de tampa com rosca
(JProlab, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil) contendo 10 mL de dgua destilada com
pH conhecido. Estes foram selados e levados a estufa a 37°C. Nos periodos de 1,
3,7, 14, 21, 30 e 60 dias, a agua de cada frasco foi analisada quanto ao pH,
calibrado na temperatura de 25°C. A leitura do pH foi realizada com o auxilio do
aparelho Digimed DM-21 (Digicrom Analitica Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Para isto,
o aparelho foi calibrado previamente com solugdes tampao com o pHs conhecidos

de 4, 7 e 10. Durante toda a leitura do pH foram realizadas medi¢des nesses
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tampdes para confirmar a precisdo do aparelho (APENDICE A - FIGURAS A3 e
A4). Os resultados obtidos foram registrados, analisados e submetidos a andlise
estatistica, pela andlise de varidncia ANOVA e teste de Tukey, ao nivel de

significancia de 5%.

RESULTADOS

No presente estudo, todas as pastas a base de Ca(OH), avaliadas
promoveram alcalinizacdo da massa dentinaria radicular, elevando os valores de
pH, em relagdo aos grupos controle, porém com diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. Houve aumento significativo do pH a partir de 3 dias
para o Grupo 4 (Calen/CLX) e os demais grupos a partir de 7 dias, até os 14 dias.

O Grupo 2 (Calen) apresentou aumento significativo até os 21 dias (FIGURA 5).

9,0
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7.5 =@=Ca[0H)2/soro
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=&d=Calen/PMCC
6,5
=&=Calen/CLX 0,4%
.0 .
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5,0
4.5

1 3 7 14 21 30 6l

FIGURA 5. Médias de pH dos grupos experimentais em todos os periodos.
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A associagdo Ca(OH)y/soro (Grupo 1) apresentou valores crescentes
de pH até o periodo de 14 dias, tornando-se semelhante nos periodos de 21, 30 e
60 dias (FIGURA 5).

O Grupo 3 (Calen/PMCC) apresentou valores mais altos de pH
durante todo o periodo experimental. Porém, estatisticamente, apresentou

resultados semelhantes a outros grupos em periodos distintos, conforme Tabela 1.

TABELA 1. Comparacdo dos valores de pH das medicagdes em diferentes periodos (Médias e
desvios-padrio).

Dias Ca(OH),/soro Calen Calen/PMCC  Calen/CLX 0,4%
1 6,98 (0,30)%¢ 6,91 (0,10>¢ 7,44 (0,13)*¢ 7,03 (0,21)B4
3 7,20 (0,18)%¢ 6,66 (0,48)Y 7,66 (0.29)*¢ 7,44 (0,22)*B*

7 7,73 (0,18)*®*  7.39(0,37)®¢ 8,13 (0,34)™ 7,88 (0,30)*"
14 8,08 (0,38)"% 788 (0,47)%° 8,48 (0,14)** 8,23 (0,32)"B®
21 8,29 (0,20)°* 8,37 (0,20)*%* 8,57 (0,12)** 8,45 (0,22)"B*
30 8,25 (0,20)** 8,38 (0,29)™* 8,46 (0,21)** 8,28 (0,26)**
60 8,28 (0,39)°* 8,59 (0,20)*** 8,72 (0,16)** 8,35 (0,32)%*

Letras iguais apresentam médias estatisticamente ndo diferentes. Letras maitsculas para
comparagdes entre grupos € minusculas para os periodos.

Aos 60 dias, os maiores valores de pH foram observados para as

pastas Calen/PMCC e Calen, seguidos pela pasta Calen/CLX 0,4% (Tabela 1).

DISCUSSAO

A elevacdo do pH proporcionada pela liberacdo de ions OH™ de pastas
a base de Ca(OH), ¢ importante para sua atuagdo como medicagdo intracanal em
dentes com necrose pulpar (22). Haapasalo et al. (23) mostraram que o Ca(OH);

pode ser inativado pela dentina por causa da sua capacidade tampao. No presente
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estudo, todas as pastas a base de Ca(OH), avaliadas promoveram alcalinizagdo da
massa dentindria radicular, elevando os valores de pH, concordando com outros
estudos (21, 24-26).

Para Pacios et al. (27), os veiculos e substancias adicionados ao
Ca(OH), podem influenciar sua capacidade de liberacdo de ions. Neste estudo,
ocorreu aumento significativo do pH a partir de 3 dias até os 14 dias, exceto para
o Grupo 2 (Calen), que apresentou aumento significativo até os 21 dias. A
associacdo Ca(OH),/soro (Grupo 1) proporcionou valores crescentes de pH até o
periodo de 14 dias, tornando-se semelhante nos periodos de 21, 30 e 60 dias. Isto
pode estar relacionado a diminui¢cdo dos ions OH™ disponiveis, que ocorre para
veiculos aquosos, 0s quais proporcionam dissociagcdo idnica mais rapida (21).

O Grupo 3 (Calen/PMCC) manteve-se sempre com os valores mais
altos de pH durante todo o periodo experimental, embora, estatisticamente,
semelhante a outros grupos em periodos distintos, concordando com Camargo et
al. (21). Segundo estes autores, a liberagdo idnica desta pasta ocorre
provavelmente devido a formagdo do sal paraclorofenolato de calcio que promove
uma libera¢do continua e uma agdo estivel do Ca(OH),. Simon et al. (28),
estudaram os efeitos no pH e liberacdo de ions calcio de quatro veiculos
associados ao Ca(OH),: agua destilada, soro, PMCC e propilenoglicol e também
verificaram valores maiores para o PMCC. Cabe ressaltar que na pasta
Calen/PMCC o veiculo ¢ o polietilenoglicol, sendo acrescida pequena quantidade

de PMCC para aumento da atividade antimicrobiana da pasta. Esberard et al. (26),
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compararam alteragdes de pH nos curativos Ca(OH),/PMCC e Ca(OH),/veiculo
aquoso — Pulpdent), encontrando melhores resultados para o PMCC.

Aos 60 dias, os maiores valores de pH foram observados para as
pastas Calen/PMCC e Calen, seguidos pela pasta Calen/CLX a 0,4%. Estes
resultados podem estar relacionados & melhor consisténcia das pastas que contém
veiculo viscoso (polietilenoglicol 400), resultando em melhor contato da pasta
com as paredes dentinarias, promovendo melhor preenchimento do canal radicular
e conseqiientemente liberacdo i6nica (26). Além disto, este veiculo permite
liberagdo de ions por um periodo mais longo, resultando em melhor acdo
antibacteriana (2).

A razdo para a associacdo do Ca(OH),/CLX ¢ o possivel efeito
antimicrobiano sinérgico (19, 20) levando a beneficios para o tratamento
endodontico. A escolha da concentragdo da CLX adicionada a pasta Calen foi
baseada no trabalho de Silva et al. (29), que mostrou que a adi¢do de CLX a 0,4%
a esta pasta ndo afetou a progressdo das culturas de células osteogénicas,
permitindo a formag¢@o de nédulos mineralizados in vitro.

Existem poucos estudos dos efeitos da CLX nos valores de pH do
Ca(OH),. Basrani et al. (30) avaliaram as propriedades fisicas e quimicas da CLX
e medicamentos contendo Ca(OH), e CLX, e observaram que a presenga da CLX
ndo altera o pH do Ca(OH),, concordando com Souza Filho et al. (16), Yiicel et al
(31) e Freire et al. (32). Porém, estes estudos observaram o pH das medicagdes
por um curto periodo de tempo. No presente estudo, a pasta Calen/CLX a 0,4%

apresentou valores crescentes de pH a partir dos 3 dias, sendo maiores que o
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Calen aos 7 dias, e sem diferenca estatisticamente significante nos periodos
subseqiientes.

Considerando os periodos de avaliagdo, todos 0s grupos experimentais
apresentaram pH alcalino, mostrando que as pastas a base de Ca(OH),,
independente do veiculo, mantiveram a dissociagdo idnica. Esberard et al. (26)
observaram que as pastas Ca(OH),/PMCC e Pulpdent, apresentaram aumento do
pH na superficie radicular e este se manteve, por até 120 dias.

O estudo foi realizado em dentes bovinos conforme Camargo et al.
(21), que demonstraram que a metodologia ¢é viavel para avaliacdo de alteragdo de
pH na dentina. Schmalz et al. (33) analisaram in vitro as caracteristicas de
permeabilidade da dentina de dentes de humanos e bovinos e verificaram que
estes tipos de dentes podem ser considerados similares.

Neste estudo, as diferentes composi¢des de pastas a base de Ca(OH),
proporcionaram difusdo de ions OH™ pela dentina radicular, concluindo que a
adi¢do de PMCC ou CLX ndo altera a capacidade de liberagdo e difusdo de ions

hidroxila de pastas a base de Ca(OH),.
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RESUMO

Introducdo: Este estudo teve como objetivo avaliar e comparar o efeito
antibacteriano de pastas a base de hidroxido de cdlcio em canais radiculares
infectados com Enterococcus faecalis. Métodos: Foram utilizados 106 dentes de
humanos unirradiculados extraidos. As coroas foram removidas, os canais
radiculares preparados e a superficie radicular externa impermeabilizada com
adesivo epdxi, exceto a regido da abertura cervical. Apds montagem em placas de
cultura celular e esterilizagdo, os dentes foram contaminados com E. faecalis e
incubados por 21 dias. Em seguida, apds confirmacio da contaminag@o, as placas
foram divididas de acordo com a medicacdo intracanal e o periodo em: G1-Calen
(7 dias); G2-Calen (14 dias); G3-Calen/PMCC (7 dias); G4-Calen/PMCC (14
dias); G5-Calen/Clorexidina (CLX) a 0,4% (7 dias); G6-Calen/CLX a 0,4% (14
dias); G7-Calen/CLX a 1% (7 dias); G8-Calen/CLX a 1% (14 dias); G9-Com
preparo biomecanico sem medicacdo e G10-Sem preparo biomecanico e sem
medicagdo. Amostras bacterianas foram coletadas imediatamente apds a remogao
da medicag@o intracanal e 7 dias apds a remog¢do desta, com pontas de papel
esterilizadas. O crescimento bacteriano foi determinado pela contagem de
UFC/mL. Resultados: Foi observado que, para todas as medicagdes analisadas,
houve auséncia de E. faecalis logo apds a remogdo das medicagdes estudadas.
Porém, todos os espécimes apresentaram aumento de UFC/mL apds sete dias da
remoc¢do destas. Na coleta final, as pastas Calen/PMCC e Calen/CLX a 0,4% e a

1% apresentaram menores nimeros de UFC/mL que a pasta Calen. Conclusdes:
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As medicagdes intracanal a base de hidroxido de célcio foram capazes de diminuir

significativamente, mas ndo eliminar completamente E. faecalis do sistema de

canais radiculares.

Palavras-chave: Endodontia, Enterococcus faecalis, hidroxido de célcio.
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INTRODUCAO

O microrganismos representam o agente etiolégico primario no
desenvolvimento de lesdes periapicais (1). Desta forma, o objetivo fundamental
do tratamento endodontico, nos casos de dentes com necrose pulpar e lesdo
periapical, ¢ a eliminacdo da microbiota endodontica no sistema de canais
radiculares. O preparo biomecanico do canal radicular reduz significantemente a
infeccdo endodontica. Entretanto, alguns microrganismos podem sobreviver nas
complexidades anatdmicas e sistema de canais radiculares (2, 3).

A medicagdo intracanal antimicrobiana ¢ necessdria para
complementar a desinfec¢do do sistema de canais e tibulos dentindrios (2, 4, 5). O
hidroxido de calcio (Ca(OH),) tem sido amplamente utilizado devido ao seu
potencial bioldgico, a¢do antimicrobiana principalmente contra anaerdbios Gram-
negativos, capacidade de inativar os efeitos da endotoxina bacteriana (6, 7) e
capacidade em dissolver tecido organico (8). Além disto, age como barreira fisica,
prevenindo a reinfeccdo do canal radicular e interrompendo o suprimento
alimentar para microrganismos remanescentes ao tratamento (3). A sua
efetividade contra microrganismos localizados dentro dos tubulos dentinarios
depende da difusdo de ions hidroxila (OH), pela dentina, em concentragdes
suficientes para exceder a capacidade tampdo desta, alcangando niveis de pH
adequados para destruir bactérias (3, 9).

Apesar de suas excelentes propriedades, o Ca(OH), nédo é igualmente
efetivo contra todos os microrganismos encontrados no canal radicular. Varios

estudos relatam a dificuldade do Ca(OH), de atuar frente a Enterococcus faecalis,
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uma bactéria que tem sido isolada de dentes com insucesso na terapia endodontica
€ que apresenta resisténcia a uma ampla variedade de agentes antimicrobianos,
devido a diversos mecanismos de defesa (10, 11).

Com o intuito de ampliar a agdo bactericida do Ca(OH),, tornando-o
mais eficaz para o combate a infec¢do do canal radicular, tem sido sugerida sua
associagdo com outros agentes antimicrobianos, como o paramonoclorofenol
canforado (PMCC) (3, 12, 13) e a clorexidina (CLX) (14, 15).

O Ca(OH), associado ao PMCC, além de ampla ac¢do contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, resulta na formacdo de
paramonoclorofenolato de calcio, que permite uma liberagdo controlada e
prolongada de fons célcio (Ca®") e OH  (16).

A CLX é um potente antisséptico, com amplo espectro antimicrobiano
e substantividade (17-19). Desta forma, a associagdo Ca(OH),/CLX vem sendo
pesquisada pelo possivel sinergismo positivo entre estas substancias, aumentando
a acdo anti-bacteriana do Ca(OH), (14, 15, 20). Porém, alguns autores afirmam
que ndo ha aumento da eficacia da pasta de Ca(OH),, quando a CLX ¢ associada,
e que o veiculo com que o Ca(OH), ¢ misturado, pode afetar suas propriedades,
aplicagdes e efetividade clinica (17, 18).

Devido a patogenicidade e os mecanismos de resisténcia de E. faecalis
nas infec¢des endoddnticas persistentes, este estudo visa avaliar a eficacia de

medicagdes intracanal na eliminagdo desta bactéria.
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MATERIAL E METODOS

Padronizacio dos espécimes

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (ANEXO A).
Cento e seis dentes unirradiculados humanos com canal radicular tnico e reto,
recentemente extraidos foram selecionados. Os mesmos foram descontaminados
inicialmente em solucdo de hipoclorito de sddio (NaOCl) a 1% durante 24 horas e
apos varias lavagens em agua destilada foram armazenados sob refrigeracdo. As
coroas dentais foram seccionadas em maquina de corte de precisdo Isomet 1000
(Buehler Ltda, Lake Bluff, IL, EUA), padronizando o tamanho dos espécimes em
15 mm.

O didmetro foraminal foi padronizado instrumentando o canal
radicular 0,5 mm além do forame apical, até¢ a lima tipo K #25 (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Suica). Em seguida, os canais foram instrumentados 1 mm
aquém do apice radicular até a lima tipo K #50. A irrigacdo foi realizada com 2
mL de NaOCl a 1% (Instituto de Quimica, Araraquara, UNESP, Brasil), a cada
troca de lima, com auxilio de seringa de 5 mL (Injex, Ourinhos, SP, Brasil) com
agulha Endo-Eze Tips 30 G (Ultradent Products, South Jordan, UT, EUA). Apds a
instrumentagdo, os canais foram inundados com solucdo de EDTA 17%
(Odahcam Dentsply, Petropolis, RJ, Brasil), agitada com a lima meméria, por 3

minutos e receberam irrigagdo final com 5 mL de solugdo salina fisioldgica. Os
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dentes foram submetidos a lavagens, com solugdo fisioldgica, para remog¢do do
excesso de NaOCL

Posteriormente, foi realizado o vedamento da regido apical radicular
com resina composta fotopolimerizavel Opallis (FGM Produtos Odontologicos
Ltda, Joinville, SC, Brasil) e as superficies radiculares foram impermeabilizadas
externamente com duas camadas de adesivo epdxi Araldite (Brascola Ltda,
Tabodo da Serra, SP, Brasil), exceto a regido da abertura cervical.

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em dez microplacas
de cultura celular de 24 pogos (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), sendo
oito delas com 12 dentes em cada (APENDICE B - FIGURA Bl) e duas
microplacas controle com cinco dentes, fixados nos pogos externos com resina
acrilica quimicamente ativada (Classico Artigos Odontoldgicos, Sdo Paulo, SP,
Brasil). Estas microplacas foram embaladas e submetidas a esterilizagdo por 6xido

de etileno (Acecil, Campinas, SP, Brasil).

Contaminacio com E. faecalis

Os procedimentos microbioldgicos foram realizados em ambiente
asséptico, dentro de cdmara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP,
Brasil). Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram reativadas em Tryptic
Soy Broth - TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 48 horas. As bactérias foram
inoculadas em placas de Tryptic Soy dgar - TSa (Difco, Detroit, MI, EUA) e
incubadas em microaerofilia a 37°C por outras 48 horas. Uma suspensio

bacteriana foi preparada em solucio fisiologica esterilizada e sua densidade dptica



47

ajustada em espectrofotometro, (Modelo 600 Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil)
no comprimento de onda de 600 nm e absorbancia de 0,025 (aproximadamente
1,5 x 10° UFC/mL).

O meio de cultura (TSb) foi misturado com a suspensdo bacteriana na
propor¢do de 1:1 e os canais radiculares foram contaminados, por meio de
micropipetas, com 10 pL desta mistura. Uma mecha de algoddo esterilizada foi
umedecida em TSb e colocada na entrada dos canais radiculares. As microplacas
contendo os espécimes foram mantidas em ambiente microaerdfilo a 37°C e
umidade relativa. O periodo de contaminagdo foi de 21 dias, sendo adicionado
TSb esterilizado no interior dos canais radiculares a cada dois dias, utilizando
seringa de insulina de 0,5 mL (Becton Dickinson, Curitiba, PR, Brasil).

Apds este periodo, foi realizada coleta de todos os canais radiculares
para a confirmagdo da contaminacdo (coleta inicial). Foram utilizados dois cones
de papel absorvente esterilizados #50 (Tanari Industrial Ltda, Sdo Paulo, SP,
Brasil) por espécime, mantidos nos canais radiculares por 1 minuto e transferidos
para tubos teste (Eppendorf) contendo 1 mL de solugdo fisioldgica esterilizada. Os
tubos foram agitados por 30 segundos (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP,
Brasil). A seguir, foram realizadas dilui¢des decimais seriadas e aliquotas de 20
pL foram semeadas em triplicata em placas de Petri contendo meio TSa
(APENDICE B - FIGURA B2). As placas foram incubadas em microaerofilia a
37°C por 48 horas. O crescimento bacteriano foi determinado pela contagem do

numero de UFC/mL de E. faecalis (APENDICE B - FIGURA B3).
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Divisido dos grupos experimentais
As microplacas contendo as raizes fixadas foram aleatoriamente

divididas de acordo com a medicagdo e o periodo de agdo utilizados (Tabela 1).

TABELA 1. Grupos experimentais e controle com os respectivos periodos experimentais € nimero
de espécimes

Grupo Medicacio Periodo Numero de Dentes
1 Calen 7 dias 12
2 Calen 14 dias 12
3 Calen/PMCC 7 dias 12
4 Calen/PMCC 14 dias 12
5 Calen/CLX (0,4%) 7 dias 12
6 Calen/CLX (0,4%) 14 dias 12
7 Calen/CLX (1%) 7 dias 12
8 Calen/CLX (1%) 14 dias 12
9 (controle) Nenhuma (com preparo) - 5
10 (controle) Nenhuma (sem preparo) - 5

Nos grupos experimentais (de 1 a 8), depois de constatada a
contaminagdo, os canais foram reinstrumentados, inicialmente com o instrumento
foraminal (lima K #25), no comprimento real do dente, ¢ em seguida com lima K
#50, no comprimento real de trabalho, sendo irrigados com solucdo salina
fisiologica esterilizada. Os canais foram inundados com solu¢do de EDTA 17%,
por 3 minutos, irrigados com 5 mL de solugdo salina fisiologica esterilizada, secos
com pontas de papel esterilizadas, de diametro 50, e preenchidos com as
medicagdes intracanal descritas a seguir:

* Pasta Calen (S.S.White Art. Dent. Ltda; RJ, RJ, Brasil), composta de

Ca(OH),, 6xido de zinco, colofonia, e polietilenoglicol (PEG) 400.
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* Pasta Calen/PMCC (S.S.White Art. Dent. Ltda; RJ, RJ, Brasil), composta
de Ca(OH),, 6xido de zinco, colofonia, PEG 400, ¢ PMCC.

* Pasta Calen/CLX, composta de Calen (S. S. White Art. Dent. Ltda, RJ,
Brasil) associada a solugdo de gluconato de clorexidina (Arte & Ciéncia,
Araraquara, Brasil) nas concentrag¢des de 0,4% e 1% do total da pasta.

As pastas Calen/CLX foram manipuladas 24 horas antes de sua
aplicacdo, no interior da cdmara de fluxo laminar, valendo-se de balanca de
precisio (OHAUS®, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil) e inseridas em tubetes
anestésicos previamente esterilizados.

No Grupo 9, os canais foram reinstrumentados, como nos grupos
experimentais, € ndo receberam medicacdo intracanal, sendo preenchidos com
solugdo salina fisiologica esterilizada. No grupo 10, os dentes ndo foram
reinstrumentados, nem receberam medicacdo intracanal, sendo preenchidos com
solugdo salina fisiologica esterilizada.

As pastas foram colocadas no interior dos canais com seringa
endodontica ML (S.S.White, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) munida de agulha
Septojet XL longa (Septodont Brasil Ltda, Barueri, SP, Brasil), preenchendo toda
a extensdo dos canais radiculares. Em seguida, uma mecha de algodao esterilizada
foi adaptada nas entradas dos canais radiculares e as raizes foram incubadas a
37£1°C em microaerofilia, por 7 ou 14 dias, dependendo do grupo experimental,
com verifica¢do diaria de umidade e temperatura. Os pocos vazios do centro das
microplacas foram preenchidos com agua destilada esterilizada para manter a

umidade das mesmas (APENDICE B - FIGURA B4).
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Coletas e analise microbiologica

Imediatamente apds a remog¢do do curativo, foi realizada uma coleta
microbioldgica (coleta pds-curativo). Para tanto, a medicagdo intracanal foi
removida com limas tipo K #50, sendo os canais irrigados com 5 mL de solugdo
salina fisiologica esterilizada. Em seguida, foi realizada irrigagdo com 1 mL de
neutralizante especifico para cada medicamento testado, a fim de se evitar a acdo
residual das medicagdes. Posteriormente, foi utilizado 1 mL de solugdo salina
fisioldgica esterilizada como irrigacdo final. O canal e a superficie externa das
raizes foram secas novamente, com canula aspiradora e os canais preenchidos
com solu¢do salina fisiologica esterilizada. A coleta foi realizada seguindo os
mesmos procedimentos da coleta inicial.

Por fim, os canais radiculares foram preenchidos com salina
esterilizada e uma mecha de algoddo estéril foi colocada na entrada dos canais
radiculares. As microplacas contendo os espécimes foram fechadas e novamente
incubadas em microaerofilia a 37°C e umidade relativa.

Apds sete dias, outra coleta microbiologica foi realizada conforme as
anteriores (coleta final). As coletas do grupo controle ocorreram apos o periodo de
contaminagcdo e depois de sete dias. Os procedimentos experimentais estdo

representados no APENDICE B - FIGURA BS.
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Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a transformacdo logaritmica e
analisados por meio do programa GraphPad Prism 3.0 (San Diego, CA, EUA). Na
comparagdo entre os grupos experimentais, foram aplicados ANOVA e Teste de
Comparag¢des Multiplas de Tukey. J4& na comparagdo entre as coletas
microbioldgicas, dentro de cada grupo, foram utilizados ANOVA de Medidas
Repetidas ¢ Teste de Comparagdes Multiplas de Bonferroni. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.

RESULTADOS

A metodologia de contaminagdo deste estudo foi comprovada por
meio da recuperagdo de culturas puras de E. faecalis em todos os dentes na coleta
inicial, 21 dias apos incubagdo dos espécimes, com contagens de UFC/mL
semelhantes em todos os grupos (Tabela 2).

Os espécimes do Grupos 9 (sem medicagdo) e 10 (sem preparo),
comprovaram a viabilidade de E. faecalis nas diferentes etapas do experimento,
mostrando que ndo houve redugdo estatisticamente significante no numero de

UFC/mL em comparacgio a coleta inicial (Tabela 2).



52

TABELA 2. Comparagdo entre grupos nas coletas inicial, pds-curativo e final (média e desvio-
padrio de UFC/mL log).

Grupo Inicial P()s.- Final
curativo
G1 — Calen 7 dias 6,94 (0,64)™*  0,00“* 4,71 (0,43)%°
G2 — Calen 14 dias 6,56 (0,51)** 0,00 4,75 (0,77)°
G3 — Calen/PMCC 7 dias 6,43 (0,70 0,00* 3,64 (1,85)%
G4 — Calen/PMCC 14 dias 6,34 (2,21)** 0,00* 1,94 (2,03)%
G5 — Calen/CLX 0,4% 7 dias 6,73 (1,03)*  0,00* 1,41 (1,65)¢
G6 — Calen/CLX 0,4% 14 dias 6,33 (0,42)** 0,00* 1,53 (1,84)%%
G7 — Calen/CLX 1,0% 7 dias 6,65 (0,55)**  0,00* 1,37 (1,60)4
G8 — Calen/CLX 1,0% 14 dias 6,65 (0,78)** 0,00 1,28 (1,84)4
G9 — com preparo sem medicagio 7,20 (0,76)™° - 5,90 (0,23)%*
G10 — sem preparo ¢ medicagdo 6,67 (0,73)** - 6,29 (0,62)**

Letras iguais apresentam médias estatisticamente ndo significantes (P<0,05). Letras maitsculas para
comparagdes entre coletas e minusculas para os grupos.

Na coleta realizada imediatamente apds a remo¢do do curativo
intracanal, foi observado que todas as medicagdes utilizadas eliminaram
totalmente E. faecalis da luz do canal radicular principal, sendo semelhantes entre
si e significativamente diferentes das demais coletas (P<0,05), conforme mostra a
Tabela 2.

Na coleta final, sete dias apdés a remogdo do curativo, houve um
aumento no numero de UFC/mL em todos os grupos, porém com valores
estatisticamente menores que a coleta inicial (Tabela 2).

Os Grupos 1 (Calen 7 dias), 2 (Calen 14 dias) e 3 (Calen/PMCC 7
dias) apresentaram os maiores valores de UFC/mL na coleta final, com resultados

semelhantes entre si e maiores que os demais grupos (Tabela 2).
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Embora o Grupo 4 (Calen/PMCC 14 dias) tenha apresentado menor
nimero de UFC/mL que o Grupo 3 (Calen/PMCC 7 dias), esta diferenga ndo foi
estatisticamente significante (P>0,05), conforme Tabela 2.

Os menores valores de UFC/mL foram observados para os Grupos 4
(Calen/PMCC 14 dias), 5 (Calen/CLX a 0,4% 7 dias), 6 (Calen/CLX a 0,4% 14
dias), 7 (Calen/CLX a 1% 7 dias) ¢ 8 (Calen/CLX a 1% 14 dias), sem diferenga

estatisticamente significante entre si (P>0,05), de acordo com a Tabela 2.

DISCUSSAO

Viarias metodologias podem ser empregadas para avaliar a atividade
antimicrobiana de medicamentos endodonticos, podendo ocorrer diferencas nos
resultados obtidos. Algumas metodologias permitem o contato direto das
substancias com 0s microrganismos, como nas técnicas de difusdo em agar ou do
contato direto (17, 22, 23). A presenca dos microrganismos nos tibulos
dentinarios torna necessaria atuagdo por difusdo pela dentina das substincias
antimicrobianas estudadas. Esta situacdo simula a condi¢do encontrada em dentes
com canais radiculares infectados, pois microrganismos podem estar alojados em
areas de dificil acesso para a¢do das medicagdes. Desta forma, este método foi
selecionado no presente estudo, conforme proposto por Menezes et al (24).

E. faecalis foi escolhido como microrganismo por ser considerado
como um dos mais resistentes as medicagdes intracanal a base de Ca(OH); (2, 22,
25) e esta freqiientemente associado com insucessos pos-tratamento endodontico

(26, 27). Adicionalmente, sobrevive em pH elevado, variando de 9 a 11 (10, 27),
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tem capacidade de sobreviver sozinho com escassez de nutrientes por longos
periodos (11, 28), capacidade de colonizar facil e rapidamente os tubulos
dentinarios e de aderir ao colageno na presenga de soro humano (24) e capacidade
de formar biofilme (29). Além disso, E. faecalis ¢ de cultivo relativamente facil e
tem sido empregado em inimeros estudos (5, 14, 20, 22, 26, 30).

O periodo de contaminag¢do dos espécimes foi estabelecido em 21
dias, pois este € o tempo necessario para que a suspensido de E. faecalis se difunda
pelos tubulos dentindrios em direcdo ao cemento (25). A adicdo de meio de
cultura a cada dois dias teve o objetivo de manter as condigdes favoraveis para o
crescimento das bactérias.

Neutralizantes especificos foram aplicados apdés a remogdo da
medicagdo intracanal e previamente a coleta das amostras para assegurar que
nenhum vestigio da medicacdo fosse transferido para o meio de cultura,
comprometendo o crescimento. Outro motivo da utilizagdo dos neutralizantes foi
parar a acdo antimicrobiana residual que as medica¢des podem apresentar,
interferindo na coleta final. Portanto, os resultados obtidos para cada uma das
substancias refletem apenas o periodo de aplicagdo intracanal (18, 21, 25).

As amostras bacteriologicas obtidas com pontas de papel absorventes
esterilizadas recuperam somente microrganismos presentes na luz do canal
radicular, ndo atingindo os localizados no interior dos tubulos dentinérios (24).
Para eliminar esta deficiéncia, foi realizada uma segunda coleta, 7 dias apos a
remocdo das medicacdes, verificando a permanéncia de microrganismos viaveis

no interior dos tubulos dentinarios.
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Os resultados deste estudo mostraram que todas as medicagdes
empregadas, eliminaram E. faecalis da luz do canal radicular, imediatamente a sua
remoc¢do. Entretanto, houve um aumento de UFC/mL sete dias apds a remogido da
medicagdo em todos os grupos, destacando a permanéncia da contaminag¢do no
sistema de canais radiculares.

O Ca(OH), tem demonstrado efetividade na desinfec¢do dos canais
radiculares (2, 31, 32). Contudo, alguns resultados tem evidenciado eficacia
antimicrobiana insuficiente do Ca(OH), contra E. faecalis, mesmo apods contato
prolongado entre a medicagdo e canal radicular (13, 14, 20, 24). Neste estudo, a
pasta Calen por 7 ou 14 dias proporcionou uma reducdo estatisticamente
significante no nimero de UFC/mL na coleta final, em relacdo a coleta inicial.
Porém, em comparacdo com as associacdes Calen/PMCC e Calen/CLX,
apresentou os piores resultados, concordando com os estudos anteriormente
citados.

Os resultados obtidos demonstram que o PMCC complementa a
atividade do Ca(OH); (3, 13), sendo capaz de romper a membrana citoplasmatica
bacteriana, desnaturar proteinas e inativar enzimas, € em associagdo com o
Ca(OH), formar paramonoclorofenolato de calcio, que permite uma liberacio
controlada e prolongada de ions célcio e hidroxila (16).

Este estudo esta de acordo com outros que demonstraram que a adi¢io
da CLX pode aumentar a atividade antimicrobiana do Ca(OH), e promover maior
substantividade, tornando-a mais eficiente contra microrganismos resistentes,

como E. faecalis (14, 15, 20). Para Gomes et al (30), medicamentos contendo
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CLX se difundem na dentina e alcangam a superficie externa, exercendo acio
antimicrobiana.

Porém, ndo existe um consenso na literatura sobre a concentragdo
ideal de CLX adicionada ao Ca(OH),. Para o preparo da medica¢do adicionou-se a
pasta Calen, solu¢do de gluconato de CLX até a obtencdo de pastas com duas
concentragdes (0,4% e 1%). A escolha das concentragdes de CLX foi baseada no
trabalho de Da Silva et al (33), que mostrou, em cultura de células de macrofagos,
que a adicdo de CLX a 0,4% a esta pasta ndo alterou a viabilidade celular ou as
propriedades anti-inflamatdrias e de imunoestimulag@o da pasta. Além disto, Silva
et al (34), avaliando a resposta do tecido conjuntivo subcutdneo de camundongos,
frente a pastas a base de Ca(OH), associadas a CLX, concluiram que a adi¢do de
CLX a 0,4% a pasta Calen permitiu adequada resposta tecidual, enquanto o
Ca(OH), associado 4 CLX a 2% (UltraCal™) evidenciou resultados
insatisfatorios. No presente estudo, a capacidade antibacteriana contra E. faecalis
da associa¢gdo Calen/CLX a 0,4% e Calen/CLX a 1% foi estatisticamente
semelhante, sugerindo a utiliza¢do da solugdo de CLX menos concentrada, pois
proporciona uma atividade antibacteriana satisfatoria, sem alterar as propriedades
bioldgicas do Ca(OH)s.

Segundo Gomes et al (23), o tempo necessario para o Ca(OH),
desinfetar eficientemente o canal radicular ainda é desconhecido e pode estar
relacionado ao tipo de microrganismo envolvido, localizagdo destes no sistema de
canais radiculares, presenga ou auséncia de smear layer e presenga ou auséncia de

exsudato do canal radicular. Para Sjorgen et al (32), o periodo necessario para o



57

Ca(OH), eliminar eficientemente bactérias que podem sobreviver ao preparo
biomecanico é de, pelo menos, 7 dias. Outros estudos mostram que periodos
inferiores a 14 dias ndo devem ser indicados para o Ca(OH),, como curativo de
demora, no tratamento de dentes com necrose pulpar e reacdo periapical cronica
(8, 39).

Segundo Lana et al (5), o polietilenoglicol 400 contido na pasta
Calen/PMCC permite uma liberagdo mais lenta da medicagdo proporcionando
uma pasta menos ativa nos periodos iniciais no interior do sistema de canais
radiculares, sendo mais efetiva quando mantida por, pelo menos, 14 dias. No
presente estudo, o periodo de utilizagdo da medicacdo intracanal nio influenciou
os resultados. Embora a pasta Calen/PMCC tenha apresentado um menor nimero
de UFC/mL aos 14 dias, a diferenca para os 7 dias ndo foi estatisticamente
significante.

Comparando os grupos que receberam medicagdo intracanal com os
que nao receberam medicacdo, pode-se observar, pela reducdo significativa da
contagem bacteriana final, que esta etapa do tratamento endodontico pode exercer
papel fundamental como auxiliar na desinfeccdo do sistema de canais radiculares.
Assim, de acordo com a metodologia utilizada, pode-se concluir que as
associagdes Calen/PMCC e Calen/CLX s3o mais efetivas que o Calen contra E.

faecalis inoculados no canal radicular.
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CONSIDERACOES FINAIS

A presenca de microrganismos no desenvolvimento da doenga pulpar

2736 Desta forma, o objetivo do

e periapical tem sido bem documentada
tratamento endodontico ¢ o combate aos microrganismos presentes em canais
radiculares infectados além da prevengédo da reinfec¢do. A instrumentagdo destes
canais com auxilio de solugdes irrigadoras com potencial antimicrobiano, reduz
consideravelmente o nimero de bactérias, porém, ¢é impossivel obter desinfec¢io

%% ‘Microrganismos

completa do sistema de canais radiculares, em todos os casos
residuais podem se multiplicar e afetar negativamente o reparo na regido
periapical, e o uso de medicagdo intracanal, com propriedades antimicrobianas,
entre sessdes, pode reduzir ou eliminar estes microrganismos no sistema de canais
radiculares, elevando o indice de sucesso'! 2% %4,

As dificuldades para se obter a completa desinfec¢do do sistema de
canais radiculares, pelos protocolos de tratamento disponiveis até o momento,
estimulam pesquisas endodonticas a buscar novos medicamentos e técnicas que
permitam que este objetivo seja alcangado.

E.  faecalis é um microrganismo facultativo, ndo-fastidioso
considerado como um dos mais resistentes as medicagdes intracanal a base de
Ca(OH),>''?® e esta freqiientemente associado com insucessos pos-tratamento
endoddntico®™>**®, Adicionalmente, sobrevive a pH elevado, variando de 9 a

20.54 . . .
11%*** tem capacidade de se estabelecer e sobreviver sozinho com escassez de

21,44

nutrientes por longos periodos” ™, capacidade de colonizar facil e rapidamente os
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tibulos dentindrios e de aderir ao coligeno na presenca de soro humano® e
capacidade de formar biofilme®'*'°.

O Ca(OH), ¢ uma das medicagdes usadas como medicamento
intracanal em fun¢@o de sua acdo antimicrobiana que pode ser relacionada ao pH
fortemente alcalino, que tem um efeito destrutivo na membrana da célula
bacteriana e estrutura protéica'’>>. Esta a¢do é determinada pela liberacdo de fons
hidroxila (OH"), que necessitam de um tempo ideal para a destrui¢do efetiva dos
microrganismos, agindo por contato direto ou indireto nos tubulos dentinarios>,
Além disto, para serem efetivos contra bactérias localizadas dentro de tubulos
dentinarios e canais acessorios, estes ions devem se difundir para dentro da
dentina, em concentra¢des suficientes e exceder a capacidade tampdo desta,
alcangado pH alto o bastante para destruir as bactérias®**.

Diferentes substancias tém sido associadas ao Ca(OH), na tentativa de
melhorar algumas de suas propriedades como radiopacidade, viscosidade,
escoamento, espectro de a¢do antimicrobiana, velocidade de dissociagdo i0nica e
outras propriedades fisico-quimicas, favorecendo também as condi¢des clinicas
para seu emprego”.

Entre estas substancias, destaca-se o PMCC, um composto com
atividade bactericida, rompendo a membrana citoplasmatica bacteriana,
desnaturando proteinas e inativando enzimas, ¢ em associa¢cdo com o Ca(OH);,
forma paramonoclorofenolato de célcio, que permite uma liberacdo controlada e
prolongada de ions calcio (Ca™) e OH™?. Alguns estudos mostram que o PMCC

7,50,55

complementa a atividade do Ca(OH), , concordando com nossos resultados,
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em que o Calen/PMCC se mostrou mais eficaz na eliminacgio de E. faecalis que o
Calen, com diferenca significante aos 14 dias.

A CLX ¢ um agente antimicrobiano ativo do grupo das biguanidas,
que tem sido pesquisado como uma nova alternativa de associa¢do ao Ca(OH), no

15,64

uso do curativo de demora ™", visando aumentar sua a¢do antimicrobiana contra

2,19,26,47

microrganismos resistentes Embora isoladamente ndo seja capaz de

39,63

inativar o LPS bacteriano’’ e de dissolver os tecidos®”®, a clorexidina apresenta

31,34,45,61

substantividade , ¢ amplo espectro de agdo contra bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas, aerdbios, anaerobios, leveduras e fung0s26’47’59.

Este estudo mostrou que a associagdo Calen/CLX se mostrou mais
efetiva que o Ca(OH), contra E. faecalis concordando com resultados anteriores,
em que a associagdo do Ca(OH), a CLX resultou em um efeito antimicrobiano
sinérgico maior que o uso isolado do Ca(OH),'***%%*,

Porém, deve-se considerar que a adi¢do de substancias ao Ca(OH),
para a formulagdo de uma pasta, que seja viavel para o uso clinico, pode alterar
suas propriedades, modificando o pH, interferindo na dissociacdo idnica do
produto, na biocompatibilidade tecidual e, conseqiientemente, na propriedade
anti-séptica e na capacidade indutora de tecido mineralizado'?. Desta forma, a
verificagdo do efeito da associagdo de diferentes substincias na difusdo do
Ca(OH), pela massa dentinaria e sistema de canais radiculares ¢ de extrema
importancia para o uso clinico destes materiais.

Nossos resultados, observados no primeiro capitulo, mostraram que a

adi¢do do PMCC ou da CLX ao Ca(OH); ndo afetou sua capacidade de liberacdo
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e dissociacdo de ions OH’, pela dentina radicular, concordando com outros
autores4,12,17,43,53,62.

Novos estudos devem ser conduzidos para andlise da atuacdo destas
associagdes frente a E. faecalis na forma de biofilme. Chavez de Paz et al.'
observaram que bactérias isoladas de canais radiculares infectados resistem
melhor em biofilmes que em culturas planctonicas. Além disto, Kishen et al.*®
mostraram que E. faecalis tem a capacidade de formar biofilme na dentina do
canal radicular, e que isto pode ser um fator que contribui para a sua persisténcia,
apos o tratamento endodontico.

Outro aspecto importante, que deve ser mais pesquisado, é a
biocompatibilidade destas associagdes, embora tenham produzidos, em varios
15,32,51,58

estudos, excelentes resultados em dentes de cdes com lesdes periapicais ,

sugerindo ser clinicamente segura quando utilizadas como medicagdes intracanal.
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FIGURA A1 - Impermeabilizacdo da superficie radicular externa, exceto cavidade preparada

FIGURA A2 - Medicag¢des de acordo com os grupos experimentais
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FIGURA B1 - Dentes incluidos em placa de cultura celular

FIGURA B2 - Esquema das FIGURA B3 - Crescimento
dilui¢des no plaqueamento bacteriano em placa de Petri
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FIGURA B4- Canais radiculares preenchidos com as medicagdes.

GRUPOS 1 a8 GRUPOS 9¢e 10
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FIGURA BS5 - Fluxograma da metodologia
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