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Aranda Garcia AJ. Efetividade antibacteriana de solucdes irrigadoras e sistema
Endox Plus no tratamento de canais radiculares [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaiar a efetividade antibacteriana de solucdes
irrigadoras e do sistema Endox Plus no preparo de canais radicul ares.

Capitulo 1 - Para comparar a efetividade antibacteriana da solugdo de hipoclorito de
sodio (NaOCl), MTAD BioPure e do Sistema Endox Plus durante o preparo
biomecénico, foram utilizadas 70 raizes de dentes humanos unirradiculados
contaminadas com cepa de E. faecalis (ATCC 29212) e incubadas por 21 dias. Os
espécimes foram divididos em cinco grupos: Gl- Sistema Endox Plus, Gll- NaOCI
25% /MTAD, GllI- NaOCI 2,5% /EDTA, GIV- solucéo salina (controle positivo),
GV- Controle negativo (sem instrumentacdo/irrigacdo). Foi realizada a andlise
microbiolégica das amostras por meio de diluicbes seriadas e a contagem das
UFCs. Os dados obtidos foram analisados estatisticamente por ANOVA e Tukey
post-hoc (p < 0,05). Todos os espécimes mostraram crescimento bacteriano apds o
periodo de contaminagdo com similar contagem de UFC/mL log, sem diferenca
estatistica entre os grupos. Apds os procedimentos houve uma reducéo da
guantidade de bactérias em todos 0s grupos, exceto no controle negativo. N&o

houve diferencas estatisticas significantes entre os Gl e GIV. Os grupos 1 e Il ndo



mostraram crescimento bacteriano, mostrando diferenca estatistica com os outros
grupos. Na coleta final, houve um aumento na contagem bacteriana nos gruposl, |1,
1l e IV, sem diferenca significativa entre eles. Porém, houve diferenca na
proliferacdo bacteriana quando comparados com a coleta pos-preparo. O sistema
Endox Plus demonstrou a menor efetividade antibacteriana quando comparado as
solugdes de NaOCl 2,5% /MTAD e NaOCI 2,5% /EDTA e, todos os procedimentos
avaliados permitiram a proliferacdo bacteriana ap0s 7 dias, mostrando a
permanéncia dainfeccdo no SCR.

Capitulo 2 - Foi avaliada a atividade antibacteriana das solucdes irrigadoras MTAD
BioPure, Chlor-XTRA e CHX-Plus pelo teste de contato direto sobre biofilme de E.
faecalis em dentina bovina. Foram 48 corpos-de-prova de 5mm x 5mm x 0,7mm
gue foram esterilizados. Apos formacdo de biofilme com a cepa de E. faecalis
(ATCC 29212) por 15 dias foi realizado o teste antibacteriano por contato direto.
Os tempos de contato foram de 1 e 3 minutos. A andlise microbioldgica foi
realizada por meio da contagem das UFC/mL ap6s cada um dos periodos
experimentais, como no capitulo 1. Chlor-XTRA foi capaz de eliminar biofilme de
E. faecalis ap6s 1 e 3 minutos de contato, com diferenca estatistica significante
entre os demais grupos (p < 0,05). MTAD Biopure possui a menor atividade
antibacteriana quando comparado as solucdes de Chlor-XTRA e CHX-Plus. Chlor-

XTRA foi oirrigante que se mostrou eficaz sobre biofilme de E. faecalis.

Palavras-chave: Desinfeccdo, Endodontia, Enterococcus faecalis, Irrigantes do

canal radicular.



Aranda Garcia AJ. Antibacterial effectiveness of irrigating solutions and Endox
Plus system in the treatment of root canals [Tese de Doutorado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2012.

ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the antimicrobial effectiveness of irrigating
solutions and the Endox Plus system in the treatment of the root canals.

Chapter |- In order to compare the antimicrobial effectiveness of sodium
hypochlorite solution (NaOCl), MTAD Biopure and Endox Plus system during
chemomechanical preparation, were used 70 single-rooted human teeth, which
were contaminated with the strain of E. faecalis (ATCC 29212) and incubated for
21 days. The specimens were divided into five groups: Gl- Endox Plus system,
Gll- NaOCl 2.5% /MTAD, GlII- NaOCl 2.5% /EDTA, GIV- saline solution
(positive control), GV- negative control (without instrumentation/irrigation).
Microbiological analysis of the samples consisted in evaluation of the CFUs. The
data obtained were dtatisticaly analyzed by ANOVA tests and Tukey post-hoc
(p<0.05). The specimens showed bacterial growth after the initial incubation
period with similar counting of CFU/mL log, with no statistical difference among
the groups. After the procedures there was a decrease of the amount of bacteriain
all groups, except in the negative control. There were no statistically differences

between the Gl and GIV. The GII and GllI didn’t show bacterial growth, showing



statistical differences with the other groups. In the final sample, bacterial counts
increased in groups |, I1, 111, IV, with no statistically significant differences among
the groups, but there was a difference when compared to the post-instrumentation
sample. The Endox Plus system presented the lowest antibacterial effectiveness
when compared to the solutions of NaOCl 2.5% /MTAD y NaOCI 2.5% /EDTA
and all the evaluated procedures allowed the recovery of bacteria 7 days after
treatment, demonstrating persistence of infection in the root canal system.

Chapter I1- The antibacterial activity of the irrigating solutions MTAD Biopure,
Chlor-XTRA and CHX-Plus was evaluated with the test of direct contact over the
biofilm of the E. faecalis in bovine root dentine. There were used roots of bovine
incisors to obtain segments of root canal for the preparation of 48 dentine sections
5mm x 5mm x 0.7 mm, which were sterilized later. After biofilm formation with
the strain of E. faecalis (ATCC 29212) the antibacterial direct contact test was
taken for 15 days. The contact times were of 1 and 3 minutes. The microbiol ogical
analysis consisted in evaluation of the number of UFC/mL after each of the
experimental periods as in Chapter 1. Chlor-XTRA was able to eliminate E.
faecalis biofilm after 1 and 3 minutes of contact, with a statistically significant
difference among the other groups (p < 0,05). MTAD Biopure has the lowest
antibacterial activity when compared to solutions Chlor-XTRA e CHX-Plus.
Chlor-XTRA was the irrigant that proved to be effective against E. faecalis

biofilm.

Keywor ds. Disinfection, Endodontics, Enterococcus faecalis, Root canal irrigants.



INTRODUCAO

A etiologia principal das patologias pulpares persistentes tem sido
atribuida as bactérias vidveis no sistema de canais radiculares (SCR) ap6s o
preparo biomecanico e obturagdo®. O sucesso do tratamento endoddntico depende
da eliminagdo ou reducdo da microbiota presente no SCR e da prevencdo da
reinfeccdo>*3, E. faecalis é o micro-organismo que tem sido associado aos casos
de insucesso do tratamento endodéntico, sua prevaléncia varia de 44 a 77%. Sua
viruléncia pode ser explicada pela capacidade de competir com outros micro-
organismos, invadir os tubulos dentin&rios e sobreviver na auséncia de

nutrientes*%,

A Utilizagdo de solugdes irrigadoras durante a instrumentacéo
auxilia na limpeza e antissepsia do SCR garantindo o sucesso da terapia
endoddntica e complementa a acdo mecanica dos instrumentos’’. O hipoclorito de
sédio (NaOCI) € o irrigante mais utilizado na Endodontia e sua atividade
antimicrobiana tem sido demonstrada sobre bactérias na forma planctonica e de
biofilme'. No entanto, outras solucdes irrigadoras surgiram como alternativa ao
uso do NaOCl, as quais utilizam algumas associacdes de agentes antibacterianos,

quelantes e detergentes, tais como MTAD, CHX-Plus e Chlor-X TRA™1%22,

MTAD BioPure (Dentsply, Tulsa Dental, OK) € um irrigante de

canais radiculares que foi introduzido por Torabinajead e Johnson* em 2003. E
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composto por uma mistura de doxiciclina, &cido citrico e um detergente (Tween
80)'32?, Diversos estudos tem demonstrado sua ac&o antibacteriana, sendo efetivo
na eliminacéo de E. faecalis®*'®'?* Em contrapartida existem estudos que ndo
encontraram eficécia significativa quando comparado ao NaOCI. Dunavant et al.”
(2006) demonstraram que NaOCI a 1% foi significativamente mais eficaz na
eliminacéo do biofilme de E. faecalis do que o MTAD, quando avaliado através

do teste de contato direto.

CHX-Plus e Chlor-XTRA (Vista Dental Products, Racine, WI,
EUA) sdo produtos relativamentes novos utilizados na irrigacdo dos canais
radiculares, que contém na sua composicdo uma substancia modificadora da
superficie, que diminui atensdo superficial, associado as solucdes de gluconato de

chlorexidina 2% e NaOCl a5,8%, respectivamente***°.

Shen et a.™® (2011) avaliaram a susceptibilidade de biofilmes
multiespécies a solucdo de CHX-Plus, em comparacdo a solucdo de Clorexidina
(CHX) a 2%. Foram usados discos de hidroxiapatita para formacdo de biofilme
durante varios periodos de tempo (2 dias, 1, 2, 3, 6, e 12 semanas), para depois
serem submetidos a exposicdo aos irrigantes avaliados (CHX 2% ou CHX-Plus),
por 1, 3 e 10 minutos. Depois do tratamento, a quantidade de bactérias
viaveigmortas foi analisada por meio de microscopia confocal a laser. A
proporcdo de bactérias mortas no biofilme de 3 semanas foi menor do que os
biofilmes imaturos de 2 dias, 1 e 2 semanas pos-contato, com ambas as solugdes

irrigadoras. O tratamento de 3 e 10 minutos com a CHX- Plus é mais efetivo sobre
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as bacté&rias do biofilme maturo, mostrando maiores niveis de atividade

bactericida em todos os periodos de exposi¢cdo, quando comparado a CHX 2%.

Williamson et a.?® (2009) compararam o efeito bactericida de 4
irrigantes: NaOCl a 6%, Chlor-XTRA, CHX a 2% e CHX-Plus sobre biofilme de
E. faecalis (cepa ER3/2s) em trés tempos de contato (1, 3 e 5 minutos). Os
resultados indicaram que todos 0s grupos experimentais mostraram uma reducéo
significativa de bactérias viaveis do biofilme em comparagdo com o grupo
controle (&gua destilada). O NaOCl a 6% e Chlor-X TRA foram significativamente
superiores sobre esta cepa em relagdo a CHX 2% e o CHX-Plus em todos os

periodos experimentais, exceto em 5 minutos.

O sistema Endox Plus (Anfratron Technologies GmbH,
Wasserburg, Germany) é uma nova versdo do anterior sistema Endox (Lysis Stl,
Nova Milanese, Itdlia), que foi desenvolvido para atuar na desinfecgdo do SCR.
De forma similar a versdo anterior, este equipamento utiliza uma pontafina de aco
inoxidavel que é introduzido no interior do cana radicular promovendo aumento
da temperatura e alteracdo na permeabilidade da membrana bacteriana e das
leveduras, tendo um efeito antimicrobiano®. Possui também um eletrodo neutro
gue € mantido na méo do paciente, fechando o circuito elétrico. O sistema Endox
Plus apresenta alguns cambios no seu painel de controle, mas seu funcionamento
segue baseado na corrente alternada de alta frequéncia. Lendini et al.® (2005)
avaliaram o sistema Endox (Lysis Srl, 1tdlia), apds a instrumentacdo, na remocao
de debris dentinarios e restos pulpares vitais em canais radiculares de 75 dentes

humanos com indicacdo de exodontia, por motivos terapéuticos. Os dentes foram
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divididos em dois grupos (n=30): G1- sem preparo e G2- com preparo. Cada
grupo foi dividido em dois subgrupos A e B (n=15). Em 1A e 2A foram aplicados
dois impulsos elétricos com o sistema Endox, em 1B e 2B foram aplicados 4
impulsos e no grupo controle (n=15) os canais foram instrumentados e irrigados
com EDTA e NaOCl a 5% (50°C) sem tratamento com o sistema Endox. Os
espécimes foram avaliados em MEV por meio de um sistema de escores. Os
resultados mostraram que o sistema Endox com 4 impul sos el étricos proporciona
uma otima eficacia na remocao de debris e restos pulpares quando usado apés o

preparo biomecanico e que este preparo € fundamental para 0 uso deste sistema.

S0 poucos os estudos gque avaliam a atividade antibacteriana
destas solucgdes irrigadoras sobre biofilme de E. faecalis e nenhum trabalho com o
sistema Endox Plus, sendo que estes model os experimentais podem colaborar com

0 publicado naliteratura.



2 PROPOSICAO

Os objetivos especificos deste trabalho s&o:

1. Comparar a efetividade antibacteriana do sistema Endox Plus, NaOCl
2,5%/MTAD e NaOCl 2,5%/EDTA durante o preparo biomecanico em

canais radicul ares contaminados com E. faecalis.

2. Avdiar a atividade antibiofilme das solugdes irrigadoras MTAD
Biopure, Chlor-XTRA e CHX-Plus no biofilme de E. faecalis formado

em dentina bovina pelo método de contato direto.



3 CAPITULOI

EFETIVIDADE ANTIBACTERIANA DE SOLUCOES IRRIGADORAS E
SISTEMA ENDOX PLUS NO TRATAMENTO DE CANAIS

RADICULARES*

A. J. Aranda Garcig, J. M. Guerreiro-Tanomaru, R. T. Leonardo, N. B. de Faria-
JUnior, G. M. Chavez-Andrade, M. Tanomaru-Filho, |. Bonetti-Filho

* Artigo aceito para publicacdo no periddico International Endodontic Journal

Resumo

Objetivo Comparar a efetividade antibacteriana do Sistema Endox Plus e solucéo
de hipoclorito de sodio (NaOCIl), associado a MTAD BioPure ou EDTA, em
canais radicul ares contaminados com Enterococcus faecalis.

Metodologia Apds preparo inicial, os canais radiculares de setenta raizes de
dentes humanos unirradiculados foram contaminados com E. faecalis (ATCC
29212) e incubados por 21 dias. Os espécimes foram divididos em cinco grupos.
Gl- Sistema Endox Plus, GlI- NaOCl 2.5 % /MTAD, GllI- NaOCl 2,5% /EDTA,
GIV- solugdo sadlina (controle positivo), GV- Controle negativo (sem
preparo/irrigacaéo). Foi realizada a andlise microbiologica das amostras por meio
da contagem das UFCs.

Resultados Todos 0s espécimes apresentaram crescimento bacteriano apds o

periodo de contaminacdo com similar contagem de UFC/mL (P > 0.05). Apds
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preparo biomecanico houve diminuicdo da quantidade de bactérias em todos os
grupos, exceto no controle negativo. N&o houve diferencas estatisticas
significantes entre os Gl e GIV. Os grupos Il e Il ndo mostraram crescimento
bacteriano, mostrando diferenca estatistica com os demais grupos (P < 0.05). Na
coleta final, houve aumento na contagem bacteriana nos grupos |, 11, 11l e IV sem
diferenca significativa entre eles.

Conclusdes O sistema Endox Plus apresentou menor efetividade antibacteriana do
gue o uso de solugdes de NaOCl 2,5% /IMTAD e NaOCI 2,5% /EDTA. Todos os
procedimentos avaliados permitiram a recuperagdo das bactérias apos 7 dias,

demonstrando a permanéncia da infeccdo no SCR.

Palavras-chave: Enterococcus faecalis, irrigacdo do cana radicular, MTAD,

Sistema Endox Plus.
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INTRODUCAO

Os micro-organismos e seus produtos apresentam papel essencial nas
patol ogias pulpar e periapical (Kakehashi et al. 1965, Moller et al. 1981, Lin et al.
1992, Dornelles-Morgental et al. 2011). E. faecalis tem sido associado aos casos
de insucesso do tratamento endoddntico. A sua viruléncia esta relacionada a
capacidade de invadir os tubulos dentinérios formando biofilme e de sobreviver
em condicOes de privagdo de nutrientes (Evans et al. 2002, Stuart et al. 2006,

Dornelles-Morgental et al. 2011).

O preparo quimico-mecanico é capaz de reduzir a quantidade de micro-
organismos do sistema de canais radiculares (SCR), mas a completa eliminacéo
microbiana € complexa em funcdo da anatomia endodbntica (Bystrom &
Sundqvist 1981, Siqueira et al. 1999). Uma variedade de solucdes irrigadoras tem
sido utilizada visando diminuir a microbiota endodéntica. O hipoclorito de sddio
(NaOCl) é o irrigante mais usado e sua atividade antibacteriana tem sido
demonstrada sobre bactérias plancténicas e de biofilme (Arias-Moliz et al. 2009).
A associacdo de NaOCl e EDTA tem mostrado uma superior acéo bactericida e de
limpeza dos canais radiculares na remocédo da smear layer (Berutti et al. 1997,

Kishen et al. 2008).

MTAD BioPure é uma associagdo irrigante introduzida em 2003
(Torabingjad et al. 2003a), composta por uma mistura de doxiciclina a 3%, &cido

citrico a 4.25% e um detergente (Tween 80) (Torabingjad et al. 2003b, Singla et
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al. 2011). Tem sido considerada biocompativel e efetiva clinicamente (Zhang et
al. 2003, Torabingjad et al. 2005). Diversos estudos tém demonstrado sua agéo
antibacteriana como irrigante final, sendo eficaz na eliminacdo de E. faecalis,
tanto em forma planctbnica como em biofilme, apdés andlise imediata ou
empregando o método de difusdo em agar (Torabingjad et al. 2003b, Davis et al.

2007, Newberry et al. 2007, Shabahang et al. 2008, Prabhakar et al. 2010).

O gistema Endox Plus (Anfratron Technologies GmbH, Wasserburg,
Germany) € umanova versdo do sistema Endox (Lysis Srl, Nova Milanese, 1tdlia),
desenvolvido para atuar na desinfeccdo do SCR. De forma similar & versdo
anterior, utiliza uma ponta fina de ago inoxidavel, que atua como um eletrodo,
transmitindo os impulsos elétricos no canal radicular (Cassanelli et al. 2008). O
sistema Endox Plus apresenta funcionamento baseado na corrente alternada de
ata frequéncia, em uma fragdo de segundo. De acordo com o fabricante, o
principio de acéo do sistema Endox é a ablagéo do tecido pulpar por meio de calor
e desta maneira, elimina os micro-organismos do SCR. Este principio baseia-se na
estrutura molecular de todos os tecidos, que é sensivel a acdo produzida pelos
campos eletromagnéticos gerados pela corrente alternada de alta frequéncia
Apresenta trés efeitos principais: 1) aumento da temperatura local entre 300 e
500°C, 2) aumento da porcentagem de Ozonio (O°) devido aionizacio do meio, 3)

producdo de raios UV (Lendini et al. 2005).

Os poucos estudos com o sistema Endox apresentam resultados
controversos. O sistema demonstrou eficacia na eliminagéo de debris dentinério e

da smear layer dos canais radiculares quando usado apds o preparo biomecanico e
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avaliado por meio de MEV (Lendini et al. 2005). Porém, outros estudos néo
demonstraram superioridade na atividade antimicrobiana, quando comparado aos

protocolos de irrigacdo convencionais (Virtg et al. 2007, Karale et al. 2011).

O objetivo deste estudo foi comparar a efetividade antibacteriana do
sistema Endox Plus, NaOCl 2,5% /MTAD e NaOCl 2,5% /EDTA durante o

preparo biomecanico em canais radicul ares contaminados com E. faecalis.

MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Odontologia de Araraquara da Universidade Estadual Paulista — UNESP
(Anexo A). Foram usadas 70 raizes de dentes humanos unirradiculados extraidos
padronizadas em 15mm de comprimento. O comprimento de trabalho foi
determinado 1mm aguém do &pice e os canais radiculares foram instrumentados
até LK #35 (Dentsply-Maillefer, Ballaingues, Suica). Foi utilizado 2mL de soro
fisiologico apds cada troca de instrumento com seringa de 5mL (Ultradent
products, EUA) e agulha de irrigacéo 29G — 17mm (NaviTips, Ultradent Products,
USA) com aspiracdo simultanea. Ao fina do preparo, os canais foram
preenchidos com EDTA 17% (Biodinamica, Ibipord, PR, Brasil) por 3 minutos,
irrigados com 5mL de soro fisiolégico e secos com pontas de papel absorvente.
Posteriormente, foi realizado o vedamento da regido apical dos espécimes com

resina composta fotopolimerizavel (Z100, 3M ESPE, EUA) e a superficie
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radicular externa foi impermeabilizada com duas camadas de adesivo epoxi
(Araldite, Brascola Ltda, Tabo&o da Serra, SP, Brasil) (Apéndice A —Fig. Al).

Os espécimes foram al eatoriamente distribuidos em quatro microplacas de
cultura celular de 24 pogos (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA). Cada
microplaca recebeu 15 espécimes (grupos experimentais e controle positivo) e
uma microplaca com 10 espécimes (controle negativo), fixados com resina
acrilica quimicamente ativada (Classico Artigos Odontoldgicos, SP, Brasil). Para
permitir no modelo experimental a transmissdo da ata frequéncia de corrente
alternada necesséria para o funcionamento do Endox Plus, foi colocado um fio de
cobre justaposto ao apice, fixado com adesivo epoxi, deixando uma por¢do do fio
exposta, com a finalidade de criar um circuito fechado. As microplacas com os

espécimes foram embal adas e submetidas a esterilizacéo em oxido de etileno.
Contaminacao dos canais radiculares

Os procedimentos foram realizados em cédmara de fluxo laminar
(VecoFlow Ltda., Campinas, SP, Brasil). Cepas padrdo de E. faecalis (ATCC
29212) foram cultivadas em caldo Triptic Soy — TSb (Difco Detroit, MI, EUA)
por 48 horas. As bactérias foram semeadas em placas com Agar Triptic Soy — TSa
(Difco Detroit, M1, EUA) e incubadas em condi¢des de microaerofilia a 37°C por
48 horas. Foi preparada uma suspensdo bacteriana em solucdo fisiologica
esterilizada, com concentracgo equivalente a 1,5 x 10° UFC/mL. O gjuste da
densidade Optica da suspensdo foi feito em espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus,
Femto, SP, Brasil). O meio de cultura (TSb) foi misturado com a suspensao

bacteriana na proporcéo 1:1 e os canais radiculares foram contaminados com 20
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pL desta mistura. As microplacas fechadas foram mantidas em condi¢bes de
microaerofilia a 37°C. O periodo de contaminacdo foi de 21 dias, realizando o
acréscimo de meio TSb estéril a cada 2 dias, conforme estudos prévios (Soares et
al. 2010, Dornelles-Morgental et al. 2011). ApoOs este periodo foi realizada a
coleta inicial de todos os canais radiculares para a confirmagéo da contaminagao
por E. faecalis. Foram utilizados dois cones de papel absorventes esterilizados
#35 (Miltex INC, USA) por espécime, 0s quais permaneceram no canal durante 1
minuto e transferidos para tubos testes (Eppendorf) contendo 1mL de solucéo

fisiologica esterilizada. Os tubos foram agitados por 1 minuto em vortex.

Procedimentos de irrigacdo e desinfeccéo

As placas contendo as raizes foram aeatoriamente divididas em trés

grupos experimentais e dois grupos controles, como mostraa Tabela 1.

TABELA 1. Divisdo dos grupos experimentais e controles

Grupos N Volume total
Gl- Endox Plus + SS 15 12mL
Gll- NaOCI + MTAD 15 12mL
GllI- NaOCI + EDTA 15 12mL
GIV- Controle positivo (SS) 15 12mL
GV- Controle negativo 10 -

G, grupo; SS, solucao salina; NaOCI, hipoclorito de sodio.

Em todos os grupos experimentais e no grupo controle positivo, 0s canais
radiculares foram instrumentados até uma LK #45 no comprimento de trabalho
com escalonamento até uma LK #60, utilizando o irrigante avaliado em cada troca
de lima nos grupos correspondentes, com auxilio de uma seringa e agulha de

Irrigagao descritas anteriormente.



29

No grupo I, foi utilizado 2mL de solucdo salina esterilizada apds cada
troca de lima durante a instrumentacdo e ao final foi usada a ponta verde (23mm
de comprimento) do sistema Endox Plus de acordo com as especificagbes do
fabricante (Apéndice A — Fig. A2), realizando trés disparos em cada terco do
canal radicular (cervical, médio e apical). O circuito foi fechado por meio do
eletrodo neutro e o fio de cobre fixado no espécime (Apéndice A — Fig. A3). Ao

final foi realizada irrigagdo com 2mL de solucéo salina.

No grupo |1, foi usada a solucdo de NaOCl a 2,5% (Ciclo Farma indUstria
Quimica Ltda. EPP Serrana, SP, Brasil) e no fina do preparo foi realizada a
irrigacéo com 2mL de MTAD Biopure (Dentsply, Tulsa Dental, OK). O
procedimento no grupo Il foi similar ao Gll, mas a irrigagdo final foi realizada
com 2mL de solugéo de EDTA, por trés minutos e agitado com a lima memoria
(LK #45), seguido de irrigacdo com solucdo salina estéril. No grupo 1V, foi
utilizado 2mL de solucdo salina estéril como nos grupos anteriores e o grupo V foi

0 controle negativo, sem preparo/irrigacao dos canais radiculares.

I mediatamente apods os procedimentos realizados, os canais radiculares nos
grupos Il e Il foram preenchidos com tiossulfato de sodio a 1%, durante 2
minutos para neutralizacdo do NaOCI. Os outros grupos foram preenchidos pelo
mesmo periodo com solucdo salina. Em seguida, foi realizada a segunda coleta
microbiologica de forma similar a coleta inicial usando dois cones de papel
absorvente #45 (Miltex INC, USA) por espécime. Os canais radiculares foram
preenchidos com solucdo salina estéril e as microplacas fechadas com os

espécimes foram novamente incubadas a 37°C em condi¢des de microaerofilia por
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7 dias. ApOs este periodo, foi realizada a coleta final seguindo os mesmos

procedimentos das col etas anteriores (inicial e pds-preparo).

Andlise microbiologica

A anadlise microbioldgica das trés coletas foi realizada por meio da
determinacdo do nimero de UFC/mL de E. faecalis. Foram realizadas diluicbes
decimais seriadas, aliquotas de 20pL foram semeadas em triplicata em placas de
Petri contendo meio TSa e incubadas em microaerofilia a 37°C por 48 horas

(Apéndice A —Fig. A4).

Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a transformagéo logaritmica na base
10 e andisados por meio do programa GraphPad Prism 3.0 (San Diego, CA,
EUA). Para a comparagao entre os grupos foram aplicados os testes estatisticos de
ANOVA e de Tukey com nivel de significancia de 0,05. Para a comparagdo entre
as coletas microbioldgicas dentro de cada grupo foram utilizados os testes de

ANOVA de medidas repetidas com nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Os resultados estédo representados na Fig. 1. Todos o0s espécimes
mostraram crescimento bacteriano ap6s o periodo de contaminagdo, obtendo-se

uma padronizagdo com similar contagem de UFC/mL log, sem diferenca
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estatistica entre os grupos (P > 0.05). Apds os procedimentos de instrumentacéo,
irrigacdo e desinfeccdo houve uma diminuicdo da quantidade de bactérias em
todos 0s grupos, exceto no controle negativo, com diferenca significativa (P <
0.05). N&o houve diferencas estatisticas significantes entre os Gl e GIV (P > 0.05)
e os Gll e GllI, ndo demonstraram crescimento bacteriano, com diferenca em

relacdo aos demais (P < 0.05).

Na coleta final, apos 7 dias, houve um aumento na contagem bacteriana
nos grupos I, 11, 11 e 1V, sem diferenca significativa entre eles, mas havendo
quando comparado com a coleta pés-preparo. A comparagao entre as coletas em
cada grupo mostra que no grupo controle negativo (GV) todas as coletas
apresentaram similar contagem de bactérias, mostrando a viabilidade do E.

faecalis durante todo o experimento.

FIGURA 1. Comparacao entre grupos na coleta inicial, pés-preparo e final e entre coletas
em cada grupo (média de UFC/mL em log10). Letras mailisculas iguais na mesma linha
e letras minUsculas iguais na mesma coluna indicam valores de médias estatisticamente
similares (P>0.05).
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DISCUSSAO

A metodologia utilizada nesta pesquisa visa a reproducdo clinica de
infeccdo endoddntica do Sistema de Canais Radiculares (SCR), com periodo de
contaminacdo por E. faecalis, durante 21 dias, como descrito em estudos prévios
(Soares et al. 2010, DornellesMorgental et al. 2011). E. faecalis tem
demonstrado habilidade de penetracdo nos tubulos dentinarios em 21 dias de

incubagdo (Stuart et al. 2006, Soares et al. 2010).

O sistema Endox Plus apresenta 0 mesmo principio da versdo anterior,
baseado na corrente alternada de alta frequéncia (HFAC) visando vaporizagdo dos
tecidos do canal radicular e eliminagdo dos micro-organismos presentes no SCR
por meio de umas pontas que transmitem os impulsos e étricos (Lendini et al.

2005, Virtg et al. 2007, Cassanelli et al. 2008, Karale et al. 2011).

Como aternativa ao NaOCI visando ampliar sua acdo, 0o MTAD apresenta
capacidade de remocdo da smear layer (Singla et al. 2011), e poucos efeitos
adversos sobre a dentina, além de atividade antimicrobiana (Beltz et al. 2003,
Singlaet al. 2011). Estudos afirmam que o MTAD associado ao NaOCl a1,3% é
eficaz na erradicacéo desta espécie bacteriana (Newberry et al. 2007, Shabahang
et al. 2008). Outros estudos revelam que 0 MTAD nédo elimina esta bactéria do
SCR e que a irrigacdo com NaOCl associado ao EDTA € igual ou mais eficaz

(Kho & Baumgartner 2006, Johal et al. 2007). Um estudo (Dunavant et al. 2006)
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demonstrou que NaOCI a 1% foi significativamente mais eficiente na eliminagéo

de biofilme de E. faecalis do que o MTAD por meio do teste de contato direto.

Apbs a instrumentacdo dos canais radiculares ocorre uma eliminacéo da
microbiota da luz do canal, mas pode ocorrer nova colonizagdo pela permanéncia
de micro-organismos nos tabulos dentin&rios ndo atingidos pela acéo do preparo
guimico-mecanico (Siqueira et al. 2002, Molander et al. 2007). Assim, a
realizacdo da coleta final apds 7 dias dos procedimentos, demonstrou aumento de
E. faecalis ap0s irrigagdo com NaOCI associado ao EDTA, em concordancia com

estudos japublicados (Oliveiraet al. 2007, Dornelles-Morgental et al. 2011).

O presente estudo € o primeiro a avaliar o sistema Endox Plus. Poucos
estudos compararam a versdo anterior deste sistema com 0s protocolos de
irrigacdo comumente utilizados. Karale et al. (2011) compararam in vitro a
eficacia antibacteriana do sistema Endox, NaOCl a 3% e Clorexidina a 2% em
canais radiculares de dentes humanos contaminados com E. faecalis ap0s
instrumentacdo. O periodo de incubacdo foi de 24 horas, sendo realizada a coleta
imediatamente apos irrigacdo. Os resultados mostraram gue os trés métodos foram
eficazes, mas 0 NaOCl apresentou os melhores resultados. No presente estudo, o
sistema Endox Plus mostrou pouca efetividade, sendo maior o periodo de
contaminagdo usado e a avaliacao realizada também na coleta apos 7 dias permitiu

recuperacdo de bactérias que persistiram nos tubul os dentinarios.

Virtg et al. (2007) compararam a efetividade antibacteriana do sistema

Endox, MTAD, NaOCl a 3% e HealOzone em canais radiculares contaminados
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com uma microbiota mista, por meio da andlise de trés coletas: apos 1 semana de
contaminagdo, imediatamente apés realizados os métodos de desinfeccdo e apos
uma semana. Apos a segunda coleta, ndo houve diferencas estatisticamente
significantes entre o grupos de NaOCI, MTAD e HealOzone que mostraram uma
completa eliminacdo da microbiota. O sistema Endox foi significativamente
menos eficaz. Apds uma semana, 0 sistema Endox também mostrou o menor

efeito antibacteriano, concordando com resultados do presente estudo.

CONCLUSOES

O sistema Endox Plus apresentou menor efetividade antibacteriana quando
comparado as solucdes de NaOCl 2,5% /MTAD e NaOCI 2,5% /EDTA durante o
preparo biomecanico. Todos o0s procedimentos avaliados permitiram a
recuperacdo das bactérias ap0s 7 dias, mostrando a permanéncia da infeccéo no

sistema de canais radicul ares.
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4 CAPITULOII

ANALISE DA ATIVIDADE ANTIBIOFILME DE SOLUGOES
IRRIGADORAS USADAS EM ENDODONTIA SOBRE BIOFILME DE

Enterococcus faecalis *

* Artigo sera submetido para publicacdo no periddico Journal of Endodontics

Resumo

Introducdo: Diversas solucbes irrigadoras tem sido avaliadas quanto a sua
efetividade antibiofilme, para serem usadas como alternativa ao NaOCl, as quais
utilizam associacdes de agentes antibacterianos, quelantes e detergentes. O
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antibacteriana das solucfes
irrigadoras MTAD BioPure (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK), Chlor-XTRA e
CHX-Plus (Vista Dental Products, Racine, WI) pelo teste de contato direto sobre
biofilme de E. faecalis formado sobre dentina bovina. M étodos: Foram obtidos
segmentos de canal radicular de dentes bovinos e confeccionados 48 blocos de
5mm x 5mm x 0,7mm que foram esterilizados. Apos formagdo de biofilme com
cepa de E. faecalis (ATCC 29212) por 15 dias, foi realizado o teste por contato
direto. Os tempos de contato foram de 1 e 3 minutos e foi empregado o0 soro como

controle positivo. A andlise microbiologica foi realizada por meio da
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contagem das UFC/mL ap6s cada um dos periodos de contato. Os dados obtidos
foram analisados estatisticamente pel os testes de ANOV A, Tukey e t-pareado (p <
0,05). Resultados: Chlor-XTRA foi capaz de eliminar biofilme de E. faecalis
apos 1 e 3 minutos de contato, com diferenca estatistica significante entre os
demais grupos (p < 0,05). MTAD Biopure ndo eliminou o biofilme em nenhum
dos tempos de contato, sem diferenca estatistica quando comparado ao grupo
controle (p > 0,05). CHX-Plus teve uma relativa atividade antibacteriana, com
melhores resultados em comparacdo ao G1 (MTAD). N&o houve diferenca
estatistica entre os tempos de contato de 1 e 3 minutos em cada grupo (p > 0,05).
Conclusdo: MTAD Biopure possui a menor atividade antibacteriana quando
comparado as solucdes de Chlor-XTRA e CHX-Plus. Chlor-XTRA foi o irrigante

gue se mostrou eficaz sobre biofilme de E. faecalis.

Palavras-chave: Biofilme, Enterococcus faecalis, Chlor-XTRA, CHX-Plus,

MTAD, solugBes irrigadoras.
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INTRODUCAO

Diversos estudos publicados na literatura tem identificado E. faecalis como
a espécie bacteriana prevalente no sistema de canais radiculares (SCR) de dentes
tratados com infecgdo persistente com lesdo periapical (1, 2). A capacidade deste
micro-organismo de invadir os tubulos dentinérios, de sobreviver em ambiente
desfavoravel com escassez de nutrientes e resistir a agdo dos irrigantes e curativos
de demora, faz com que a erradicagdo desta espécie sgja muito dificil de ser

realizada (2-5).

E. faecalis possui uma grande facilidade para formar biofilme (6, 7), o que
facilita a coagregacdo com outras espécies bacterianas, tornando mais dificil sua
remocado e desta maneira se protegendo dos agentes antimicrobianos (4, 8, 9). O
hipoclorito de sodio (NaOCl) é o irrigante mais utilizado na Endodontia e sua
atividade antimicrobiana tem sido demonstrada sobre bactérias plancténicas e
biofilme (33). No entanto, tém surgido outras solucdes irrigadoras como uma
alternativa ao uso do NaOCl, que utilizam associacdes de agentes antibacterianos,

guelantes e detergentes (10, 11).

MTAD BioPure (Dentsply, Tulsa Dental, OK) é um irrigante de canais
radiculares que foi introduzido por Torabingjead & Johnson em 2003 (12). E
composto por uma mistura de doxiciclina a 3%, acido citrico a 4.25% e um
detergente (Tween 80) (13, 14). Diversos estudos publicados tém demonstrado
sua agdo antibacteriana, sendo efetiva na eliminagdo de E. faecalis, tanto em

forma planctonica como em biofilme (14-16).
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CHX-Plus (Vista Dental Products, Racine, WI) € um produto relativamente
novo utilizado na irrigagdo dos canais radiculares. E composto por solucdo de
gluconato de clorexidina a 2% associada a um detergente n&o idnico (Triton-X®),
com o objetivo de reduzir atensdo superficial e assim facilitar sua penetracéo nos
tdbulos dentinérios (10, 11, 17). Chlor-XTRA (Vista Dental Products, Racine,
WI) contém na sua formulacdo NaOCl a 5,8% adicionado também com um agente
modificador da superficie (Triton-X®). S&o poucos os estudos publicados sobre
estas solucdes irrigadoras, demonstrando uma superior efetividade antibacteriana
quando comparados com as solucdes de NaOCl a 6% e CHX a 2% sobre biofilme
de E. faecalis (2) e de outras espécies microbianas (9, 17), avaliadas por meio do
teste de contato direto e analisadas em MEV, microscopia confocal a laser ou pela

contagem de UFC/mL.

A acdo antibacteriana de irrigantes rel ativamente novos merecem mais estudos, 0s
quais se apresentam como uma alternativa a utilizagdo do NaOCI, ou associado a
um detergente, no caso especifico do Chlor-XTRA e que foram introduzidos com
o intuito de melhorar alimpeza e desinfecgdo do SCR. O objetivo deste estudo foi
avaliar a atividade antibacteriana das solugdes irrigadoras MTAD BioPure, Chlor-
XTRA e CHX-Plus pelo teste de contato direto sobre biofilme de E. faecalis em

dentina bovina.
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MATERIAL E METODO

Foram utilizados 16 dentes bovinos (incisivos centrais) com comprimento
variando entre 23 e 25mm. As coroas foram removidas na juncdo cemento-
esmalte. As raizes foram cortadas longitudinamente em segmentos de 0,7mm de
espessura e a superficie do cana radicular foi planificada. Em seguida, os
segmentos foram cortados para obtencéo de blocos de 5mm x 5mm x 0,7mm
(largura x comprimento x espessura). Todos esses cortes foram realizados em
méquina de corte de precisdo (Isomet 1000, Buelher Ltda., Lake Bluff, I, EUA).
Os 48 corpos-de-prova foram colocados em tubo de ensaio contendo &gua

destilada e levados a uma autoclave para esterilizacdo a 121°C por 20 minutos.
Formacao do biofilme no substrato de dentina bovina

Todos os procedimentos e a manipulacdo dos corpos-de-prova foram
realizados dentro de uma camara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP,
Brasil). Para aformacéo do biofilme foi empregada uma cepa padréo de E. faecalis
(ATCC 29212) reativada em caldo de BHI estéril e mantida em estufa a 37°C,
durante 12 horas. Apds este periodo, a densidade Optica do meio foi medida em
espectrofotdbmetro (Modelo 600 Plus, Femto, SP, Brasil), com comprimento de
onda de 600nm, e a densidade celular foi de 3,2 x 10’ UFC/mL. Em seguida, uma
aliquota equivalente a 1% do volume utilizado para contaminagdo dos espécimes
foi adicionada a0 meio de cultura estéril, realizando homogeneizacdo e

posteriormente a contaminagdo dos espécimes com 2mL do inéculo, em uma placa
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de cultura celular de 24 pogos. Uma das faces foi marcada com um traco de |&pis e
esta ficou voltada para a superficie da placa, enquanto a face ndo marcada ficou em
contato com o biofilme em crescimento (Apéndice A — Fig. B1). As placas foram
colocadas em uma incubadora de bancada com agitacdo orbital em ambiente
microaerdéfilo a 37°C durante 15 dias e o meio de cultura BHI de cada espécime foi
trocado trés vezes por semana proporcionando nutrientes para as céulas
bacterianas. A confirmacéo da formacdo de biofilme da cepa de E. faecalis foi feita
por meio da coloracéo de Gram e morfol ogia das col 6nias.

Foram utilizados 48 corpos-de-prova, divididos aleatoriamente em 4 grupos
experimentais e um grupo controle (n=12), 6 corpos-de-prova para cada tempo de

contato (1 e 3 minutos), segundo Tabela 1.

TABELA 1. Divisdo dos grupos experimentais e controle

Grupos n 1min. 3 min. Neutralizante
G1- MTAD 12 06 06 Tiossulfato de sddio a1%
G2- Chlor-XTRA 12 06 06 Tiossulfato de sodio a 1%
G3- CHX-Plus 12 06 06  Lecitina0,7% + Tween 80 a 1%
G4- Controle (SS) 12 06 06 SS a0,85%

G, grupo; SS, solucdo salina; n, nimero de corpos-de-prova.

Os corpos-de-prova com o biofilme formado foram expostos as solucdes
irrigadoras avaliadas (Apéndice B — Fig. B2) em uma placa de cultura de 24 pogos
esterilizada. O grupo controle, com solucdo salina, foi usado para comparacéo dos

resultados. Em seguida, os corpos-de-prova com o biofilme remanescente apds o
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contato com as solugdes irrigadoras foram lavados com solucdo fisiologica e
colocados em tubos contendo pérolas de vidro e ImL de solucdo neutralizante
correspondente (Tabela 1) e posteriormente, foram agitadas para suspenséo das

bactérias.

A avaliagdo foi realizada por meio da contagem de unidades formadoras
de col6nias (UFC) para cada periodo. Foram realizadas semeaduras em triplicata
das diluicOes decimais seriadas em placas de Petri contendo o meio de cultura m-
Enterococcus Agar (Difco Laboratories, Becton Dickinson and Company, USA).
As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas. A leitura dos resultados de cada
placa resultou da média do nimero de UFC das éreas de crescimento bacteriano
(Apéndice B — Fig. B3). A partir destas médias foi calculado o nimero de
UFC/mL apds cada um dos tempos de contato entre os irrigantes e os corpos-de-

prova com biofilme.

Andlise estatistica

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelos testes de
ANOVA e Tukey para a comparacdo entre as solucdes irrigadoras e o teste t -
pareado para comparacdo entre os tempos de contato em cada grupo. O critério

paraasignificancia estatisticafoi definido como p < 0,05.
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RESULTADOS

Os resultados estdo representados na Figura 1. No G2, Chlor-XTRA foi
capaz de eliminar E. faecalis apds 1 e 3 minutos de contato, com diferenca
estatistica significante entre os demais grupos (p < 0,05). MTAD Biopure (G1)
ndo eliminou esta cepa bacteriana em nenhum dos tempos de contato, sem
diferenca estatistica quando comparado ao grupo controle (G4) (p > 0,05). No G3,
CHX-Plus teve uma rel ativa atividade antibacteriana, com melhores resultados em
comparagdo ao G1, houve diferenca estatistica significante com o G1 e o grupo
controle nos dois tempos de contato (p < 0,05). N&o houve diferenca estatistica

entre os tempos de contato de 1 e 3 minutos em cada grupo (p > 0,05) (Fig 1).
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G1- MTAD G2- Chlor-XTRA G3- CHX-Plus G4- Control
B 1 minute 763 Aa 0 C.a 498 Ba 774 Aa
0 3 minutes 734 Aa 0 Ca 212 Ba 767 Aa

FIGURA 1. Comparacéo antre grupos Nos tempos de contato de 1 e 3 minutos e entre 6s
tempaos de contato em cadagrupo (médiade UFC/mL em logl0). Letras maidsculasiguas
na mesma linha e letras minisoulas iguals namesma coluna indicam vaores de médias
eddidicamenteamilares(p > 0,05).
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DISCUSSAO

O teste antibacteriano de contato direto sobre biofilme € um método
quantitativo e reprodutivel que simula o contato do micro-organismo avaliado
com as solugdes irrigadoras no sistema de canais radiculares (SCR). Por meio
deste teste € possivel quantificar o efeito bactericida dos irrigantes e o nimero de
bactérias sobreviventes ap0s cada tempo de contato (18-20). A utilizacdo de
agentes neutralizantes especificos € de importancia para poder inibir a agdo do
irrigante e ndo ser transferido ao meio de cultura, como realizado em estudos
prévios (19-21). Estudos que induzem a formac&o de biofilme utilizam diversos
tipos de substratos, tais como: dentina humana (4, 16, 22), dentina bovina (20),
membranas de acetato de celulose (23) e hidroxiapatita (9, 17, 24). No presente
estudo, foi utilizada dentina bovina como substrato para formagdo do biofilme,
sendo que este modelo experimental tem demonstrado ser eficaz porque permite
uma padronizacdo das amostras e pode ser reproduzivel (20). Além disso, os
dentes bovinos sdo obtidos facilmente e a sua morfologia e densidade séo
similares aos dentes humanos, assim como o tamanho dos tdbulos dentinérios

(25).

Diversos estudos utilizando o teste de contato direto sobre biofilme para
avaliagdo antibacteriana de solucdes irrigadoras foram publicados na literatura nos

ultimos anos, com uma ampla variedade de metodologias, que incluem diferentes
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substratos, tempo de incubacdo e os micro-organismos usados, permitindo desta

maneira uma correta execucaéo dos métodos.

Retamozo et al. (20) determinaram o tempo de contato e a concentracéo
minima necessaria de NaOCl| para eliminar a infeccdo de cilindros de dentina
bovina contaminados com E. faecalis (ATCC 4082) e incubados por 3 semanas.
Foram utilizados 450 cilindros de dentina (5mm de diametro e 4mm de altura)
com uma luz de 2-3mm, o cemento e a pré-dentina foram removidos. Os
espécimes foram divididos em trés grupos (n=150) de acordo com a concentragao
do NaOCI (1,3%, 2,5% ou 5,25%) e os tempos de contato foram de 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35 e 40 minutos, totalizando 24 subgrupos (n=15) e dois controles. No
controle positivo foi usada éagua destilada (n=15) e no controle negativo os
espécimes estavam autoclavados (n=15). Foi utilizado o tiossulfato de sodio a 5%
para neutralizar a acdo do NaOC| antes de obter as amostras para andlise
microbiolégica. Cada amostra foi incubada em 2mL de caldo de BHI por 72
horas. Todas as amostras que apresentaram turbidez do meio de cultura foram
semeadas em placas de Petri com BHI onde foi confirmada a presenca da bactéria,
por meio da andlise morfolégica das colbnias e da coloragdo de Gram (E.
faecalis). O grupo que apresentou a maior atividade antibacteriana foi 0 NaOCI a
5,25% no periodo de 40 minutos, entretanto as concentracdes de 1,3% e 2,5% no
mesmo periodo de contato ndo foi efetivo na eliminacdo desta cepa. Os autores
concluiram que € necess&rio uma alta concentragdo e um tempo de exposicao

prolongado de NaOCI para a eliminagéo de E. faecalis da dentina contaminada.
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Prabhakar et al. (16) avaliaram a atividade antibacteriana de Triphala
(formulacéo a base de uma mistura de ervas medicinais), polifendis do cha verde
(GTP), MTAD e NaOCl a 5% sobre biofilme de E. faecalis (ATCC 29212)
induzido em dentina humana, num tempo de contato de 10 minutos. Foram usadas
as raizes de 75 pré-molares inferiores unirradiculados padronizadas em 8mm, que
foram instrumentadas até alima F3 do sistema ProTaper. Posteriormente, todos 0s
espécimes foram seccionados verticalmente, a superficie concava foi planificada
para permitir a colocacdo nos pocos da placa de cultura celular com a superficie
do canal radicular exposta para a formagdo do biofilme. Os espécimes foram
divididos em 5 grupos (n=15): G1- Triphala, G2- GTP, G3- MTAD, G4- NaOCl
a 5% e G5- solucdo salina. Em seguida, os espécimes foram colocados na placa de
cultura celular de 24 pocos e submetidos a esterilizacdo em raios gama. Os pocos,
com os especimes foram inoculados com 2mL da suspensdo bacteriana e
incubados a 37°C, o meio de cultura foi substituido a cada dois dias. Ao final da
terceira semana, todos os grupos foram tratados durante 10 minutos pelas
substéncias avaliadas e depois foi removido o biofilme remanescente dos
espécimes por grupo (n=5) e inoculados em placas de Petri com agar BHI que
foram incubadas a 37°C por 24 horas para posterior andlise qualitativa e
quantitativa por meio do método de diluigdes seriadas e contagem das UFCs/mL.
Os mesmos procedimentos foram realizados para todos os grupos ao final da sexta
semana, onde foi avaliado o restante dos espécimes (n=10 por grupo) em forma
qualitativa e quantitativa. Os resultados obtidos mostraram que NaOCl a 5%

apresentou maior atividade antibacteriana sobre biofilme tanto em 3 como em 6



51

semanas, entretanto as outras substancias, Triphala, GTP e MTAD apenas

mostraram atividade antibacteriana significativa sobre o biofilme de 3 semanas.

A metodologia aplicada neste estudo € muito similar a utilizada pelo
estudo de Prabhakar et al. (16). Foi usada a mesma cepa padréo de E. faecalis
(ATCC 29212) e os espécimes foram colocados em placas de cultura celular,
tanto parainduzir aformagdo do biofilme como para o teste de contato direto com
as solucdes avaliadas. O meio de cultura esterilizado foi substituido para evitar a
falta de nutrientes. No entanto, uma diferenca € o substrato utilizado para a
formacéo do biofilme. Neste estudo foi usada a dentina bovina por ser um modelo
experimental também consagrado na literatura e pela facilidade de obtencéo dos
dentes. O tempo para a formagdo de biofilme foi de 15 dias, permitindo um
biofilme consistente para os periodos de contato de 1 e 3 minutos com as
substéncias a serem avaliadas, sendo incluido também um grupo controle com

solugdo salina para futuras comparagoes.

Em estudo recente, Ordinola-Zapata et a. (21) avaliaram a atividade
antibacteriana de diferentes solugdes irrigadoras, entre elas, NaOCl a 1% e CHX a
2%, sendo o tempo de contato de 5 minutos e a andlise foi realizada por meio de
microscopia confocal a laser. Concluiram que o NaOCl a 1% mostrou-se mais

eficaz removendo 90% do volume total do biofilme.

Os resultados obtidos neste estudo concordam com os achados de
Dunavant et al. (18) e Williamson et a. (2), os quais concluiram que MTAD néo

foi eficaz contra biofilme de E. faecalis, quando comparado a solugdo de NaOCl a
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1% e 6% apdés 1 minuto de contato direto (18) e que Chlor-XTRA foi
significativamente superior a CHX-Plus, tanto em 1 e 3 minutos de tempo de
contato (2). No entanto, discordamos com os achados de Newberry et a. (15), que
demonstraram que MTAD inibe o crescimento bacteriano sobre sete cepas de E.

faecalis quando foram expostos durante 5 minutos.

MTAD Biopure, que ndo foi significativamente eficaz na eliminacdo de E.
faecalis, € uma mistura de doxiciclina, &cido citrico e um detergente, contudo
nenhuma dessas substancias tem agdo bactericida. A doxiciclina € um antibiético
bacteriostatico, que impede a multiplicacdo das bactérias susceptiveis e desta
maneira ndo seria eficaz como solucéo irrigadora se usada isoladamente, sabendo
que esta espécie bacteriana possui uma resisténcia a uma grande variedade de
antimicrobianos (18). Por outro lado, Chlor-XTRA foi a substancia que mostrou
os melhores resultados, removendo completamente o biofilme de E. faecalis nos
tempos de contato avaliados. Sendo uma associagdo de NaOCl a 5,8% e um
agente surfactante, esta solucdo irrigadora pode ser eficaz no tratamento
endodontico pelas conhecidas propriedades do NaOClI em diferentes
concentracfes (26-29), de igua maneira tem sido publicados inimeros estudos
onde revelam a atividade antimicrobiana do NaOCI sobre biofilmes usando como
substrato dentina humana e bovina (16, 21, 26, 30, 31). A adicdo de um agente
surfactante diminui a tensdo superficia da solugdo e desta forma melhora a
capacidade do NaOCl em difundir na dentina e assm aumentar sua agao

antimicrobiana dentro dos tubulos dentinarios (10), além disso, menciona-se que
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os surfactantes sdo eficazes em desagregar o biofilme tendo uma propriedade

bactericida e fungicida (18).

O modelo experimental utilizado neste estudo foi eficiente na
determinacéo da atividade antibiofilme in vitro das solugdes irrigadoras avaliadas
sobre biofilme de E. faecalis em dentina bovina. Em conclusdo, os resultados
mostraram que MTAD Biopure apresenta menor atividade antibacteriana quando
comparado as solucbes de Chlor-XTRA e CHX-Plus. Chlor-XTRA foi o unico
irrigante que mostrou acdo efetiva na eliminacdo de células bacterianas do

biofilme de E. faecalis.
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CONSIDERACOESFINAIS

A etiologia da patologia pulpar e a sua repercussdo nos tecidos
periapicais é a presenca de bactérias no sistema de canais radiculares (SCR)®. O
sucesso do tratamento endoddntico depende da eliminagdo ou reducéo

significativa de micro-organismos™ .

Diversos estudos tem associado E. faecalis com o fracasso do

0

tratamento de canais radiculares® °. Sua prevaléncia oscila entre 44 e 77% dos

fracassos, atribuindo sua viruléncia a capacidade de invadir os tubul os dentinarios

e sobreviver em periodos prolongados de auséncia de nutrientes* ® %°.

A forma de colonizagdo desta espécie é em biofilme, o que torna
dificil sua erradicacéo, ja que é sabido que isto facilita sua coagregacdo com
outras espécies bacterianas e por tanto sua resisténcia aos irrigantes e
medicamentos intracanais™ . O hipoclorito de sddio (NaOCI) é o irrigante mais
utilizado na terapia endodéntica, demonstrando em diversos estudos sua acéo

antimicrobiana contra bactérias tanto em forma plancténica como sobre biofilme'.

No entanto tem surgido outros métodos de desinfeccéo e solucdes
irrigadoras como alternativas ao emprego de NaOCl. O sistema Endox Plus
(Anfratron Technologies GmbH, Wasserburg, Germany) € uma nova verséo do

modelo anterior do sistema Endox (Lysis Srl, Nova Milanese, Itdia) que foi
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desenvolvido com o objetivo de atuar na desinfeccdo do SCR. Seu

funcionamento est& baseado na corrente de alta frequéncia alternada®.

MTAD BioPure (Dentsply, Tulsa Dental, OK) € um irrigante usado
em canais radiculares que foi desenvolvido na Universidade de Loma Linda
Califérnia- USA por Torabinajead e Johnson® em 2003. E uma associagéo de um
antibidtico (doxiciclina a 3%), &cido citrico a 4.25% e um detergente (Tween
80)'® %, Diversos estudos publicados tem demonstrado sua ac&o antibacteriana,
mostrando efetividade na eliminagdo de E. faecalis, tanto em forma planctonica

como em biofilme!® 1222,

CHX-Plus (Vista Dental Products, Racine, WI) é uma substancia
usada em Endodontia como solucdo irrigadora de canais radiculares. Esta4
composta por gluconato de clorexidina (CHX) a 2% em solucéo associada a um
surfactante ndo i6nico (Triton-X®), com o objetivo de diminuir a tensdo

superficial facilitando assim sua penetrago nos tdbul os dentinarios™ > 1.

Chlor-XTRA (Vista Dental Products, Racine, WI) € um irrigante de
canais radiculares que contem na sua formulagéo a solugdo de NaOCI a 5,8%
associado a um agente modificador da superficie (Triton-X®), em forma similar

como no CHX-Plus.

Existem poucos estudos publicados sobre estas novas solugdes
irrigadoras, demonstrando uma superior efetividade antibacteriana quando
comparados com as solucdes de NaOCl e CHX a 2% sobre biofilme de E.

faecalis® e de outras espécies microbianas'” 8, avaliada por meio do teste de
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contato direto e analisadas em MEV, microscopia confocal a laser ou pela

contagem de UFCs/mL.

No primeiro capitulo deste estudo, o Sistema Endox Plus apresentou
a menor efetividade antibacteriana quando foi comparado com as solucdes de
NaOCl a 2,5% associado a MTAD ou EDTA e todos os procedimentos avaliados
permitiram a recuperacdo das bactérias apés 7 dias, demonstrando a permanéncia

dainfec¢éo no SCR.

No segundo capitulo, os resultados obtidos concordam com o0s
achados de outros autores, quem concluiram que MTAD néo foi eficaz contra
biofilme de E. faecalis quando comparado a solucéo de NaOCI, apds 1 minuto de
contato direto® e que Chlor-XTRA foi significativamente superior & CHX-Plus,
tanto em 1 e 3 minutos de tempo de contato®. N&o entanto, existem trabalhos que
discordam com nossos achados, demonstrando que MTAD inibe o crescimento
bacteriano sobre outras cepas de E. faecalis quando foram expostos durante 5

minutos'’.

A adicdo de um agente surfactante diminui a tensdo superficia da
solucdo e desta forma melhora a capacidade do NaOC| em penetrar na dentina e
assim aumentar sua acdo antimicrobiana dentro dos tibulos dentinérios™, além
disso, se menciona que os surfactantes sdo eficazes em desagregar o biofilme

tendo uma propriedade bactericida e fungicida’.

S80 necessarias mais pesquisas demonstrando a atividade

antimicrobiana das diferentes soluciones irrigadoras avaliadas, principamente das
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associacbes que procuram melhorar as propriedades das solugdes irrigadoras
comumente utilizadas em Endodontia, como é o caso do Chlor-XTRA e CHX-

Plus que apresentam poucos estudos na literatura, da mesma maneira do sistema

Endox Plus.
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APENDICE A - Figuras do Capitulo 1

FIGURA A1- Raizes vedadas e impermeabilizadas incluidas em placa
de cultura celular

FIGURA A2 - Sistema Endox Plus (Anfratron Technologies GmbH, Germany)



FIGURA A3 - Dispositivo elaborado para o funcionamento do Sistema Endox
Plus

FIGURA A4 — Crescimento bacteriano em placas de Petri



APENDICE B - Figuras do Capitulo 2

FIGURA B1 — Corpos-de-prova em placa de cultura celular

MTAD Biopure ®

FIGURA B2 — Solugdes irrigadoras avaliadas

FIGURA B3 — Crescimento bacteriano em placas de Petri



ANEXO

Anexo A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa (Protocolo n° 18/11)
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