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Resumo




Morgental RD. Avaliacéo fisico-quimica e da atividade antibacteriana de solucbes
irrigadoras endodénticas e associacdes [Dissertacdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

RESUMO

Este estudo objetivou avaliar o pH, o teor de cloro disponivel e a atividade
antibacteriana de solugdes irrigadoras endodonticas isoladas e associadas frente ao
Enterococcus faecalis pelo teste de contato direto (in vitro) e em canais
radiculares contaminados (ex vivo). A analise de pH foi realizada por meio de
pHmetro digital e o teor de cloro pelo método da iodometria. Na metodologia de
contato direto, uma suspensao de E. faecalis foi exposta aos seguintes irrigantes:
GI- Solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCl) a 2,5%; GII- NaOCl a 2,5% + acido
citrico a 10% 7:3 (em volume); GlII- NaOCl a 2,5% + vinagre de maca 5:5 (em
volume); GIV- Acido citrico a 10%; GV- Vinagre de maca. Os periodos de
contato foram 30 segundos, 1, 3 e 10 minutos. O ndmero de unidades formadoras
de col6nia por mililitro de solucdo (UFC/mL) foi determinado apds diluicdes
decimais seriadas e semeadura em placas de Tryptic Soy Agar (TSa). Como
controle negativo foi utilizado solugdo fisioldgica esterilizada. Em outro
experimento, 110 dentes humanos unirradiculados tiveram seus canais radiculares
contaminados com E. faecalis e incubados a 37°C por 21 dias. As substancias
analisadas foram: GI- NaOCI a 2,5%; GlI- NaOCl a 2,5% + acido citrico a 10%

7:3 (em volume); GIII- NaOClI a 25% + vinagre de maca 5:5



(em volume); GIV- Vinagre de macd; GV- Solucdo de clorexidina a 2%; GVI-
Acido peracético a 1%; GVII- Solucéo salina fisioldgica. Coletas microbioldgicas
foram realizadas imediatamente ap0s preparo biomecanico e decorrido o periodo
de sete dias. Apos diluicbes decimais seriadas, aliquotas foram semeadas em
placas de TSa e a contagem de UFC/mL determinada. Os resultados foram
submetidos aos testes ANOVA, Tukey e Bonferroni, com nivel de significancia
de 0,05. A associacdo do NaOCI a 2,5% com acido citrico ou vinagre de maca
promoveu reducdo de pH e teor de cloro. No teste de contato direto, 0 NaOCI,
isolado ou associado, foi capaz de eliminar E. faecalis em 30 segundos. O acido
citrico somente apés 10 minutos. J& o vinagre de maca ndo eliminou
completamente as bactérias durante o experimento. No estudo ex vivo, para todas
as solugdes irrigadoras analisadas, houve um nimero reduzido ou auséncia de E.
faecalis logo ap6s o preparo biomecénico. Porém, todos o0s espécimes
apresentaram aumento na contagem bacteriana apds sete dias. Na coleta final,
NaOCIl a 2,5%, clorexidina a 2% e acido peracético a 1% apresentaram contagens
semelhantes entre si e significativamente menores que os demais grupos (P<0,05).
Considerando as metodologias empregadas, pode-se concluir que a associagdo do
NaOCIl com solucbes acidas ndo promoveu melhor efetividade frente ao E.
faecalis. Nenhuma solucdo irrigadora analisada foi capaz de eliminar

completamente E. faecalis do sistema de canais radiculares.

Palavras-chave: Endodontia, Enterococcus faecalis, Irrigantes do canal radicular.
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Morgental RD. Physic-chemical evaluation and antibacterial activity of
endodontic irrigants and associations. [Dissertagdo de Mestrado]. Araraquara:

Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the pH, the available chlorine content and the
antibacterial activity of endodontic irrigants and associations against
Enterococcus faecalis by direct exposure test (in vitro) and within infected root
canals (ex vivo). The pH was recorded using a digital pH meter and the chlorine
content was measured by a standard iodine/thiosulfate titration method. In the
direct exposure test, a bacterial suspension was mixed with the following
irrigants: Gl- 2,5% sodium hypochlorite solution (NaOCIl); GlI- 2,5% NaOCI +
10% citric acid 7:3 (at volume); GllI- 2,5% NaOCI| + apple vinegar 5:5 (at
volume); GIV- 10% citric acid; GV- apple vinegar. The contact times were 30
seconds, 1, 3 and 10 minutes. The number of colony-forming units per millilitre
(UFC/mL) was calculated after serial 10-fold dilutions and culture in Tryptic Soy
Agar (TSa) plates. Sterilized physiologic solution was used as negative control. In
another experiment, the root canals of 110 human single-rooted teeth were
infected with E. faecalis and incubated at 37°C for 21 days. The analysed
substances were: GI- 2,5% NaOCI; GlI- 2,5% NaOCI + 10% citric acid 7:3 (at
volume); GllI- 2,5% NaOCIl + apple vinegar 5:5 (at volume); GIV- apple

vinegar; GV- 2% chlorhexidine solution; GVI- 1% peracetic acid; GVII-



physiologic saline solution. Microbiological samples were collected immediately
after the biomechanical preparation and after 7 days. After serial 10-fold
dilutions and culture in TSa plates, UFC/mL counts were determined. The results
were submitted to ANOVA, Tukey and Bonferroni test, with a level of significance
established at 0.05. The pH and the chlorine content reduced at associations of
2,5% NaOCI with citric acid or apple vinegar. In the direct exposure test, pure
and associated NaOCI were capable of killing E. faecalis after 30 seconds. Citric
acid did the same after 10 minutes. Apple vinegar did not completely eliminate
bacteria during the experiment. In the ex vivo study, there was a reduced number
or absence of E. faecalis just after the biomechanical preparation for all irrigants,
but the bacterial counts increased after seven days. At the final sample, 2,5%
NaOCI, 2% chlorhexidine and 1% peracetic acid presented similar counts,
significantly lower than the other groups (P<0,05). Under the tested conditions, it
could be concluded that NaOCl-acid solutions mixtures do not promote better
effectiveness against E. faecalis. No irrigant analysed could totally eliminate E.

faecalis from the root canal system.

Keywords: Endodontics, Enterococcus faecalis, Root canal irrigants.
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INTRODUCAO

Os microrganismos e seus produtos sdo considerados a maior causa
de alteracdes pulpares e periapicais, apesar da possibilidade de agressdo por

agentes fisicos e quimicos®’*

. Quando o processo de carie progride em direcdo a
cavidade pulpar, ocorre a infeccdo superficial da polpa. Nestes casos, 0 amago do
tecido pulpar continua com vitalidade e esterilidade, embora apresente
inflamagdo®.

Persistindo a agressdo, pode ocorrer a necrose pulpar e,
concomitantemente, a invasdo microbiana do espaco anteriormente ocupado pela
polpa, caracterizando a gangrena pulpar. Quando a infeccdo se difunde pelo
sistema de canais radiculares, instala-se um quadro de reacéo inflamatdria cronica
periapical. Nestes casos, o tratamento endoddntico tem como objetivo principal o
controle e eliminacdo da infeccdo, propiciando condicdes de reparacdo aos tecidos
periapicais?®“°. Diversos autores concordam que menores ndices de sucesso s&o
alcancados quando microrganismos Vviaveis ainda estdo presentes na cavidade
pulpar no momento da obturacdo, e que a chave para o reparo reside na remogéo
dos fatores irritantes”®*4’,

A eliminagdo da infeccdo endodontica, ao contrério de outros
tecidos do organismo humano, ndo ocorre unicamente pela acdo do sistema
imunolégico e de antibidticos administrados por via sistémica. Devido as

caracteristicas anatémicas e fisioldgicas complexas da estrutura dentaria e do

sistema de canais radiculares, a erradicacdo desta infec¢do requer uma intervengao
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local, por meio de instrumentacdo, irrigacdo, curativo de demora, obturacdo
tridimensional e selamento coronério®*.

A composicdo da microbiota presente no sistema de canais
radiculares é influenciada por determinantes ecologicos como a presenca de
oxigénio, disponibilidade de nutrientes, interagdes bacterianas e do sistema
imunoldgico do hospedeiro™. Nos casos de nitida lesdo periapical, com infeccéo
endodontica primaria, ocorre o predominio de microrganismos anaerobios estritos
Gram-negativos*??. No entanto, em casos de infeccdo endodéntica secundaria ou
persistente, a microbiota endodéntica € alterada, prevalecendo microrganismos
anaerobios facultativos?*°,

Enterococcus faecalis é a espécie mais frequentemente isolada em
casos de fracasso endoddntico, em culturas mistas ou monoculturas®**. Além da
habilidade de formacdo de biofilme, E. faecalis possui diversos fatores de
viruléncia, tais como: enzimas liticas, substdncia de agregacdo, adesinas de
superficie, acido lipoteicoico e producdo extracelular de superéxido®™. A
patogénese desta bactéria estd relacionada a sua capacidade de penetrar nos
tibulos dentinarios e aderir ao colageno, além de sobreviver a extensos periodos

|30

de privacéo nutricional®. Desta forma, E. faecalis tem sido 0 microrganismo mais

utilizado para a realizacao de testes antimicrobianos in vitro de diferentes solucdes
S : : A 18,3148
irrigadoras, medicamentos e cimentos endodonticos :

Conforme Leonardo® (2005), o preparo biomecanico é uma das

fases mais importantes do tratamento endoddntico, englobando recursos quimicos

(solucéo irrigadora), fisicos (irrigacdo e aspiracdo) e mecanicos (instrumentacao).
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Porém, sabe-se que o preparo biomecanico, por si so, ndo é capaz de eliminar a
infeccdo endodontica®*%. Assim, diversas pesquisas vém sendo realizadas na
busca por novas solugdes irrigadoras e medicamentos, que favorecam a
desinfeccédo do sistema de canais radiculares, com o intuito de elevar os indices de
sucesso da terapia endoddntica.

Devido a uma série de propriedades, como capacidade de
dissolucdo de matéria organica, acdo lubrificante, neutralizacdo de conteudo
toxico e amplo espectro antimicrobiano, a solucdo de hipoclorito de sodio
(NaOCl) é a substancia mais utilizada na irrigacdo dos canais radiculares®®3*%2,
Sua efetividade pode ser potencializada com o aumento da concentracdo®, mas o
efeito irritante sobre os tecidos vivos apicais e periapicais também sera maior*>°.

Quando em solucdo aquosa, 0 NaOCI origina &cido hipocloroso
(HOCI) e hidroxido de sodio (NaOH). O primeiro é um &cido fraco e bastante
instavel, responsavel pela atividade antimicrobiana, enquanto o NaOH é um

I*°. Por

potente agente hidrolitico, respondendo pela dissolu¢éo tecidual do NaOC
sua vez, o HOCI dissocia-se parcialmente em anion hipoclorito (OCI’), de acordo
com o pH”.

O teor de cloro disponivel na solucdo de NaOCI esté relacionado a
capacidade oxidante do produto e representa a soma das concentragcdes de HOCI e
OCI" 8. Segundo Baker* (1959), em pH 4,5 basicamente todo cloro esta na forma
de HOCI, ja em pH 10 todo cloro disponivel estd na forma de OCI. Foi

demonstrado que o HOCI tem um poder bactericida superior ao OCI™ *#3.

Portanto, uma possivel abordagem para potencializar o efeito antimicrobiano do
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NaOCl é a associacdo com solucdes acidas para reduzir seu pH'*2. Esta
abordagem, no entanto, prejudica sua estabilidade®’.

Nas ultimas décadas, a clorexidina também vem sendo indicada
como solucdo irrigadora de canais radiculares™. Além de possuir atividade
antimicrobiana de amplo espectro, ela apresenta efeito residual (substantividade)
por, pelo menos, 48 horas?’. Em relagdo ao mecanismo de acdo, por ser uma
molécula catibnica, a clorexidina ¢ atraida e adsorvida a superficie bacteriana, a
qual é carregada negativamente. Ela promove uma ruptura da membrana
citoplasmatica, permitindo a liberagdo de componentes citoplasmaticos, o que
leva & morte celular®.

O vinagre de macéd foi proposto como solucdo irrigadora por
Estrela et al.*® (2004). Tal substancia demonstrou eficécia sobre microrganismos
endodonticos em dentes de cdes com periodontite apical induzida. Outra
propriedade interessante é a sua capacidade de remogéo de smear layer'”*.

A composicdo do vinagre de macd foi analisada por meio de
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear™, apresentando &cido acético,
frutose, acido malico, etanol, &cido latico, entre outros. Os pesquisadores
concluiram que todos os tipos de vinagre analisados eram compostos por uma
mistura de vérios &cidos e que o 4&cido acético foi encontrado em maior
concentracdo, variando de 2,85 a 7,09%.

O é&cido peracético € um agente quimico oxidante, considerado um
desinfetante de alto nivel, bactericida, fungicida, viruscida e esporicida mesmo em

baixas concentracdes. Sua decomposicdo gera &cido acético e oxigénio, nédo



19

formando residuos téxicos, além de ser efetivo na presenca de matéria organica®.
Na Endodontia, o acido peracético a 2,25% foi recentemente investigado como
solucdo irrigadora final, em associacdo ao NaOCI, por Lottanti et al.?® (2009). Tal
substancia foi capaz de remover a smear layer e quelar ions célcio de forma
semelhante ao EDTA a 17%.

Na area medica, o acido peracético é frequentemente empregado na
desinfeccdo de aparelhos ou dispositivos termossensiveis, como endoscépios®.
Apresenta ainda resultados promissores para a desinfec¢do do sistema de agua de
equipamentos odontoldgicos® e na desinfeccio de resinas acrilicas quimicamente
e termicamente ativadas'.

O grande numero de substancias analisadas frente ao E. faecalis

proporciona resultados conflitantes na literatura'®***2

Este fato justifica a
realizacdo de pesquisas adicionais na busca por um agente irrigante capaz de

eliminar tal microrganismo dos canais radiculares e tubulos dentinarios.



Proposicao




PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

1. Awvaliar, in vitro, o pH, o teor de cloro disponivel e a atividade
antibacteriana de solucgdes irrigadoras endodonticas isoladas e
associadas frente ao Enterococcus faecalis pelo teste de

contato direto.

2. Avaliar, ex vivo, a atividade antibacteriana de solucdes
irrigadoras endodonticas isoladas e associadas em canais

radiculares contaminados com E. faecalis.



AVALIACAO DO PH, DO TEOR DE CLORO DISPONIVEL E
DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE SOLUCOES

IRRIGADORAS ENDODONTICAS E ASSOCIACOES"

Capitulo 1

* Artigo escrito segundo as normas do periddico Journal of Endodontics.



RESUMO

Introducdo: Enterococcus faecalis é frequentemente encontrado em casos de
fracasso endodbntico e demonstra resisténcia a diversos irrigantes e
medicamentos utilizados durante o tratamento endodoéntico. O objetivo deste
estudo foi avaliar, in vitro, o pH, o teor de cloro disponivel e a atividade
antibacteriana de solugdes irrigadoras e associacGes sobre E. faecalis. Métodos: O
pH e o teor de cloro foram determinados para a solucdo de hipoclorito de sodio
(NaOCl) a 2,5% isolada e associada ao acido citrico a 10% ou ao vinagre de maga
em diferentes propor¢des (em volume): 8:2, 7:3, 6:4, 55, 4:6, 3:7, 2:8. A
atividade antibacteriana foi avaliada pelo teste de contato direto para as seguintes
substancias: Gl- NaOCI a 2,5%; GlI- NaOCl a 2,5% + acido citrico a 10% (7:3);
GllI- NaOCl a 2,5% + vinagre de maca (5:5); GIV- Acido citrico a 10%; GV-
Vinagre de macd. Solucdo fisiologica esterilizada foi utilizada como controle
negativo. As unidades formadoras de coldnias (UFC) foram determinadas apés
diluicbes decimais seriadas e semeadura em placas de Tryptic Soy Agar (TSa).
Resultados: As associacdes do NaOCl a 2,5% com &cido citrico ou vinagre de
maca reduziram o pH e o teor de cloro. O NaOClI, isolado ou nas associacdes, foi
capaz de eliminar E. faecalis em apenas 30 segundos e o acido citrico ap6s 10
minutos. O vinagre de maca promoveu apenas reducédo (32,20%) apds 10 minutos.
Conclusoes: A associacdo do NaOCI com solucdes acidas reduziu o pH e o teor

de cloro, mas ndo alterou sua atividade antibacteriana.
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Palavras-chave: Cloro, Enterococcus faecalis, hipoclorito de sodio, pH, solucdes

irrigadoras.

INTRODUCAO

A etiologia microbiana é preponderante nas doencas pulpares e
periapicais (1, 2). Portanto, o controle da infeccdo instalada no sistema de canais
radiculares € um dos principais objetivos do tratamento endoddntico, a fim de
proporcionar condicdes para o reparo de lesbes periapicais (3). Por outro lado, a
persisténcia de microrganismos na cavidade pulpar representa a principal causa de
falha desta terapia (4, 5).

O preparo dos canais radiculares por meio da instrumentacdo e
irrigacdo, ndo é capaz de promover a eliminacdo da infec¢do endodontica (6, 7).
Tal dificuldade se deve a propagagdo microbiana para canais laterais, deltas
apicais e tubulos dentinarios (8, 9), locais inacessiveis ao preparo biomecanico.

A principal solucéo irrigadora utilizada é o NaOCI, em funcédo de
sua atividade antimicrobiana, capacidade de dissolucédo tecidual, acdo detergente e
neutralizante de produtos téxicos (10, 11). Alguns fatores podem interferir na
eficacia do NaOCI, incluindo sua concentracdo (12), temperatura (13) e pH (14,
15).

Com a reducdo do pH, o cloro disponivel na solucdo de NaOCI
predomina na forma de &cido hipocloroso (HOCI), o qual é mais ativo do que o

anion hipoclorito (OCI"), que prevalece em pH alcalino (16). O HOCI consegue
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penetrar mais facilmente na membrana celular bacteriana, por apresentar
caracteristica neutra e molécula com organizacdo espacial semelhante a agua.
Dentro da célula, o HOCI tem efeito bacteriostatico, reagindo com DNA, RNA e
outros nucleotideos, e também bactericida, reagindo com aminoacidos para formar
cloraminas (17). Portanto, uma possivel abordagem para potencializar o efeito
antimicrobiano do NaOCI seria a diminuigdo de seu pH (14, 15).

O éacido citrico foi proposto como solugéo irrigadora por Wayman
(18). Ele vem sendo utilizado ao final do preparo biomecéanico, com o intuito de
remover a smear layer (19, 20), podendo ser usado em associacdo ao NaOCI para
reducdo de seu pH. A irrigacdo com solucdo de NaOCI, seguida por &cido citrico,
reduz a microbiota dos canais radiculares (21). O vinagre de macd, composto
basicamente por acido acético e acido malico, demonstra capacidade de remogéo
de smear layer (22) e eficacia frente a microrganismos endodoénticos (23),
podendo também ser usado em associacdo ao NaOClI.

Diante do exposto, o objetivo deste estudo foi avaliar o pH e o teor
de cloro disponivel na solucdo de NaOCI a 2,5% isolada e associada ao acido
citrico a 10% ou ao vinagre de macd em diferentes proporcdes, além de investigar
a atividade antibacteriana in vitro dessas substancias, isoladas ou em associacao,

frente ao E. faecalis.
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MATERIAIS E METODOS

Mensuracgdo do pH e do teor de cloro disponivel

O pH e o teor de cloro foram determinados para a solucdo de
NaOCl a 2,5% (Araquimica, Araraquara, SP, Brasil) isolada e associada ao acido
citrico a 10% (Dinamica, Diadema, SP, Brasil) ou ao vinagre de maca (Castelo,
Jundiai, SP, Brasil) em diferentes proporcGes (em volume): 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6,
3:7, 2:8.

A mensuracdo do pH foi realizada por meio de pHmetro DMPH-2
(Digimed, S&o Paulo, SP, Brasil), em temperatura ambiente - 25°C (Anexo 1,
Figura 1A). O teor de cloro foi avaliado pelo método da iodometria, utilizando um
titulador potenciométrico automatico AT500-N2 (KEM - Kyoto Electronics
Manufacturing, Tokyo, Japdo). Empregou-se tiossulfato de sodio 0,1 N
padronizado, acido acético a 6% e iodeto de potassio. Todas as analises foram

realizadas em triplicata (Anexo 1, Figura 1B).

Atividade antibacteriana frente ao Enterococcus faecalis

Os procedimentos microbiologicos foram realizados em ambiente
asséptico, dentro de camara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda, Campinas, SP,
Brasil). As seguintes solugdes e associacdes foram investigadas: GI- NaOCI a

2,5%; GlI- NaOCl a 2,5% + &cido citrico a 10% na proporcao 7:3; GllI- NaOCl a
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2,5% + vinagre de magcéd na propor¢do 5:5; GIV- Acido citrico a 10%; GV-
Vinagre de macd. Foram selecionadas as associacbes com pH préximo a 5
(Tabelas 1 e 2), uma vez que os hipocloritos tem maior atividade neste pH (24),
quando o cloro disponivel esta na forma de acido hipocloroso (16).

Solucdo fisiologica esterilizada foi empregada como controle
negativo. Desta forma, foi possivel determinar o ndmero inicial de UFC. A
atividade antibacteriana foi avaliada por meio do teste de contato direto,
utilizando cepa padrédo de E. faecalis (ATCC 29212). Para 0s experimentos,
culturas jovens de E. faecalis foram obtidas em placas de TSa (Tryptic Soy Agar,
Difco, Detroit, MI, EUA), por meio de semeadura por esgotamento, 12 horas
antes de cada teste. A pureza do inoculo foi observada pela morfologia
macroscopica e microscépica (Coloragdo de Gram).

No momento do teste, foi preparada uma suspensdo bacteriana em
solucdo fisiologica esterilizada. O ajuste da concentracdo bacteriana foi realizado
em espectrofotdmetro (Modelo 600 Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil). A
suspensdo bacteriana foi sempre empregada no prazo maximo de 60 minutos ap6s
0 ajuste e correspondia a 3 X 10" UFC/mL.

Por meio de pipetas automaticas, 1,45 mL de cada solucédo
irrigadora ou associacdo foram levados a tubos teste (Eppendorf) de 2 mL. A
seguir, uma aliquota de 50 pL da suspensdo de E. faecalis foi adicionada ao tubo e
a mistura foi agitada por 30 segundos (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP,

Brasil). Os tempos de contato foram 30 segundos, 1, 3 e 10 minutos.
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Decorrido esse periodo, foram realizadas diluicbes decimais
seriadas até 10™ (Anexo 1, Figura 1C). Nesta etapa, aliquotas de 100 pL da
mistura foram transferidas para um segundo tubo teste contendo 0,9 mL de agente
neutralizante. Para a solucdo de NaOCI pura foi utilizado tiossulfato de sodio a
1% e para os demais grupos foi empregado tiossulfato de sodio a 1% + Tween 80
a 1%. O conteudo da primeira diluicdo foi homogeneizado e 100 pL foram
transferidos para um terceiro tubo teste idéntico ao anterior, contendo 0,9 mL da
solucdo neutralizante. Os quarto, quinto e sexto tubos continham 0,9 mL de
solucdo fisioldgica esterilizada.

Ao final deste processo, aliquotas de 20 pL de cada uma das
diluicbes foram semeadas em triplicata na superficie de placas de TSa. As placas
foram incubadas a 37°C por 48 horas em aerobiose. A leitura dos resultados de
cada placa resultou da média do nimero de UFC das trés areas de crescimento
bacteriano, sempre na diluicdo da amostra com numero entre 5 e 50 (Anexo 1,
Figura 1D). A partir destas médias foi calculado o niumero de UFC/mL apds cada
um dos tempos de contato entre a solucdo irrigadora e a suspensao bacteriana.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Os valores
obtidos foram expressos em porcentagens médias de colbnias viaveis apds o

contato com as solugdes irrigadoras em cada periodo experimental.
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A associacdo da solucdo de NaOCl a 2,5% com acido citrico a 10%

reduziu tanto o pH quanto o teor de cloro disponivel. Quanto maior a quantidade

de &cido na mistura, menores foram os valores encontrados (Tabela 1). Situacéo

similar ocorreu na associacdo da solucdo de NaOCI a 2,5% com vinagre de maca

(Tabela 2).

TABELA 1 - Média e desvio-padrdo do pH e do teor de cloro na solucdo de NaOCl a 2,5% isolada

e associada ao acido citrico a 10%

AMOSTRA pH TEOR DE CLORO (%)
NaOCl a 2,5% 11,750 2,52 +£0,02
NaOCl a 2,5% + &cido citrico a 10% - 8:2 6,415 + 0,035 2,085 + 0,005
NaOCl a 2,5% + 4cido citrico a 10% - 7:3 4,82 £ 0,04 1,815 + 0,005
NaOCl a 2,5% + acido citrico a 10% - 6:4 3,79+£0,08 1,555 £ 0,005
NaOCl a 2,5% + &cido citrico a 10% - 5:5 3,08 +0,02 1,30 +£0,01
NaOCl a 2,5% + &cido citrico a 10% - 4:6 2,685 + 0,005 1,045 + 0,005
NaOCl a 2,5% + &cido citrico a 10% - 3:7 2,40+0,01 0,785 + 0,005
NaOCl a 2,5% + acido citrico a 10% - 2:8 2,125 + 0,045 0,53+0

Acido citrico a 10%

1,51+0,01
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TABELA 2 - Média e desvio-padrédo do pH e do teor de cloro na solucdo de NaOCl a 2,5% isolada

e associada ao vinagre de maca

AMOSTRA pH TEOR DE CLORO (%)
NaOCl a 2,5% 11,750 2,52 +0,02
NaOCl a 2,5% + vinagre de macé - 8:2 7,365 £ 0,045 2,070

NaOCl a 2,5% + vinagre de magd - 7:3 6,565 + 0,055 1,805 + 0,005
NaOCl a 2,5% + vinagre de macé - 6:4 5,43 £ 0,02 1,545 + 0,005
NaOCl a 2,5% + vinagre de magé - 5:5 4,69 + 0,01 1,285 + 0,005
NaOCl a 2,5% + vinagre de maca - 4:6 4.345 + 0,035 1,035 + 0,005
NaOCl a 2,5% + vinagre de macé - 3.7 4,03 £ 0,02 0,775 £ 0,005
NaOCl a 2,5% + vinagre de magcé - 2:8 3,76 £ 0,04 0,52+0
Vinagre de maca 2,76 +0,01

Atividade antibacteriana

As solucbes de NaOCI a 2,5% pura, associada ao acido citrico a

10% e associada ao vinagre de maca (Gl, Gll e GllII) eliminaram completamente

E. faecalis ap6s 30 segundos de contato. O acido citrico a 10% puro (GIV)

eliminou E. faecalis apés 10 minutos. O vinagre de macé puro (GV) promoveu

apenas uma reducdo de 32,20% nas células viaveis ao final do experimento,

conforme demonstra a Tabela 3.
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TABELA 3 - Percentual de células de E. faecalis viaveis ap0s exposi¢do as solucdes e associagdes

GRUPOS Percentual (%) de células viaveis

30s 1 min 3 min 10 min
GI- NaOCl a 2,5% 0 0 0 0
Gll- NaOCl a 2,5% + 0 0 0 0
acido citrico a 10% (7:3)
Glll- NaOCl a 2,5% + 0 0 0 0
vinagre de maga (5:5)
GIV- Acido citrico a 10% 4 4 2,30 0
GV- Vinagre de magd 97,80 93,60 88 67,80
Controle negativo 100 100 100 100

DISCUSSAO

Investigagdes sobre a influéncia do pH na atividade antibacteriana

do NaOCI foram descritas por alguns autores (14, 15, 25). A bactéria escolhida

neste estudo foi E. faecalis, em fungdo de sua alta prevaléncia em casos de

insucesso endodéntico (26), a qual pode estar relacionada a capacidade de invadir

0s tabulos dentinarios e aderir ao colageno (27).

Dentre as substancias possiveis para ajuste do pH da solucdo de

NaOCl, j& foram analisados o &cido cloridrico (14) e o &cido acético (15). O acido

citrico é mais utilizado na Endodontia como agente irrigante final (19, 21) e o

vinagre de maca tem demonstrado atuacdo frente & microbiota endoddntica (23).
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Ambos sdo capazes de remover smear layer, portanto, além de reduzir o pH,
poderiam melhorar a capacidade de limpeza das paredes dentinarias.

Em estudo piloto, foi analisada reducdo significativa no teor de
cloro disponivel nas associacdes de NaOCI com solugbes acidas em funcédo do
tempo (avaliacdo imediata, apos 10 e 30 minutos). Diante de tais resultados, o
preparo das misturas foi realizado apenas no momento do uso, tanto para as
analises fisico-quimicas quanto microbioldgicas.

Ainda, foi observado previamente o efeito carry-over das solugdes
irrigadoras testadas. Assim, no teste de contato direto, o primeiro e segundo tubos
da diluicdo seriada continham solucdo neutralizante, evitando que vestigios do
irrigante fossem transferidos para o meio de cultura e interferissem no
crescimento bacteriano por um tempo maior do que o periodo experimental
estabelecido (28).

A associacdo de NaOCl a 2,5% com &cido citrico a 10%
demonstrou diminuicdo gradativa no pH e teor de cloro da propor¢cdo 8:2 a
proporc¢édo 2:8. De forma semelhante, Zehnder et al. (29) misturaram NaOCl a 1%
com acido citrico a 10% em diferentes proporcdes e observaram que o cloro
disponivel estava ausente ja no primeiro minuto da analise. Uma possivel
explicacdo para este fato seria a evaporacdo do cloro na forma de gas durante a
interacdo das duas substancias, conforme comprovado por Baumgartner e Ibay
(30).

Resultados semelhantes foram observados na mistura de NaOCI

com vinagre de maca. Assim, a interacdo clinica deveria ocorrer no interior do
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canal radicular, pela irrigacdo inicial com a solucdo &acida seguida pelo NaOClI,
diminuindo a perda de cloro que ocorreria se misturados na seringa.

De acordo com Hugo e Russel (24), a solucdo de NaOCI apresentou maior
atividade antimicrobiana em pH proximo a 5, correspondendo a proporcao 7:3 na
associacdo do NaOCI com &cido citrico e 5:5 na associacdo do NaOCIl com
vinagre de maca. Desta forma, estas propor¢des foram avaliadas no teste de
contato direto. Nestas proporcdes os teores de cloro disponivel estavam reduzidos:
1,815 e 1,285, respectivamente. E importante salientar que o fator determinante na
atividade antibacteriana do NaOCI é a quantidade de cloro disponivel na forma de
HOCI e ndo apenas o teor de cloro total.

Camps et al. (14) e Mercade et al. (15), utilizando dentes humanaos,
demonstraram que a solucdo de NaOCI com pH neutro apresenta melhor atividade
antibacteriana frente ao E. faecalis do que a solugdo convencional com pH=12.
No presente estudo, a solucdo de NaOCI foi associada a solugdes &cidas, em pH
proximo a 5, apresentando atividade antibacteriana similar a solucédo pura com pH
alcalino. Todas as solugdes foram capazes de eliminar E. faecalis no tempo
minimo avaliado de 30 segundos. E possivel sugerir que um tempo menor poderia
promover diferenca entre as solucGes analisadas, sendo questionavel a relevancia
clinica deste fato. In vitro, a solucdo de NaOCI a 2,5% pura apresentou eficiéncia
na eliminacédo de E. faecalis e a alteracdo do pH pode ser desnecessaria. Por sua
vez, 0 acido citrico e o vinagre de macéa puro foram menos eficientes.

O teste de contato direto, apesar de ndo reproduzir totalmente as

condicdes encontradas em infec¢bes endoddnticas, nos fornece subsidios para a
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comparacdo entre diferentes substancias, sem a interferéncia de fatores
extrinsecos que poderiam reduzir ou aumentar a acdo antimicrobiana das mesmas.
Testes ex vivo e in vivo sdo necessarios para investigar o efeito da dentina e do
sistema de canais radiculares na atuacdo destas solucGes isoladas e associadas.
Estudos de Haapasalo et al. (31) e Portenier et al. (32) tém demonstrado que
diferentes componentes dentarios como a dentina, o coldgeno e outras proteinas
apresentam efeito inibitorio frente a medicamentos e desinfetantes comumente
utilizados no tratamento endoddntico.

Além disso, pesquisas adicionais que esclarecam as interacdes
fisico-quimicas do NaOCI com diferentes tipos de acidos sdo necessarias para a
escolha de uma substancia ideal para ajuste de seu pH e possivel aumento da sua

atividade antimicrobiana.

CONCLUSOES

Considerando a metodologia empregada e resultados obtidos, pode-
se concluir que a associacao da solucdo de NaOCl a 2,5% com &cido citrico a 10%
ou vinagre de maca reduziu o pH, o teor de cloro e ndo interferiu na atividade
antibacteriana da solucdo pura. O é&cido citrico puro e o vinagre de maca

mostraram menor eficiéncia na eliminacéo de E. faecalis.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar a efetividade antibacteriana de solugdes irrigadoras
endodoénticas e associagbes. Design do estudo: Foram utilizados 110 dentes
humanos unirradiculados, inoculados com E. faecalis e incubados a 37°C por 21
dias. Os dentes foram divididos de acordo com o irrigante: GI- Solugcdo de
hipoclorito de sodio (NaOCl) a 2,5%; GlI- NaOCl a 2,5% + &cido citrico a 10%
(7:3); GllI- NaOCl a 2,5% + vinagre de magé (5:5); GIV- Vinagre de macd; GV-
Solucdo de clorexidina a 2%; GVI- Acido peracético a 1%; GVII- Solugio
fisiologica. Foram realizadas coletas microbioldgicas imediatamente ap6s preparo
biomecanico e apds sete dias. Os resultados foram submetidos aos testes
ANOVA, Tukey e Bonferroni, com 5% de significancia. Resultados: Todas as
solucbes promoveram reducdo ou eliminagdo de E. faecalis apds a
instrumentacdo. Porém, apresentaram aumento na contagem bacteriana na coleta
final. GI, GV e GVI apresentaram contagens menores do que os demais grupos
(P<0,05). Conclusdo: Nenhuma solucdo irrigadora analisada foi capaz de
erradicar E. faecalis do sistema de canais radiculares, sendo as solucdes de

hipoclorito de sddio, clorexidina e acido peracético as mais efetivas.
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INTRODUCAO

Os microrganismos e seus produtos tém importancia fundamental
no desenvolvimento de patologias pulpares e periapicais.*? Além disso, a
persisténcia de infeccdo no sistema de canais radiculares € determinante nos
insucessos do tratamento endodéntico.®* Desta forma, a desinfeccdo da cavidade
pulpar, por meio de solugdes irrigadoras, complementada pela medicacéo
intracanal, tem como objetivo promover um ambiente favoravel para o reparo dos
tecidos periapicais.

Com o0s avangos nas tecnicas microbiologicas de cultura e
identificagdo, ocorridos nas Ultimas décadas, mais de 150 espécies microbianas
foram detectadas no interior dos canais radiculares.>® Dentre elas, destaca-se E.
faecalis, uma bactéria anaerébia facultativa Gram-positiva, que apresenta
capacidade de invadir os tGbulos dentinarios e aderir ao colageno,” mostrando
resisténcia a diversas solugdes irrigadoras e medicamentos empregados na
Endodontia.?

A solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) é o agente irrigante
mais utilizado universalmente, destacando-se por sua ampla atividade
antimicrobiana e capacidade de dissolugdo tecidual.**® Alguns fatores podem
interferir em sua eficacia, incluindo concentracdo,** temperatura*? e pH.**** Com
a reducdo do pH, o cloro disponivel na solu¢do de NaOCI predomina na forma de
acido hipocloroso (HOCI), o qual é mais ativo do que o anion hipoclorito (OCI),

prevalecendo em pH alcalino.™!® Desta forma, a associagdo do NaOCI com
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solucdes acidas pode potencializar seu efeito antimicrobiano, apesar de prejudicar
a estabilidade da solucéo.*®

A clorexidina é um potente antisséptico, largamente empregado no
controle quimico da placa dental, e também como solucéo irrigadora endoddntica,
em funcdo do seu amplo espectro antimicrobiano e substantividade.'”*° Porém,
sua principal desvantagem é a incapacidade de dissolver matéria organica,®
prejudicando sua capacidade de limpeza.?*

Algumas solugdes irrigadoras alternativas tém sido investigadas,
apresentando além de atividade antibacteriana, boa propriedade de limpeza das
paredes dentinarias. O vinagre de macd, composto basicamente por &cido acético e
4cido malico, demonstra eficicia sobre microrganismos endodoénticos® e
capacidade de remocdo de smear layer.”® Porém, seu uso como agente irrigante
requer maiores estudos.

O é&cido peracético € um desinfetante amplamente utilizado em
hospitais e na industria de alimentos.?* Ele foi recentemente investigado para uso
endodéntico e também demonstra capacidade de remocéo de smear layer.”®> Suas
excelentes propriedades antimicrobianas e seu poder de acdo na presenca de
matéria organica, comprovados em outras aplicacbes, como desinfeccdo do
sistema de agua de equipamentos odontolégicos®® e de resinas acrilicas,?’
justificam a avaliacdo deste produto como solucéo irrigadora.

Um grande numero de substancias tem sido avaliado quanto a sua
atuacdo frente ao E. faecalis.®*®? A busca por um agente irrigante ou associagdes

capazes de eliminar microrganismos resistentes continua intensa. Portanto, este
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estudo ex vivo tem como objetivo avaliar a efetividade de solugbes irrigadoras

endodonticas e associagdes frente ao E. faecalis.

MATERIAIS E METODOS

Padronizagao dos espécimes

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (Anexo 2). Cento
e dez dentes unirradiculados humanos com canal radicular Unico e reto,
recentemente extraidos, foram selecionados. Os mesmos foram imersos em
solugdo de hipoclorito de sédio a 1% e armazenados em &gua destilada sob
refrigeracdo. As coroas dentais foram seccionadas em méaquina de corte de
precisdo Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake Bluff, IL, EUA), padronizando o
tamanho dos espécimes em 15 mm.

A fresa de Gates Glidden #3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Suica) foi utilizada para o preparo dos 3 mm cervicais dos canais radiculares. A
lima K #20 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) foi utilizada para
padronizacdo do diametro foraminal. A seguir, os canais radiculares foram
instrumentados 1 mm aquém do comprimento dental até lima K #35, sendo a
irrigacdo realizada com 2 mL de solucéo fisioldgica a cada troca de instrumento.

Os canais radiculares foram preenchidos com EDTA trissédico a 17%
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(Biodinamica, Ibipord, PR, Brasil) por 3 minutos, sendo entdo irrigados com 5 mL
de solucdo fisioldgica.

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

Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em oito
microplacas de cultura celular de 24 pocos (Corning Incorporated, Corning, NY,
EUA), sendo sete delas com 15 dentes em cada (Anexo 3, Figura 3A) e uma
microplaca controle com cinco dentes, fixados nos pogos externos com resina
acrilica quimicamente ativada (Classico Artigos Odontoldgicos, Sédo Paulo, SP,
Brasil). Estas microplacas foram embaladas e submetidas a esterilizagdo em

radiagdo gama com cobalto 60 (EMBRARAD, Cotia, SP, Brasil).

Contaminacdo com E. faecalis

Os procedimentos microbiologicos foram realizados em ambiente
asséptico, dentro de camara 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 Agar - TSa (Difco, Detroit, MI, EUA) e

incubadas em microaerofilia a 37°C por outras 48 horas. Uma suspensdo
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bacteriana foi preparada em solucdo fisioldgica esterilizada, com concentracéo
equivalente a 1,5 X 10° unidades formadoras de colénia (UFC) por mL. O ajuste
da densidade oOptica da suspensdo foi feito em espectrofotobmetro (Modelo 600
Plus, Femto, Sdo Paulo, SP, Brasil), com comprimento de onda de 600 nm.

O meio de cultura (TSb) foi misturado com a suspensdo bacteriana
na proporcdo de 1:1 e os canais radiculares foram contaminados, por meio de
micropipetas, com 20 pL desta mistura. Uma mecha de algodéao 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 contaminacéo foi de 21 dias, sendo adicionado
TSh esterilizado no interior dos canais radiculares a cada dois dias, utilizando
seringa de insulina de 0,5 mL (Becton Dickinson, Curitiba, PR, Brasil), conforme
Cardoso et al.?®

Apdls este periodo, foi realizada coleta de todos o0s canais
radiculares para a confirmagdo da contaminacgédo (coleta inicial). Foram utilizados
trés cones de papel absorvente esterilizados #35 (Tanari Industrial Ltda, Séo
Paulo, SP, Brasil) por espécime, mantidos nos canais radiculares por 1 minuto e
transferidos para tubos teste (Eppendorf) contendo 1 mL de solugdo fisiologica
esterilizada. Os tubos foram agitados por 30 segundos (Vortex AP 56, Phoenix,
Araraquara, SP, Brasil). A seguir, foram realizadas diluicGes decimais seriadas e
aliquotas de 20 pL foram semeadas em triplicata em placas de Petri contendo

meio TSa. As placas foram incubadas em microaerofilia a 37°C por 48 horas. O
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crescimento bacteriano foi determinado pela contagem do nimero de UFC/mL de

E. faecalis (Anexo 3, Figura 3B).

Divisao dos grupos experimentais

As microplacas contendo as raizes fixadas foram aleatoriamente

divididas em sete grupos experimentais (n=15), de acordo com a solugédo

irrigadora utilizada:

GI- Solucdo de NaOCl a 2,5% (Araquimica, Araraquara, SP, Brasil)

GlI- Solucédo de NaOCl a 2,5% + acido citrico a 10% (Dindmica Quimica
Contemporanea, Diadema, SP, Brasil) na proporgéo 7:3

GllI- Solucdo de NaOCI a 2,5% + vinagre de maca (Castelo Alimentos
SA, Jundiai, SP, Brasil) na proporcéao 5:5

GIV- Vinagre de maca (Castelo Alimentos SA, Jundiai, SP, Brasil)

GV- Solugdo de clorexidina a 2% (Farméacia de Manipulagdo Arte &
Ciéncia, Araraquara, SP, Brasil)

GVI- Acido peracético a 1% (Dinamica Quimica Contemporanea,
Diadema, SP, Brasil)

GVII- Solucdo salina fisiolégica a 0,85% (Dindmica Quimica

Contemporanea, Diadema, SP, Brasil).

Nos grupos Il e Ill, a associacdo das solucdes foi realizada no

momento da utilizacdo. A proporcao de cada solucdo na mistura foi escolhida por



47

meio de andlise do pH, sendo selecionadas as propor¢fes com pH proximo a 5,
considerando a melhor atividade antimicrobiana da solucdo de NaOCI neste pH,*
devido a maior disponibilidade de cloro na forma de HOCI,*® possibilitando
penetracdo na membrana celular bacteriana, com acdo bacteriostatica e
bactericida."® Além disso, em cinco espécimes (grupo controle), ndo foi realizado
preparo biomecanico.

Todos os canais radiculares foram preparados até a lima K #50
(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica), utilizando a respectiva solucdo irrigadora.
Em seguida foi realizado preparo escalonado programado até a lima K #70. Foram
utilizados 2 mL de solugéo a cada troca de instrumento (Anexo 3, Figura 3C). O
tempo total de preparo e manutencdo da solugéo irrigadora foi padronizado em 10
minutos por espécime.

A sequir, foi realizada irrigagio com 2 mL de um agente
neutralizante, conforme a solugdo irrigadora utilizada. Para o grupo | foi
empregado tiossulfato de sddio a 1%. Para os grupos I, I11, IV e VI foi utilizado
tiossulfato de sodio a 1% + Tween 80 a 1%. Ja& para o grupo V foi usada lecitina a
0,5% + Tween 80 a 1%. Por fim, os canais radiculares foram irrigados com

solucdo fisioldgica esterilizada.

Coletas e anéalise microbiolbdgica

Imediatamente apds o preparo biomecénico, foi realizada uma

coleta microbiologica (coleta pos-preparo). Para tanto foram utilizados cones de
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papel absorvente esterilizados #50, seguindo 0os mesmos procedimentos descritos
na coleta inicial. A seguir, os canais radiculares foram preenchidos com solugéo
fisioldgica esterilizada e uma mecha de algodao 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.

Ap0s sete dias, outra coleta microbioldgica foi realizada da mesma
forma (coleta final). As coletas do grupo controle (sem preparo biomecanico)
foram realizadas nos mesmos periodos. Os procedimentos experimentais estdo

representados no Anexo 3, Figura 3D.

Anadlise estatistica

Os resultados foram submetidos a transformacdo logaritmica e
analisados por meio do programa GraphPad Prism 3.0 (San Diego, CA, EUA). Na
comparacéo entre 0s grupos experimentais, foram aplicados ANOVA e Teste de
ComparacGes Multiplas de Tukey. J& na comparacdo entre as coletas
microbiolodgicas, dentro de cada grupo, foram utilizados ANOVA de Medidas
Repetidas e Teste de Comparacdes Mdltiplas de Bonferroni. O nivel de

significancia adotado foi de 5%.
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RESULTADOS

A metodologia de contaminacdo deste estudo foi comprovada por
meio da recuperacdo de culturas puras de E. faecalis em todos os dentes na coleta
inicial, 21 dias ap0s incubacdo dos espécimes, com contagens de UFC/mL

semelhantes em todos os grupos (Tabela 1).

TABELA 1 - Comparagdo entre grupos nas coletas inicial, pos-preparo e final (média e desvio-

padrdo de UFC/mL log)

Grupo Inicial Pdés-preparo Final

Gl - NaOCI 2,5% 11,00 (+ 0,59) ® 0,00 (+ 0,00)° 6,40 (+ 2,75)°

Gll - NaOCI 2,5% + AC10% 10,85 (+0,64) ° 1,47 (+ 1,45)° 8,89 (+ 1,69)™°
Gl - NaOCl 2,5% + VM 11,15 (+ 0,80) 0,00 (+ 0,00)° 9,71 (+ 1,21)>¢
GIV - Vinagre de maca 11,13 (£ 0,73) @ 2,06 (+1,78)° 10,47 (+ 1,28)°
GV- Clorexidina 2% 10,65 (+ 0,89) 0,00 (+ 0,00)? 7,77 (+1,23)%°
GVI - Acido Peracético 1% 11,07 (£ 0,56) ° 0,00 (+ 0,00)* 8,01 (+1,26)*°°
GVII - Solucéo Salina 11,03 (+ 0,70) ® 2,06 (+1,78)° 9,68 (+ 1,30) "¢

NaOCI: hipoclorito de sddio; AC: &cido citrico; VM: vinagre de maca.

ab.cd) etras diferentes representam diferenca estatistica significante de acordo com o Teste de
Tukey (P<0,05).

Na coleta realizada imediatamente ap6s o preparo biomecanico,
todas as soluces irrigadoras utilizadas reduziram significativamente o nimero de
bactérias do interior do canal radicular (Figura 1). NaOCI a 2,5% isolado (GI) ou
associado com vinagre de macd (GlII), clorexidina a 2% (GV) e acido peracético
a 1% (GVI) eliminaram totalmente E. faecalis da luz do canal radicular principal,
sendo semelhantes entre si e significativamente diferentes dos demais grupos

(P<0,05), conforme mostra a Tabela 1.
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FIGURA 1 - Comparacao entre as coletas inicial, pos-preparo e final em cada grupo (média de
UFC/mL log)
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J& na coleta final, sete dias apds instrumentacdo e irrigacdo, houve
um aumento na contagem de UFC/mL em todos os grupos (Figura 1). NaOCI a
2,5% (GI), clorexidina a 2% (GV) e &cido peracético a 1% (GVI) apresentaram
resultados semelhantes entre si e significativamente menores que os demais
grupos (P<0,05), de acordo com a Tabela 1.

Na Tabela 2, verifica-se que em todos os grupos avaliados houve
um namero reduzido ou auséncia de E. faecalis logo ap6s o preparo biomecanico.
Porém, na coleta final, todos os espécimes apresentaram culturas positivas, sendo
que no grupo do vinagre de macé (GIV), a contagem de UFC/mL foi semelhante a
coleta inicial. Os cinco espécimes do grupo controle, que ndo foram
instrumentados apos o periodo de contaminacdo, comprovaram a viabilidade de E.

faecalis nas diferentes etapas do experimento.
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TABELA 2 - Comparacdo entre as coletas inicial, pds-preparo e final em cada grupo (média de

UFC/mL log)

Coleta Gl Gll Gl GIV GV GVI GVII Controle
Inicial 11,00° 10,85% 11,15% 11,13* 10,65% 11,07* 11,03%* 1151°
Pés-preparo 0,00° 1,47° 0,00° 2,06° 0,00° 0,00° 2,06°  11,02°
Final 6,40° 8,89° 9,71° 1047% 7,77° 8,01° 9,68 10,232

&b ¢ etras diferentes representam diferenca estatistica significante de acordo com o Teste de
Bonferroni (P<0,05).

DISCUSSAO

Véarias metodologias sdo empregadas para avaliar o efeito
antimicrobiano de solucdes irrigadoras. Existem modelos experimentais que
permitem o contato direto das substancias com 0s microrganismos na forma
plancténica ou de biofilme. Estudos que utilizam dentes bovinos ou humanos
possibilitam a presenca dos microrganismos nos tdbulos dentinarios,
proporcionando condico mais semelhante & situagdo in vivo.*

E. faecalis foi escolhido como microrganismo, devido a sua alta
prevaléncia em casos de insucesso endodontico e capacidade de sobrevivéncia em
monocultura.® O periodo de contaminacdo adotado foi de 21 dias para possibilitar
que a difusdo da suspensdo de E. faecalis pelos tlbulos dentinarios, conforme
Berber et al.'! e Cardoso et al.?® Foi realizada adicdo de meio de cultura a cada
dois dias, para manutencdo das condigdes favoraveis para 0 crescimento
bacteriano.

Apdbs conclusdo do preparo, agentes neutralizantes especificos

foram aplicados nos canais radiculares, para impedir que vestigio do irrigante
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fosse transferido para o tubo teste, alterando a recuperacdo bacteriana. Assim, o
uso de neutralizante possibilita a avaliacdo da atuacdo da solucdo irrigadora
apenas durante os procedimentos de preparo biomecanico.

O método de coleta microbiologica foi realizado por meio de cones
de papel, por ser efetivo e de facil execucdo, embora limitado a luz do canal
radicular principal. Desta forma, sete dias ap0s instrumentacao, a segunda coleta
foi realizada para verificar a permanéncia de bactérias viaveis no sistema de
canais radiculares.?®3"%

Os resultados deste estudo mostraram que todos os irrigantes
empregados, inclusive a solucdo salina, reduziram significativamente E. faecalis
imediatamente ap0s o preparo biomecanico. Entretanto, houve um aumento de
UFC/mL sete dias ap6s a instrumentacdo em todos os grupos, destacando a
permanéncia da contaminacdo no sistema de canais radiculares. Tal fato poderia
ser explicado pela: 1) permanéncia de bactérias na smear layer; 2) formacdo de
biofilme, tornando as células bacterianas mais resistentes do que na forma
planctonica; 3) persisténcia de bactérias no interior dos tubulos dentinarios e
ramificacGes do canal principal. Tais resultados estdo em concordancia com 0s
achados de Bystrom e Sundqvist,® os quais demonstraram in vivo que bactérias
remanescentes ao preparo biomecanico recolonizam os canais radiculares que
permanecem sem medicagao entre as sessdes de tratamento.

A solucdo de NaOCI foi avaliada na concentracdo de 2,5%, uma
Vez que concentracdes mais elevadas sdo irritantes aos tecidos vivos.’® NaOCI

eliminou totalmente E. faecalis na coleta logo apds a instrumentacdo, permitindo
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0 crescimento bacteriano apos sete dias de incubacao, o que esta de acordo com 0s
resultados obtidos por outros autores.**3%%*

A associacdo NaOCI| + &cido citrico apresentou menor atividade
antibacteriana que o NaOCI puro nas duas coletas realizadas. Uma possivel
explicacdo para tal fato seria a evaporacdao de gas cloro durante a interacdo das
duas substéancias, antes da atuagdo no canal radicular, conforme comprovado por
Baumgartner e Ibay.*®

Para a associacdo NaOCI + vinagre de macd, nenhuma bactéria foi
recuperada na coleta realizada logo ap6s o preparo, de forma semelhante ao
NaOCI puro. Porém, apds sete dias, a contagem de UFC/mL foi superior ao
NaOCI. Assim, a associa¢do com solucBes &cidas ndo demonstrou vantagens com
relacdo ao efeito bactericida do NaOCI, ao contrério dos achados de Camps et al.*®
Entretanto, estes autores partiram de uma solugdo mais concentrada (NaOCI a
10%) associada ao acido cloridrico para obter NaOCI a 2,5% com pH neutro,
possivelmente potencializando o efeito irritante sobre os tecidos periapicais.

O vinagre de macé puro proporcionou reducédo significativa de E.
faecalis logo ap6s a instrumentacdo, mas na coleta final o nimero de bactérias foi
semelhante ao da coleta inicial. A motivacdo para utiliza-lo foi a busca por um
produto de baixo custo, biodegradavel e de facil acesso.

Estudos in vitro e in vivo ja demonstraram a eficacia da clorexidina
a 2% sobre E. faecalis.®***® Porém, quando comparada ao NaOCI, resultados

contraditérios sdo encontrados na literatura, dependendo da concentracdo e

metodologia empregada.®® Nossos resultados demonstraram  atividade
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antibacteriana semelhante para a clorexidina a 2% e o NaOCI a 2,5% nas duas
coletas. Isto difere dos achados de Dametto et al.** que verificaram a auséncia de
bactérias sete dias ap0s a irrigacdo com clorexidina, empregando contaminagéo
por sete dias, inferior ao periodo de 21 dias utilizado no presente estudo, o que
pode promover menor penetracdo de E. faecalis nos tabulos dentinarios.

O écido peracético tem sido estudado em concentragdes diversas,
variando de 0,2 a 10%.2°%%" Lottanti et al.”> empregaram microscopia eletronica
de varredura e verificaram erosdo dentinaria com acido peracético a 2,25%,
portanto optamos por uma concentragdo menor. Sua acdo sobre E. faecalis foi
semelhante a do NaOCI e da clorexidina nas duas coletas, sendo superior aos
demais grupos.

Este estudo demonstra que nenhum irrigante foi capaz de erradicar
E. faecalis do sistema de canais radiculares, reforcando a importancia do curativo
de demora entre sessOes. A agdo antibacteriana compreende apenas um dos
aspectos a serem avaliados para indicacdo de uma solucdo irrigadora. Pesquisas
referentes a propriedade de dissolucdo tecidual, limpeza de paredes dentinarias e
biocompatibilidade sdo igualmente importantes na analise de substancias quimicas

com potencial de uso na irrigacdo endodontica.
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Consideracoes finais




CONSIDERACOES FINAIS

O tema deste estudo foi escolhido em funcdo da importancia dos
microrganismos e seus produtos na etiologia das doencas pulpares e

2449 além de estarem diretamente relacionados com o insucesso do

periapicais
tratamento endoddntico’®**. Pesquisas onde canais radiculares infectados foram
instrumentados e irrigados com solucdo fisiolégica demonstram apenas uma
reducdo na microbiota, sendo necessario o uso de solucbes desinfetantes para que
um maior percentual de microrganismos seja eliminado™*>. Desta forma, estudar
a acdo de novas substancias quimicas que atuem sobre a microbiota endoddntica é
fundamental para o sucesso desta terapia.

Atualmente, o NaOCI é a solucédo irrigadora mais difundida em
todo o mundo, mas ndo ha um consenso quanto a escolha de sua concentragéo.
Alguns estudos ja demonstraram que quanto maior a concentracdo da solucao,
maior seu poder de dissolucéo tecidual e acdo bactericida®®*°. No entanto, quanto
mais concentrada a solucdo de NaOCI, maior sera seu efeito irritante quando em
contato com os tecidos vivos apicais e periapicais®**°. Portanto, a Faculdade de
Odontologia de Araraquara tem indicado a solucdo de NaOCl a 2,5% para casos
de necrose pulpar com leséo periapical e casos de retratamento endodontico.

Surgiu, desta forma, o interesse em avaliar a possibilidade de
potencializar a atividade antimicrobiana do NaOCI a 2,5%, alterando seu pH, sem
precisar aumentar sua concentracdo. A influéncia do pH sobre a efetividade desta

substancia foi recentemente comprovada por Camps et al.** (2009) e Mercade et
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al.*®> (2009). Porém, nossos resultados in vitro e ex vivo ndo demonstraram
vantagem ao associar NaOCIl com &cido citrico ou vinagre de maca, quando o pH
foi reduzido para 5. Portanto, pesquisas adicionais que esclarecam as interacoes
quimicas de NaOCI com diferentes tipos de acidos s@o necessarias para a escolha
de uma substéncia ideal para ajuste de seu pH e possivel aumento de sua atividade
antimicrobiana, ndo somente sobre E. faecalis, mas também sobre outras espécies.

O vinagre de maca puro ndo apresentou bons resultados nos
estudos in vitro e ex vivo, portanto ndo parece ser indicado como solugéo
irrigadora isoladamente. No entanto, alguns autores ja demonstraram sua
capacidade de remocéo da smear layer'”". Entéo, por se tratar de uma substancia
biodegradavel e de baixo custo, acreditamos serem validos mais estudos com o
vinagre de maca utilizado ao final do preparo biomecénico.

A solucdo de clorexidina a 2% apresentou efetividade sobre E.
faecalis da mesma forma que o NaOCI a 2,5% nas coletas realizadas logo apos a
instrumentacdo e apoOs sete dias (estudo ex vivo). Nos casos onde estejam
presentes remanescentes teciduais, 0 NaOCI parece ser a melhor opc¢édo devido a
sua capacidade de dissolucdo de matéria organica, ndo demonstrada pela
clorexidina®*'.

O 4cido peracético a 1% demonstrou a mesma efetividade do
NaOCl a 2,5% no estudo ex vivo. Assim como a clorexidina, ele ndo tem a
propriedade de dissolugdo tecidual®’, mas j& se mostrou capaz de remover a smear
layer®. Desta forma, parece importante o estudo de sua atuagdo quando utilizado

ao final do preparo biomecéanico, ap6s o uso do NaOCI, possivelmente
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complementando a desinfeccao dos canais radiculares e auxiliando na limpeza das
paredes dentinarias. Sua biocompatibilidade também necessita maiores
investigacdes.

Outro aspecto importante, que deve ser futuramente estudado, € a
atuacdo destas soluces irrigadoras e associagdes sobre E. faecalis na forma de
biofilme, utilizando técnicas de microscopia. O biofilme bacteriano pode ser
definido como uma comunidade estruturada de células envolvidas por uma matriz
de polissacarideos, sempre aderida a um substrato sélido tmido ou meio liquido,
do qual elas podem retirar seus nutrientes, constituindo uma forma de protegéo ao
desenvolvimento bacteriano®,

Nossos resultados demonstraram que nenhum dos irrigantes
testados foi capaz de erradicar E. faecalis do sistema de canais radiculares, pois
apesar de encontrarmos contagens nulas logo apds a instrumentagdo, apds sete
dias houve a recolonizacdo do canal radicular principal, provavelmente por
bactérias provenientes de suas ramificacdes e dos tdbulos dentinarios. Tais dados
reforcam a importancia do curativo de demora entre sessdes, atuando na massa
dentinaria, canais laterais e deltas apicais, ou seja, areas que estdo fora do alcance

das solucdes irrigadoras e instrumentos endodénticos.
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ANEXO 1

FIGURA 1A - pHmetro digital.

FIGURA 1B - Titulador potenciométrico automatico.
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FIGURA 1C - Fluxograma da técnica de contato direto.

FIGURA 1D - Crescimento bacteriano em meio TSa (solucdo salina).




ANEXO 2

Certificado de aprovacdo no Comité de Etica
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ANEXO 3
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FIGURA 3A - Espécimes fixados com resina acrilica em microplaca.

FIGURA 3B - E. faecalis em placas de Petri com TSa (grupo controle).
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FIGURA 3C - Irrigacéo e aspiracdo dos canais radiculares.
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FIGURA 3D - Fluxograma da metodologia.
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