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RESUMO GERAL

Esta tese foi dividida em 2 artigos cientificos. O artigo 1 teve como objetivo comparar
dois protocolos de instrumentacdo endodontica com limas rotatérias ou com limas
reciprocantes, realizados em prototipos de molares deciduos por meio de
microtomografia computadorizada (micro-CT); e o artigo 2 teve como objetivo avaliar o
efeito de duas propostas de medicacdes intracanais: combinacao triantibiotica (TRI) de
metronidazol, ciprofloxacina e fosfomicina (FOSFO), e a associacio de
epigalocatequina-3-galato (EGCG) com FOSFO, em comparacdo com os controles pasta
de hidroxido de calcio (CH) ou clorexidina (CHX), todos dissolvidos em
polietilenoglicol-400 (PEG) em biofilmes multiespécies, toxicidade em fibroblastos e
atividades colagenoliticas e gelatinoliticas detectadas na dentina radicular. Para a
metodologia do artigo 1 foram utilizados 24 prototipos impressos em 3D de molares
deciduos artificiais que foram distribuidos em dois grupos de 12 cada, de acordo com o
tipo de instrumentagdo: com limas rotatérias Sequence Baby File NiTi© (SBF) ou limas
reciprocantes com limas X1-Blue File NiTi© (XBF). Foram avaliados os parametros:
volumes do canal radicular e da dentina, transporte e centralizacdo do canal, risco de
perfuragdo radicular e tempo de instrumentacdo. Para a metodologia do artigo 2, o efeito
antibiofilme e a citotoxicidade de medicamentos contendo combinagao de antibioticos,
EGCG+FOSFO ou CH foram avaliados em biofilmes multiespécies formados em
amostras de dentina radicular por microscopia confocal e em células de fibroblastos por
ensaios de resazurina, respectivamente. A inibicdo da atividade das proteases por
medicamentos foi medida por ensaios de atividade enzimética colagenolitica (ELISA) e
atividade gelatinolitica por metaloproteinases - MMP com zimografia in situ em
espécimes de dentina radicular. Os resultados do artigo 1 mostraram que o SBF promoveu
menor alargamento do canal radicular e consequentemente removeu menos dentina
quando comparado ao sistema reciprocante. De modo geral, ambos os protocolos de
instrumentagdo ndo apresentaram diferenga estatistica entre si considerando o transporte

do canal radicular e a capacidade de centralizagdo. Nao houve diferen¢a na espessura da



dentina, fraturas e fissuras comparando os momentos pré e pos-operatorios para ambos
os sistemas endodonticos. O tempo de instrumentacao foi menor para XBF. Os resultados
do artigo 2 mostraram que EGCG+FOSFO, combinagao de antibidticos e CH em PEG
400 reduziram significativamente as bactérias dos biofilmes multiespécies nos tubulos
dentinarios e em concentracdes mais baixas nao foram toxicos para os fibroblastos. Todos
os medicamentos apresentaram atividade anticolagenolitica em comparagdo ao PEG e a
agua. PEG+CH e PEG+CHX diminuiram a atividade gelatinolitica in situ da MMP
quando comparado ao controle sem tratamento. PEG+TRI aumentou a atividade
gelatinolitica na dentina radicular. Concluindo, ambos os protocolos de instrumentagao
endodontica foram seguros para serem utilizados em pulpectomia de dentes deciduos,
pois promoveram minima reducdo do volume dentinario, transporte e descentraliza¢do do
canal, e consequentemente amenizaram alteragdes na espessura dentindria e as
possibilidades de fraturas. Embora o tempo de instrumentacdo tenha sido menor para o
sistema reciprocante, ele causou maior aumento no volume do canal. EGCG+FOSFO
contidos no PEG-400 apresentou propriedades antibiofilme e anticolagenoliticas, além de
baixa citotoxicidade em concentragdes mais baixas, podendo ser uma alternativa de

medica¢do intracanal para fins endoddnticos.

Palavras-chaves: Pulpectomia. Instrumentos odontologicos. Antibacterianos. Anti-

infecciosos. Biofilme. Metaloproteinases. Dentes deciduos.
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GENERAL ABSTRACT

This thesis was divided into 2 scientific articles. The article 1 aimed to compare two
endodontic instrumentation protocols with rotary or reciprocating files, performed on
prototypes of primary molars using microcomputed tomography (micro-CT); and article
2 aimed to evaluate the effect of two proposed intracanal medications: triantibiotic
combination (TRI) of metronidazole, ciprofloxacin and fosfomycin (FOSFO) and the
association of epigallocatechin gallate (EGCG) with FOSFO, in comparison with the
controls calcium hydroxide paste (CH) or chlorhexidine (CHX), all dissolved in
polyethylene glycol 400 (PEG) in multispecies biofilms, toxicity in fibroblasts and
collagenolytic and gelatinolytic activities detected in root dentin. For the methodology of
article 1, 24 3D printed prototypes of artificial deciduous molars were used, which were
distributed into two groups of 12 each, according to the type of instrumentation: with
Sequence Baby NiTi files© (SBF) rotary files or reciprocating files with X1-Blue File
NiTi© (XBF). The following parameters were evaluated: root canal and dentin volumes,
canal transportation and centralization, risk of root perforation and instrumentation time.
For the methodology of article 2, the antibiofilm effect and cytotoxicity of drugs
containing a combination of antibiotics, EGCG+FOSFO or CH were evaluated in
multispecies biofilms formed in root dentin samples by confocal microscopy and in
fibroblast cells by resazurin assays, respectively. Inhibition of protease activity by drugs
was measured by collagenolytic enzyme activity assays (ELISA) and gelatinolytic
activity by metalloproteinases - MMP with in situ zymography in radicular dentin
specimens. The results of article 1 showed that SBF promoted less enlargement of the
root canal and consequently removed less dentin when compared to the reciprocating
system. In general, both instrumentation protocols showed no statistical difference
between them considering root canal transport and centralization capacity. There was no
difference in dentin thickness, fractures and fissures comparing the pre- and postoperative

moments for both endodontic systems. Instrumentation time was shorter for XBF. The



results of article 2 showed that EGCG+FOSFO, combination of antibiotics and CH in
PEG 400 significantly reduced bacteria from multispecies biofilms in dentinal tubules
and at lower concentrations were not toxic to fibroblasts. All drugs showed
anticollagenolytic activity compared to PEG and water. PEG+CH and PEG+CHX
decreased the in sifu gelatinolytic activity of MMP when compared to the untreated
control. PEG+TRI increased gelatinolytic activity in root dentin. In conclusion, both
endodontic instrumentation protocols were safe to be used in pulpectomy of primary
teeth, as they promoted a minimum reduction in dentin volume, transport and
decentralization of the canal, and consequently mitigated changes in dentin thickness and
the possibility of fractures. Although instrumentation time was shorter for the
reciprocating system, it caused a greater increase in canal volume. EGCG+FOSFO
contained in PEG-400 showed antibiofilm and anticolagenolytic properties, in addition to
low cytotoxicity at lower concentrations, and could be an alternative intracanal

medication for endodontic purposes.

Keywords: Pulpectomy. Dental Instruments. Antibacterial. Anti-infectives. Biofilm.

Metalloproteinases. Deciduous teeth.
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Introducao Geral

Embora no contexto de satide bucal, a educacdo e a prevengao sdo prioritarias na
Odontologia Contemporanea, as alteracdes pulpares que acometem os dentes deciduos
em fun¢do de lesdes de carie ou por motivos traumaticos ainda sdo muito frequentes,
necessitando, muitas vezes, de tratamento endoddntico. O principal objetivo da
endodontia na Odontopediatria ¢ manter o dente deciduo na cavidade bucal até o
momento de sua esfoliacdo fisioldgica, retornando a sua fungdo biologica, ou seja,
mastigatoria, fonética, estética, entre outras, com a regressdo dos sinais e sintomas
clinicos e radiograficos (AAPD, 2014; Smail et al., 2018) ressaltando ainda que a
permanéncia destes também atuard como guia para a erupcao dos dentes permanentes
sucessores (Nascimento et al., 2014).

A pulpectomia € o procedimento endodontico mais indicado em Odontopediatria
para o tratamento dos tecidos pulpares infectados, ou seja, para dentes com diagndstico
de pulpite irreversivel. Consiste na remocao total do tecido pulpar coronério e radicular
por meio do preparo biomecanico (instrumentacdo e irrigacdo), uso de medicagdo
intracanal e posterior obturacdo dos canais radiculares (AAPD, 2014). Entretanto, a
instrumentagdo dos canais de dentes deciduos ¢ considerada um desafio por estes dentes
serem anatomicamente mais complexos do que os de dentes permanentes pela presenca
de areas de rizolise, menor espessura de dentina em area de furca, curvatura acentuada
das raizes, principalmente em molares superiores, além da questdo do tempo de
colaboragdo das criangas ser bem mais reduzido que em adultos (Duque et al., 2013;
Ozcan et al., 2016).

Dessa forma, novos métodos de preparo dos canais radiculares em dentes deciduos
estdo sendo estudados visando reduzir o nimero de limas, bem como o tempo do
procedimento de instrumentagdo em si (Prabhakar et al., 2016). Alguns pesquisadores
estudaram a endodontia mecanizada direcionada ao tratamento de criangas, porém a
maioria dos estudos se concentra ainda em experimentos laboratoriais (Kummer et al.,
2008; Moghaddam et al., 2009; Katge et al., 2016; Kaya et al., 2017; Moraes et al., 2019;
Souza et al., 2023). Kummer et al. (2008) compararam limas manuais e rotatérias com
objetivo de verificar o desgaste de dentina, risco de perfuragdo e tempo do preparo dos
canais. De acordo com os dados obtidos, o desgaste em dentina no terco coronal e médio
foi maior com as limas manuais, € o tempo de instrumentagdo foi menor para as limas

rotatorias e estas também promoveram maior regularidade nos canais radiculares. Quanto
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as perfuracdes radiculares devido a instrumentag¢do, ndo houve diferenca significante
entre 0s grupos.

O principal objetivo do preparo biomecanico deve ser a eliminacdo dos
microrganismos e a prevencdo de reinfec¢do nos canais radiculares. Para atingir esse
objetivo, deve-se fazer a combinagao da instrumentacdo com limas mais rapidas e seguras
e a irrigacdo com solugdes antimicrobianas efetivas. Diversos estudos tém avaliado a
capacidade desinfetante de agentes quimicos altamente concentrados, como hipoclorito
de s6dio ou associacdo de agentes como hipoclorito de sodio e 4acido citrico como
solugdes irrigantes em endodontia para dentes deciduos (Salama et al., 1994; Gotze et al.,
2005; Tannure et al., 2011). Entretanto, devido a complexidade da malha de canais
secundarios e acessorios, ainda ha persisténcia de algumas espécies microbianas apos o
preparo quimico-mecanico impossibilitando a total desinfeccdo do sistema de canais
radiculares, o que leva a necessidade do uso de medicagdo intracanal (Chavez et al.,
2003). Idealmente, a medicacdo intracanal deve apresentar uma boa agdo antibacteriana,
para que a sua permanéncia no interior do canal radicular tenha maiores chances de atingir
areas ndo alcancadas pela instrumentacdo, como istmos, ramificacdes, reentrancias e
tubulos dentinarios; potencializando assim a sanificagdo do sistema de canais e tubulos
dentinarios e impedindo que os microrganismos proliferem no intervalo entre as sessdes
de tratamento (Bystrom et al., 1985, 1987; Sjogren et al., 1991).

Bactérias gram-negativas, membros comuns das infeccdes primarias, sao
geralmente eliminadas apo6s procedimento de tratamento quimico-mecanico. Excecdes
podem incluir alguns bacilos anaerdbios como Fusobacterium nucleatum, Prevotella
species e Campylobacter rectus, que estdo entre as espécies encontradas em amostras
apos instrumentacdo/medicagdo endodontica. Entretanto, a maioria dos estudos tem
revelado que as bactérias gram-positivas sdo as mais frequentemente presentes nestes
casos, incluindo estreptococos (S. mitis, S. gordonii, S. anginosus, S. sanguinis, S. oralis),
P. micra, Actinomyces species (A. israelii € A. odontolyticus), Propionibacterium species
(P. acnes e P. propionicum), P. alactolyticus, lactobacilos (L. paracasei, L. acidophilus),
Enterococcus faecalis, entre outros (Siqueira e Rogas, 2009).

Dentre as medicagdes intracanais frequentemente utilizadas destaca-se a pasta de
hidroxido de célcio, indicada por seu efeito antimicrobiano e potencial para estimular o
reparo dos tecidos periapicais. A pasta Calen® (SS White, RJ, Brasil) que apresenta em

sua composi¢do 2,5g de hidréxido de calcio, 0,5g de 6xido de zinco, 0,05g de colofonia
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hidrogenada, 1,75mL de polietilenoglicol 400 (PEG 400, como veiculo) tem sido usada
para diversas finalidades, como curativos de demora entre sessdes de pulpectomia e
inclusive como material obturador em dentes deciduos por sua boa tolerancia pelos
tecidos, natureza hidrossoluvel e baixa solubilidade (Ranly e Garcia, 2000).

Antimicrobianos naturais ou sintéticos estdo sendo empregados como alternativas
as medicacdes intracanais tradicionais, com o intuito de eliminar as bactérias e suas
toxinas e nao agredir os tecidos periapicais adjacentes (Iglesias et al., 2013; Moreno et
al., 2014). Sato et al. (1993) e Hoshino et al. (1996) foram os primeiros investigadores a
avaliarem a pasta triantibiotica contendo metronidazol, ciprofloxacina e minociclina.
Estudo analisou a eficicia antibacteriana destes antibidticos isoladamente e em
combinagdo contra bactérias isoladas de dentina infectada, polpas infectadas e
periodontite apical e observou que nenhum deles sozinho eliminou todas as bactérias, mas
em combinagdo foram suficientemente potentes para erradicar as bactérias em todas as
amostras (Hoshino et al., 1996). O metronidazol ¢ um composto nitroimidazol que exibe
ampla atividade antiprotozodria, antibacteriana contra bacilos Gram-negativos
anaerobios, bacilos Gram-positivos esporulados e cocos anaerdbios. A ciprofloxina ¢ uma
fluoroquinolona que apresenta acdo bactericida, principalmente contra Gram-negativas
(Vijayaraghavan et al., 2012). A minociclina, um antibidtico da familia das tetraciclinas,
apesar do seu grande potencial bactericida, pode causar alergias e manchamento da coroa
dentaria (Kim et al., 2010). Essas limita¢gdes da minociclina levou ao estudo de novas
alternativas para a combinacdo da pasta triantibidtica, como a fosfomicina, um potente
inibidor da proteina MurA, envolvida na biogénese da parede celular, com amplo espectro
de acdo contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (Trope, 2010). Estudo apontou
que a combinacdo de metronidazol, ciprofloxicina e fosfomicina apresentou efeito
inibitorio in vitro contra diversas cepas microbianas, incluindo E. faecalis, e atividade
antibiofilme simples e misto de E. faecalis e C. albicans (Machado, 2016)

Entre os antimicrobianos naturais que vém sendo muito estudados em Medicina e
Odontologia estd o epigalocatequina-3-galato (EGCG), um importante flavonoide
extraido das folhas de cha verde (Reygaert WC, 2018; Steinmann et al., 2013). Além de
apresentar propriedades antioxidantes, antitumorais e anti-inflamatorias, o EGCG
também ¢ eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Steinmann et al,
2013). Também se mostrou eficaz contra bactérias multirresistentes, como Pseudomonas

aeruginosa e Escherichia coli (Jeon et al., 2014). EGCG demonstrou atividade inibitéria
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contra Enterococcus faecalis, tanto em células planctonicas quanto em biofilme (Lee e
Tan, 2015) e inibiu a adesdo de Streptococcus mutans de maneira dose-dependente por
meio da supressdo de genes relacionados a formagdo de biofilme (Xu et al., 2012).
Estudos demonstraram que baixas concentragdes de EGCG mostram sinergismo com
antibioticos B-lactamicos sobre bactérias multirresistentes, provavelmente porque EGCG
atua direta ou indiretamente no mesmo local dos antibidticos, o peptidoglicano nas
paredes celulares, aumentando a atividade antimicrobiana (Zhao et al., 2001). Além disso,
a combinacdo de antibidticos com EGCG aumentou o efeito sobre biofilmes orais (Hu et
al., 2001; Duque et al., 2023). Ferreira (2013) avaliou in vitro uma medicagao intracanal
com EGCG associado ao PEG 400 em dentes deciduos e permanentes e notou que EGCG
ndo mudou suas propriedades fisico-quimicas, sua estabilidade, além de ndo alterar a
coloracdo do dente até 56 dias apos sua aplicagdo nos canais desses dentes.

A otimiza¢do do tratamento endodontico em dentes deciduos combinando a
instrumentagdo com o uso de limas mecanizadas e medicagdes intracanais com melhor
efeito antimicrobiano ¢ de extrema relevancia em Odontopediatria, pois poderia diminuir
o tempo clinico e melhorar os resultados clinicos do procedimento. Iniimeros sistemas
de limas endodonticas mecanizadas estdo disponiveis no mercado, porém, a maioria deles
foram desenvolvidos para a instrumentacdo de dentes permanentes. Assim, estudos in
vitro ainda sdo necessarios para determinar o efeito desses sistemas no desgaste de dentina
nos tergos radiculares dos dentes deciduos a fim de aumentar a seguranca na sua indicagao
clinica. Paralelamente, a literatura ainda ¢ bastante divergente sobre qual medica¢do
intracanal seria ideal para dentes deciduos que pudesse ter o efeito antimicrobiano
desejado, sem afetar o dente permanente subjacente, auxiliando na manutencdo dos
dentes deciduos no arco até a época mais proxima possivel da sua esfoliacdo fisiologica.
Dessa forma, os objetivos da presente tese serdo: 1) comparar dois protocolos de
instrumentagdo endodontica: um sistema rotatoério e um sistema reciprocante, realizados
em prototipos de molares deciduos por meio de microtomografia computadorizada
(micro-CT); e 2) avaliar o efeito de duas propostas de medicacdes intracanais: uma
combinagdo triantibidtica (TRI) de metronidazol, ciprofloxacina e fosfomicina (FOSFO)
e a associagdo de EGCG com FOSFO, em comparacao com pasta de hidréxido de calcio
(CH) ou clorexidina (CHX), todos dissolvidos em polietilenoglicol 400 (PEG) em
biofilmes multiespécies, a toxicidade em fibroblastos e atividades colagenoliticas e

gelatinoliticas detectadas na dentina radicular.
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Conclusao Geral

Conclui-se que ambos os protocolos de instrumenta¢do endodontica foram seguros para
serem utilizados na pulpectomia em dentes deciduos, pois promoveram minima
diminui¢do do volume dentindrio, transporte e centralizagdo do canal, minimizando a
reducdo da espessura dentinaria e fraturas. Embora o tempo de instrumentacao tenha sido
menor para as limas reciprocantes, houve maior aumento no volume do canal em
comparagdo as limas rotatdrias. Em relagdo as medicagdes, EGCG+FOSFO contidos no
PEG-400 apresentou propriedades antibiofilme e antiproteolitica, além de baixa
citotoxicidade em concentragdes mais baixas, podendo ser uma alternativa de medicagao

intracanal para fins endodonticos.
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