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Albuquerque MTP. Acdo da medicagdo intracanal sobre biofilme
microbiano localizado em areas de reabsorcao apical de dentes humanos
extraidos [dissertacdo]. S&o José dos Campos: Faculdade de Odontologia
de S&o José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2012.

RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a acdo de medicacdes intracanal sobre
biofilme microbiano localizado em areas de reabsor¢cédo externa de dentes
humanos extraidos. Para isto, 90 raizes de dentes humanos extraidos
apresentando reabsorcdo apical externa foram submetidas a
instrumentacdo padronizada. Em seguida foram divididas aleatoriamente
em 6 grupos (n=15). As raizes foram expostas a cepa de E. faecalis
(ATCC 29212) por 10 dias para induzir a formacao de biofilme microbiano
nas areas de reabsorcdo externa apical. Apds a formacdo do biofilme,
foram inseridas medicacdes intracanal de acordo com os grupos. Grupo
(HC): hidréxido de célcio com solucédo fisiolégica; Grupo (HC-CHX):
hidroxido de calcio com Clorexidina gel 2%; Grupo (HC-GEN) hidroxido de
calcio com extrato glicolico de gengibre 20%; Grupo (CHX): clorexidina
gel 2%; Grupo (GEN): extrato glicélico de gengibre; Grupo controle (CC):
solucdo salina fisiologica. Cada grupo permaneceu com medicacdo no
interior dos canais radiculares por um periodo de 15 (quinze) dias. Ao final
desse periodo as raizes foram avaliadas através do célculo de unidades
formadoras de col6nias por superficie do espécime (UFC/ml) e atraves de
analise em Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV). Os resultados
foram analisados pelos testes estatisticos de ANOVA e Tukey. Verificou-
se que nenhuma medicacdo intracanal eliminou completamente o
biofilme, mas houve reducdo dos microrganismos pela contagem de
UFC/mL no grupo CHX, seguido pelo grupo HC. Os demais grupos
apresentaram resultados semelhantes ao grupo controle. As imagens por
MEV confirmaram a permanéncia do biofilme nas areas de reabsorcao
apical. Conclui-se que as medicacdes intracanal ndo foram capazes de
eliminar completamente o biofilme apical de E. faecalis in vitro.

Palavras-chaves: Biofilme microbiano. Medicacao intracanal. Reabsorgéao
apical.
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ABSTRACT

The aim of this study is to evaluate the effects of intracanal medication on
microbial biofilm located in apical external root resorptions of extracted
human teeth. 90 roots of extracted human teeth with apical external root
surface were submitted to standardized instrumentation. The roots will be
randomly divided into 6 groups of 15 roots each (n=15).The roots were
exposed to E.faecalis strains (ATCC 29212) for 10 days to induce
microbial biofilm formation in resorptions of apical external root surface.
After biofilm formation, intracanal medications were inserted in each
group. Group (HC): calcium hydroxide with sterile saline solution; Group
(HC-CHX): calcium hydroxide with Chlorhexidine gel 2%; Group (HC-
GEN): calcium hydroxide with glycolic extract of ginger 20%; Group (CHX):
chlorhexidine gel 2%; Group (GEN): extract of ginger 20%; Control group
(CC): sterile saline solution. Each group remained with medication in the
root canal for fifteen (15) days. After this period the roots were evaluated
by calculating the colony-forming units per surface of the specimen (CFU /
ml) and by analysis of Scanning Electron Microscope. The results will be
analyzed using statistical tests of ANOVA and Tukey. It was found that no
dressing completely eliminated biofilm, but it was a decrease in
microorganisms number according to CFU / mL in the CHX group,
followed by HC group. The other groups showed similar results to the
control group. The SEM images confirmed the permanence of biofilm in
areas of apical resorption. It is concluded that the dressing is not able to
completely eliminate the biofilm apical E. faecalis in vitro.

Key words: Bacterial biofilm. Intracanal dressing. Apical root resorption.



INTRODUCAO

Os microrganismos e seus produtos sdo de fundamental
importancia na inducdo de doencas pulpares e perirradiculares
(Kakehashi et al., 1965; Sjogren et al., 1990; Sundqvist et al., 1998). Estes
podem sobreviver ao preparo quimico-mecénico dos canais radiculares
tornando-se uma das principais causas de insucesso nos tratamentos
endododnticos (Distel et al., 2002). Algumas bactérias resistentes possuem
mecanismos adaptativos eficientes que permitem sua sobrevivéncia em
novos ambientes e circunstancias biolégicas, mesmo com a realizacéo de
limpeza e modelagem adequadas dos canais radiculares (Sundqvist et al.,
1998; George et al., 2005). Grande parte destes microrganismos que
persistem, estao localizados no terco apical do canal radicular (Nair et al.,
1990).

Os dentes que apresentam lesdo perirradicular visivel em
exames radiograficos possuem na superficie externa do apice radicular,
areas de reabsor¢do no cemento envolvendo, muitas vezes, todo o apice.
Essas areas podem reter microrganismos ou facilitar a colonizacdo dos
mesmos (Tronstad et al., 1981). Estes microrganismos podem se aderir a
superficie radicular e se agrupar em comunidades altamente organizadas,
com formato de cogumelo, embebidas em uma matriz extracelular de
polissacarideos e rodeada por canais de agua que fornecem nutrientes e
eliminam residuos, conhecidas como biofilme (Distel et al., 2002; Chavez
de Paz, 2007). O biofiime dental € uma das principais causas de
insucesso do tratamento endoddéntico, ja que localiza-se em regides de
dificil acesso (Ricucci, Siqueira Jr., 2010). Varios autores relatam casos

clinicos de insucesso no tratamento endoddntico causados pela presenca
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de biofilme apical (Carr et al., 2009; Ricucci, Siqueira jr.,2008; Ricucci,
Siqueira jr., 2011).

Dentre as espécies bacterianas endodonticas que podem
estar envolvidas na formacao de biofilme, Enterococcus faecalis € a uma
das mais importantes (Spratt et al,. 2001). Trata-se de bactéria Gram-
positiva, anaerobia facultativa, que possui a habilidade de sobreviver no
interior de canais radiculares, mesmo apoOs a realizacdo do tratamento
endododntico. Ela tem a capacidade de adaptar-se em ambientes com
tensdo de oxigénio reduzida, pouca disposicdo de nutrientes e com a
presenca de antibidticos que agem selecionando microrganismos no
interior do canal radicular (Sundquivist et al., 1998; Kayaoglu et al., 2011).
Essa bactéria parece ser mais resistente a medicagdes utilizadas durante
0 tratamento e é um dos poucos organismos que tem se mostrado
resistente ao efeito antibacteriano do hidroxido de célcio (Bystrom et al.,
1985; Grstavik et al., 1990; Gomes et al., 2003).

MedicagOes intracanal tendem a ser efetivas contra
microrganismos que resistem ao preparo quimico mecanico do sistema de
canais radiculares e possuem a capacidade de controlar o exudato
persistente e a acdo destrutiva de osteoclastos nas areas de reabsor¢cao
radicular externa (Estrela et al., 2009).

A medicacdo intracanal mais utilizada mundialmente € o
hidroxido de calcio [Ca (OH);], conhecido por possuir muitas das
propriedades consideradas ideais para uma medicacéo intracanal como
inducdo da formacdo de tecido duro, acdo antimicrobiana moderada e
capacidade de dissolucao tecidual (Nerwich et al., 1993). Sua atividade
antimicrobiana provém da sua capacidade de elevar o pH do meio,
promovendo um ambiente alcalino e osteogénico sobre os tecidos
circundantes através da liberacdo de ions hidroxila (OH-) (Tronstad et al.,
1981), eliminando assim grande parte dos microrganismos que S&o
incapazes de sobreviver em um ambiente com pH t&o elevado (Bystrom et

al., 1985). Seu pH é em torno de 12,5 tendo efeito destrutivo sobre as
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membranas celulares e estruturas protéicas das bactérias (Spangberg,
1994).

Considerando a importancia da medicacao intracanal, a
clorexidina tem sido bastante pesquisada por possuir amplo espectro
antimicrobiano, habilidade de manter sua atividade antimicrobiana por
tempo prolongado quando aderida a substratos anidnicos e por sua lenta
liberagdo enquanto sua concentragcdo decresce (Basrani et al.,, 2002;
Gomes et al., 2006; Siqueira jr. et al., 2007). A partir disto, pesquisas
comecaram e a ser produzidas visando verificar a acdo da clorexidina
como substancia quimica irrigadora e também como medicacao intracanal
sozinha ou associada ao hidroxido de célcio no combate a bactérias
extremamente resistentes como E. faecalis (Gomes et al., 2003; Menezes
et al., 2004, Valera et al., 2010; Kayaoglu et al., 2011).

Apesar de a Clorexidina apresentar excelente efeito
antimicrobiano quando utilizada sozinha ou associada ao hidroxido de
calcio (Gomes et al., 2003; Ercan et al., 2006), estudos recentes mostram
gue a mesma apresenta citotoxidade liberando paracloroanilina quando
utilizada sozinha e espécies de oxigénio reativo quando associada ao
hidroxido de célcio (Barbin et al., 2008). Segundo Ribeiro et al. (2005), em
seu estudo para avaliar se os agentes antimicrobianos endodonticos
podem induzir quebras no DNA de células de ovarios de hamster chinés
(CHO), nenhuma das substancias causou danos as células avaliadas,
inclusive a clorexidina. Assim, percebe-se a necessidade de mais estudos
sobre a toxicidade da clorexidina.

Uma alternativa, que vem sendo estudada recentemente,
€ a utilizacdo de fitoterapicos (Prabhakar et al., 2010; Lantz et al., 2007).
A literatura tem mostrado que Zingiber officinalis, conhecido como
gengibre, possui acao antibidtica e antiinflamatoria, sugerindo-se assim, a
sua utilizagdo na endodontia como um potencial agente irrigante e

medicamento intracanal.
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Baseando-se nos resultados destes estudos e no escasso
conhecimento sobre a atuacdo de medicagbes intracanal em biofilmes
localizados nas areas de reabsorcao da porgéao apical externa da raiz, o
presente estudo tem por objetivo avaliar a acdo de medicacdes intracanal
sobre biofilmes microbianos localizados em areas de reabsorcao externa

apical de dentes humanos extraidos.



REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biofilme bacteriano

O principio do tratamento endodfntico para alcancar
resultados favoraveis, principalmente em casos de infeccdes persistentes,
€ primeiramente o reconhecimento do problema e posteriormente a
remogéo dos fatores etiologicos (Estrela et al., 2009). Assim, a principal
causa de insucesso no tratamento endodbéntico € a presenca de
microrganismos persistentes, dificeis de serem eliminados mesmo com a
realizacdo de um preparo quimico-mecéanico eficiente e utilizagdo de
substancias quimicas auxiliares (Distel et al., 2002). Grande parte destes
microrganismos encontra-se alojada no terco apical do canal radicular
(Nair et al.,, 2009), e podem se associar e aderir a alguma superficie,
formando comunidades complexas conhecidas como biofilme bacteriano
(Ricucci, Siqueira Jr., 2010). Essas comunidades podem localizar-se na
superficie externa do &pice radicular, dificultando o acesso de
instrumentos e medicacdes intracanal, passando a ser a causa de
insucesso do tratamento endodontico com grande dificuldade de
resolucao (Ricucci, Siqueira Jr., 2010).

Tronstad et al. (1990) avaliaram o apice radicular de
dente portador de leséo periapical refrataria, que necessitou ser removido
cirurgicamente por apresentar falha no tratamento endoddntico. Ao
observar, por microscopio eletronico de varredura, areas proximas ao
forame apical (superficie externa da raiz) foi notada a presenc¢a de cocos

circundados por matriz extracelular, principalmente nas regides onde
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havia reabsorcéo de cemento e de cemento e dentina. Eles atribuiram a
falha do tratamento a presenca de infecgcéo extraradicular, concluindo que
0S microrganismos, rodeados por matriz extracelular ou na leséo
periapical, foram protegidos contra as defesas do hospedeiro e terapia
antibidtica sistémica.

Tronstad et al. (1990) examinaram microscopicamente as
superficies de pontas das raizes removidas durante cirurgia
parendodontica. Para isto, 2 a 3 mm do apice destas raizes foram
seccionados, lavados com solucao salina e imersos em formalina neutra
tamponada 10%. Em seguida, as amostras foram fixadas, desidratadas e
metalizadas para posterior analise em microscopio eletronico de
varredura. Este estudo mostrou que havia grande quantidade de bactérias
na regido apical, cobertas com material extracelular, formando uma placa
com predominancia de cocos e filamentos.

Segundo Costerton et al. (1999), os biofilmes microbianos
sdo comunidades estruturadas de células bacterianas aderidas umas as
outras que produzem uma matriz polimérica hidratada e encontram-se
aderidas a alguma superficie inerte ou viva. Estes biofilmes podem estar
presentes em muitas infeccbes bacterianas crbnicas persistentes na
regido periapical da raiz dental e sdo altamente resistentes a agentes
antimicrobianos.

Nair et al. (1990) avaliaram a presenca ou auséncia de
bactérias no terco apical dos canais radiculares e na regido periapical.
Selecionaram dentes tratados endodonticamente, com evidéncias
radiograficas de lesdes periapicais e cultura bacteriana negativa antes da
obturagdo dos canais radiculares. Os dentes foram proservados por um
periodo de que variou de 4 a 10 anos. Destes casos, 90% apresentaram
sucesso e 10% apresentaram insucesso. Estes foram submetidos a
cirurgia, de onde foram obtidos os espécimes utilizados neste estudo. Os
mesmos eram compostos pelo terco apical da raiz, leséo periapical e por

uma fina [amina de osso circundante. Em seguida, os espécimes foram
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preparados para andlise microscopica. Os resultados mostraram que 6
dos 9 casos analisados, apresentaram bactérias ou fungos, visiveis a
microscopia de luz ou ao microscopio eletrénico. Desta forma pode-se
concluir que, dos 9 casos avaliados a maioria apresentou bactéria ou
fungo nos canais radiculares e encontravam-se assintomaticos por longo
periodo de tempo. Observou-se também que o microscopio de luz, por si
so, foi ineficaz em detectar infeccbes persistentes no canal radicular,
necessitando assim, do microscopio eletrbnico para a deteccdo de
microrganismos. Os achados deste estudo mostraram que a presenca de
microrganismos persistentes atua de maneira significante no insucesso do
tratamento endodontico e na manutencao das lesfes periapicais.

Lenonardo et al. (2002) realizaram estudo como o objetivo
de avaliar a presenca de biofilme bacteriano na superficie externa do
apice radicular em dentes portadores de necrose pulpar com ou sem
lesGes periapicais visiveis radiograficamente. Foram utilizados 21 dentes
humanos, sendo 5 com polpa viva (G1), 8 com necrose pulpar e sem
lesdo periapical visivel radiograficamente (G2) e 8 necrose pulpar e lesdo
periapical cronica (G3). Apo6s a exodontia, os dentes foram
cuidadosamente lavados e fixados. Em seguida, os apices radiculares
foram secionados e preparados para analise em Microscépio eletrénico
de varredura (MEV). Nao foram encontrados microrganismos na
superficie externa apical dos grupos G1 e G2. No G3, ao lado do forame
apical, foram encontradas areas de reabsorcdo superficiais e profundas
no cemento e, nestas areas, havia grande quantidade de microrganismos
tanto sozinhos quanto em associacao. Houve presenca de biofilme apical
em todos os espécimes. Assim, o biofilme bacteriano apical € de grande
relevancia clinica, ja que é bastante resistente aos agentes microbianos e
nao podem ser removidos apenas com o preparo biomecanico, podendo
levar a falha do tratamento endodontico.

Stanley e Lazazzera (2004) realizaram revisdo de

literatura visando estudar os sinais ambientais que afetam tanto o inicio
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da formacdo do biofilme microbiano quanto a natureza estrutural do
biofilme maduro. Eles observaram que os sinais regulatérios do ambiente
induzem a formacao do biofilme de maneiras diferentes de acordo com a
espécie bacteriana, permitindo que cada espécie colonize o ambiente
ideal com eficiéncia. Este estudo sugere que a viabilidade de nutrientes
regula a profundidade do biofilme de maneira que a quantidade maxima
de células presentes aparenta ocorrer em condi¢cdes nutricionais
reduzidas. Por outro lado, quando ha um ambiente muito rico ou muito
pobre em nutrientes, ha um grande numero de células em fase
plancténica. Afirmaram ainda, que o amadurecimento do biofilme promove
a formacdo de canais e estruturas similares a pilares que podem
proporcionar duma eficiente chegada de nutrientes paras as células que
compde esse biofilme.

Svensater e Bergenholtz (2004) realizaram revisdo de
literatura visando mostrar desde o conceito de biofilme, seus estagios de
formacdo e como ele pode ser aplicado as infeccfes endodénticas. Este
estudo afirma que o conhecimento acumulado sobre o biofilme sugere
gue 0sS organismos que crescem no mesmo, desenvolvem propriedades
diferentes daquelas apresentadas no estado planctonico. Afirma ainda,
gue a organizagdo em biofilmes proporciona protecdo aos
microrganismos residentes, tornando-os resistentes a influéncias nocivas
incluindo agentes antimicrobianos. Assim, as condicdes em que 0sS
biofilmes ocorrem em infec¢cbes endodonticos e as medidas que devem
ser tomadas para a sua erradicacao, ainda ndo sdo bem compreendidos.
Nessa revisdo, foi apresentado o conceito de biofilme, e discutido como
ele pode ser aplicado a infeccbes endodonticas.

George et al. (2005) analisaram em seu estudo a
estrutura do biofilme bacteriano formado no interior do canal radicular e a
penetracdo de E. faecalis nos tubulos dentinario, ambos em condi¢bes
ambientais e nutricionais diferentes. Para isto, foram utilizados 48 molares

superiores sem caries que tiveram suas coroas seccionadas abaixo da
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juncdo cemento-esmalte e o tamanho das raizes foi padronizado em 8
mm. Os espécimes foram instrumentados com limas k-file e irrigados com
NaOCI 2,5% e EDTA 17%. Em seguida, foram divididos em 4 grupos
contendo 8 dentes cada e quatro espécimes adicionais foram incluidas
como controles em todos os grupos sob as mesmas condi¢des de preparo
com excecao da inoculacao bacteriana. Os espécimes de todos 0s grupos
foram inoculados com E.faecalis sob diferentes condicbes ambientais:
G1) meio enriquecido com nutrientes em condi¢gBes aerdbias; G2) meio
enriquecido de nutrientes sob condi¢cdes anaerébias; G3) meio desprovido
de nutrientes sob condi¢cbes aerdbias; G4) meio desprovido de nutrientes
sob condi¢bes anaerdbias. Os mesmos foram avaliados por um periodo
de 21 dias. As andlises foram realizadas através de microscopio
eletrbnico de varredura, confocal e de luz, e raios-x de energia dispersiva
(EDX), focando na variagdo da estrutura do biofilme formado sob
diferentes condi¢cdes ambientais. Foi observado, por avaliagdo com o
EDX, um aumento do nivel de célcio no G4 em relacao a superficie de
dentina. Este estudo mostrou que o desenvolvimento, a modificacdo de
biofilme de E. faecalis e a profundidade de penetracdo nos tubulos
dentinarios foram mais evidentes nos grupos em que 0S meios eram
enriquecidos.

Kishen et al. (2006) analisaram a interacdo entre o E.
faecalis e a dentina radicular. Para esta analise, 40 dentes tiveram suas
coroas seccionadas, foram instrumentados até a lima k 40 e divididos em
dois grupos. Os dentes do grupo 1 foram seccionados verticalmente no
plano médio-sagital, em seguida foram incubados com E. faecalis por
periodos de 2, 4 e 6 semanas, sendo a composi¢cdo quimica do biofilme
formado determinada por difracdo de raios-x e espectroscopia
transformadora infravermelha de Fourier (FTIR). J& os dentes do grupo 2
nao foram seccionados, foram incubados com E. faecalis por 6 semanas
e a topografia e ultraestrutura do biofilme foram analisadas por
microscépio eletrénico de varredura (MEV), microscopio de luz e
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microscopio de varredura laser confocal. Estes experimentos
evidenciaram diferentes estagios de interacdo entre o E. faecalis e a
dentina do canal radicular. No estagio 1, observou-se a formacédo do
biofilme. No estagio 2, a bactéria induziu dissolucédo da fracdo mineral do
substrato da dentina. No estagio 3, uma camada de precipitado de apatita
foi formado na estrutura do biofilme maduro. Esta habilidade do E.
faecalis formar biofilme calcificado pode ser um fator que contribui para
sua persisténcia apés o tratamento endodéntico.

Chavez de paz (2007) realizou uma revisao literaria com a
finalidade de apresentar evidéncias de que a origem de infeccdes
endododnticas persistentes ndo depende da forma do microrganismo, mas
sim da sua capacidade em adaptar-se a novas condicbes ambientais
ocasionadas pelo tratamento endoddntico. Nesta revisao ele percebeu
gue mudancas no ambiente original, como o aumento do pH pelo
hidroxido de célcio ou o efeito de antimicrobianos, podem desencadear
alteracbes genéticas que modificam as caracteristicas das células
bacterianas. A capacidade de se aderirem umas as outras e a uma
superficie formando um biofime é bom exemplo de adaptacdo das
bactérias ao novo ambiente, fazendo com que a infecgdo permanecga no
canal radicular, sendo assim uma das principais causas de insucesso do
tratamento endoddntico. Tendo em vista o problema das infeccdes
persistentes na endodontia, sugere-se que a a¢ao individual de espécies
bacterianas nestes casos é secundaria comparada a capacidade de
mudancas adaptativas provenientes de uma comunidade polimicrobiana
de biofilmes em resposta a mudancas ambientais proporcionadas pelo
tratamento endoddntico.

Carr et al. (2009) analisaram o ter¢co apical de um caso
clinico de molar inferior com insucesso do retratamento endodéntico
causado pela presenca de biofilme bacteriano. O paciente realizou o
tratamento de canal hd 10 anos e retornou ao consultério com dor

espontédnea e sensibilidade no dente em questdo. Optou-se pelo
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retratamento dos canais radiculares utilizando-se sistema rotatorio e
manual. Aproximadamente 2 anos apds o0 retratamento dos canais
radiculares, o paciente retornou com as mesmas queixas relatadas no
inicio do retratamento. A lesao do canal distal regrediu, porém nos canais
mesiais a mesma progrediu decidindo-se assim por fazer uma cirurgia
periapical removendo-se 0 apice dos canais mesiais que foram
processados para a analise histologica através de microscopio de luz e
eletrénico. Ao microscépio de luz foi possivel observar a presenca de
istmo e canais laterais, porém nenhuma col6nia de bactérias pode ser
observada. Ja& ao microscopio eletronico pode-se observar biofilme
bacteriano em todos os cortes histologicos analisados. As comunidades
de biofilme encontradas, ndo se apresentavam homogéneas, mas sim
com grande variacdo de forma. A constatacdo da presenca de
comunidades de biofilme no terco apical da raiz, bem como a observacgao
e 0 estudo da complexidade das mesmas, permite um melhor
entendimento sobre as infec¢des bacterianas cronicas e 0 seu papel na
falha do tratamento endodontico.

Estrela et al. (2009) realizaram uma reviséo de literatura
visando fazer uma andlise critica da eficacia antimicrobiana de
medicacdes intracanal em biofilmes bacterianos. Eles observaram que ha
contradicdes nos resultados dos estudos quanto essa eficacia, ja que
alguns mostram sucesso e outros falhas das substancias antimicrobianas.
Assim, sd0 necessarias mais pesquisas sobre o assunto para confirmar
se existe realmente alguma medicacédo eficaz no combate desta patologia
gque € uma das principais causas de insucesso do tratamento
endodontico.

Guo e Wang (2009) avaliaram os padrbes da infeccao
microbiana localizada na superficie externa apical de dentes tratados e
nao tratados endodonticamente que estavam associados a periodontites
apicais crbnicas. Estudaram também, as espécies bacterianas presentes

no biofilme, sua origem e constituicdo. Foram analisados 10 dentes, com
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lesdo periapical evidenciada por exame radiografico, sendo 5 deles
tratados e 5 ndo-tratados. Foram coletadas amostras microbianas dos
canais radiculares. Os dentes analisados necessitaram ser extraidos.
Apés exodontia, parte dos dentes teve o terco apical seccionado e o0s
outros foram preparados para analise do terco apical por microscépio
eletrbnico de varredura. Os resultados deste estudo mostraram que: as
bactérias predominantes foram P. micros e F. nucleatum; dentre os
dentes ndo tratados, apenas um apresentou bactérias proximo ao apice
radicular, sendo estas na forma de cocos, jA& nos dentes que foram
tratados, foi observado um agregado bacteriano denso caracteristico de
biofilme, ao redor do forame apical, compostos principalmente por cocos e
bastonetes. Assim, pode-se concluir que a presengca do biofilme
bacteriano apical é clinicamente importante e pode ser a causa de
insucesso no tratamento endoddéntico principalmente dos casos onde ha
infeccdes persistentes.

Ricucci e Siqueira Jr. (2010) propuseram avaliar a
prevaléncia de biofilme bacteriano intraradicular e extraradicular em
canais radiculares de dentes humanos tratados e n&o tratados
endodonticamente evidenciados pela presenca de lesdo periapical
através de andlise histobacteriolégica, bem como procurar possiveis
associacdes entre biofilme e algumas condi¢des clinicas como o tamanho
da lesdo periapical na radiografia e tipo de lesdo periodontal apical
através de analise histopatoldgica. Para isto, foram utilizadas 106 raizes
ou pontas de raizes contendo a lesao periapical circundante que foram
extraidas ou submetidas a cirurgia periapical. Em seguida as amostras
foram preparadas para analise histoldgica. Os resultados mostraram que
houve presenca de bactéria em todos os espécimes avaliados. A
presenca de biofilme intraradicular na regido apical das raizes foi
observada em 82 das 106 (77%) raizes avaliadas. Os autores observaram
ainda, que houve predominancia de um tipo de bactéria nos biofilmes
formados. Com relacdo ao tamanho radiografico da lesé@o periradicular, foi
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notado que 62% dos casos onde havia lesédo pequena (£ 5 mm) havia
também presenca de biofilme e 82% onde havia lesdo de grande didmetro
(> 5 mm) havia também a presenca de biofilme. Assim, o presente estudo
constatou uma alta incidéncia de biofilme bacteriano no apice de raizes

com leséo periradicular.

2.2 Métodos utilizados para eliminar biofilme bacteriano radicular

2.2.1 Substancias quimicas auxiliares e medicag¢fes intracanal

A medicacéo intracanal mais utilizada mundialmente é o
hidréxido de célcio [Ca (OH),], conhecido por possuir muitas propriedades
consideradas ideais para uma medicacao intracanal, com destaque para
sua acao antimicrobiana proporcionada pelo seu elevado pH (Bystrom,
1985; Nerwich et al., 1993; Siqueira, Lopes, 1998).

Tronstad et al., 1981, avaliaram o pH dos tecidos dentais
apos a utilizacdo do hidréxido de calcio como medicacdo intracanal.
Foram utilizados neste estudo, dentes de macaco com apice aberto, semi-
aberto e fechado; dentes reimplantados; dentes portadores de necrose
pulpar com leséo periradicular evidente radiograficamente. Os canais
radiculares foram instrumentados, utilizando-se NaOCl 1 %, sendo em
seguida inserida pasta de hidréxido de célcio como medicac¢éao intracanal.
A mesma permaneceu por 4 semanas no interior dos canais radiculares.
Apbs esse periodo os animais foram sacrificados e amostras foram
obtidas para andlise. Os resultados mostraram que tanto os dentes
reimplantados quanto os néo-reimplantados com formagéo radicular

completa e medicados com hidréxido de calcio apresentaram o pH da
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dentina circumpulpar variando entre 8.0 a 11.1. Nos dentes com &pice
aberto o pH da dentina variou entre 8.0 e 10.0. Nos dentes portadores de
necrose pulpar onde néo foi realizada a instrumentacdo do canal radicular
0 pH variou de 6.0 a 7.4. Pode-se observar neste estudo que o pH do
cemento nado foi influenciado pelo hidréxido de célcio, entretanto nas
areas de reabsorcéao foi observado pH alcalino nas superficies dentinarias
expostas.

Bystrom e Sundqvist (1985) avaliaram clinicamente a
acdo antibacteriana do Hipoclorito de sédio (NaOCI) nas concentracdes
de 0,5% e 5% e do EDTA em canais radiculares infectados, submetidos
ao tratamento endodoOntico. Foram realizados 60 tratamentos
endoddnticos em dentes uniradiculados, portadores de necrose pulpar,
cujas paredes da camara pulpar apresentaram-se intactas e com
evidéncias radiogréficas de destruicdo 6ssea periapical. Os dentes foram
divididos em 3 grupos, onde no primeiro foi utilizada irrigacdo com NaOCI
0,5%, no segundo NaOCI 5% e no terceiro foi intercalado NaOCl 5% e
EDTA 15%. Os resultados mostraram que nao houve diferenca estatistica
entre as duas concentracdes utilizadas da solugéo irrigadora, porém, a
utilizagdo do EDTA associado ao hipoclorito mostrou melhores resultados
na eliminagcdo de microrganismos. Este estudo evidenciou ainda, que as
bactérias que sobreviveram a instrumentacdo e a acao dos agentes
irrigantes aumentaram em nuamero no periodo entre a anélise dos
resultados nos casos em que a medicacéo intracanl ndo foi utilizada.

Bystrom et al. (1985) avaliaram a eficacia bactericida do
hidréxido de calcio, do fenol canforado e do paramoclorfenol canforado
utilizados como medicacdo intracanal. Foram utilizados 65 dentes
uniradiculares, portadores de necrose pulpar, com as paredes da camara
pulpar intacta e com evidéncia radiogréfica de lesdo periapical. Em 35
dentes foi inserido o hidroxido de célcio com auxilio do espiral lentulo,
destes, 20 foram irrigados com NaOCL 0,5% e 15 com NaOCl 5%. Os
outros 30 dentes foram irrigados com NaOC| 0,5%, sendo 15 deles
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medicados com fenol canforado e 15 com paramonoclorofenol canforado.
Em seguida, amostras bacteriologicas foram coletadas dos canais
radiculares. A primeira coleta foi realizada apos o preparo do canal
radicular, a segunda foi realizada ap6s 1 més, nos dentes onde foi
inserido o Ca(OH),, e ap6s 2 semanas nos dentes em que foram inseridas
as outras duas medicacoes, e a terceira foi realizada apos 2 a 4 dias da
remogdo das medicagdes intracanal de todos os dentes. Para a analise
dos resultados foi utilizada uma técnica bacteriolégica capaz de detectar
microrganismos anaerobios presentes no interior do canal radicular,
mesmo quando em pequenas quantidades. Este estudo mostrou que em
apenas um caso dos 35 tratados com Ca(OH)2 apresentou reincidéncia
de microrganismos. Ja, quando foram utilizados paramoclorofenol
canforado ou fenol canforado, 10 de 30 casos apresentaram reincidéncia
de microrganismos. As bactérias predominantes eram anaerdbias e gram-
positivas. Os resultados deste estudo mostraram que o tratamento
endoddntico de dentes com polpas necrosadas portadores de lesao
periapical pode ser finalizado apdés 2 sessBes quando utliza-se o
hidréxido de céalcio como medicacéo intracanal.

Lima et al. (2001) avaliaram a eficacia de medicacbes
alternativas na eliminacdo de biofilme de E. faecalis. Primeiramente foi
induzida a formagé&o de biofilme de E. faecalis de 1 e 3 dias em filtros de
membranas de nitrato celulose. Essas membranas foram totalmente
cobertas com 1 ml das seguinte substancias: digluconato de clorexidina
(CHX) 2% e natrosol; CHX 2% e sulfato de sédio lauril-dietileno-glicol-éter
1,25%; Clindamicina 2% e natrosol; Clindamicina 2%, sodio lauril-
dietileno-glicol-éter 1,25% e natrosol; CHX 2%, oxido de zinco 15%, sodio
lauril-dietileno-glicol-éter 1,25% e natrosol; Clindamicina 2%, Metronidazol
10%, soOdio lauril-dietileno-glicol-éter 1,25% e natrosol. Todas as
medicacbes encontravam-se na forma de gel e permaneceram em
contato com o biofilme por o periodo de um dia a 37° C. Apds esse
periodo as amostras foram diluidas e plaqueadas em placas de &gar,
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permanecendo por 48 h incubadas para posterior contagem de unidade
formadora de colonias por ml (UFC/ml). Os resultados mostraram que a
associacao da clindamicina com o metronidazol reduziu significativamente
0 numero de células bacterianas no biofilme de um dia. Entretanto, de
todas as medicacdes testadas, apenas as medicacbes contendo
clorexidina foram capazes de eliminar completamente os biofilmes de E.
faecalis de 1 e 3 dias. Este estudo mostrou que a clorexidina gel pode
exercer um importante papel na erradicacdo de infecgdes endodonticas
persistentes.

Distel et al. (2002) propuseram em seu estudo avaliar a
hipotese de que o E. faecalis forma biofilme no interior do canal radicular
e que este resiste a acdo das medicacdes intracanal (MIC) mais usuais e
a infeccdo cronica do sistema de canais radiculares. Para isto foram
utilizados 46 dentes anteriores superiores que foram instrumentados e em
seguida montados em modelos de testes. As raizes, ja montadas nos
modelos de testes, foram divididas aleatoriamente em 4 grupos de acordo
com as medicacgOes intracanal utilizadas: G1) Ca(OH)2 / metilcelulose;
G2) pontas de Ca(OH)2; G3) controle positivo sem a presenca de
medicacédo; G4) controle negativo, onde os canais foram preenchidos com
solucéo fisiolégica. Os grupos 1, 2 e 3 foram inoculados com suspensao
de E. faecalis. Os resultados foram analisados por meio de microscopio
eletrdnico de varredura (MEV) e Microscopio confocal Este estudo
evidenciou que ha presenca de colonizacao de E. faecalis e formacéo de
biofilme no interior dos canais radiculares mesmo com a presenca de
MIC.

Abudallah et al. (2005) investigaram e compararam a
eficacia de substancias irrigadoras e medicacao intracanal sob E. faecalis
em sua forma planctonica (suspensdo ou pastilha) ou de biofiime. As
substancias quimica auxiliares e medicacao intracanal avaliadas foram o
NaOCI 3%, o lodo polvidine 10%, o Gluconato de clorexidina 0,2%, o
EDTA 17% e o hidréxido de célcio pH 12,3. Cepas de E.faecalis foram
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coletadas de canais radiculares infectados e cultivadas de maneira
isolada ou em forma de biofiime, sendo em seguida, expostas as
substancias testadas por periodos de 1, 2, 4, 8, 15, 30 e 60 min. Uma
solugdo de fosfato tamponada foi utilizada como controle. Verificou-se a
eficacia de 100% do NaOCI sob todas as forma de E.faecalis apdés o
periodo de exposicao de 2 minutos. O hidréxido de célcio eliminou 99,9%
dos microrganismos apos um periodo de 4 min de exposicao.

Clegg et al. (2006) analisaram a eficacia antimicrobiana
de solucdes irrigadoras endodénticas sobre biofilmes multiespécies. Para
isto, amostras de microrganismos foram coletadas de canais radiculares
de 10 pacientes diagnosticados com necrose pulpar e periodontite apical
cronica. Estas foram inoculadas em secc¢des dos 5 mm apicais de 70
dentes uniradiculares para induzir a formagao de biofilme polimicrobiano
por 7 dias. Apés a formacéo dos biofilmes, os mesmos foram expostos ao
hipoclorito de sodio (NaOCI) 6%, 3 % e 1 %, a clorexidina 2% (CHX), ao
NaOCI 1% seguido do BioPure MTAD e a solucéo de fosfato tamponada.
A andlise por microscoépio eletrénico de varredura mostrou que o NaOCI
6% e 3% foram capazes de alterar e remover o biofilme, NaOCl 1% e
NaOCI 1% seguido de irrigacdo com MTAD foram capazes apenas de
alterar o biofilme e a CHX 2% néo foi capaz de alterar o biofilme.
Verificou-se que o NaOCI 6 % foi o agente antibacteriano mais efetivo no
combate ao biofilme bacteriano.

Sena et al. (2006) avaliaram a ag¢ao do hipoclorito de
sédio 2,5% e 5,25% e da Clorexidina 2%, gel e liquida, sob modelos de
biofilme de sete monoespécies bacterianas: E. faecalis, S. aureus, C.
albicans, P. intermedia, P. gingivalis, P. endodontalis e F. nucleatum.
Estes microrganismos foram induzidos a formarem biofiime em
membranas de nitrato de celulose em meio agar. Os biofilmes formados
foram imersos nas substancias quimicas auxiliares avaliadas por periodos
de tempo de 30 segundos e 5, 10, 15, 30 e 60 min, com e sem agitacao

mecanica. A solucdo salina foi utilizada como controle. Em seguida as
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membranas foram transferidas para tubos contendo 2 ml de meio de
cultura novo que foram agitados por 30 seg. Apos, foi realizada diluicao
seriada, plaqueamento em agar e incubacdo em condi¢cdes adequadas
para posterior contagem de unidades formadoras de colonia (UFC/ml). Os
resultados mostraram que a agitacdo do meio proporcionou efetividade
antimicrobiana sob o biofilme em menor tempo na maioria das espécies
avaliadas Os agentes antimicrobianos na forma liquida, principalmente o
NaOCl 5,25% e a clorexidina 2%, foram capazes de eliminar os
microrganismos avaliados mais rapidamente (30 seg). Os autores
concluiram que a agitagdo mecanica aumentou a agao antimicrobiana das
substancias quimicas testadas nos modelos de biofilme.

Chai et al. (2007) propuseram avaliar a acdo de seis
grupos de antibiéticos e do hidréxido de célcio sob biofilme de E. faecalis
em modelos de membranas filtradas de celulose. O biofilme de E. faecalis
foi formado nos discos em um periodo de 48 horas, sendo em seguida,
expostos, por uma hora, ao Hidroxido de calcio p.a., ampicilina, a
eritromicina, oxitetraciclina, co-trimoxazol, vancomicina, vancomicina
seguida de sulfato de gentamicina e solucéo de fosfato tamponada (PBS)
(grupo controle). Para cada medicagao foram utilizados 5 discos e 1 disco
foi utilizado como controle. Apoés o periodo de exposicdo, os discos foram
lavados em PBS e foi realizada a contagem de unidades formadoras de
colénias (UFC) das bactérias viaveis remanescentes. Os resultados
mostraram que apenas o hidroxido de célcio, a eritromicina e a
oxitetraciclina foram capazes de eliminar 100% do biofilme.

Ariaz-Moliz et al. (2009) avaliaram, em seu estudo, a
concentragdo minima necessaria de solugcBes irrigadoras para a
eliminagcéo do biofilme bacteriano. Foram utilizados o NaOCI 0,1%, a
CHX 4%, o EDTA 17% e os acidos citrico 25% e fosforico 5% como
agentes irrigantes que foram submetidas a diluicbes e permaneceram em
contato com o biofilme de E. faecalis por periodos de tempo de 1, 5 e 10
min. Os resultados deste estudo evidenciaram que o NaOCl| na
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concentragcédo de 0,00625% e no tempo de 1 min foi capaz de eliminar o
biofiime de E. faecalis, seguido da CHX nas concentracdes de 2 % ou
mais, que eliminou o biofilme no tempo de 5 min. O EDTA e os &cidos
citrico e fosférico ndo foram capazes de eliminar o biofilme. Desta forma
conclui-se que o NaOCI foi a substancia que apresentou-se mais eficaz
na erradicacao de biofilme bacteriano de E. faecalis.

Williamson et al. (2009) compararam o efeito bactericida
de quatro formulagdes antimicrobianas sobre biofilmes de E. faecalis
formados a partir de cepas coletadas de canal radicular, que apresentou
insucesso ao tratamento endodontico e possuia lesdo periapical. As
solucdes irrigadoras avaliadas foram: hipoclorito de sédio 6% (NaOCI),
clorexidina 2% (CHX), CHX 2% com modificadores de superficie (CHX-
plus), NaOCl 6% com modificadores de superficie (Chlor—XTRA) e
solucédo salina estéril (grupo controle). Estas solu¢cdes permaneceram em
contato com as amostras por periodos de tempo de 1, 3 e 5 min. Dentre
as substancias avaliadas, aquelas que continham o NaOCI (NaOCl 6% e
Chlor-XTRA) apresentaram resultados superiores, quanto a eliminacao do
biofilme, em relacdo aos grupos que continham CHX, porém todas as
formulagbes antimicrobianas testadas exibiram atividade bactericida
significante sobre o biofilme de E. faecalis.

Delgado et al. (2010) testaram se a clorexidina, sozinha
ou associada ao hidroxido de calcio, era capaz de eliminar
completamente E. faecalis. Para isto, foram utilizados 60 dentes humanos
extraidos e expostos a cepas de E. faecalis por 21 dias. Apds este
periodo, os dentes foram irrigados com solucao salina e secos com cones
de papel absorventes. Em seguida, os espécimes foram distribuidos
aleatoriamente em 4 grupos (n=15), de acordo com a medicacao
intracanal inserida: Ca(OH),, clorexidina gel 2 %, Ca(OH), com clorexidina
gel 2% e solucéo salina (grupo controle negativo). Os dentes foram entao
colocados em placas petri e cobertos com gaze estéril imida por 14 dias.
Ao fim deste periodo, os mesmos foram irrigados com acido citrico 0,5%
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(grupos Ca(OH);), Tween 80 0,5% (Clorexidina gel 2% e Ca(OH), com
clorexidina gel 2%) e solugéo salina, como irrigacdo final para todos os
grupos. Em seguida, foram coletadas amostras de dentina, utilizando-se
alargadores Gates Gliden, com profundidades de 0 a 100 um e 100 a 200
pm, onde foram avaliadas a contagem de UFC/mL e a viabilidade
bacteriana, utilizando-se o microscopio de fluorescéncia. Este estudo
mostrou que houve grande diminuicdo no numero e na viabilidade de
microrganismos com a utilizacdo de todas as medica¢cbes. Porém, a
clorexidina sozinha ou associada ao Ca(OH), apresentou maior
efetividade contra E. faecalis que o Ca(OH)s,.

Baca et al. (2011) realizaram estudo com o objetivo de
avaliar a atividade antimicrobiana residual e a capacidade de eliminar
biofilme de E. faecalis de varias solugdes irrigadoras utilizadas sozinhas
ou associadas. Para isto, foram utilizadas como solu¢des irrigadoras o
hipoclorito de sodio (NaOCI) 2,5%, a Clorexidina (CHX) 2%, Cetrimida
(CTR) 0,2% &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 17%, Acido maleico
(MA) 7%, e as associacdes entre NaOCI 2,5% seguida de irrigagdo com
EDTA ou MA, e NaOCI 2,5% seguida de irrigacdo primeiramente com
EDTA ou MA e posteriormente CTR ou CHX. Este estudo evidenciou que
as solucdes irrigadoras mais efetivas na eliminacdo de biofilme de E.
faecalis foram no NaOCl e o CTR. Entretanto, CHX e CTR, utilizadas
sozinhas ou como soluc¢des irrigadoras finais, mostraram-se mais efetivas
guanto a inibicdo da formagédo do biofilme de E. faecalis devido a sua
acao residual.

Ariaz-molis et al. (2011) propuseram avaliar, por meio de
ensaios com varios periodos de tempo de exposicdo, a eficacia do
cetramide e da clorexidina, sozinhas ou em associacdo, para eliminar
biofilme de E. faecalis. Os biofilmes cresceram no dispositivo MBEC-alto-
rendimento por 24 h e foram expostos as solucdes irrigadoras, diluidas
em séries, por periodos de tempo de 30 seg, 1 e 2 min. O cetramide foi
capaz de erradicar o biofilme de E. faecalis nas concentragdes de 0,5%
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em 30 seg, 0,0312% em 1 min e 0,0078% em 2 min. Ja a clorexidina néo
conseguiu eliminar o biofilme em nenhuma das concentragbes avaliadas
(4% foi a concentragdo maxima). A associagdo de cetramide, nas
concentracbes de 0,1% e 0,05%, com a clorexidina, em qualquer
concentracéo, foi capaz de eliminar o biofilme em todos os periodos de
tempo avaliados. Este estudo mostrou que a associacdo do cetramide
com a clorexidina pode proporcionar melhores resultados do que a
utilizacdo destas substancias sozinhas. Além disto, a forma de aplicacao
alternada das substancias aparentou ser mais eficaz que a combinacao
destes.

Shen et al. (2011) avaliaram a susceptibilidade de
biofilmes bacterianos multiespécies, em diferentes fases de crescimento,
a solucgdes irrigadoras utilizadas no tratamento endododntico. Inicialmente,
foi induzida a formagéo do biofilme bacteriano em discos de hidroxiapatita
por periodos de 2 dias, 1, 2, 3, 6 e 12 semanas. Em seguida, estes
biofilmes foram expostos as solucdes irrigadoras clorexidina 2% (CHX) e
CHX-Plus (clorexidina com modificadores de superficie) por 1, 3 ou 10
min. A espessura de cada periodo de tempo de formacéo dos biofilmes foi
avaliada por meio de microscépio eletrbnico de varredura. A analise da
relacéo entre a solucéo irrigadora utilizada e a morte dos microrganismos
foi analisada utilizando-se o microscépio de varredura laser confocal.
Observou-se que os biofiimes maduros e os que foram privados de
nutrientes, apresentaram-se mais resistentes a CHX que os biofilmes
mais jovens e providos de nutrientes. Entretanto, o CHX-Plus mostrou-se
eficiente no combate ao biofilme maduro e desprovido de nutrientes nos
periodos de 3 e 10 min. Quanto a espessura, foi observado um aumento
seguindo o processo de desenvolvimento do biofilme. Assim, € muito
importante padronizar nos estudos a idade e o estagio nutricional do
biofilme quando for comparar a acéo de diferentes agente microbianos.

Du et al. (2012) avaliaram a atividade antibacteriana do
plasma em nao-equilibrio da pressdo atmosférica (APNPs) na remocéao de
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biofilme intraradicular de E. faecalis durante o tratamento endodontico.
Foram utilizadas 96 raizes de dentes humanos extraidos, que foram
instrumentadas com o sistema Pro-Taper. Primeiramente os biofilmes
foram formados em laminulas estéreis inseridas em pocos de placas de
cultura de 12 pocos, contendo caldo BHI com E. faecalis. Eles foram
expostos ao APNPs e a clorexidina 2% por 5 min e a viabilidade do
biofilme bacteriano foi observada por microscépio de varredura laser
confocal e coloracdo das laminulas. Em seguida as raizes foram expostas
as mesmas substancias por tempos de 5, 10 e 15 min. Apés o tratamento
os canais foram lavados com caldo BHI por 1 min, e este caldo foi
coletado para a analise microbiologica. A analise das laminulas e dos
canais radiculares por meio de microscopia confocal, mostrou que houve
reducdo significativa dos microrganismos viaveis no biofilme tanto com a
utilizacdo do APNPs quanto da clorexidina e que houve maior reducao
das bactérias com o aumento do periodo de exposicdo. A analise por
meio da tomografia computadorizada evidenciou que a reducao
bacteriana ocorreu em todo o sistema de canais radiculares. Desta forma,
o APNPs pode ser uma substancia efetiva no auxilio ao combate do
biofilme de E. faecalis presente no sistema de canais radiculares.

Persoon et al. (2012) realizaram estudo com objetivo de
avaliar a eficacia antimicrobiana dos produtos de reacdo da
cloroperoxidase de Vanadio (VCPO) sobre biofilmes de E. faecalis
formados a partir de 4 cepas diferentes em um periodo de 24 h. Estes
biofilmes foram incubados com VCPO, sais haloides (brometo ou cloreto)
e peroxido de hidrogénio. O efeito antimicrobiano foi analisado por meio
de contagem de unidade formadora de colonias (UFC), e foi verificado
gue os produtos de reacdo do VPCO apresentaram efeito similar na
reducdo da viabilidade das 4 cepas de E. faecalis. Assim, estes produtos
podem ser uma alternativa ao tratamento endododntico tradicional para
alcancar uma completa inativagdo do biofilme no sistema de canais

radiculares.
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Saber e EL-Hady (2012) desenvolveram biofilme maduro
de E. faecalis, no interior de canais radiculares e testaram sua
susceptibilidade a algumas medicacgfes intracanal. Cento e quarenta e
oito pré-molares inferiores uniradiculares humanos foram instrumentados
com pro-taper universal, utilizando-se NaOC| 2,5% como substancia
guimica auxiliar. Em seguida, os dentes foram inoculados com suspencao
de E. faecalis e permaneceram incubados por 30 dias, havendo a troca do
caldo a cada 72 h. Os dentes foram divididos em cinco grupos de acordo
com a medicagdo intracanal a ser utilizada: amoxicilina e clavulanato,
ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina e pasta de hidroxido de célcio. As
medicagbes permaneceram por uma semana no interior dos canais
radiculares. Amostras bacterianas foram coletadas e plaqueadas para
posterior contagem de unidade formadora de colonias (UFC). A
observacdo em microscopio eletrdnico de varredura confirmou o
crescimento do biofilme bacteriano. Notou-se que todos os agentes
quimicoterapeuticos foram superiores ao hidroxido de célcio em eliminar o
biofilme, tendo destaque para a amoxicilina com clavulanato,
ciprofloxacina e clindamicina. Assim, a utlizacdo de agentes
antimicrobianos pode ser benéfica em casos de periodontite apical
resistente, mas apenas apos a realizacdo de teste microbiolégico para
saber qual o antimicrobiano apropriado.

2.2.2 Zingiber officinalis

Os produtos fitoterapicos vém sendo bastante estudados
na area de saude como alternativa a tratamentos convencionais
(Prabhakar et al., 2010; Lantz et al., 2007). O zingiber officinale (gengibre)

é largamente aplicado como condimento em comidas e bebidas no mundo



46

todo, além de ser utilizado na tradicional medicina chinesa (Lin et al.,
2010). Ele é indicado para o tratamento da artrite, reumatismo, doencas
infecciosas, dores musculares, resfriados, febre, dentre varias outras
patologias tratadas pela medicina popular desde os tempos mais antigos
(Grégio et al., 2006; Afzal et al., 2001; Chrubasik et al., 2005; Ali et al.,
2008). Os gingerdis sdo os maiores constituintes frescos do rizoma do
gengibre responsaveis pelos efeitos analgéesicos, antipirético, atividade
anti-hepatotoxica, antinauseante e anti-inflamatéria (Grégio et al., 2006).

Lantz et al. (2007) estudaram as propriedades anti-
inflamatorias dos componentes do gengibre e verificaram que o gingerol e
o shogaol foram capazes de minimizar o processo inflamatorio ja que
diminuiram significantemente a producdo de prostaglandinas E2, que
foram liberadas por inducdo de LPS provenientes da Escherichia coli.
Observou-se também que o0s extratos que continham principalmente o
gingerol apresentaram capacidade de inibir a producdo de COX-2.

A literatura relata que dentre as varias ac6es do gengibre,
tem destaque as acdes antibidticas e anti-inflamatérias e cicatrizantes
(Afzal et al., 2001; Chrubasik et al., 2005; Grégio et al., 2006 Kim et al.,
2007; Fouda, Berika, 2009). Devido a estas propriedades, sugere-se a
sua utilizagdo na endodontia como um potencial agente irrigante e
medicacdao intracanal. O gengibre ainda € pouco estudado na odontologia,
porém, os estudos realizados nessa area tem mostrado resultados
promissores.

Aguiar et al. (2009) avaliaram a eficacia antimicrobiana do
extrato glicélico de gengibre e do hipoclorito de sbédio, como agentes
irrigante, sobre Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli
e sua endotoxina . Os resultados mostraram que 0 gengibre conseguiu
reduzir significativamente as bactérias avaliadas e apresentou atividade
antifingica excelente, conseguindo eliminar a C. albicans por completo do

interior dos canais radiculares.
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Tendo em vista a diversidade de estudos focados nas
propriedades terapéuticas do gengibre principalmente nas suas acodes
bactericida e anti-inflamatoria, esse medicamento tende a ser uma
alternativa promissora de substancia irrigadora no tratamento
endoddntico, como mostram alguns estudos realizados in vivo nesta
instituicdo (Aguiar et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Chung et al., 2010;
Maekawa et al., 2010).

Cardoso et al. (2010) realizaram estudo in vivo, onde
avaliaram a acao antimicrobiana do extrato glicélico de gengibre como
solucéo irrigadora e medicacao intracanal sobre E. faecalis, C. albicans,
E. coli e suas endotoxinas. Foram selecionados dez dentes com
insucesso no tratamento endoddntico e portadores de lesdo periapical.
Estes foram submetidos ao retratamento endodéntico utilizando-se o
extrato glicolico de gengibre e o hipoclorito de sédio como solugdes
irrigadoras. Coletas foram realizadas ap0s a remoc¢ao de toda a guta-
percha e cimento endodéntico, logo apo6s a instrumentacao do sistema de
canais radiculares e apés 14 dias da insercdo da medicacao intracanal.
Este estudo mostrou que houve boa atividade antimicrobiana do gengibre,
sendo inclusive, capaz de reduzir significantemente tanto o numero
bactérias quanto de endotoxinas, entretanto, ndo foi capaz de neutralizar
as endotoxinas completamente.

No estudo de Chung et al. (2010) que utilizou metodologia
similar ao de Cardoso et al., porém avaliou agdo antimicrobiana do extrato
glicdlico de gengibre apenas como medicacdo intracanal utilizando o
hipoclorito de sédio como solucédo irrigadora. Observou-se também que
houve redug&o microbiana e de endotoxinas nos canais radiculares.

Maekawa (2010) avaliou a acdo da associacdo do
hidréxido de calcio com os extratos de gengibre e o prépolis sobre
microrganismos e endotoxinas e raizes de dentes humanos extraidos,

mostrando que os dois fitoterapicos apresentaram-se eficazes na
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eliminacdo tanto de microrganismos quanto de endotoxina quando
associados ao hidroxido de calcio.

Gulve e Gulve (2010) realizaram estudo com o objetivo de
comparar a eficacia antimicrobiana do extrato de gengibre e do hipoclorito
de sodio 2% contra Enterococcus faecalis através do método de difuséo
em agar. Foram preparadas 6 placas de agar Mueller-Hinton contendo
trés pocos circulares de 4 mm de profundidade e 8 mm de diametro onde
foram inoculadas cepas de E. faecalis. Em seguida, foram inseridos em
cada poco o extrato de gengibre, o hipoclorito de sédio 2% e o solvente
dietil-ester, utilizado para a extracdo do gengibre (controle). Observou-se
gue o extrato de gengibre apresentou maior halo de inibicdo de
crescimento microbiano, mostrando efeito antibacteriano sobre E. faecalis
superior ao hipoclorito de sédio.

A literatura apresentada mostra que um dos desafios da
endodontia continua sendo a eliminacdo do biofilme bacteriano. Além
disto, os resultados promissores do Zingiber officinale em pesquisas

anteriores mostram a necessidade de estuda-lo na eliminag&o do biofilme.



PROPOSICAO

O presente estudo tem como objetivo avaliar a acdo de
diferentes medicacgdes intracanal sobre biofilme de Enterococcus faecalis
formado nas areas de reabsorcao apical externa de dentes humanos

extraidos. Foram avaliadas as seguintes medicacdes intracanais:

a) Hidroxido de célcio [Ca (OH),] + Soro;
b) Clorexidina gel 2% (CHX);

c) Ca (OH); + CHX;

d) Ca (OH), + gengibre (GEN);

e) Gengibre (GEN);

f) Solucdo Salina Fisioldgica (SS)

Todas as avaliacdes foram realizadas pelo método de
cultivo microbioldgico apos o periodo de acdo das medicacdes intracanal,
e por Microscoépio Eletrénico de Varredura (MEV) dos apices radiculares.



MATERIAL E METODO

Este trabalho foi enviado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos Campos —
FOSJC/UNESP (Anexo A).

4.1. Selecédo dos dentes

4.1.1 Preparo prévio

Foram utilizadas 90 raizes de dentes humanos portadores
de reabsor¢cdo externa apical. Os dentes foram extraidos por indicagéo
cirdrgica e ficaram armazenados em solucao de formol a 10 % por um
periodo de 48 horas, sendo em seguida colocados em solucdo de
hipoclorito de sddio 1 %, por 24 (vinte e quatro) horas, com a finalidade de
promover a dissolucdo de restos teciduais aderidos as superficies
dentarias. Logo apoés, foram lavados e escovados em agua corrente para
promover a total remocao de remanescentes teciduais e da solucéo de
hipoclorito de sodio. Em seguida foram secos e esterilizados em

autoclave.
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4.1.2. Critérios para selecdo das raizes

As 90 raizes utilizadas foram provenientes de dentes
humanos extraidos por motivos diversos na clinica de cirurgia da
Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos / UNESP (n=90).

Estas raizes apresentaram:

a) Areas de cavitac&o na regifo apical da raiz
caracterizando reabsorcao apical externa,

b Apenas um canal radicular;

c) Completa formacéao radicular;

d) Diametro semelhante dos canais radiculares e
forame apical;

e) Nao possuiam tratamento endodontico prévio

Foram descartados do estudo dentes em que nao foi
possivel 0 acesso a toda extensdo do canal radicular.

4.2 Preparo das raizes

O preparo das raizes foi realizado no laboratorio de
Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos/UNESP. Os dentes tiveram suas raizes analisadas sob lupa
esteriomicroscopica (Zeiss Stemi 2000-C), com aumento de 5X (figura 1),
para verificar se havia presenca de erosdes ao redor do forame apical,
caracterizando reabsorgdo externa nessa regido. ApdOs esta prévia
selecdo, os dentes tiveram suas coroas clinicas seccionadas no nivel da

juncédo cemento-esmalte, com o auxilio de disco de carborundum inserido
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na peca de mao, ficando as raizes com um comprimento padronizado 13
+ 0,5 mm. Estas foram distribuidas aleatoriamente entre 0s grupos

experimentais.

Figura 1 — Imagem da reabsorcdo apical externa com aumento de 5 vezes em lupa

esteriomicroscopica.

Limas tipo K namero 10, foram introduzidas no interior
dos canais radiculares até alcancar o forame apical. ApGs, foi realizada a
limpeza foraminal com o auxilio de limas tipo K nimero 15 e 20. Em
seguida, o comprimento de trabalho (CT) foi obtido reduzindo-se 1mm do
comprimento que a lima apresentou ao chegar até o forame apical, e este
comprimento foi adotado para todo o resto do preparo quimicomecanico.
A técnica de preparo dos canais radiculares utilizada foi a técnica Coroa-
apice utilizando para isto, alargadores Gates-Gliden (GG) nameros 5, 4, 3
e 2 e o sistema rotatério Mtwo na sequéncia 10/.04, 15/.05, 20/.06, 25/.06,
30/.05, 35/.04, 40/.04, 25/.07, segundo instru¢Bes do fabricante. Apds a
utilizacdo do sistema rotatério foi utilizada lima tipo Kerr n° 40 (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Switzerlandl) para confirmacdo do batente apical.
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Durante todo preparo os canais foram irrigados abundantemente com 5
ml de solucdo de NaOCI 1% a cada troca de instrumento. Ao final do
preparo, os canais foram irrigados com solugdo de EDTA 17% (Inodon
Ind. Edit. Impe Exp. De Produtos Odontoldgicos, Porto Alegre, RS, Brazil)
por 3 minutos sendo a solugcédo agitada com o auxilio de uma lima tipo
Kerr n° 20. Posteriormente, as raizes foram irrigadas com 5 ml de soro
fisiologico para neutralizar e remover o EDTA e os residuos produzidos
durante a instrumentagdo. Em seguida os canais foram secos com cones
de papel e montados em placas de cultura celular de 24 pocos (Costar,
New York, NY, USA).

4.3 Montagem das raizes nas placas de 24 pocos

As raizes foram distribuidas aleatoriamente em placas de
cultura celular de 24 pocos (Costar, New York, NY, USA), contendo 15
espécimes em cada placa.

Para a montagem de cada placa do experimento foram
utilizadas duas placas de cultura celular de 24 po¢cos. Com o auxilio de
uma broca de prétese montada em contra-angulo a tampa de uma das
placas teve suas bordas seccionadas formando uma plataforma para o
suporte das raizes (Figura 2). Nesta tampa modificada, foram
confeccionados orificios nos circulos equivalentes a cada poc¢o, com o
auxilio da mesma broca utilizada para cortar as bordas da tampa, e estes
foram ampliados até que a raiz ficasse devidamente encaixada (Figura 2).
Este procedimento foi realizado para todas as raizes.

Apbs o encaixe de todas as raizes na tampa modificada,
esta foi colocada sobre os pocos e foi vedada com a tampa de uma nova
placa de cultura de células de 24 pocos.
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Foi montado um total de 6 placas, estas foram enviadas
para esterilizacdo por radiacdo gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 h), ja

gue o plastico deforma com esterilizagc&o por autoclave ou estufa.”

Figuras 2 — Preparo da placa para o experimento: a) Imagem da secgéo das bordas da
tampa da placa de cultura de células de 24 pocos b) Confeccédo dos orificios c) Encaixe
das raizes nos orificios d) Raizes encaixadas nos orificios confeccionados na tampa

modificada e) Placa montadas com 15 raizes.
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4.4 Divisao dos grupos experimentais

Apés o preparo dos canais, as raizes foram divididas
aleatoriamente em 6 grupos experimentais de acordo com a medicacao

intracanal que foi utilizada:

- HC - 15 raizes medicadas com hidroxido de célcio e
solugéo salina fisiolégica;

- HC/CHX - 15 raizes medicadas com hidroxido de célcio
e clorexidina gel 2%

- HC/GEN - 15 raizes medicadas com hidroxido de calcio
e extrato glicolico de gengibre 20%;

- CHX - 15 raizes medicadas apenas com clorexidina gel
2%;

- GEN - 15 raizes medicadas apenas com extrato
glicélico de gengibre 20%;

- SS - 15 raizes com solucéo fisiologica (controle positivo).

4.5 Formacao do biofilme apical

ApoOs o preparo dos canais, as raizes foram submetidas a
formagcdo de biofilme apical por E. faecalis in vitro utilizando placas de
cultura de células de 24 pocos (Costar Corning, Nova York, EUA). Todos
0s procedimentos microbiolégicos foram realizados na camera de fluxo
laminar utilizando instrumentais e materiais previamente esterilizados.

A partir da cepa padréao de E. faecales (ATCC 29212), foi
preparada uma suspenséo padronizada contendo 10° células/mL. Para o
preparo dessa suspensdo, a cepa de E. faecalis foi cultivada em agar



56

Infuso Cérebro Coracao (Brain Heart Infusion — BHI, Difco, Detroit, EUA) e
mantida em estufa microbiolégica a 37° +1 ° C por 48 horas. A partir do
crescimento nas placas, foram preparadas suspensbes em Soro
fisiologico estéril (Segmenta, Ribeirdo Preto, SP, Brasil), comprovadas
pela leitura em espectrofotometro (modelo B-582, Micronal S/A, Sao
Paulo, SP, Brasil) com comprimento de onda de 760 nm e densidade
optica de 0,298 (Figura 3).

Figura 3 — Espectrofotébmetro utilizado e especificacdes da fotometria.

Em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar) (VecoFlow
Ltda. — Campinas, SP, Brasil), foram inseridos 1600 pL de Caldo Infuso
Cérebro Coracédo (BHI) com sacarose 5% e 200 pL da suspensao de E.
faecalis, previamente padronizada, em 15 poc¢os de uma placa de cultura
de células de 24 pocos nova (Figura 4 a). Em seguida, a tampa
modificada contendo as raizes foi colocada sobre esta placa com auxilio
de duas pincas clinicas estéreis, de maneira que aproximadamente 3 mm
do terco apical de cada raiz mantivesse contato com o liquido presente
nos pocgos induzindo assim a formacéo do biofilme apical (Figura 4b,c).
As placas foram vedadas com as respectivas tampas e fita crepe, e entéo
foram incubadas em incubadora Shaker a 37°C por 10 dias em agitacdo a
75 rpm (Quimis, Diadema, SP, Sao Paulo). A cada 48 horas o caldo BHI
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mais sacarose 5% era trocado. A troca do caldo foi realizada inserindo-se
1800 pL desta solucdo em 15 pocos de uma nova placa de cultura de
células de 24 pocos e transferindo, com auxilio de pingas clinicas, a
tampa modificada contendo os dentes, para a nova placa. O tempo
utiizado para a formagcdo do biofilme foi escolhido baseado na

metodologia utilizada estudo piloto prévio (figura 5).

Figura 4 — Inducéo a formacéo do biofiime de E. faecalis na regido apical das raizes; a)
Insercdo de 1600 pL de Caldo BHI com sacarose 5% e 200 pyL da suspensdo de E.
faecalis previamente padronizada; b) tampa modificada contendo as raizes posicionadas
nos pocos contendo a suspencao de E. faecalis; c) aproximadamente 3mm apicais das
raizes em contato com o caldo contendo a suspensdo de E. faecalis; d) Incubadora
Shaker.
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Figura 5 — Avaliacdo da formacéao de biofiime apical através de microscépio eletrénico de
varredura: a) Biofilme formado em 5 dias; b) Biofilme formado em 10 dias; c) Biofilme
formado em 15 dias

Apbs o periodo de incubacao, as raizes foram transferidas
com auxilio de duas pincas clinicas estéreis para uma nova placa de 24
pocos contendo solucédo fisiolégica tampao fosfato a 10% (PBS) para
remocédo das células ndo aderidas (Figura 6). Essa lavagem em PBS foi
realizada duas vezes. A seguir, as raizes foram transferidas para uma
nova placa de cultura de células de 24 pocos vazia, onde cada uma foi
irrigada com 5 ml de solucdo salina fisiolégica estéril, seca com seringa

de aspiracao e cones de papel estéril, e foram inseridas as medicacdes
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intracanal referentes a cada grupo. Apds, as mesmas foram transferidas
para uma nova placa de cultura de células de 24 poc¢os contendo 1800 pL
de Caldo Infuso Cérebro Coragéo (BHI) em 15 pogos.

Figura 6 — a) Raizes em caldo BHI com suspenséo de E.faecalis; b) Transferéncia das
raizes para solucdo de PSB 10%; c) Transferéncia das raizes para placa de cultura de

24 pocos nova e vazia; d) Irrigacé@o das raizes com 5 mL de Solugéo salina fisioldgica.

4.6 Medicacéao intracanal

A medicacao intracanal foi realizada conforme os grupos
experimentais descritos no item 4.3. A medicacdo hidroxido de calcio +
soro fisioldgico foi realizada na propor¢céo de 0,1 g de Ca (OH), para 100
pl de soro fisiolégico (Figura 7); a associacdo de Ca(OH), + Clorexidina
gel 2 % foi realizada na propor¢cédo de 1:1 em volume (Figura 8), na

consisténcia de pasta de dente ( Gomes et al., 2006; Valera et al., 2010);
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a medicacéo hidréxido de calcio + Gengibre foi realizada na proporcao de
0,1 g de Ca (OH), para 100 pl de extrato glicolico de gengibre 20%
(Figura 9) e foram inseridas com o auxilio de limas tipo Kerr. Ja as
medicacbes GEN, CHX e Soro fisiologico foram inseridas nos canais com
auxilio de seringas de 1ml (Injex Industrias Cirurgicas Ltda., Ourinhos, SP,
Brasil) até o completo preenchimento dos canais radiculares. Apos a
insercdo da medicagdo no interior dos canais radiculares, foi colocada

uma bolinha de algodéo estéril na entrada de cada canal.

Figura 7 — a) Ca(OH)2 e soro fisiologico e suas proporcdes; b) Insercdo da MIC no canal
radicular com auxilio de lima tipo K#20.

Figura 8 — a) Ca(OH)2 e CHX em iguais proporcdes; b) Inser¢cdo da MIC no canal
radicular com auxilio de lima tipo K#20.
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Figura 9 — a) Ca(OH)2 e GEN e suas proporc¢des; b) Insercdo da MIC no canal radicular

com auxilio de lima tipo K#20.

Apés a insercdo da medicacdo, as placas de 24 pocos
foram incubadas a 37°C por um periodo de 15 (quinze) dias. A cada 48
horas, as raizes foram transferidas para uma nova placa de cultura de
células contendo caldo BHI. Passado o periodo de 15 dias os canais
foram irrigados com 5 ml de solucdo salina fisioldgica utilizando seringas
estéreis de 5 ml e agulhas (25X7) (Injex Industrias Cirdrgicas Ltda.,
Ourinhos, SP, Brasil) e a aspiracao foi realizada com bomba a vacuo
(NSR, Induastria, Comércio e Representacfes Ltda.), intermediarios e
agulhas (40X12) (Nipro Medical Ltda., Sorocaba, SP, Brasil).

4.7 Analise microbiolégica por UFC/mlI

Apos 15 dias de incubacao, as raizes foram lavadas duas
vezes com PBS. Em seguida, foram escolhidas aleatoriamente 12 raizes
para avaliacdo de unidade formadora de colénias por ml. Cada espécime
foi colocado em tubos Falcon contendo 10 mL de solugdo de PBS 10%

esterilizada. As raizes foram homogeneizadas por 30 segundos, utilizando
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homogeneizador ultrassonico (Sonoplus HD 2200, Bandelin Eletronic)
com poténcia de 25 W para promover a dispersdo das bactérias do
biofilme (figura 10). A partir da solucdo obtida (10™"), foram realizadas
diluicées decimais (10" a 10™) da suspensdo do biofilme de cada raiz,
das quais aliquotas de 100 pL foram semeadas em placas de Petri em
duplicata contendo Agar Infuso Cérebro-Coracéo (Brain Heart Infusion —
Difco, Detroit, EUA).

Figura 10 — Processo de sonicacdo das raizes para analise microbiolégica: a)
homogeneizador ultrassénico; b) tubo falcon contendo 10 ml de PBS 10% e a raiz a ser

sonicada.

As placas de petri foram incubadas em estufa a 37° C por
48 horas. A seguir, as placas foram contadas para o calculo de unidades

formadoras de colonias por mL (UFC/mL).
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4.8 Analise estatistica

Foi realizada contagem de unidades formadoras de
colonia (UFC/ml) de cada raiz fazendo-se uma média avaliada

estatisticamente pelos testes de analise de variancia ANOVA e Tukey.

4.9 Analise por Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV)

Foram escolhidas aleatoriamente 3 raizes de cada grupo
para analise pelo MEV. As mesmas foram fixadas, em solucdo de
glutaraldeido a 2,5% durante 2 horas. Apés a fixacdo, os espécimes
foram desidratados em solu¢gbes de concentracdo crescente de alcool
(0%, 25%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo realizadas imersdes
sucessivas de 20 minutos nas solu¢des de alcool com concentracao até
90% e 1 hora em solucdo de alcool 100%. Em seguida as raizes foram
lavadas em agua destilada e secas em estufa a 37 + 1° C por 24 horas.
Com os apices voltados para cima, as bases seccionadas dos espécimes
foram fixadas com fitas adesivas de dupla face de carbono nos suportes
metalicos padronizados (“stubs”) de latdo de diametro de 30 mm.
Posteriormente foi realizada a metalizacdo das raizes em uma camara a
vacuo (Desk Il — Denton Vacuum — Buffalo, New Jersey, USA) e um
periodo de “sputtering” (banho de ouro) de 120 segundos.

O microscépio eletrénico de varredura (JEOL — Modelo
JSM T330A — Tokyo, Japao) (figura 11) foi utilizado para avaliar as areas
de reabsorcéo apical externa, verificando se havia a presenga de biofilme
NoS grupos experimentais e no grupo controle. As imagens obtidas foram
transferidas para o Windows Paint image editor para avaliagao.
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Figura 11 — a) Microscopio Eletrdnico de Varredura utilizado para a obtencdo das
imagens; b) Aparelho utilizado para a metalizacao dos espécimes; c) Raiz passando pelo

processo de metalizac&o.



RESULTADOS

5.1 Anélise microbioldgica

A figura 12 (a, b e c) ilustra placas de petri com meio BHI
agar, contendo E. faecalis, apés a semeadura das diluicbes para seguinte
contagem de UFC/mL que permitiu a obtencéo dos dados analisados.

Figura 12 — Placas de petri com agar BHI contendo E.faecalis para contagem de
unidades formadoras de colbénias (UFC/mL): a) placa contendo E.faecalis semeados com
diluicédo 10% b) Placa contendo E.faecalis semeados com diluicdo 10% c) placa

contendo E.faecalis semeados com diluigdo 10™.
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Os dados obtidos a partir da contagem de unidade
formadora de colonias por mL (UFC/mL), referentes a acdo das
medicagles intracanais avaliadas sobre o biofilme microbiano apical

foram analisados por meio da estatistica descritiva e inferencial.

5.1.1 Analise Estatistica Descritiva

Os resultados obtidos pela contagem de unidades
formadoras de col6nia por mililitro (UFC/ml) e em logl0, em cada
espécime, em todas as coletas, estdo apresentados nas Tabelas 5 a 11
(Apéndice A).

A Tabela 1, apresentada nas figuras 13 3 14, ilustram a
média dos valores de UFC/mlI (log10) em todos 0s grupos experimentais.

Tabela 1 — Médias dos valores de UFC/mL (log 10) de todos os grupos

Valores da média Transformacdo em

Grupo de UFC/mL Log 10 de UFC/mL
SS 4403333 6,61
Ca(OH)2 + SS 1626667 6,03
CHX 151667 4,22
Ca(OH)2 + CHX 3905833 6,53
GEN 4109167 6,55

Ca(OH)2 + GEN 2935833 6,43
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Figura 13 — Comparacdo da eficdcia das medicacdes intracanais sobre o biofilme

microbiano apical em UFC/mL grafico Boxplot.

Figura 14 — Comparacdo da eficadcia das medicacdes intracanais sobre o biofilme

microbiano apical em log 10 pelo gréafico de colunas.

Tabela 2 — Estatistica descritiva dos valores da média, desvio-padrédo e

mediana de UFC/mL (log10)

Grupos N Média + DP* Mediana
SS 12 6,61 +0,17 6,67
Ca(OH), + SS 12 6,03 + 0,44 5,98
CHX 12 5,18 £ 0,32 5,18
Ca(OH), + CHX 12 6,52 + 0,25 6,50
GEN 12 6,47 £ 0,10 6,49
Ca(OH), + GEN 12 6,43 + 0,18 6,46

* DP: desvio-padréo
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Tabela 3 — Estatistica descritiva dos valores minimos, Q1, mediana, Q3 e

valores maximos de UFC/mL (log10)

Grupos n Minimo Q1 |Mediana| Q3 Maximo

SS 12 6.2742 6.4992 6.6753 6.7106 6.8808
Ca(OH),+SS 12 5146 5752 5985 6.468 6.635
CHX 12 4.845 4903 5176 5416 5.778
Ca(OH),+CHX 12 6.0607 6.3535 6.5070 6.7859 6.8785
GEN 12 6.3032 6.3859 6.4967 6.5324 6.6474

Ca(OH),+GEN 12 6.1335 6.3206 6.4611 6.5729 6.7324

A estatistica realizada neste estudo foi baseada na
contagem de UFC/ml dos microrganismos presentes no biofilme
bacteriano formado no apice dos espécimes de cada grupo de
medicac0des intracanal avaliados em relagcdo ao grupo controle.

Pdde-se verificar que 0 grupo que apresentou menor
guantidade de E. faecalis provenientes do biofilme formado, foi o grupo
CHX, seguido pelo grupo Ca(OH), + SS. Os grupos Ca(OH), + CHX,
GEN e Ca(OH), + GEN apresentaram contagens similares de E. faecalis
apos o periodo de 15 dias de permanéncia da medicacéo intracanal.

5.1.2 Anélise Estatistica Inferencial

Para a comparacdo entre as seis condicbes
experimentais, quanto ao desempenho das medicagdes intracanal sobre o
biofilme microbiano formado, foi efetuado o teste de Kruskal-Wallis.
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Verificou-se a possibilidade de rejeitar a hipétese de igualdade entre os

valores medianos (estatistica kw = 0,000000; gl = 5; p = 0,001).

A distribuicdo dos valores de UFC/mL difere entre os

grupos, segundo o teste ANOVA nédo paramétrica de Kruskal-Wallis (kw =
40,424; gl = 6-1 = 5; p-valor = 0,0001 <0,05). Pode-se estabelecer, via
teste de Dunn (5%), que os grupos CHX e Ca (OH), + SS, diferem do

grupo controle (SS), Tabela 4.

Tabela 4 - Formagcdo de grupos homogéneos (conjuntos de mesmo

desempenho) quanto valores obtidos em UFC/mL (log 10) de 72

espécimes, de acordo com a medicacao intracanal, apos a aplicacao do

Teste de Comparacao Mdltipla de Dunn (5%)

MIC Média Grupos Homogéneos*
Soro 6,6149 A
Soro+Ca(OH), 6,0299 B
CLX 5,1881 c
CLX+Ca(OH), 6,5291 A
Gengibre 6,4729 A
Gengibre+Ca(OH), 6,4349 A

*medianas seguidas de letras diferentes indicam diferengca estatisticamente

significante

5.2 Analise por Microscipio Eletrénico de Varredura (MEV)
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As Figuras 15 a 20 ilustram as imagens obtidas por meio
do MEV com aumento de 6000 x.

Pbéde-se observar, no grupo da solucdo salina fisiol6gica
(SS), que nas areas adjacentes ao forame apical e nas crateras de
reabsorcdo, havia um grande aglomerado de células bacterianas que
encontravam-se aderidas a superficie dentaria. Observou-se ainda, que
nas areas onde a reabsor¢cdo expunha os tubulos dentinarios, havia uma
grande concentracao destas bactérias. Em nenhuma imagem deste grupo
pode-se observar estrutura com organizacao tipica do biofilme verdadeiro,
mas havia sim, uma grande quantidade de cocos aderidos uns aos outros
e a superficie dentéria. A figura 13 ilustra uma imagem representativa do

grupo SS.
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Figura 15 — Imagens obtidas a partir da microscopia eletrbnica de varredura do grupo

solucédo salina fisioldgica (Controle); aumento 6000 x. Observa-se grande quantidade de

cocos aderidos as areas de reabsorcao e na periferia dos tubulos dentinérios (setas).
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Nas imagens obtidas do grupo Ca (OH), + SS verifica-se
menor quantidade de microrganismos sobre a superficie dentaria quando
comparada ao grupo SS. Os cocos foram vistos nas areas de reabsorcéo,
areas adjacentes ao forame apical e proximo a entrada dos tubulos
dentinarios expostos. Entretanto, estas bactérias ndo encontravam-se
aglomeradas, mas, espalhadas por toda a superficie apresentando
prolongamentos sugestivos de matriz de polissacarideos (figura 14 —
setas). Na figura 14 verifica-se a superficie radicular reabsorvida (a), com
a presenca de cocos espalhados e com prolongamentos ao seu redor

(seta).
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Figura 16 — Imagens obtidas a partir da microscopia eletrénica de varredura do grupo
Ca(OH)2 + SS; aumento 6000x. Verificou-se areas de reabsorcao (a), prolongamentos
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de provavel estrutura de matriz de polissacarideos (setas), e presenca de cocos

espalhados em toda superficie dentinaria.
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Nas imagens obtidas do grupo Clorexidina (CHX),
percebe-se que ha menor quantidade de células bacterianas sobre a
superficie reabsorvida. Quando presentes formaram pequenos
aglomerados localizados em alguns pontos da superficie radicular.
Entretanto, na maior parte desta superficie, eram visiveis os tubulos
dentinarios expostos e havia auséncia ou pouca concentracdo de E.
faecalis. Ainda verificou-se que nesta superficie houve formacgéo prévia
de biofilme, devido a presenca de cristais e calcificacbes sobre o
substrato dentinario nas areas de reabsorcéo (setas). A figura 15 ilustra

uma imagem representativa deste grupo.
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Figura 17 — Imagens obtidas a partir da microscopia eletrénica de varredura do grupo

CHX; aumento 8000x. Verificou-se pouca quantidade de bactérias e éareas de
cristalizacao do substrato dentinario exposto (setas).
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No grupo Ca (OH)2 + CHX, os cocos estavam presentes
mas nao apresentavam visibilidade nitida. Os mesmo apresentavam-se
envoltos por uma massa de material semelhante a uma calcificagcédo e
com estruturas semelhantes aos prolongamentos (setas) vistos no grupo
Ca(OH)2 + SS. Haviam areas com maior e outras com menor
concentracdo de microrganismos. Ainda observou-se que na regido de
forame apical havia um aglomerado de microrganismos aderidos e
envoltos pela massa aparentemente calcificada (ac). A figura 16 mostra

um espécime que representa este grupo.

’- - 'v_o.’ -
20 um
FOSJC - UNESP

Figura 18 — Imagens obtidas a partir da microscopia eletrdnica de varredura do grupo Ca
(OH), + CHX; aumento 6000x. Observa-se prolongamentos sugestivos de matriz de

biofilme (setas) e massa calcificada envolvendo as bactérias.
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No grupo do gengibre (GEN), observou-se grande namero
de E. faecalis aderidos a superficie de regides com reabsorcéo apical e
aglomerados entre si. Observou-se ainda a presenca de estruturas
maiores, semelhantes a areas cristalizadas (setas). A figura 17 apresenta

um espécime representativo deste grupo.
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Figura 19 — Imagens obtidas a partir da microscopia eletrénica de varredura do grupo
GEN; aumento 6000x. Observa-se grande quantidade de Enterococcus faecalis, areas
cristalizadas (setas), e presenca de bactérias preenchendo os espacos de reabsorcao.
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No grupo Ca (OH), + GEN nao foram observados grandes
aglomerados de cocos. Estas bactérias foram vistas espalhadas e
associadas a prolongamentos, provavelmente de matriz polissacaridica
(seta), de forma semelhante aos demais grupos do Ca (OH)2. Também
foram observadas grandes quantidades de massa sugestiva de
calcificagdo que parecia estar “aprisionando” o0s microrganismos
presentes (ac). Da mesma forma que nos demais grupos do Ca (OH), 0
forame apical apresentou-se parcialmente calcificado e em cima dessas
calcificagBes havia maior concentracdo de bactérias. A figura 18 mostra

um espécime representativo deste grupo.
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Figura 20 — Imagens obtidas a partir da microscopia eletrénica de varredura do grupo

Ca(OH), + GEN; aumento 6000x. Observa-se quantidade reduzida de Enterococcus
faecalis associados a prolongamentos de suposta matriz de polissacarideos (setas) e

areas suspeitas de calcificacao (ac).



DISCUSSAO

A penetracdo e perpetuacdo de microrganismos no
sistema de canais radiculares s&o cruciais para 0 surgimento e
manutencdo da doenga periapical. Assim, o principal objetivo do
tratamento endodéntico é eliminar estes microrganismos levando ao
reparo da lesdo periapical. Varios estudos tém mostrado a importancia da
medicacédo intracanal entre as sessdes para combater os microrganismos
gque permanecem Vviaveis mesmo apdés a realizacdo do preparo
biomecanico (Delgado et al., 2010). Sugere-se que a permanéncia destes,
principalmente quando se organizam na forma de biofilme, possa ser uma
das causas para o insucesso do tratamento endoddntico (Distel et al.,
2002; Ariaz-Molis et al., 2009). Entretanto, poucos estudos estdo focados
na eliminacdo de biofilmes bacterianos localizados em regides de
reabsorcéo apical via forame.

A formacdo de biofilme € regulamentada em 3 etapas
principais: 1) adsor¢do de macromoléculas na fase plancténica a
superficie, levando a formacdo de um pelicula de condicionamento
composto de proteinas, glicoproteinas e alguns produtos microbianos
secretados, que é seletiva para determinados tipos de microrganismos;
2) Adeséao e co-adesao de microrganismos, que pode ser reforcada pela
producdo de polimeros formando microcolénias. Os estreptococcus séo
geralmente os primeiros a se aderirem a pelicula formada inicialmente; 3)
multiplicacdo e metabolismo dos microrganismos aderidos, que se
organizam, desenvolvendo o biofilme maduro (Svensater, Bergenholtz,
2004; Stanley, Lazazzera, 2004). Assim, o biofilme consiste em uma
estrutura altamente organizada de microcolonias embebidas em uma

matriz que possui canais de dgua abertos, que permite um grande fluxo
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de agua, permitindo a entrada e distribuicdo de nutrientes dentro do
biofilme. (Svensater, Bergenholtz, 2004).

Uma vez formado, o biofilme é encontrado com frequéncia
em ambientes adversos, e as bactérias que o compde, conseguem
sobreviver por possuirem mecanismos capazes de resistir ao estresse
proporcionado por estes ambientes (Svensater, Bergenholtz, 2004;
George et al., 2005; Shen et al., 2011). Além disto, areas de reabsorcéo
presentes na superficie externa da raiz, principalmente na regido que
circunda o forame apical, sdo locais bastante propicios para a
aglomeracdo de microrganismos e consequente formacdo de biofilme
bacteriano. Segundo Tronstad et al. (1990) e Leonardo et al. (2002), estas
areas estao presentes em todos os casos de dentes portadores de lesdes
periapicais. Considerando a relevancia dessas regides para a formacao
de biofilmes, o presente estudo selecionou dentes portadores de
reabsorcgdes relacionadas ao forame apical.

Nestas areas, foi observada a formacdo de biofilme
microbiano e a presenca de grande concentracdo de bactérias. Verificou-
se ainda, nas imagens obtidas por MEV, que houve formacdo de
calcificacdes e cristalizacdes (figuras 13 a 18) e que na superficie dentaria
abaixo do biofilme, a dentina apresentava pontos de corroséo (figuras 14,
15 e 18). De forma semelhante, estudo prévio também descreveu
imagens que continham essas caracteristicas para o biofilme maduro
(Kishen et al., 2006), entretanto, ndo realizamos andlise bioquimica para
avaliar a composicéo destas estruturas.

O crescente conhecimento sobre o papel dos biofilmes
nas infec¢cdes do corpo humano levou a uma mudanca no direcionamento
dos estudos voltados para métodos de desinfeccdo e agentes
microbianos, que antes enfatizavam microrganismos planctonicos e
passaram a enfocar os biofilmes (Shen et al., 2011). Assim, 0 presente
trabalho induziu a formacdo do biofiime nas areas de reabsorcdo da

regido apical, visando encontrar alternativas para elimina-lo, considerando
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a falta de conhecimentos com relagdo ao combate do mesmo via
tratamento endodontico convencional (via canal radicular).

A maior parte dos estudos sobre biofilme induz sua
formacédo em aparatos como discos de hidroxiapatita (Shen et al., 2011),
amostras de dentina (George et al., 2005), filtros de membranas (Chaves
de paz et al., 2007) apices radiculares (Tronstad et al., 1990), e avaliam a
acao de substancias irrigadoras e medicacOes intracanais sobre eles.
Entretanto, este estudo procurou reproduzir o biofiime de forma mais
similar a realidade, utilizando assim, a raiz inteira de dentes humanos
extraidos, portadores de reabsor¢cdo apical. Sabendo-se que na
endodontia, o biofilme bacteriano pode estar aderido a superficie apical
externa e que o tratamento convencional s6 atua diretamente no interior
do canal radicular, o modelo utilizado procurou reproduzir, da maneira
mais préxima possivel as condi¢des clinicas, uma vez que em nenhum
momento atuou-se mecanicamente na superficie externa radicular.

Tronstad et al. (1990), observaram, por microscopio
eletrdnico de varredura, que nas areas proximas ao forame apical
(superficie externa da raiz) foi notada a presenca de cocos circundados
por matriz extracelular, principalmente nas regides onde havia reabsorc¢ao
de cemento e de cemento e dentina. Eles atribuiram a falha do tratamento
a presenca de infeccdo extraradicular, concluindo que 0os microrganismos,
rodeados por matriz extracelular ou na lesé@o periapical, foram protegidos
contra as defesas do hospedeiro e terapia antibiética sistémica. Em
nosso estudo foram observadas imagens similares as obtidas por
Tronstad et al. (1990) confirmando assim que houve formacéo do biofilme
no periodo de incubacdo (figura 2). Estas imagens apresentaram um
grande aglomerado de bactérias, contendo estrutura similar a matriz de
polissacarideos.

A maioria das imagens obtidas por MEV apés a utilizagcéao
das medicacdes intracanais também apresentavam estruturas sugestivas

de matriz extracelular (figuras 12 a 17), evidenciando que todas as
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medicagbes avaliadas foram incapazes de combater o biofilme
previamente formado. A persisténcia de biofilme também foi observada
em outro estudo, que demonstrou por microscopia eletronica de
varredura, a presenca de placa bacteriana (biofilme), perto do forame
apical, na superficie externa da raiz e microrganismos localizados nas
lesbes periapicais em dentes resistentes ao tratamento endoddntico
(Tronstad et al., 1990).

Para a realizacdo deste estudo, foram selecionados
dentes humanos extraidos por indicacdo cirargica, portadores de
reabsorcdo apical externa. Considerando a dificuldade de obtencéo de
dentes nestas condi¢cdes, néo foi possivel medir o grau de reabsorcéo de
cada raiz, sendo levada em consideracdo apenas a presenca de
reabsor¢cdes ao redor do forame apical e diametros de forames similares
como fatores de padronizagéo.

Outro fator de padronizacdo foi 0 seccionamento das
coroas para se obter espécimes com comprimento de 13+0,5mm. Essa
dimenséo foi estipulada devido a grande dificuldade de encontrar raizes
padronizadas nestas condicbes, ja que as mesmas deveriam ser
uniradiculares e sem achatamento. Dessa forma, a escolha de raizes
mais longas, poderia complicar ainda mais a selecéo.

Apés a selecdo dos dentes, os canais radiculares foram
previamente instrumentados com o sistema rotatério Mtwo até a lima
40/.06 padronizando-se o didmetro do canal radicular antes da
contaminacdo dos mesmos. A escolha do sistema rotatorio Mtwo se deu
pelo seu emprego em diversos estudos, que mostraram resultados de
limpeza e modelagem bastante satisfatérios.

Em seguida, as raizes foram distribuidas aleatoriamente
entre 0s grupos experimentais e adaptadas em orificios confeccionados
em uma tampa modificada, proveniente de um placa de cultura de células
de 24 pogos, conforme descrito no item 4.3. O encaixe das raizes se deu

sem que houvesse a fixacdo das mesmas com algum material adesivo, ja
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gue estas necessitariam ser removidas para a realizacdo do processo de
sonicacao do biofilme e posterior semeadura para contagem de UFC/mL.

Aproximadamente 3mm do terco apical das raizes
permaneceu em contato com caldo BHI contendo sacarose 5% e
suspencéo de E. faecalis, e desta forma foi possivel induzir a formacao do
biofilme apical. Inicialmente, foi realizado estudo piloto que comprovou a
eficacia desta metodologia, além de ter proporcionado uma definicdo do
tempo necessario para que fosse detectada a formacdo de biofilme,
confirmada pelas imagens do MEV (10 dias).

A escolha do E. faecalis para a formacao do biofiime se
deu por este microrganismo ser normalmente encontrado em casos de
infeccdes endodénticas persistentes, além de ter grande capacidade de
sobreviver em condicbes adversas (Distel et al., 2002; Kayaoglu et
al.,2011). O biofilme monoespécie pode ser uma das limitagcbes do
presente estudo, entretanto o modelo desenvolvido aqui pode ser usado
em pesquisas futuras para a formacao de biofilme multiespécies, incluindo
bactérias gram-negativas. Além disto, este modelo realiza o teste de
forma mais proxima possivel das condi¢cdes in vivo. Essa metodologia
inovadora foi escolhida e executada de forma bastante satisfatoria,
permitindo a realizacdo de todos os passos de forma simples e bem
sucedida.

Existem varios estudos na literatura que avaliam a
atuacdo de substancias quimicas auxiliares, solucbes irrigadoras e
medicacOes intracanais sobre biofiime formado no interior do canal
radicular (George et al., 2005; Kishen et al., 2006; Distel et al., 2002;
Clegg et al., 2006). Por outro lado, pouco se sabe sobre a atuacédo de
medicacbes em biofilmes formados nas areas de reabsorcdo apical
externa, situacdo muito comum em casos de dentes portadores de lesdes
periapicais, principalmente nos casos onde houve insucesso do

tratamento endodontico.
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Analisando os resultados obtidos neste estudo, observou-
se que nenhuma das medicacfes intracanal avaliadas foi capaz de
eliminar o biofilme de E.faecalis totalmente. Assim, mesmo com a acéo
destas, o biofilme conseguiu permanecer viavel e isto foi comprovado pela
contagem de UFC/mL. Isso pode ser explicado, uma vez que as bactérias
gue compde o biofilme s&o até 1000 vezes mais resistentes a fagocitose,
anticorpos, e muitos antibidticos, quando comparados as ceélulas
planctonicas (Costerton et al., 1999).

A substancia que se mostrou mais eficaz no combate ao
biofilme apical externo, foi a clorexidina gel 2 %, demonstrando grande
diminuicdo na contagem de unidades formadora de colonias por mL
guando comparada ao grupo controle (Solucdo salina) e aos demais
grupos avaliados. Soma-se a isto o fato da grande dificuldade de
encontrar microrganismos nas imagens desse grupo obtidas por MEV.

A atividade antimicrobiana da clorexidina € proporcionada
pela presenca de moléculas catidbnicas em sua estrutura, que se ligam a
matriz extracelular bacteriana, carregada negativamente, levando a
quebra do equilibrio osmético celular, com perda irreversivel de
constituintes citoplasmaticos, dano a membrana e inibicdo enzimatica,
com consequente morte celular do microrganismo (Lima et al., 2001;
Shen et al., 2011). Além disso, esta substancia possui a capacidade Unica
de se ligar a hidroxiapatita mantendo efeito residual (Rolla et al., 1970).

Vérios estudos tém demonstrado a capacidade da CHX
2% em eliminar bactérias do interior dos canais radiculares e tubulos
dentindrios (Zamany et al., 2003; Abdullah et al., 2005). Porém ha
controvérsias na literatura com relacdo a sua eficacia no combate ao
biofilme microbiano, onde alguns estudos afirmam que a mesma nao é
capaz de elimina-lo (Clegg et al., 2006; Abdullah et al., 2005), enquanto
outros demonstram sua efetividade para erradicar o biofilme (Lima et al.,
2001; Williamson et al., 2009; Ariaz-molis et al., 2011; Du et al., 2012).
Para potencializar a acdo da clorexidina, tem sido sugerida sua
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associacdo a agentes modificadores de superficie, que tém a capacidade
de reduzir a viscosidade da substancia proporcionando melhor
capacidade de difusdo da mesma (Williamson et al., 2009; Shen et al.,
2011). Esta diferenca entre os resultados, possivelmente ocorreu devido a
variagcbes metodolégicas e tempo de exposicdo de contato das
medicacbes com 0s microrganismos que variou de 1 a 30 minutos. No
presente trabalho, o biofilme foi exposto a clorexidina por um periodo de
15 dias, e a mesma apresentou resultado bastante satisfatorio. Assim,
sugere-se que para haver melhor eficacia da acdo da CHX gel 2% como
medicacéao intracanal sobre biofilme microbiano apical, seja realizada a
associacdo da mesma a um agente surfactante, além de irrigacao
abundante com hipoclorito de soédio antes da inser¢do da mesma no
interior do canal radicular.

Vérios estudos afirmam que a substancia mais efetiva no
combate ao biofilme bacteriano é o hipoclorito de sodio (NaOCIl) em
diversas concentragdes (Abdullah et al., 2005; Clegg et al., 2006; Sena et
al., 2006; Ariaz-molis et al., 2009). Sabe-se também que esta solucdo tem
seu potencial antimicrobiano aumentado quando se realiza agitacao
mecanica (Sena et al., 2006) ou a utilizacdo do ultrassom durante a
irrigacdo (Grundlling et al.,, 2011) proporcionando assim melhores
resultados no combate ao biofilme.

O hidréxido de célcio € a substancia mais utilizada como
medicacdo intracanal por apresentar propriedades consideradas ideias
para uma medicacéo intracanal, tendo destaque o seu pH alcalino (12,5)
gue exerce efeito destrutivo sobre as membranas celulares e estruturas
proteicas das bactérias (Spangberg, 1994). Além disso, seu elevado pH
promove um ambiente alcalino e osteogénico sobre os tecidos
circundantes por meio da liberacdo de ions hidroxila (OH-) (Tronstad et
al., 1981), eliminando assim grande parte dos microrganismos que sao
incapazes de sobreviver em um ambiente com pH tao elevado (Bystrom et

al., 1985). Apesar dessas propriedades, a literatura demonstra
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controvérsias quanto a eliminacdo de biofilmes de E. faecalis no interior
dos canais radiculares pela presenca de medicacdes intracanais a base
de hidroxido de calcio (Distel et al., 2002; Chai et al., 2007). No presente
estudo os grupos com hidréxido de célcio ndo apresentaram efeito
satisfatorio. Observou-se que a associacdo do hidroxido de calcio com a
solucdo salina, apresentou pequena reducdo dos microrganismos do
biofilme, porém o suficiente para diferir dos outros grupos avaliados. Isto
pode ser explicado, em partes, pela possibilidade da dentina reduzir a
atividade antimicrobiana de medicacgdes intracanais, como o hipoclorito de
sodio e a clorexidina, e abolir totalmente a acdo do hidroxido de calcio
sobre E. faecalis (Haapasalo et al., 2000).

Quanto a associacao do hidroxido de calcio a clorexidina,
nao foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram acéo desta
associacdo de medicamentos sobre o biofilme bacteriano. Entretanto,
Gomes et al. (2002) avaliaram a acdo da associacdo do hidroxido de
calcio com a clorexidina gel 2% sobre E. faecalis em dentina radicular
bovina contaminada, e verificaram que o hidroxido de célcio sozinho
permitiu 0 crescimento microbiano em todos os periodos de tempo
avaliados, enquanto que sua associacdo com a clorexidina gel 2%
eliminou 100% dos microrganismo em um periodo de 2 dias de
exposi¢do. Foi verificado também, que o efeito dessa associacdo foi
reduzido ente 7 e 15 dias. Como em nosso estudo essa associagcao
permaneceu no interior dos canais radiculares por um periodo de 15 dias,
ela pode ter perdido parte da sua acao antimicrobiana. A literatura
demonstra que a associacao entre o hidréxido de calcio e a clorexidina
inserida por um periodo de 14 dias, apresentou grande reducdo de E.
faecalis na sua forma planctonica do interior dos canais radiculares
(Delgado et al., 2010; Valera et al., 2009; e Valera et al.,, 2010). Esse
resultado contrario pose ser explicado pela diferente forma de

organizagdo das cepas de E. faecalis avaliadas, pois no presente estudo
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essa associagdo foi testada em biofilme localizado em regibes de
reabsorcéo apical externa.

Existe uma grande controvérsia nos estudos in vitro sobre
a acdo da associagdo da clorexidina ao hidroxido de calcio. No entanto, €
bem estabelecido que a eficacia de CHX é significativamente reduzida
guando misturada ao Ca(OH), (Siqueira jr., et al., 2010). Sabe-se que a
Clorexidina permanece estavel, exercendo boa agdo antimicrobiana, em
um pH que varia de 5 a 8, e a medida que ele aumenta, ha uma
diminuicdo da ionizac¢do, havendo assim grande proporcao de moléculas
nao ionizadas, levando a sua precipitacdo e perda da acédo antimicrobiana
(Zerella et al., 2005). Isso pode explicar o fato desta associacdo nao ter
apresentado resultados favoraveis no combate ao biofilme microbiano
formado neste estudo. Apesar da notavel perda de acdo da CHX quando
misturada ao Ca (OH),, o efeito proporcionado pela combinacdo destas
substancias pode ser de relevancia clinica (Zerella et al., 2005).

Observou-se nas imagens obtidas pelo Microscopio
eletrénico de Varredura que todos 0s grupos apresentaram estruturas
semelhantes a calcificacdes e cristalizacbes, porém nao se sabe a origem
e nem a composicao destas estruturas, ja que nao foi realizado nenhum
teste especifico para avaliar isto. Foi observada ainda, a presenca de
erosodes na superficie dentinaria (figuras 13 a 18), que, segundo Kishen et
al. (2006), pode ser um sinal da presencga de biofilme microbiano, visto
gue este estudo afirma que durante a formacdo e amadurecimento do
biofilme de E. faecalis foi detectada a presenca de erosdes na superficie
dentinaria. Este estudo afirma ainda, que no biofilme maduro observou-se
sinais de crescimento de calcificacdo e cristais que se estenderam a partir
do substrato dentina, porém a avaliacdo realizada por ele, foi por meio de
microscopio de luz. No nosso estudo ndo foi realizado esse tipo de
andlise.

Com relacdo ao gengibre, sabe-se que os fitoterapicos

tém se mostrado uma alternativa, que vem sendo estudada recentemente
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(Prabhakar et al., 2010; Lantz et al., 2007). A literatura tem mostrado que
Zingiber officinalis (gengibre), possui agdo antibidtica e anti-inflamatoria,
sugerindo-se assim, a sua utilizacdo na endodontia como um potencial
agente irrigante e medicamento intracanal. Estudos realizados por nossa
equipe, tem mostrado resultados bastante promissores em relacdo ao
combate a infec¢gbes de origem endododntica (Maekawa et al., 2010).
Gulve, Gulve (2010) realizaram estudo com o objetivo de comparar a
eficacia antimicrobiana do extrato de gengibre e do hipoclorito de sddio
2% contra Enterococcus faecalis através do método de difusdo em agar.
Foi observado que o extrato de gengibre apresentou acdo sobre
Enterococcus faecalis superior ao hipoclorito de sédio. Apesar dos
resultados promissores evidenciados pela literatura, este estudo, verificou
gue o gengibre foi pouco efetivo no combate ao biofilme microbiano tanto
quando utilizado sozinho ou associado ao hidroxido de célcio.

A sobrevivéncia das bactérias presentes no biofilme apical
mesmo apos exposicdo a medicacdes intracanais pode ser atribuida a
sua invasao no interior dos tubulos dentinarios, onde elas encontram-se
protegidas de medicamentos endodonticos por dois mecanismos: a
dificuldade de as substancias penetrarem no interior dos tubulos e pela
inativacdo do medicamento pela dentina (George et al., 2005).

No presente estudo ficou evidente que medicacbes
intracanais ndo sao capazes de combater o biofilme bacteriano apical.
Talvez seja necessario utilizar a associacdo de uma técnica irrigadora
com ultrassom e substancia quimica auxiliar que apresente baixa tenséo
superficial e poder de dissolucdo tecidual, seguida de medicacao
intracanal, para tentar obter-se maior agdo antimicrobiana sobre o biofilme
formado na regiao apical de dentes com necrose pulpar.

Ainda, mais estudos se fazem necessarios nesta linha de
trabalho, inclusive com o desenvolvimento de biofilme multiespécie, a fim

de se obter resultados que reproduzam com mais fidelidade as condi¢des
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clinicas. Assim, este é o primeiro estudo de uma linha a ser desenvolvida

para alcancar maior sucesso na terapia endodoéntica.



CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

a) Nenhuma das medicagbes intracanal
avaliadas foram eficazes no combate ao
biofilme microbiano.

b) A clorexidina gel 2% apresentou a menor
redugcdo dos microrganismos, seguida pelo

grupo hidroxido de calcio e soro.
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APENDICE A

Tabela 5 Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo SS

Dente UFC/mL Log 10
1 5330000 6,73
2 7600000 6,88
3 2130000 6,33
4 4750000 6,68
5 4890000 6,69
6 1880000 6,27
7 4030000 6,61
8 4720000 6,67
9 5220000 6,72
10 4850000 6,69
11 4530000 6,66
12 2910000 6,46

Média 4403333 6,61

Tabela 6 Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo
Ca(OH), + SS

Dente UFC/mL Log 10
1 140000 5,15
2 3820000 6,58
3 1180000 6,07
4 550000 5,74
5 3300000 6,52
6 790000 5,90
7 610000 5,79
8 1630000 6,21
9 2080000 6,32
10 690000 5,84
11 4320000 6,64
12 410000 5,61

Média 1626667 6,03




Tabela 7 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo CHX

Dente UFC/mL Log 10
1 70000 4,85
2 150000 5,18
3 200000 5,30
4 0 0,00
5 340000 5,53
6 80000 4,90
7 10000 4,00
8 90000 4,95
9 0 0,00
10 600000 5,78
11 80000 4,90
12 200000 5,30

Média 151667 4,22

Tabela 8 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo
Ca(OH)z + CHX

Dente UFC/mL Log 10
1 2830000 6,45
2 1150000 6,06
3 2030000 6,31
4 2520000 6,40
5 6200000 6,79
6 3650000 6,56
7 5840000 6,77
8 6760000 6,83
9 7560000 6,88

10 2190000 6,34
11 2470000 6,39
12 3670000 6,56

Média 3905833 6,53




Tabela 9 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo GEN

Dente UFC/mL Log 10
1 10400000 7,02
2 3270000 6,51
3 3250000 6,51
4 3750000 6,57
5 2630000 6,42
6 3030000 6,48
7 8440000 6,93
8 4440000 6,65
9 2470000 6,39
10 2010000 6,30
11 2320000 6,37
12 3300000 6,52
Média 4109167 6,55

Tabela 10 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo
Ca(OH), + GEN

Dente UFC/mL Log 10
1 3510000 6,55
2 2080000 6,32
3 2130000 6,33
4 3360000 6,53
5 2370000 6,37
6 3120000 6,49
7 3820000 6,58
8 5400000 6,73
9 3960000 6,60

10 1440000 6,16
11 2680000 6,43
12 1360000 6,13

Média 2935833,33 6,43
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica
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