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Ferreira CLR. Acéo do hipoclorito de sodio 2,5% e medicacéo intracanal com agitacao
ultrassbnica sobre micro-organismos e &cido lipoteicoico em canais radiculares
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a eficacia do hipoclorito de sédio (NaOCI) 2,5% e
medicacdo intra-canal (MIC) com hidréxido de calcio (Ca(OH)2) agitados com
ultrassom ou nao, sobre, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e acido lipoteicéico
(LTA). Foram utilizados 80 dentes unirradiculares que foram instrumentados usando
lima R40 do sistema Reciproc irrigados com 40 mL de NaOCl. Em seguida, os dentes
foram aleatoriamente distribuidos em 8 grupos, de acordo com o protocolo de limpeza
final e MIC: G1- agitacdo ultrassbnica do NaOCl e MIC 7 dias, G2- agitagao
ultrassénica do NaOCIl e MIC 14 dias, G3- agitacdo ultrassonica do NaOCl e sem
agitacdo da MIC 7 dias, G4- agitacao ultrassonica do NaOCI e sem agitacdo da MIC
14 dias, G5— sem agitacdo ultrassénica do NaOCl e com agitacdo da MIC 7 dias, G6—
sem agitacdo ultrassonica do NaOCl| e com agitagdo da MIC 14 dias, G7— sem
agitacao ultrassénica do NaOCl e MIC 7 dias e G8— sem agitacdo ultrassénica do
NaOCI e MIC 14 dias. Foi feita a contagem de Unidades Formadoras de Colbnias por
mililitro (UFC/mL) e quantificagdo de LTA. Todos os dados foram analisados
estatisticamente. Os resultados mostraram uma diminuigdo de micro-organismos
imediatamente apds o PBM (preparo biomecénico) (p<0,001). Nenhum protocolo
empregado foi eficiente na completa eliminacdo de LTA. Pode-se concluir que em
todos os grupos apdés o PBM houve reducgdo/eliminacdo dos MO (micro-organismos),
mas nenhum método testado foi eficiente para detoxificar completamente o LTA.

Palavras-chave: Toxinas bacterianas. Hipoclorito de soédio. Hidroxido de calcio.
Terapia ultrassonica.



Ferreira CLR. Action of sodium hypochlorite 2.5% and intracanal medication with
ultrasonic agitation on microorganisms and their toxins in root canals [dissertation].
Sao José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2017.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the efficacy of 2.5% sodium hypochlorite
(NaOCl) and intracanal medications using calcium hydroxide (Ca(OH)2) associated
with ultrasound on Escherichia coli, Enterococcus faecalis and lipoteichoic acid (LTA).
80 single-rooted teeth were used that were instrumented using R40 file from the
Reciproc system irrigated with 40 mL of NaOCI. Then, the teeth were randomly
divided in 8 groups, according to the final cleansing protocol and intracanal
medication period: G1- Ultrasonic activation of both NaOCI and Ca(OH). (7 days); G2
- Ultrasonic activation of NaOCIl and Ca(OH). (14 days); G3 - Ultrasonic activation of
NaOCI and no activation of Ca(OH). (7 days); G4- Ultrasonic activation of NaOCI and
no activation of Ca(OH). (14 days); G5- no ultrasonic activation of NaOCI| and
ultrasonic activation of Ca(OH). (7 days); G6- no ultrasonic agitation of NaOCI and
ultrasonic agitation of Ca(OH). (14 days); G7- no ultrasonic activation of NaOCIl and
Ca(OH)(7 days) and G8- no ultrasonic activation of either NaOCl and Ca(OH)2(14
days).Culture techniques determined the colony-forming units (CFU) and the LTA was
guantified. Data obtained was analyzed statistically. The results showed a decrease
in microorganisms immediately after biomechanical preparation (p <0.001). After
biomechanical preparation a reduction/elimination of microoganisms was detected in
all groups, however All groups after PBM there was reduction / elimination of MO, but
none of the protocols tested were able to completely eliminate the LTA.

Keywords: Bacterial toxins. Sodium hypochlorite. Calcium hydroxide. Ultrasonic
therapy.
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1 INTRODUCAO

Na endodontia o grande obstaculo existente é a presenca de micro-
organismos no sistema de canais radiculares (SCR).

Nas infec¢coes endodoOnticas primarias e secundarias existe a presenca de
micro-organismos aerébios, anaerobios estritos e facultativos. Sabe-se que nas
infeccdes endodbnticas primarias a predominancia é das bactérias Gram-negativas
(Sundgqvist, 1992; Gomes et al., 2006a; Mohammadi, 2008), cujo seu principal fator
de viruléncia é a endotoxina (LPS) que apresentam efeitos citotoxicos, podendo
induzir e manter alteracdes pulpares e periapicais (Schein, Schilder, 1975; Fabricius
et al., 1982; Martinho et al., 2010; Mohammadi, 2011).

Certos de que as infeccbes endodonticas e suas complicacbes advém da
combinacéo de alguns fatores como a capacidade de defesa do hospedeiro, nimero
de micro-organismos presentes e a viruléncia apresentada por estes micro-
organismos (Siqueira JF, Rocas, 2008), a realizagdo de um tratamento endodontico
de sucesso deve incluir tanto a eliminagcdo dos micro-organismos presentes, quanto
a neutralizacdo e/ou inativacdo dos fatores de viruléncia (Martinho, Gomes, 2008;
Martinho et al., 2010; Oliveira et al., 2012; Vera et al., 2012).

Embora sabendo-se da predominéancia das bactérias Gram-negativas nas
infeccdes endoddnticas primarias, a presenca de bactérias Gram-positivas também
esta comprovada (Xavier, 2011; Tian et al., 2013; Ferreira et al., 2015), indo além,
onde alguns estudos ja comprovaram gue em casos de infec¢cdes secundarias ou
persistentes, as bactérias Gram-positivas sao predominantes (Narayanan,
Vaishnavi, 2010; Ferreira et al., 2015).

Sabendo-se da presenca desses micro-organismos, torna-se fundamental o
estudo dos fatores de viruléncia dos mesmos. Dentre estes fatores, pode-se
destacar o acido lipoteicdico (LTA), o qual é considerado o correspondente Gram-
positivo das endotoxinas (Su et al., 2006), sendo semelhantes tanto na estrutura
guando nas respostas imunoldgicas geradas no hospedeiro (Baik et al., 2008).

O LTA presente na parede celular das bactérias Gram-positivas € formado
pela ligagdo de poliglicerofosfatos e acidos graxos e sabe-se que esta substancia

esta envolvida na resposta inflamatoria (Baik et al., 2008), na formacgéo do biofilme
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(Fabretti et al., 2006), além de possuir a capacidade de se aderir ao dente através
de sua atividade adsortiva a hidroxiapatita, 0 que permite sua penetracdo nos
tubulos dentinarios (Han et al., 2006; Lee et al., 2009).

Alguns estudos demostram que o LTA é capaz de ativar as células de defesa
do hospedeiro, como macrofagos, induzindo a liberagdo de 6xido nitrico e citocinas
pro-inflamatérias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a (Van Amersfoort et al., 2003; Wang CS
et al.,, 2007; de Souza LF et al., 2008; Lima SM et al., 2015). Esta capacidade de
influenciar a resposta imunoldgica € espécie dependente, e a ativacdo € gerada
através de sinalizacdo via receptor TLR-2 (Van Amersfoort et al., 2003; Wang JE et
al., 2003).

Com o intuito de reduzir os micro-organismos e seus subprodutos, o preparo
biomecanico com o auxilio de substancias irrigadoras que tenham acéo
antimicrobiana é de extrema importancia para que haja a eliminacdo desses micro-
organismos e consequentemente 0 sucesso no tratamento endoddntico. O
hipoclorito de sodio é a substancia de maior escolha por apresentar inUmeras
vantagens como acdo antimicrobiana, dissolucdo de matéria organica, efeito
clareador (Luz, 2013).

Estudos mostram que a utilizacdo do hipoclorito de sddio é eficaz na reducao
dos micro-organismos e que sua concentracdo também influencia na acgéo
antimicrobiana e maior penetracdo nos tubulos dentinarios (Wong, Cheung, 2014;
Cullen et al., 2015). Ele tem propriedades antissépticas devido a formacéo de acido
hipocloroso e liberacdo de cloro, que € um bactericida muito ativo, entdo a sua
eficacia depende da concentracdo de acido hipocloroso em solug¢édo ndo dissociada
(Torabinejad, Walton, 2009).

Apesar de haver uma reducdo de micro-organismos com a irrigacao
adequada dos sistemas de canais radiculares, a reducdo de toxinas é bem menos
expressiva, cerca de metade €é reduzida quando se faz a instrumentacao
convencional (Martinho, Gomes, 2008; Martinho et al., 2010) e quase absoluta
através da instrumentacdo com sistemas rotatorios de NiTi (Martinho et al., 2010).

Mesmo com um PBM convencional bem realizado, a reducédo das toxinas
ainda nao é suficiente, por esse motivo, faz-se necessario abrir mdo de outros meios
de eliminacdo, como a utilizacdo de medicagao intracanal durante o tratamento

endodontico (Xavier et al., 2013; Ferreira et al., 2015).
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O uso da medicacao intracanal é importante para o maior indice de
eliminagdo de micro-organismos e toxinas, sendo que a medicagao intracanal mais
indicada para a neutralizacdo de toxinas € o hidroxido de calcio. Dentre suas
diversas propriedades, pode-se destacar: capacidade de inducdo de mineralizacao,
propriedades antimicrobianas e efetiva acao sobre LPS (Safavi et al., 1994; Nelson-
Filho et al., 2002). Por promover a hidrélise da porcdo lipidica da toxina e
neutralizando parcialmente seus efeitos biolégicos, o hidroxido de célcio possui acéo
efetiva sobre as bactérias (Safavi, Nichols, 1994; de Oliveira et al., 2005).

Na busca por novas alternativas de tratamento, novos meios de potencializar
a limpeza dos canais estdo sendo empregados, como agitagcédo da solucéo irrigadora
e da medicacao com ultrassom (Ayranci et al., 2016).

A ativacdo passiva com ultrassom tem sido sugerida como um meio para
melhorar o desbridamento do canal, sua desinfeccdo e posterior melhora na
vedacao do canal (Plotino et al., 2007). Além do desbridamento, o ultrassom mostra
ter bons efeitos mecénicos, como a remogao de maior parte de smear layer quando
comparados a preparos sem o uso de ultrassom (Layton et al., 2015). O acumulo de
detritos produzidos por processos mecanicos na instrumentacao das areas de dificil
acesso pode ser prevenida pela agitacao ultrassonica da solucéo irrigadora mesmo
durante a fase de preparacéo (Paqué et al., 2011).

Diante do exposto, a proposta desta pesquisa foi analisar a eficacia do
hipoclorito de sédio a 2,5% e medicacao intra-canal com hidréxido de calcio agitados
ou ndo com ultrassom, sobre Enterococcus faecalis e Escherichia coli e se a

agitacao final é efetiva sobre o &cido lipoteicéico (LTA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiologia das infec¢cdes endoddnticas

Kakehashi et al. (1965) realizou um estudo com ratos germ-free e
convencionais, observando que apos 14 dias no grupo convencional os dentes
estavam com o tecido pulpar totalmente necrosado, com presenca de tecido
inflamatorio crénico e formacédo de abscesso na regido periapical. Em contra partida
nos ratos do grupo germ-free ndo foi observado necrose pulpar e formacdo de
abscesso, apenas um pequeno infiltrado inflamatério, concluindo que o0s micro-
organismos estdo ligados diretamente a etiologia das alteracbes pulpares e
periapicais.

Em um estudo classico, Sundqvist (1976) avaliou microbiologicamente 32
canais de dentes unirradiculares para identificar micro-organismos anaerébios
estritos. Todos os dentes avaliados apresentavam necrose pulpar por trauma. As
bactérias foram isoladas dos espécimes que a lesdo periapical era visivel
radiograficamente, havendo uma correlagcdo positiva entre o tamanho da leséao
periapical e o nUmero de espécies bacterianas presentes nos canais radiculares. As
bactérias anaerObias estritas representaram cerca de 90% de toda microbiota
isolada, tendo uma correlagcéo positiva entre sintomatologia € um maior nimero de
bactérias encontradas no canal. Os resultados mostraram o papel fundamental dos
micro-organismos na etiologia e desenvolvimento das lesdes periapicais.

Apesar de varias pesquisas ja terem sido realizados, a microbiota do sistema
de canais radiculares (SCR) é sempre muito estudada, pois véarias espécies de
micro-organismos sao encontradas por pesquisas com métodos de identificacdo
diferentes.

Na infeccdo endodbdntica a microbiota € muito variada, como organismos
aerobios, anaerodbios estritos, anaerdbios facultativos e os fungos, mas sabe-se que
nas infeccdes primarias a predominancia € das bactérias Gram-negativas
(Sundqgvist, 1992; Gomes et al., 2006b; Mohammadi, 2008), mas a presenca de

bactérias Gram-positivas também ja é comprovada (Chung, 2011; Xavier, 2011).
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As bactérias e a seus fatores de viruléncia sdo os principais agentes para o
surgimento da periodontite apical poés-tratamento podendo sobreviver a
procedimentos biomecanicos ou invadir o canal através de uma infiltracdo coronaria
atingindo a obturacdo do canal radicular. Culturas bacterianas e estudos
moleculares confirmam que Enterococcus faecalis € uma das mais prevalentes
bactérias encontradas no canal radicular apés o tratamento endodéntico (Pinheiro et
al., 2003; Endo et al., 2014).

Estudo realizado por Gomes et al. (2006a) envolvendo 50 dentes com
infeccdo endododntica primaria e 50 dentes com infeccdo endoddntica persistente,
demonstrou por meio de cultura microbiolégica a presenca de Enterococcus faecalis
em 42% dos casos.

Enterococcus faecalis pode sobreviver no canal radicular como organismo
anico, sem o suporte de outras espécies, e representar um problema para o sucesso
do tratamento. Este género oferece resisténcia a varias substancias antimicrobianas
e ainda pode se favorecer por alteracdes no ecossistema do canal radicular e
instituir uma infeccao persistente (Oliveira et al., 2007a). E. faecalis pode invadir os
tubulos dentinarios em profundidade e, com isso, é provavel que as células no
interior dos tdbulos dentindrios que consigam sobreviver a instrumentacao
biomecénica e medicacdo intracanal possam colonizar os tubulos e reinfectar os
canais radiculares obturados (Berber et al., 2006).

Um estudo de Rocgas e Siqueira (2011), avaliou através de testes moleculares
a prevaléncia de E. faecalis em infeccdes endoddnticas e sua associacdo com
doencas perirradiculares. Os resultados deste estudo indicaram que E. faecalis é
significativamente mais associado a casos assintomaticos de infeccbes
endoddnticas primarias do que com o0s sintomaticos. Além disso, a incidéncia de E.
faecalis foi mais elevada em casos de insucesso do que em infec¢des primarias.

Estudo realizado por Xavier (2011) avaliou a microbiota presente em canais
radiculares com infeccdo endoddntica priméaria e presenca de lesdo periapical e
acdo de diferentes substancias quimicas auxiliares. Por meio do teste de reagdo em
cadeia polimerase foram detectados diferentes micro-organismos Gram-positivos na
coleta iniciam com: Filifactor alocis, Parvimonas micra e Enterococcus faecalis.

Indicando que cerca de 6,7% dos casos apresentam Enterococcus faecalis.
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Em relacdo a incidéncia desse tipo de bactéria e infec¢cbes secundérias,
estudo realizado por Endo et al. (2011) avaliando microbiota e niveis de
endotoxinas presente em canais com insucesso endodontico determinou, com testes
bioguimicos e de reacdo em cadeia polimerase, a presenca de Enterococcus
faecalis em 57% dos casos e prevaléncia de bactérias Gram-positivas anaerébias
facultativas.

Enterococcus faecalis nestas infeccbes endodbnticas secundarias ou
persistentes deve-se, entre outros fatores, a sua capacidade de penetracdo em
tubulos dentindrios e a sua capacidade de impedir a liberacdo de enzimas
hidroliticas pelas células polimorfonucleares do hospedeiro (Rocas et al., 2011).

Além disso, E. faecalis possui fatores de viruléncia que podem estar
associados a diferentes estagios da infec¢cdo endoddntica e a inflamacéo periapical,
como: producdo de substancia de agregacdo, adesinas de superficie, producdo
extracelular de superdxido, enzimas liticas gelatinase e hialuronidase, e o acido
lipoteicdico (Kayaoglu, Orstavik, 2004).

Pelo empenho nos estudos da microbiota envolvida na patologia endodéntica,
hoje ja se sabe compreender melhor os micro-organismos envolvidos e iSso trouxe a
vantagem de poder otimizar o tratamento endodontico, modificando os planos de
tratamentos ja instituidos e consequentemente ser mais eficaz no combate a esses
micro-organismos. O grande desafio dos novos estudos estd sendo de descobrir
mais a fundo as caracteristicas desses organismos mais resistentes a esse meio
endodontico e como fazer para elimina-los.

As lesdes traumaticas e as lesGes cariosas sao as principais vias de infeccéo
do tecido pulpar. Uma vez reconhecida a presenca de micro-organismos e seus
subprodutos nos tubulos dentinarios, um processo imuno-inflamatério é arquitetado
neste tecido. As espécies bacterianas que inicialmente penetram o tecido dentinario
sdo as anaerbbias facultativas, como aquelas pertencentes aos géneros
Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus e micro-organismos filamentosos
(Siqueira JF Jr., 2001). Dependendo do grau e intensidade da invasédo bacteriana e
do processo inflamatoério, o tecido pulpar pode se tornar necroético, propiciando assim
a invasao do espaco pulpar pelos micro-organismos. Na dinamica de uma infecgao
endodéntica, anaerdbios estritos sdo invasores secundarios. Nos estagios iniciais,

bactérias anaerdbias facultativas estdo em maior percentual. Em, aproximadamente,
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sete dias apés o estabelecimento da infeccdo, 50% da microbiota j& € composta por
anaerobios obrigatérios. Em trés meses, a proporcdo desses anaerébios pode
chegar a 85% e, em seis meses, 90% (Fabricius et al., 1982).

Ferreira et al.,, 2015 em um estudo clinico teve como objetivo determinar o
perfil microbiologico resistente a diferentes medicac¢des intracanais em infeccdes
endoddnticas primarias, utilizando tanto a cultura microbioldgica quanto a técnica de
hibridacdo DNA-DNA. Foram utilizados vinte canais radiculares infectados e depois
instrumentados antes de serem divididos aleatoriamente em 2 grupos de acordo
com as medicagfes intracanais: hidroxido de célcio (Ca [OH]2) ou Ca (OH)2 +
clorexidina (CHX). As amostras foram coletadas antes e apds os procedimentos do
canal radicular, que consistiu em submeté-los a cultura microbiolégica e processa-
los para hibridacdo DNA-DNA. Puderam concluir que o uso de Ca (OH)z associado a
CHX como medicagéo intracanal mostrou melhores resultados agindo em micro-
organismos Gram-positivos e Gram-negativos, embora tal acdo para erradicar
enterococos também deve ser buscada.

As doencas infecciosas representam uma categoria de interacfes que
envolvem um hospedeiro frente a micro-organismos com potenciais colonizadores e
patogénicos (Socransky, Hafffajee, 2005). Em certas situacdes, tais micro-
organismos podem invadir locais normalmente estéreis do nosso organismo, como o
tecido pulpar, tornando-se assim micro-organismos oportunistas. O grau de
patogenicidade de tais micro-organismos € denominado viruléncia, que é a
capacidade de um micro-organismo produzir formas graves da doenca. Relaciona-se
com a producdo de toxinas e a sua capacidade de multiplicacdo no organismo
parasitado (Baik et al., 2011).

2.2 Endotoxinas (LPS)

Pode-se verificar que as bactérias Gram-negativas tém grande importancia na
infeccdo primaria dos canais radiculares, participando efetivamente na inducao das

alteracdes pulpares e periapicais.
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Schein e Schilder (1975) relataram que os dentes com polpas necroticas
contém maiores niveis de endotoxinas. Foi realizado um estudo clinico, para
quantificar e detectar os niveis de endotoxina. O estudo foi com 40 pacientes onde
eram submetidos a terapia endodontica. Os resultados, mostraram que niveis de
endotoxinas eram maiores em dentes sintomaticos do que em dentes
assintomaticos, maiores em dentes com polpas necrosadas comparados com polpas
vitais, e também maiores quantidades em dentes que com lesdes periapicais.

Schonfeld et al. (1982) mostraram que a presenca de endotoxinas nas lesdes
endoddnticos esta altamente correlacionada com lesBes granulomatosas. A
endotoxina, mais corretamente chamadas de lipopolissacarideo (LPS), é um
componente do envelope celular de bactérias Gram-negativas. Esta molécula € um
potente mediador de inflamacdo que € igualmente ativa apés a morte da célula
bacteriana. Estas células Gram-negativas podem mesmo ser fagocitadas pelos
macréfagos e, em seguida, serem lancadas com maior toxicidade.

A endotoxina € considerada como um dos principais fatores etioldgicos
envolvidos na patogénese e na manutencdo da inflamacédo periapical, incluindo
reabsorcdo 6ssea (Dwyer, Torabinejad, 1981; Jacinto et al., 2006). A endotoxina
causa importantes efeitos biol6gicos inflamatérios, como ativacdo do sistema
complemento, quimiotaxia de polimorfonucleares, inducédo de febre, leucopenia,
hipotensdo e choque, coagulacéo intravascular, ativacdo policlonal de linfocitos B e
producdo de anticorpos nao-especificos (Oliveira et al., 2007b). Além disso, LPS
ativa macrofagos, induzindo a sintese e liberacdo de mediadores da resposta
inflamatéria (prostaglandinas e leucotrienos) e citocinas, como fator de necrose
tumoral (TNF-y) e interleucinas (IL-1 e IL- 1 ) (Rogers et al., 2007).

As endotoxinas sdo moléculas estaveis ao calor compostas de
polissacarideos (acUcares polimerizados), lipidios (complexos contendo acidos
graxos) e proteinas. O LPS é composto por trés segmentos covalentemente ligados:
o Lipidio A, o Core e o Antigeno O. O Lipidio A € a regido da molécula de endotoxina
responsavel por seus efeitos téxicos (Rietschel, Brade, 1992).

Safavi e Nichols (1994) realizaram um estudo onde o objetivo era investigar
se o tratamento com hidroxido de calcio alterava sua ac¢ao biologica sobre LPS,
onde era medido pela secre¢cdo de prostaglandina E2. Culturas de células de

mondcitos foram estimuladas com LPS ou LPS tratado com hidréoxido de céalcio.
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Sobrenadantes de cultura foram analisados quanto ao teor de prostaglandina E2
utilizando cromatografia gasosa - espectrometria de massa. A prostaglandina E2 foi
identificada nos sobrenadantes de mondcitos estimuladas por LPS, mas ndo nos
que estimuladas com LPS tratados com hidréxido de calcio. Concluiu-se que o
tratamento com hidréxido de calcio pode alterar as propriedades biologicas dos LPS
bacterianos.

Oliveira et al. (2012) realizaram um estudo clinico onde teve por objetivo
investigar os efeitos do tratamento endodoéntico utilizando diferentes irrigantes sobre
endotoxinas em canais radiculares com necrose pulpar e periodontite apical e para
avaliar os efeitos citotoxicos. Foram entdo selecionados trinta e seis canais
radiculares. As amostras foram coletadas antes (S1) e apds a instrumentacéo (S2).
Os canais foram divididos em 3 grupos (n = 12) de acordo com a combinacao
utilizada irrigante: CLX + LW - gel de clorexidina 2%+ hidroxido de calcio (agua de
cal 0,14%); CLX + PmB - clorexidina + polimixina B; CLX (controle), clorexidina +
salina. A terceira amostra (S3) foi realizada apds a acido etilenodiaminotetracético e
S4 apos medicacdo intracanal (CLX + hidréxido de calcio durante 14 dias). A
combinacdo de CLX e limewater como irrigante foi o mais eficaz na reducédo de
endotoxinas em canais radiculares e medicagao intracanal foi importante para
neutralizar os efeitos citotoxicos.

Diversos efeitos inflamatorios podem ser notados nas endotoxinas. O LPS
induz prostaglandinas, leucotrienos, fator ativador de plaguetas, complemento 3A e
5A, e interleucina-1 entre outros. A ativacdo destes mediadores provoca um
aumento da permeabilidade vascular, marginacdo dos neutrofilos nas células
endoteliais, a quimiotaxia de neutréfilos, liberacdo de colagenase, ativacdo dos
linfécitos, e entre outros efeitos bioldgicos, incluindo a reabsorcdo 6ssea e formacao
de granulomas cronicos (Dwyer, Torabinejad, 1981; Morrison, Ryan, 1987;
Andrukhov et al., 2014).

Estudos envolvendo a quantificacdo de endotoxinas em dentes com necrose
pulpar e lesdo periapical, assim como estudos apds o preparo biomecanico,
mostram a eficacia dos procedimentos endodoénticos na reducéo e/ou eliminacao do
conteudo endotoxico (Oliveira et al., 2007a; Valera et al., 2014).

Cardoso et al. (2015) realizou um estudo em que correlacionava os niveis de

endotoxinas de dentes com infec¢cdo endodoéntica primaria com sinais e sintomas
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com o volume da destruicio Ossea periapical via TCFC (tomografia
computadorizada de feixe conico). Os resultados obtidos puderam provar que 0s
niveis de endotoxinas encontrados nas infeccbes endodonticas estédo relacionados
tanto com o volume de destruicdo Ossea periapical, quanto com a presenca de
sintomatologia dolorosa antes do tratamento.

Cardoso et al. (2016) realizou um estudo clinico investigando e quantificando
as bactérias cultivaveis e seus niveis de endotoxinas na infeccdo endodontica
persistente, determinando sua antigenicidade contra macréfagos e fibroblastos pela
secrecdo de IL-1B e TNF-a e avaliando sua relagdo com caracteristicas clinicas e
radiograficas. Os achados do estudo revelaram a presenca de espécies de bactérias
Gram-negativas na infeccdo endodbntica persistente, com suas endotoxinas
relacionadas com a severidade da destruicdo 6ssea e o0 desenvolvimento de
sintomatologia. Além disso, é&reas maiores de destruicdo Ossea estavam
relacionadas a niveis mais elevados de IL-18 e TNF-a secretados por macrofagos e

fibroblastos.

2.3 Acido Lipoteicoico (LTA)

Outro componente, agora da parede celular de bactérias Gram-positivas, o
acido lipoteicéico (LTA) € considerado um importante fator de viruléncia envolvido
em alteracOes pulpares e periapicais. Mesmo ap0s a morte bacteriana, LTA persiste
no canal radicular por longos periodos de tempo, as quais podem causar inflamacéo
cronica (Seltzer, Farber, 1994).

Enterococcus sdo cocos Gram-positivos, e devido a suas caracteristicas
morfolégicas e genéticas, eles podem resistir a procedimento intracanal e
antibioticos sistémicos, mesmo em condi¢cdes ecoldgicas de estresse (Medeiros et
al., 2014). O mecanismo de resisténcia do E. faecalis resulta da sua mudangas de
fisiologia ou estrutura na célula bacteriana, que € uma estratégia de sobrevivéncia
ao ataque por agentes antimicrobianos (Endo et al., 2014). Enterococcus spp.
adquiriu determinantes genéticos que conferem resisténcia a varias classes de

antibiéticos, incluindo a clindamicina, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol, e, mais



26

recentemente, a vancomicina (Endo et al., 2014; Gomes et al., 2011). Embora a
incidéncia de cepas resistentes seja mais pronunciada em infec¢des hospitalares ou
sistémicas, os estudos usando infeccBes bacterianas isolados de endodontia tém
mostrado a emergéncia de bactérias resistentes, em especial em procedimentos
convencionais utilizados em procedimentos dentérios (Gomes et al., 2011). Embora
0s antibiéticos sistémicos ndo sejam normalmente usados no tratamento de
infeccbes associadas a lesdes periapicais crénicas, em casos de pacientes com
flare-up ou em risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana, estes tornam-se
um auxiliar importante na endodontia, sendo utilizado em regimes profilaticos (Endo
et al., 2014).

O Enterococcus faecalis participa do processo das infeccbes endoddnticas
primarias e secundarias, portanto na parede celular dessas bactérias se encontra
LTA que possui uma estrutura anfipatica, ou seja, moléculas que apresentam a
caracteristica de possuirem uma regido hidrofilica (solivel em meio aquoso), e uma
regido hidrofobica (insoluvel em agua, porém solivel em lipidios e solventes
organicos), sendo formado por ligacdo de poliglicerofosfatos e acidos graxos
(Wicken, Knox, 1975) e estando envolvida na resposta inflamatoria, sindrome
séptica, formacdo de biofiime e adesdo ao dente (Fabretti et al., 2006; Han et al.,
2006; Baik et al., 2008; Lee et al.,, 2009). Este polimero de glicerofosfato ou
ribitolfosfato covalentemente ligado ao glicolipideo na membrana citoplasmatica e
projetando-se através da camada de peptidoglicano, € considerado essencial ao
crescimento bacteriano (Van Amersfoort et al., 2003, Siqueira JF, Ro¢as, 2007).

LTA é um importante fator de viruléncia da bactéria Gram-positiva que é
lancado durante a multiplicacdo bacteriana, principalmente ap6s sua lise por
lisozima, peptideos bactericidas catidnicos, fosfolipase A, catepsinas, ou antibiéticos
beta-lactamicos (Ginsburg, 2002). O LTA tem propriedades patogénicas
semelhantes aos LPS de bactérias Gram-negativas (Ginsburg, 2002; Hahn, Liewehr,
2007; Siqueira JF, Ré¢as, 2007). No entanto, o LTA se difere na perda em termos de
estrutura e gene de transcrigao (Ryu et al., 2009).

LTA pode iniciar uma série de reacdes por ligacdo a receptores especificos
(CD14 e toll-like2) ou por eventos ndo especificos (fosfolipidios da membrana; a
ativacdo sistema do complemento; liberacdo de citocinas proé-inflamatoérias, tais

como fator de necrose tumoral alfa, interleucina [IL] -1-B, IL-6, IL-8, e prostaglandina
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E2 (PGE2); regulacdo da angiogénes e libertacdo de hidrolases, proteases e de
oxigénio reativo e regulacdo, recrutamento e ativagdo de neutréfilos (Ginsburg,
2002; Costa et al., 2003; Kayaoglu, @rstavik, 2004; Siqueira JF, R6¢as, 2007).

Os macréfagos derivados de monécitos podem ser ativados em 2 perfis, M1 e
M2, no local da infec¢do. Macrofagos M1 podem desenvolver fungéo antimicrobiana
e anti-tumoral, enquanto que os macrofagos M2 estdo relacionados com a
proliferacéo celular e reparacédo de tecidos (Mills et al., 2012). A evidéncia sugere
gue a inducdo da destruicdo O0ssea ocorre apos ativacdo de células osteoclasticas
(Teixeira-Salum et al., 2010). A diferenciacdo de osteoclastos pode ser afetada por
diferentes estimulos da citocina produzidos por células imunocompetentes em
periodontite apical (Handal et al., 2009). Portanto, o macrofago de ativacdo M1 pode
ser envolvido com a interleucina (IL) -6, IL-12, e fator de necrose tumoral (TNF) —a,
ao passo que a producdo de IL-10 esta envolvida com a ativacdo M2 (Vogel et al.,
2014).

Baik et al. (2008) realizou um estudo com LTA proveniente de E.faecalis,
avaliou a sua capacidade de estimulacdo de macréfagos (RAW 264.7), o qual
produziu elevados niveis de fator de crescimento (TNF-a) e de o6xido nitrico. O
estudo ainda relata que o LTA estimula o receptor TLR2, mas n&o o TLR4 (receptor
estimulado pelas endotoxinas) e conclui que os resultados indicam que o LTA é
parcialmente responsavel pelas respostas inflamatdrias geradas pelo E.faecalis.

Tian et al. (2013) realizou um estudo para examinar o efeito do LTA, um
importante fator de viruléncia de E. faecalis, sobre a apoptose de osteoblastos.
Evidenciando que o LTA de E. faecalis pode inibir a proliferacdo e induzir apoptose
de células MG63 de osteoblastos humanos.

Lima SM et al. (2015) avaliaram a expressdo de mediadores inflamatorios
produzidos por antigenos de 264,7 células mortas RAW de Candida albicans e E.
faecalis na presenca de calor (HK). Culturas de células RAW foram estimuladas com
ambos 0s antigenos na presenca ou auséncia de interferon recombinante (rIFN) -y.
Parametros da viabilidade celular, a producdo de oxido nitrico (NO), bem como a
sintese de interleucina (IL) -1a, IL-6, IL-10, IL-12, proteina-1 quimiotactico de
monacitos, e fator de necrose tumoral (TNF) -a foram analisados. Puderam constatar
gue o conhecimento em relacdo ao mecanismo de acolhimento de resposta a micro-

organismos que perpetuam a infecgdo endodontica e as lesGes perirradiculares pode
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contribuir para a otimizagdo da terapia endodoéntica. Os mediadores inflamatorios
mencionados e fatores de viruléncia envolvidos no insucesso endoddntico podem
orientar a progressao da lesdo e também serem alvos no desenvolvimento de
desinfetantes e agentes imunomoduladores.

Barbosa-Ribeiro et al. (2016a) realizou um estudo para investigar a
prevaléncia de fatores de viruléncia e os fatore antimicrobianos resistentes a
Enterococcus faecalis, que foram isolados de dentes com falha do tratamento
endodoéntico. Concluiu-se que E. faecalis isolados de infec¢cdes endoddnticas
persistentes mostraram resisténcia intermediaria / total a varios agentes
antimicrobianos, sendo a amoxicilina + clavulanato o agente mais eficaz. Além disso,
as estirpes mostraram diferentes padrdes de deteccédo de genes de viruléncia.

Em outro estudo, Barbosa-Ribeiro et al. (2016b) quantificou os niveis de LTA
e bactérias cultivaveis nas diferentes fases do retratamento endoddntico. Também
investigou a presenca de micro-organismos Gram-positivos antes e depois do PBM
e MIC. As taxas de reducdo das bactérias foram maiores que o LTA. Além disso,
micro-organismos Gram-positivos estavam presentes em todas as fases do
retratamento endodontico.

Deste modo, sabendo-se que o LTA possui um papel importante nas afec¢oes
endododnticas, faz-se necessario o estudo de formas de eliminagéo/inativacéo desta

substancia, de forma a se elevar os indices de sucesso do tratamento endododntico.

2.4 Hipoclorito de sodio

Em 1820, Labarraque em suas experimentacdes, obteve Hipoclorito de Sadio
(NaOCl) em concentracdo de 2,5% e utilizou para a desinfeccdo de feridas. Em
1915, o quimico Inglés Henry Dakin (1915) recomendou a utilizacdo de uma solucao
de hipoclorito de sédio (0,5% - 0,6%) para irrigar feridas infectadas, pois observou
gue a cicatrizagcdo com a solucéo de Labarraque ocorria muito lentamente e que isso
acontecia em decorréncia da alta concentracdo da solugédo que causava injuria aos

tecidos. A partir de entdo, comecgou-se a pesquisar a solugéo para outros fins.
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Em 1917, Barret implantou o uso de NaClO para irrigacdo dos canais
radiculares. Foi quando Walker (1936) utilizou pela primeira vez a solugédo de NaOCI
a 5% para este fim. Hoje as concentracbes de NaClO ja sdo amplamente
conhecidas e variadas (0,5%, 1%, 2,5% e 5,25%) e é aplicada dependendo da
indicagao.

A solucdo de NaOCI é bastante utilizada, pois apresenta caracteristicas como:
dissolucéo de tecido organico, clareador, acdo antimicrobiana (Pelczar et al., 1980;
Zehnder, 2006).

O NaOCI é utilizado durante a fase de instrumentacdo para aumentar maximo
possivel o seu tempo de acdo no interior do canal sem ser quimicamente alterado
pela presenca de outras substancias (Beus et al., 2012; Rossi-Fedele et al., 2012). A
sua eficacia tem sido demonstrada que dependem da sua concentracdo, da
temperatura, do pH da solucdo de armazenamento e condi¢cbes (Beus et al., 2012;
Cullen et al., 2015). Solu¢bes aquecidas (45-60 °C) e concentragbes mais elevadas
(5-6%) tém demonstrado maiores propriedades de dissolucdo de tecido (Zehnder,
2006). A concentracdo maior de hipoclorito mostra ter também uma maior
penetracdo nos tubulos, eliminando maior quantidade de bactérias dos canais
radiculares (Wong, Cheung, 2014). No entanto, quanto maior for a concentragéo,
mais grave é a reacao potencial que pode acontecer se o irrigante inadvertidamente
for forcado para dentro dos tecidos periapicais (Mehdipour et al., 2007; Rossi-Fedele
et al., 2012). Para reduzir este risco, 0 uso de agulhas endodontia especialmente
concebidos e uma técnica de injecdo sem pressao sao recomendadas (Kishen,
2010).

A principal desvantagem de NaOCI é a sua incapacidade para remover a
porcdo inorganica de camada de esfregaco. Por esta razdo, recomenda-se a
utilizacdo para finalizacdo da irrigagdo o EDTA (etileno-diamina-tetra-acético)
(Zehnder, 2006). EDTA tem a capacidade de decompor o componente inorganico de
detritos intracanal e € geralmente utilizado a uma concentracdo de 17%. EDTA
parece reduzir a atividade antibacteriana e de hipoclorito de solvente e por isso
estes dois liquidos n&o deve ser no canal ao mesmo tempo (Clarkson et al., 2011).
Por esta raz&o, durante a preparacdo mecanica lavagem abundante e frequente com

hipoclorito de sodio é utilizado, enquanto o EDTA é utilizado, no final da fase de
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preparacdo para remover completamente a camada de detritos inorganicos e
esfregaco de as paredes do canal.

A eficacia antimicrobiana do hipoclorito de sodio, com base no seu pH
elevado, é semelhante ao mecanismo de acédo do hidroxido de célcio. O pH elevado
do NaOCl interfere na integridade da membrana citoplasmatica bacteriana, com uma
inibicdo irreversivel, ocorrendo modificagbes biossintéticas enziméticas no
metabolismo celular e a degradacdo observada em fosfolipido da peroxidacdo
lipidica.

Um estudo com 50 dentes unirradiculares com periodontite apical, foram
preparados usando instrumentos rotatorios BioRaCe (FKG Dentaria, La Chaux-de-
Fonds, Suica) e irrigacdo com NaOCI 2,5% (n = 25) ou CHX 2% (n = 25). Para
comparacao da eficacia da irrigacdo o DNA das amostras clinicas foi extraido, e a
reducdo dos niveis de bactérias totais e estreptococos foram avaliados. Todas as
amostras foram positivas para a presenca de bactérias. Ap6s o PBM usando NaOCI
2,5% ou CHX2%, 44% e 40% dos canais radiculares ainda tinha apresentava as
bactérias detectaveis, respectivamente e concluiram que mesmo com o PBM e

irrigacdo, bactérias ainda persistiam nos canais radiculares (Rocas et al., 2016).

2.5 Hidréxido de célcio

Mesmo com a irrigagdo com o hipoclorito de s6dio e EDTA para a tentativa do
combate dos micro-organismos e eliminacdo da camada de esfregaco do canal
radicular, respectivamente, muitas vezes organismos mais resistentes ainda
persistem e podem causar uma recolonizacdo naquele meio. Em casos de necrose
pulpar e/ou lesdo periapicais muitas vezes se faz necessario o uso de uma
medicacdo intracanal para tentativa de eliminacdo desses micro-organismos mais
resistentes (de Souza CA et al., 2005).

A introducéo do hidréxido de calcio ocorreu em 1930 por Hermann e a partir
de entdo comecou uma nova época no campo da odontologia (Stanley, Pameijer,
1985). O sucesso clinico com este material € atribuido principalmente ao seu pH

alcalino e da sua capacidade de dissociar rapidamente em ions hidroxila e ions
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calcio (Siqueira JF, 2001). Tronstad et al. (1981), demonstraram a difusdo de ions
calcio através da dentina com a superficie externa. Estes ions sdo radicais livres
extremamente oxidantes que apresentam reatividade com biomoléculas (Siqueira
JF, 2001). Seus efeitos letais em células bacterianas seriam, provavelmente, devido
a danos na membrana citoplasmatica, desnaturacdo de proteinas e/ou danos ao
DNA (Mohammadi, 2011). Apesar de néo elevada, esta capacidade antimicrobiana é
relatada na literatura.

Safavi e Nichols (1994) demonstraram que o Ca(OH)2 tem a capacidade de
hidrolisar a porgéo lipidica do LPS bacteriano, promovendo sua degradacgéo, além
de alterar as propriedades biolégicas. Entretanto, o Ca(OH)2 tem se mostrado
ineficaz contra E. faecalis (Gomes et al., 2009), pois esse micro-organismo tem a
capacidade de sobreviver em canais radiculares sozinho e sem auxilio de outra
bactéria (Siren et al., 1997), assim como em um ambiente com baixa disponibilidade
de nutrientes.

O Ca(OH)2 tem sido utilizado em varias situacdes clinicas e € mantido dentro
do canal para diferentes periodos de tempo que variam de 7 dias como medicacao
intracanal e de 6 a 24 meses para induzir a apicificagcdo (Kleier, Barr, 1991). A
eficacia antibacteriana de hidroxido de célcio pode ser dependente no veiculo usado
(Cwikla et al., 2005).

Em um estudo in vitro, foi analisada a acédo da irrigacdo com hipoclorito de
sédio 1% associada a medicacdes intracanais de hidroxido de célcio e clorexidina
gel 2% durante 14 dias sobre E. faecalis e C. albicans. Todas as medicacdes
intracanais testadas foram eficientes em reduzir micro-organismos apés o PBM,
sendo que a associacao do Ca(OH)2 + CLX apresentou melhores resultados. Assim,
€ possivel que esta associacdo possa combinar a atividade antimicrobiana da CLX a
potente acdo mineralizadora e neutralizadora de endotoxinas do Ca(OH)2 (Valera et
al., 2009).

Estudo de Baik et al. (2011) avaliou a efetividade do hidroxido de calcio sobre
o acido lipoteicoico presente na parede celular do E.faecalis. Através de um pré-
tratamento do LTA com o hidroxido de calcio foi possivel anular a capacidade do
LTA ativar a liberacdo de fator de necrose tumoral por parte dos macrofagos. Os
autores sugerem que o hidréxido de célcio pode inibir a toxicidade do LTA,

promovendo uma diminuicdo da resposta inflamatéria.
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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 medicacdes
intracanais. Cento e quarenta e oito pré-molares inferiores uniradiculares humanos
foram instrumentados com Protaper universal, utilizando-se NaOCI| 2,5% como
substancia quimica 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
medicacdo intracanal a ser utilizada: amoxicilina e clavulanato, ciprofloxacina,
clindamicina, doxiciclina e pasta de hidroxido de calcio. As medicagbes
permaneceram por uma semana no interior dos canais radiculares. Amostras
bacterianas foram coletadas e plagueadas para posterior contagem de unidade
formadora de col6nias (UFC). A observacdo em microscopio eletrénico de varredura
confirmou o crescimento do biofilme bacteriano. Notou-se que todos 0s agentes
quimicoterapéuticos foram superiores ao hidroxido de célcio em eliminar o biofilme,
tendo destaque para a amoxicilina com clavulanato, ciprofloxacina e clindamicina.
Assim, a utilizacdo de agentes antimicrobianos pode ser benéfica em casos de
periodontite apical resistente, mas apenas apoés a realizacdo de teste microbiolégico
para saber qual o antimicrobiano apropriado.

Estudo realizado in vivo demonstrou, através de contagem microbiana e
guantificacdo de endotoxinas presentes em amostras obtidas de 40 canais
radiculares, que a o hidréxido de calcio associado ao propilenoglicol é efetivo na
neutralizacdo de endotoxinas e importante durante o tratamento endodontico (Xavier
et al., 2013).

Valera et al. (2014) avaliaram o efeito do extrato glicélico de gengibre como
medicacdo intracanal associado ou ndo ao Ca(OH)z2 sobre micro-organismos e
endotoxinas em 48 dentes humanos extraidos. Os espécimes foram divididos em 4
grupos de acordo com a medicacao intracanal: Ca(OH)2, extrato glicélico de
gengibre 20% (GEN), associacdo de Ca(OH)2 + GEN (32 coleta), solucdo salina
(grupo controle). Os resultados mostram que todas as medicac¢des contribuiram para
eliminacdo de micro-organismos e reducao significante de endotoxinas, sendo que
os melhores resultados foram encontrados na medicagéo de Ca(OH)-.

Barbosa-Ribeiro et al. (2016a), realizou um estudo utilizando dentes

unirradiculares contaminados, em que foram necessarios o retratamento
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endoddntico, estes foram aleatoriamente distribuidos em 2 grupos de acordo com a
substancia quimica usada: grupo CHX gel 2%, e o grupo hipoclorito de sédio 6%
(NaOCl) e medicados com hidroxido de calcio. Amostras do canal radicular foram
coletadas e apos 30 dias de medicacao intra-canal com hidréxido de calcio+ CHX
gel 2% efoi feita outra coleta. Concluiram que as taxas de reducdo das bactérias
eram maiores do que as do LTA. Além disso, 0s micro-organismos gram-positivos

estavam presentes em todas as fases do tratamento endodéntico.

2.6 Agitacéao ultrassonica

O ultrassom foi inicialmente utilizado nas décadas de 1940 e 1950.
Basicamente, a técnica consistia na conversdo da energia elétrica em energia
mecanica sob a forma de vibragdo. Por meio de uma pequena ponta, vibrando em
torno de 29.000 Hz, fluia um abrasivo de 6xido de aluminio, resultando em corte
rapido da estrutura dentéria (Shafer et al., 1985).

A ativacdo ultrassénica do hipoclorito de sédio ainda permanece o padrédo
ouro e nos estudos é usada como controle na comparagao aos demais sistemas que
empregam agitacdo mecanica (Plotino et al., 2016).

Para ser eficiente a solucéo irrigadora deve tocar em todas as paredes do
canal, sendo isso muito mais dificil utilizando somente a irrigagdo convencional
(Villas-Boas MH et al., 2011). O ultrassom é utilizado ajudando a soluc¢éo irrigadora a
tocar mais ao longo das paredes do canal, fazendo com que a mesma penetre mais
nos tubulos e consequentemente trazendo uma melhor eficiéncia da acdo da
solucéo (Gu et al., 2009).

O ultrassom é utilizado na endodontia normalmente em uma frequéncia entre
25 e 40 kHz. A eficacia do ultrassom na irrigacdo é determinada pela sua

“®

capacidade de produzir “cavitagdo” e “ transmissdo acustica’. A cavitacdo é
minimizada e emitida para ponta do instrumento utilizado, enquanto que o efeito da
transmissdo acustica € mais significativo. O ultrassom cria bolhas de presséo
positiva e negativa nas moléculas do liqguido com as quais entram em contato. Eles

tornam-se instaveis e, em seguida, elas entram em colapso e causam uma imploséo
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semelhante a um vacuo de descompresséo. Explodindo e implodindo eles liberam
impacto energético responsavel para o seu efeito detergente. Tem sido demonstrado
que ativacao ultrassénica de hipoclorito de sodio, consideravelmente, aumenta a
eficacia de limpeza do canal radicular. Além disso, aumenta significativamente o
fluxo de liquido e melhora tanto o solvente antibacteriano e capacidades o efeito de
remocao de detritos organicos e inorganicos desde as paredes do canal radicular
(Plotino et al., 2007).

A ativacao ultrassdnica do NaOCI a partir de 30 s a 1 min, sendo 3 ciclos de
10-20 s (com renovacao constante do irrigante), mostra ser um tempo suficiente
para obter um canal limpo no final do PBM (Plotino et al., 2007). O ultrassom mostra
ser menos eficaz para aumentar a atividade do EDTA, mas mesmo assim pode
contribuir para uma melhorar a remocdo da camada de esfregaco (Cameron, 1995;
Plotino et al., 2007).

O acumulo de detritos produzidos por processos mecanicos na
instrumentacdo das areas de dificil acesso pode ser prevenido pela ativacéo
ultrassoénica da solucéo irrigadora mesmo durante a fase de preparacdo (Paqué et
al., 2011). Portanto, o uso de irrigacdo continua com ultrassom pode ser vantajoso.

Em um estudo utilizando diferentes tipos de irrigagdo com agitacdo (irrigacao
com seringa convencional, ativacdo manual dindmica com cone guta-percha, a
irrigacdo com agitacao ultrassdnica continua e irrigacdo com pressao apical negativa
foram testados em 20 canais radiculares de ex vivo em com um sulco padronizado,
cheio de detritos na porcéo apical de uma parede do canal. A agitacao ultrassonica
mostrou ser significativamente melhor do que todas as outras técnicas testadas
neste estudo (p <0,001). Concluindo que PUI foi a técnica mais eficaz em remover
restos de dentina das irregularidades apicais (Jiang et al., 2012).

Akcay et al., (2016) realizaram um estudo com cento e cinquenta e seis
dentes extraidos foram divididos em quatro grupos de acordo com o tipo de cimento
obturador (n=39): AH Plus, iRoot SP, MTA Fillapex e GF vedacao biolégica. Cada
grupo era ainda subdividido aleatoriamente em trés grupos de acordo com o
protocolo final de irrigacdo (n=13): agulha convencional irrigacao (Cl), fluxo de fotons
induzido por foto-acustica (Photon-Induced Photoacoustic Streaming) (PIPS) e
irrigacdo de ultrassbnica passiva (PUI). Péde-se observar entdo que, a area de

penetragcdo do cimento obturador nos tubulos dentinarios foi significativamente
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afetados pela selecdo do cimento obturador e o procedimento de irrigacdo final e
que o uso dei Root com PIPS ou PUI mostrou-se mais vantajoso quanto a
penetracdo do cimento nos tubulos dentinarios.

Almeida (2016) realizou um estudo utilizando vinte e quatro ratos que tiveram
0 incisivo superior direito extraido e deixado em bancada por uma hora. Em seguida,
foram removidos: papila dentéria, polpa dentaria e ligamento periodontal. Os dentes
foram imersos em solucdo de fluoreto de sodio fosfato acidulado a 2%. Na
sequéncia os canais radiculares foram secos e os animais divididos em quatro
grupos experimentais: Grupo Ca(OH)2, Grupo Ca(OH): seguido da agitacéo
ultrassbnica, Grupo Ca(OH)2 e propole, Grupo Ca(OH)2 e prépole seguido da
agitacao ultrassbnica. Apdés a colocacdo do curativo, foi confeccionado um plug
apical de MTA. Os alvéolos foram irrigados com soro fisiolégico e os dentes
reimplantados. Puderam concluir que o uso da MIC com hidroxido de célcio
associado a propole a 10% seguido da agitacdo ultrassénica ndo se mostrou mais
efetivo que o Ca(OH)2 no processo de reparo do reimplante tardio de dentes de rato.

Muitos estudos ainda sédo feitos para aperfeicoar as técnicas de remocédo da
camada de smear layer do interior dos canais. Keles et al. (2016) estudaram noventa
caninos inferiores com raiz em forma oval. Foi realizado o retratamento dos
espécimes com o R-Endo retratamento. As amostras foram divididas aleatoriamente
em seis grupos (n = 15). Os grupos foram divididos de acordo com a técnica de
agitacdo: R-Endo com irrigacdo convencional, com arquivo auto-ajustavel, com
irrigacao de ultrassonica passiva, R-Endo + Er: YAG, R-Endo + PIPS e R-Endo +
Nd: YAG. Em comparacdo com o0 grupo de irrigacdo convencional (R-Endo + CI),
todos os outros grupos foram mais bem sucedidos na reducdo da camada de
detritos (P <0,05). A menor quantidade de magma residual e detritos foi detectada
no Er: YAG grupo (P <0,05). O uso adicional de diferentes métodos de agitacédo
contribui para a remocao de detritos e lama dentinaria seguinte obturagédo do canal
radicular remocao com instrumentos rotatorios; No entanto, nenhum dos técnicas
testadas tornar paredes dos canais radiculares completamente livre de smear layer
ou detritos.

Atualmente a utilizagéo do ultrassom é feita na agitacéo da solucéo irrigadora

de escolha e para remocéo do Ca(OH)2 poucos trabalhos ainda utiliza-o para a
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agitacdo da MIC, portanto mais estudos para comprovacdo de sua eficiéncia

conjunto a uma medicacdo deverao ser feitos.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da solucdo de hipoclorito de
sodio 2,5% e medicagéo intra-canal com hidroxido de céalcio agitados ou ndo com
ultrassom, sobre Enterococcus faecalis, Escherichia coli e acido lipoteicoico (LTA)

no sistema de canais radiculares.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa — Plataforma Brasil — e obteve aprovacdo, sob o numero de parecer
1.504.995 (ANEXO A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram selecionados 80 dentes unirradiculares humanos, que apos a
exodontia foram limpos e acondicionados em solucdo salina fisiolégica até o
momento de sua utilizacdo. A selecdo dos dentes foi feita baseada nas dimensdes e
similaridade, morfologia da raiz. As coroas foram seccionadas com disco de
carburundum, para que se obtivesse a padroniza¢cdo do comprimento dos espécimes
em 16 £ 0,5 mm. Foi realizada a exploracéo inicial dos canais radiculares com lima
kerr #15 em toda extensdo do dente. Em seguida, foi realizada a instrumentacao
com lima endodontica reciprocante R25 do sistema (VDW, Munich, Germany).
Durante todo o processo de instrumentacao reciprocante, foi realizado o preparo do
terco cervical, médio e apical, sendo que os canais foram irrigados com 3 ml de
solucao salina fisiolégica a cada terco do canal.

Os espécimes foram vedados na regido apical com resina fotopolimerizavel Z-
100 (3M ESPE, Dental Products, Saint Paul, USA), seguindo o protocolo de
condicionamento com acido fosforico 37% (Vigodent SA Industria e Comércio, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), aplicacdo do adesivo Single Bond (3M ESPE, Dental
Products, Saint Paul, USA) e aplicagcdo da resina fotopolimerizavel, que foi
fotoativada por 40 s e em seguida as raizes foram impermeabilizadas externamente
com uma camada de adesivo epOxi (Brascola, Sdo Paulo, SP, Brasil), exceto a
regido da abertura cervical.

A distribuicdo dos dentes foi feita aleatoriamente em 8 placas de cultura de 24
pocos (Costar, New York, NY, USA), com 10 dentes em cada e fixados com resina

acrilica quimicamente ativada (Dencor Artigos Odontologicos Classico, Sdo Paulo,
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SP, Brasil) (Figura 1). As placas foram tampadas e embaladas. Todos 0s materiais,
instrumentais e as placas utilizadas foram enviadas para esterilizacao por radiacao
gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 h), realizada pela EMBRARAD (Empresa
Brasileira de Radiacdo, Cotia, SP, Brasil), para neutralizar toxinas pré-existentes
(Csako et al., 1983).

Figura 1 - Disposicédo dos espécimes ap0s padronizacao

Legenda: Dentes dispostos na placa de cultura de células de 24 pogos ap6s padronizacdo dos
espécimes para facilitar o manuseio e instrumentagdo dos mesmos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Contaminacédo dos espécimes

Os espécimes foram contaminados utilizando-se 0s micro-organismos
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Escherichia coli (ATCC 25922). Foi realizada
a verificacdo da pureza das cepas, sendo utilizados meios seletivos para
crescimento de cada micro-organismo e também foi realizada a colora¢do de Gram

e avaliagdo microscépica. ApOs esta verificagdo, 0s micro-organismos foram
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semeados em placas de Petri contendo agar infusdo-cérebro-coracdo (BHI Agar)
(Himedia Laboratories, Mumbai, india) para E. faecalis e E. coli. Em seguida, as
placas foram incubadas em estufa microbiolégica a 37°C+1°C por 24 h (E. coli) e 48
h (E. faecalis). A partir do crescimento nas placas, foram preparadas suspensdes em
solucao salina fisioldgica estéril e apirogénico (Segmenta, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
contendo 108 céls/mL que foram comprovadas pela leitura em espectrofotometro
(Figura 2). Em ambiente estéril, camara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda. —
Campinas, SP, Brasil), os canais radiculares foram contaminados com 10 pl da
suspensdo de E. coli e 10 pl de caldo BHI (Himedia dia Laboratories, Mumbai, india).
Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algodao apirogénica embebida
em caldo BHI. Os espécimes foram mantidos em estufa a 37°C+1°C em umidade
relativa, por 7 dias, sendo que a cada 2 dias, foi adicionado caldo BHI no interior dos
canais radiculares. Apds 7 dias, foram adicionados aos canais radiculares 10 pl da
suspensao de E. faecalis e 10 pl de caldo BHI. Na entrada dos canais foi colocada
uma bolinha de algodao apirogénica embebida em caldo BHI. Os espécimes foram
mantidos em estufa a 37°C+1°C, em umidade relativa, por 21 dias, sendo que a
cada 2 dias, foi adicionado meio de cultura (caldo BHI) no interior dos canais
radiculares até o preenchimento completo dos mesmos com o auxilio de seringas
tipo insulina de 1 mL (Injex Indastrias Cirdrgicas Ltda., Ourinhos, SP, Brasil). Apos
28 dias de incubacéo, foi realizada coleta de todos os espécimes para confirmacao

da contaminacao (item 4.5) dos canais radiculares.

Figura 2 - Equipamento espectrofotdmetro
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Preparo Biomecanico

ApoOs a confirmacgdo da contaminacéo todos os espécimes foram submetidos
a técnica de instrumentacdo utilizando o Sistema Reciproc R40 (VDW, Munich,
Germany), seguindo orientagées do fabricante. Utilizou-se apenas uma lima do
sistema reciprocante em cada espécime. Todos os dentes foram instrumentados
com uma lima R40. A irrigacéo foi feita com hipoclorito de sédio 2,5%. Foi realizado
preparo biomecéanico utilizando a lima R40 nos tercos cervical, médio e apical. Apos
preparo do tergo cervical, o canal foi irrigado com 5 mL de NaOCIl 2,5% em cada
terco no momento do PBM (terco cervical, médio e apical) e 5 mL a cada 20 s da
agitacao ultrassoénica (3 tempos de 20 s); para finalizar, o canal foi irrigado com 10
mL de NaOCI 2,5% totalizando 40 mL por canal radicular. Os canais que n&o foram
agitados com ultrassom também foram irrigados com 40 mL de NaOCI 2,5% , sendo
gue no momento de agitacdo a solucao era colocada e deixada no interior do canal o
mesmo tempo dos grupos com agitacdo ultrassénica. Todos os espécimes foram
tratados com EDTA (Biodindmica, Ibipora - Parana — Brasil) por 3 min apds o PBM e
irrigados com 3 mL de solucao salina fisiolégica. Apés PBM, os espécimes foram
divididos em 8 grupos experimentais, de acordo com o método de limpeza final e
MIC com UltraCal (Ultradent do Brasil Produtos Odontolégicos Ltda, Indaiatuba, SP
— Brasil). Os procedimentos experimentais foram realizados em fluxo laminar (Figura
3).

Figura 3 - Disposi¢cao dos materiais na camara de fluxo laminar para instrumentagao
dos espécimes

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Divisédo dos grupos experimentais

Os grupos foram divididos de acordo com as diferentes formas de tratamento
como ilustra a Figura 4.

Grupo 1- PBM auxiliado pela agitagdo final com ultrassom, os canais das
amostras foram preenchidos com UltraCal e agitada com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1l-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7
dias.

Grupo 2 - PBM auxiliado pela agitacdo final com ultrassom, os canais das
amostras foram preenchidos com UltraCal e agitada com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,210 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14
dias.

Grupo 3 - PBM auxiliado pela agitagéo final com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia, os canais das amostras foram preenchidos com UltraCal, e por fim a
abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7 dias.

Grupo 4 - PBM auxiliado pela agitacédo final com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1l-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,210 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia, os canais das amostras foram preenchidos com UltraCal, e por fim a
abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14 dias.

Grupo 5 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com
UltraCal e agitada com ultrassom durante o ultimo minuto, utilizando-se uma ponta
de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de
diametro no comprimento de trabalho, com 10% da poténcia e por fim a abertura de

acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7 dias.
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Grupo 6 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com
UltraCal e agitada com ultrassom durante o uUltimo minuto, utilizando-se uma ponta
de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de
diametro no comprimento de trabalho, com 10% da poténcia e por fim a abertura de
acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14 dias.

Grupo 7 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com
UltraCal, e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7 dias.

Grupo 8 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com

UltraCal, e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14 dias.

Figura 4 - Diagrama de distribuicdo dos grupos

R40 (n=80)

NaOCl 2,5%
40 mL

MICU MICW MICU MICW
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

MIC 7 dias MIC 14 dias MIC7 dias MIC 14 dias MIC7 dias MIC 14 dias MIC 7 dias MIC 14 dias
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Legenda: R40 — lima utilizada para preparo dos espécimes; n — nimero de espécimes; U — com
agitagdo ultrassom; W — sem agita¢do ultrassom; HC — MIC com hidréxido de calcio.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Coletas do contetdo do canal radicular

Todas as coletas dos canais radiculares, coleta de confirmacdo (1), coleta
imediatamente apés a instrumentacao (2), coleta imediatamente apds a aplicacdo do
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EDTA 17% (3), coleta ap6s 7 e 14 dias de MIC (4), foram realizadas da mesma
forma: os canais foram preenchidos com solucdo salina fisioldégica apirogénica com
0 auxilio de seringas de 1mL , esta solucdo foi agitada com auxilio da agulha e o
conteudo do canal radicular foi coletado com auxilio de outra seringa de 1 mL. Este
procedimento foi realizado até completar a quantidade de 100 pl coletados do canal
radicular (Figura 5), os quais foram transferidos para microtubos de centrifugagéo de
1,5 ml (tipo eppendorf) (Axygen, Union City, USA) contendo 900 ul de solucéo salina

fisioldgica apirogénico.

Figura 5 - Representacéo da coleta dos micro-organismos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para todas as amostras coletadas, foram realizados testes para verificacdo da

atividade microbiana e quantificagdo de LTA nos canais radiculares.
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4.6 Avaliacéo da atividade antimicrobiana (UFC/mL)

Para determinar a atividade antimicrobiana, foram realizadas diluicdes
seriadas das amostras coletadas do canal radicular e aliquotas de 30 pl de cada
amostra foi semeada (técnica da gota — 10 pl cada gota), em dois diferentes meios
de cultura, seletivo para cada micro-organismo: agar Enterococcosel (Becton,
Dickinson and Company Sparks, MD 21152, USA) para E. faecalis e agar
MacConkey (Himedia Laboratories, Mumbai, india) para E. coli. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C por 24 h, para determinacdo de UFC/mI. A atividade
antimicrobiana foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de col6nias por

mililitro (UFC/m) de E. faecalis e E. coli remanescentes no canal radicular.

4.7 Deteccdo e quantificacdo do &cido lipoteicdico

Para realizar a deteccao e quantificacdo de acido lipoteicoico (LTA), placas de
microtitulacdo de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-LTA.
As placas foram mantidas overnight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas
com tampéao de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com tampao
de bloqueio (PBS com 2 % de soro albumina bovina, BSA) por 1 h a temperatura
ambiente. Apés, foram lavadas com tampédo de lavagem e receberam 100 uL das
amostras coletadas dos canais radiculares e 100 uL dos padrbes de LTA com
concentracfes conhecidas (curva-padrao). Os testes foram realizados em duplicata
e as placas foram mantidas 2 h a temperatura ambiente. Apds, as placas foram
novamente lavadas e foram acrescentados 100uL de anticorpo anti-LTA. As placas
foram mantidas por 1 h em temperatura ambiente. Apés lavagem, foram
acrescentados 100 uL de anticorpo anti-IgG conjugado com peroxidase. Apés 1 h
em temperatura ambiente, as placas foram lavadas e a reacéo foi revelada utilizando

tetrametilbenzidina (TMB). Apds, foram adicionados em cada pogo da placa solucéo
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stop (acido sulfarico 2N) (Figura 6) e as densidades opticas (DO) foram lidas no

leitor de microplacas (Biotek) com comprimento de onda de 450 nm (Figura 7).

Figura 6 - Reacdo revelada utilizando tetrametilbenzidina (TMB). Apds, foram
adicionados em cada poco da placa solucéo stop (acido sulfurico 2 N)

Legenda: Solug¢é@o azul - Reacdo revelada utilizando tetrametilbenzidina (TMB). Solugdo amarela -
Apos, foram adicionados em cada pogo da placa solucéo stop (acido sulftrico 2 N).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 - Leitor de microplacas (Biotek)

L camerex

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.8 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo teste nao

paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn, com significancia de 5%.
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5 RESULTADO

5.1 Atividade Antimicrobiana (UFC/mL)

O crescimento microbiano foi verificado em 100% das amostras iniciais
coletadas (12 coleta), confirmando a presenca de E. faecalis e E. coli, validando a
metodologia proposta. As figuras 8 a 11 ilustram a média dos valores de UFC/mL
nos diferentes grupos experimentais apos coleta de confirmacgéo (12 coleta), apds
PBM (22 coleta), apos a remocdo do EDTA (32 coleta) e apos o uso de MIC (42
coleta).

Analisando as figuras 8, 9 e 10 (grupos G1, G2 e G3, respectivamente) &
possivel observar uma reducdo (UFC/mL) estatisticamente significante (p<0,0001)
de E. faecalis e E. coli da primeira coleta quando comparada com as demais
coletas, evidenciando a efetividade do PBM realizado com sistema Reciproc e uso
de NaOCl 2,5% como substancia quimica auxiliar na eliminagdo de micro-
organismos. No grupo G4 (Figura 11) o mesmo ocorreu para E. faecalis, porém
para E. coli os niveis microbianos foram reduzidos gradativamente podendo ser

observada sua completa eliminacao apos 14 dias da acédo de MIC de Ca(OH)-.

Figura 8 — Reducao de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G1

Gl -E. faecalis Gl-E.coli

p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apos uso de MIC. G1 - PBM com agitagdo ultrassénica final, MIC por 7 dias com agitacédo
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 - Reducéo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de coleta, no G2

G2 - E. faecalis G2 -E.coli

p<0,0001 p<0,0001

UFC/mL

2 2

2 2
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Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — ap6s PBM, 32 coleta — apos uso de EDTA, 42 coleta —
ap6és uso de MIC. G2 - PBM com agitacao ultrassénica final, MIC por 14 dias com agitacédo
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Reducao de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G3

G3 - E. faecalis G3-E.coli

p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
ap6s uso de MIC. G3 - PBM com agitagdo ultrassbnica final, MIC por 7 dias sem agitacdo
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 - Reducédo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de

coleta, no G4

G4 - E. faecalis G4 - E.coli
1.0x10°7

p<0,0001 p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — ap6s PBM, 32 coleta — apos uso de EDTA, 42 coleta —
apos uso de MIC. G4 - PBM com agitagdo ultrassonica final, MIC por 14 dias sem agitacéo
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os grupos G5, G6, G7 e G8 (Figuras 12, 13, 14 e 15, respectivamente)
demonstraram uma diminuigdo estatisticamente significante (p<0,0001) de E.
faecalis e E. coli da primeira para as demais coletas, sendo efetiva na eliminacéo de
micro-organismos logo apés o PBM. Vale ressaltar que nesses grupos nao foi

utilizada a agitacao ultrassénica durante o PBM.

Figura 12 - Reducao de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G5

G5 - E. faecalis G5 -E.coli

p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apés PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
ap6s uso de MIC. G5 - PBM sem agitacdo ultrassénica final, MIC por 7 dias com agitacao
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Reducédo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G6

G6 - E. faecalis G6 - E.coli
8000000.07 250000+

6000000.0 2000004

p<0,0001 p<0,0001

4000000.04

UFC/mL

2000000.0

0.0-
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Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apés uso de MIC. G6 - PBM sem agitacao ultrassénica final, MIC por 14 dias com agitacao
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 - Reducdo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G7

GT -E. faecalis GT -E.coli
400000

3000000 4
p<0,0001

00008
pioe il

UFCimL

plocelil

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apos uso de MIC. G7 - PBM sem agitagdo ultrassénica final, MIC por 7 dias sem agitacao
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Reducédo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G8

G8 - E. faecalis G8 - E.coli

p<0,0001 p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apoés uso de MIC. G8 - PBM sem agitacao ultrassbnica final, MIC por 14 dias sem agitacédo
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Quantificacao dos niveis de acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL)

Em relacdo a quantificacdo de acido lipoteicéico (LTA), péde-se notar que a
variacdo entre os grupos referente a sua eliminacdo ou ndo durante cada coleta,
nao foi estatisticamente significante em todos os grupos (p>0,05) sendo o NaOCI

2,5% agitado ou ndo com ultrassom, como pode ser observado na figura 16.
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Figura 16 — Quantificacdo do acido lipoteicéico (LTA) (mg/mL) comparando a coleta
de confirmacgdo (12 coleta) (n=80) com a coleta logo apdés o PBM sob agitacao
(n=40) ou ndo do NaOCI 2,5% (n=40)

Agitacao NaOCI
1.51

—_— p=0,3713

=
o
1

LTA [mg/mL]

©
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1

0.0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apés o PBM todos os grupos receberam a MIC de Ca(OH)2, sendo que a
variacdo nos niveis de LTA nédo foi estatisticamente significante, independente do
protocolo empregado (p>0,05).

Todos os graficos ilustram a confirmacdo da contaminacdo em cada grupo
(12 coleta) e a quantificacdo ap6és o PBM com e sem agitacdo ultrassonica e
aplicacao do EDTA.

A figura 17 ilustra pequena reducgdo dos niveis de LTA apds a utilizagdo de 7
dias de MIC de Ca(OH)2 sob agitagcdo com ultrassom, ndo havendo diferenca

significativa entre as coletas no G1 (p=0,1722).
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Figura 17 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G1
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 18 representa o grafico do G2, ilustrando a média de reducao
dos niveis de LTA no interior do SCR quando colocada a MIC sob agitacdo com
ultrassom, por um periodo de 14 dias. Pode-se verificar que a diferenca entre as

coletas de G2 nao foi significativa (p=0,2922).

Figura 18 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G2
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6és uso de EDTA, 42 coleta —
apo6s uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representativo do G3 (Figura 19) ilustra o aumento dos niveis de

LTA no interior do SCR quando colocada a MIC de Ca(OH)2 sem agitagdo com
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ultrassom, por periodo de 7 dias, porém sem diferenca significante entre as coletas

(p=0,3238).

Figura 19 - Quantificacdo do acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G3
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 20 ilustra a reducdo na quantidade de LTA no interior do SCR apos a
aplicacdo da MIC sem agitacdo com ultrassom, por periodo de 14 dias, no G4, nao

havendo diferenca entre as coletas (p=0,4458).

Figura 20 - Quantificacdo do acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G4
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6és uso de EDTA, 42 coleta —

apo6s uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O gréafico representativo do G5 (Figura 21) ilustra 0 aumento na quantidade de
LTA no SCR, sendo esta maior da que foi encontrada na coleta de confirmacao
qguando colocada a MIC sob agitacdo com ultrassom, por periodo de 7 dias. No

entanto, a diferenca entre as coletas do G5 nao foi significativa (p=0,1466).

Figura 21 - Quantificacdo do acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G5

1.59

p=0,1466

LTA [mg/mL]

Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representativo do G6 (Figura 22) ilustra os niveis de LTA no SCR
que se manteve em mesmo nivel mesmo quando colocada a MIC de Ca(OH)2 sob

agitacdo com ultrassom, por 14 dias. A diferenca entre as coletas de G6 nao foi

significativa (p=0,7796).
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Figura 22 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G6
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 23 ilustra os valores médios de reducdo dos niveis de LTA no SCR
guando colocada a MIC sem agitacdo por 7 dias. A diferenca entre as coletas de G7

nao foi significativa (p=0,2316)

Figura 23 - Quantificacado do &cido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) nos diferentes tempos

de coleta, no G8
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — apds uso de EDTA, 42 coleta —

apo6s uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 24 evidencia a reducao de acido lipoteicoico do SCR que se manteve

em um mesmo nivel mesmo quando colocada a MIC de Ca(OH)2 sem agitacdo por
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14 dias. Analisando o gréfico verifica-se que ndo houve diferenca entre as coletas de

G6 (p=0,9879).

Figura 24 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos

de coleta, no G8
1.51

p=0,9879

LTA [mg/mL]

Yo

Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

6.1 Discussao do tema

Sabe-se que a etapa de preparo biomecéanico com abundante irrigacdo do
sistema de canais radiculares sdo essenciais para 0 sucesso do tratamento
endoddntico. Com o passar dos anos, a busca por novas técnicas com objetivo de
otimizar o tratamento na eliminagédo de micro-organismos e seus produtos, criando
alternativas para potencializar a acdo das substancias quimicas auxiliares tem sido
realizadas (Azim et al., 2016).

Para maior eficacia, a substancia quimica auxiliar deve entrar em contato com
todas as paredes do canal radicular, sendo muito mais dificil quando utilizado
somente seringas e pontas de irrigacdo convencionais (Villas-Béas MH et al., 2011).
Desta forma, o ultrassom tem sido utilizado no intuito de favorecer o contato da
substancia quimica auxiliar com uma maior area da dentina do canal, com intuito
que a mesma penetre em profundidade nos tubulos dentinarios e consequentemente
trazendo uma maior eficiéncia da acao da solucéo (Gu et al., 2009).

A ativacao ultrassénica da substancia quimica auxiliar, como o NaOCI, tem
sido muito utilizada nos estudos, funcionando como controle na comparacdo aos
demais sistemas que empregam agitacdo mecanica (Plotino et al., 2016). Outro fator
importante € que a melhora na eficiéncia da limpeza dos canais radiculares ja é
considerado um avango, mesmo que o terco apical ndo seja completamente limpo,
ja esta provado que muitos detritos que poderiam permanecer naquela regido sao
removidos com a agitacao ultrassénica (Paqué et al., 2011).

Para alcancar maior sucesso na terapia endodontica, atingindo maior
sanificacdo do SCR, além de um eficiente PBM, o uso de uma medicacéo intracanal
(MIC) é um passo quase gue obrigatério na terapia endodontica e, neste aspecto, o
medicamento mais utilizado tem sido a pasta de Ca(OH)2z associado com diferentes
veiculos. O mecanismo de acdo do Ca(OH)2 da-se por meio da alcalinizacdo da
dentina, portanto o medicamento necessita penetrar nos tlubulos dentinarios, pois

quanto maior a profundidade de penetracdo, melhor serd seu efeito (Estrela,
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Holland, 2003). Uma das formas de tentar aumentar a penetracdo do medicamento
na dentina € por meio da agitacdo ultrassdnica do mesmo, que permite maior
difusdo da MIC nos tubulos dentinarios, promovendo uma potencializagcdo em seu
efeito (Duarte et al., 2012).

Neste estudo, foi utilizada a agitacdo da substancia quimica auxiliar (NaOCI
2,5%) para avaliar a possivel potencializagdo de uma solugdo irrigadora ja
consagrada por suas propriedades (Pelczar et al, 1980; Zehnder, 2006) e também
da MIC de Ca(OH): amplamente utilizada contra micro-organismos nos SCR
(Bystrom et al., 1985; Valera et al., 2001).

Mesmo apoés a duplicacdo ou morte da bactéria, séo liberadas suas toxinas,
com grande potencial para causar o insucesso do tratamento endodéntico. O acido
lipoteicdico encontra-se presente na parede celular de bactérias Gram-positivas,
sendo um de seus principais fatores de viruléncia, uma vez que esta envolvido na
resposta inflamatoria, sindrome séptica, formacao de biofilme e adesédo da bactéria
ao dente (Fabretti et al., 2006; Baik et al., 2008; Lee et al., 2009). Devido a sua
importancia no quadro das afec¢cBes endodonticas, tornou-se fundamental o estudo
de formas de neutralizacdo dessa substancia, visto que o sucesso do tratamento
pode estar relacionado tanto a completa remog¢&o de micro-organismos do sistema
de canais radiculares como também da detoxificacdo de seus produtos.

6.2 Discussao da Metodologia

Nas pesquisas in vitro com dentes extraidos tem sido bastante comum a
utilizacdo de dentes bovinos (Nakamichi et al., 1983) e estes sdo morfolégica e
histologicamente similares aos dentes humanos. Outra vantagem é a grande
facilidade de se obter dentes em matadouros, o que € um grande facilitador no
momento de se realizar uma pesquisa (Reeves et al., 1995). Por outro lado, Arends
et al., (1989) verificaram que a dentina bovina € mais porosa que a dentina humana.
A permeabilidade dentinaria esta presente tanto na dentina humana quanto na
bovina, sendo que esta Ultima apresenta ainda tubulos dentinarios mais largos.

Apesar de ser dificil a utilizacdo de dentes humanos em pesquisas in vitro devido a
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obtencdo dos espécimes e de sua padronizagdo, o presente estudo utilizou os
espécimes de dentes humanos por apresentarem dimensdes reais dos tubulos
dentinarios, eliminando assim essa variavel.

Nesta pesquisa foram usados dentes unirradiculares humanos, que tiveram
suas coroas seccionadas e desprezadas e, somente a porcdo radicular, com o
tamanho dos espécimes padronizados em 16+0,5 mm foram utilizadas (Maekawa et
al., 2013; Valera et al., 2014). Para padronizacdo do diametro do canal radicular,
importante para a inoculacdo e cultivo dos micro-organismos, foi utilizado
instrumento R25 do sistema Reciproc e posteriormente 0s espécimes receberam
selamento na regido apical com resina fotopolimerizavel, para impedir o
extravasamento do conteddo do interior do canal. Depois de padronizados, o0s
espécimes foram dispostos em placas de 24 pocos e fixados com resina acrilica
quimicamente ativada para facilitar o manuseio no momento da instrumentagéo
(Oliveira et al., 2007b). Todo material utilizado na pesquisa foi previamente
esterilizado por radiacdo gama cobalto 60, pela Empresa Brasileira de Radiacdo
(EMBRARAD), pois de acordo com Csako et al. (1983), a radiagcdo € capaz de
neutralizar pirdgenos previamente a execucao da metodologia.

No presente estudo foi utilizado E. faecalis, um micro-organismo Gram-
positivo, frequentemente encontrado em canais radiculares com necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical (Pinheiro et al., 2003) e em casos de insucesso do
tratamento endod6ntico (Cardoso et al., 2016). Apesar de E. coli (bactéria Gram-
negativa) ndo ser uma bactéria muito comumente encontrada no interior de canais
radiculares com polpa necrosada, os estudos de Siqueira JF et al. (2001) e Geibel et
al. (2005) identificaram sua presenca nos canais de dentes com necrose pulpar e
presenca de lesdes periapicais.

Nesta pesquisa, 0s canais foram contaminados com E. faecalis e E. coli por
28 dias e apos, realizou-se o PBM (Oliveira et al., 2007; Maekawa et al., 2013;
Valera et al., 2015). Para o PBM foi utilizado a solugéo de NaOCI 2,5% devido a sua
comprovada acao antimicrobiana (Boff, 2010; Rogas et al., 2016; Roldi et al., 2009),
dissolugdo de tecido organico e acdo clareadora (Pelczar, 1980, Zehnder et al.,
2006). em uma quantidade total de 40 mL (Benitez et al., 2014) sendo esta dividida
em 5 mL em cada terco no momento do PBM (terco cervical, médio e apical) e 5 mL

a cada 20 s da agitacdo ultrassénica (3 tempos de 20 s); para finalizar, o canal foi
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irrigado com 10 mL de NaOCl 2,5%. Os canais que ndo foram agitados com
ultrassom também foram irrigados com 40 mL de NaOCIl 2,5% , sendo que no
momento de agitacdo a solucdo era colocada e deixada no interior do canal o
mesmo tempo dos grupos com agitacdo ultrassonica. Essa quantidade de solugéo
irrigadora foi utilizada segundo estudo j& realizado (Benitez et al., 2014), pois a lima
Unica do sistema Reciproc produz grande quantidade de raspas de dentina, e seu
tempo de trabalho dentro do canal € menor fazendo-se necessario uma irrigacao
abundante.

O PBM é um fator de extrema importancia para diminuicdo/eliminacdo de
micro-organismos do SCR. Apesar de haver grande reducdo de micro-organismos
com a irrigacao/instrumentacdo adequada, a reducdo de toxinas proveniente de
micro-organismos € bem menos expressiva, cerca de metade é reduzida quando se
utiliza a instrumentacdo manual (Martinho, Gomes, 2008; Martinho et al., 2010) e a
reducdo é quase que absoluta através da instrumentacdo com sistemas rotatorios de
NiTi (Martinho et al., 2010). No presente estudo foi utilizada a instrumentacao
reciprocante com lima R40, pois este sistema apresenta vantagens como: facilidade
de utilizagcéo, tempo de preparo e seguranca com relacao ao risco de fratura quando
comparado com outros sistemas como WaveOne, Mtwo e ProTaper (Motti, 2012).

Ao realizar o PBM do canal radicular nesta pesquisa, foi verificado diminuicao
significativa de micro-organismos presentes. Esta reducdo deve-se a acdo mecanica
dos instrumentos e as ac¢0fes fisica e quimica do NaOCI, que ao entrar em contato
com matéria organica, ou seja, com a célula bacteriana, forma &cido hipocloroso,
que libera cloro nascente, o qual se liga ao grupamento amina (NH) dos
aminoacidos, formando cloraminas, interferindo no metabolismo celular e inibindo a
funcdo enzimética bacteriana a partir de uma oxidacao irreversivel dos grupos SH
(sulfidrila) de enzimas bacterianas essenciais (Haapasalo et al., 2014). Esta reducao
se deve a acdo conjunta do PBM e da solu¢cdo de NaOCI, uma vez que Bystrom et
al. (1985) demostraram que a instrumentacdo manual por si sé pode reduzir o
namero de bactérias presentes em canais radiculares somente em 50%
necessitando assim, estar associada com o uso de solugdes irrigadoras, ja Martinho
e Gomes (2008) obtiveram diminuicdo de micro-organismos anaerobios em todas as
amostras, mas eliminacdo somente em 5/24 casos, obtendo valores de eliminagao

de 20%. Os resultados do presente estudo foram superiores aos citados acima.
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Provavelmente, isto se deve ao uso do NaOCI| associado a instrumentos
reciprocantes. Os instrumentos Reciproc sao eficientes na limpeza de canais
radiculares, devido ao seu “design”, uma vez que suas arestas de corte facilitam a
eliminacdo de detritos do interior dos canais radiculares, com isto, melhora a acao
da solucéo irrigadora utilizada durante o PBM. A movimentacdo inerente a esse
sistema consiste na oscilagdo entre 150" no sentido anti-horario e 30° no sentido
horério, segundo o fabricante (Villas-Boas RC et al., 2013).

Com relagcdo a medicagéao intracanal, o Ca(OH)2 é o curativo de demora mais
utilizado mundialmente. Além de todas as suas propriedades tais como potente acéo
antimicrobiana, neutralizadora do pH &cido e indutora de mineralizacdo (Leonardo et
al., 2002), o Ca(OH)2 também apresenta acao sobre toxinas (Safavi, Nichols, 1994;
Tanomaru et al., 2003). O mecanismo de acdo do Ca(OH)2 da-se por meio da
alcalinizacdo da dentina, portanto o medicamento necessita penetrar nos tubulos
dentinarios, pois quanto maior a profundidade de penetracdo, melhor a limpeza
(Estrela, Holland, 2003). Uma das formas de aumentar essa penetracdo do
medicamento na dentina é por meio da agitacdo ultrassdnica, que permite maior
difusdo do curativo de demora nos tdbulos, promovendo uma melhor limpeza
(Duarte et al., 2012).

O Ca(OH)2 tem sido utilizado em varias situacdes clinicas e é mantido dentro
do canal para diferentes periodos de tempo que variam de 7 (Kleier, Barr, 1991) a 14
dias (Valera et al., 2009) como medicacéo intracanal e de 6 a 24 meses para induzir
a apicificacdo (Kleier, Barr, 1991). O presente estudo mostrou que nao houve
diferenca entre o tempo de MIC na tentativa de eliminar micro-organismos e toxinas
presentes no sistema de canais radiculares.

A agitacdo do NaOCI 2,5% no presente estudo foi realizada em 3 tempos de
20 s renovando a solucdo em cada intervalo, pois segundo Plotino et al. (2007) que
estudou a ativagao ultrassonica do NaOCI a partir de 30 s a 1 min, sendo 3 ciclos de
10-20 s (com renovacdo constante do irrigante), mostrou ser um tempo suficiente
para obter um canal limpo ao término do PBM. De acordo com mesmo autor, 0
ultrassom mostrou ser menos eficaz para aumentar a atividade do EDTA, mas
mesmo assim pode contribuir para uma melhora sobre a remocdo da camada de

esfregaco (Plotino et al., 2007).
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Um estudo testando influéncia da agitacdo ultrassdnica na atividade
antimicrobiana e penetrabilidade de pastas de Ca(OH)2 mostrou que a agitacdo
ultrassbnica das pastas de Ca(OH)2 aumentou sua atividade antimicrobiana e
possibilitou maior penetracao intratubular, com preenchimento de tibulos dentinarios
(Arias, 2013). Em nosso estudo, a agitacdo ultrassbnica da MIC intracanal foi
testada no intuito de analisar a possivel potencializacdo da redugdo microbiana e
difuséo da MIC no SCR e também sobre LTA.

6.3 Discussao dos Resultados

Os resultados da contagem de UFC/mL demonstraram reducao
estatisticamente significante logo ap6s o PBM em comparacdo com a coleta de
confirmagéo (12 coleta). A solugdo de NaOCI| apresenta capacidade de dissolver
tecidos organicos quando em contato durante um tempo suficiente para sua agéao. A
sua eficacia tem sido demonstrada dependendo de sua concentracdo, temperatura,
pH da solucdo e condicbes em que a solucdo é armazenada (Beus et al., 2012,
Cullen et al.,, 2015). Nesta pesquisa nao verificamos diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos que receberam agitacdo ou ndo pelo ultrassom, sendo
ambos os tratamentos eficientes e mostrando ainda a eficiéncia do NaOCl no PBM.
O ultrassom parece ter vindo entdo para auxiliar na limpeza de um modo geral, mas
sozinho ndo mostra eficiéncia e sim quando associado a uma solugéao desinfetante.
Portanto, quando se fala em reducdo de micro-organismos, pode-se notar que a
eficiéncia é mais relacionada a concentracdo, quantidade e tempo da substancia
quimica auxiliar em contato com o SCR, do que propriamente a agitacao
ultrassénica (Roldi et al., 2009). Utilizamos o NaOCI 2,5%, que possui eficacia
comprovada nesta concentragdo como pode ser verificado nas pesquisas (Boff,
2010; Rogas et al., 2016; Roldi et al., 2009).

Nossos resultado discordam dos obtidos por Roldi et al., (2009) que em um
estudo utilizando a agitacdo do NaOCI 2,5% ou nao, observaram que a utilizacdo do
ultrassom associado com a irrigacdo de NaOCI 2,5% foi mais eficiente que somente

a irrigacdo, sendo que durante todo o processo de PBM foi utilizado 10 mL de
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solucéo irrigadora. No presente estudo, a irrigagdo durante o PBM foi realizada com
40 mL de NaOCIl 2,5%, podendo ser a diferenca entre o volume da solucéo
irrigadora uma justificativa para a maior eficiéncia na eliminacdo dos micro-
organismos mesmo quando ndo agitados com o ultrassom.

A agitacdo da MIC tem sido estuda para tentar potencializar sua eficiéncia.
Assim o presente estudo testou grupos com e sem agitacdo da MIC e variou o
tempo de acdo no interior do canal. Arias (2013) testou a influéncia da agitacdo
ultrassoénica na atividade antimicrobiana e penetrabilidade de pastas de Ca(OH)z e
concluiu que a agitacao ultrassonica das pastas de Ca(OH)2 aumentou sua atividade
antimibrobiana e possibilitou maior penetragéo intratubular, com preenchimento de
tubulos dentinarios.

Os resultados do presente estudo ndo concordam com os obtidos por Arias
(2013), pois demonstraram que a agitacdo ou ndo da MIC n&o influenciou na
redugéo de micro-organismos e LTA, corroborando com os resultados de Almeida
(2016) que avaliou o efeito do uso da MIC de Ca(OH)2 associado a propolis a 10%
seguida da agitacdo ultrassénica em reimplante tardio de dentes de rato e concluiu
que o uso do curativo intracanal de Ca(OH)2 associado a prépolis a 10% seguido da
agitacao ultrassonica ndo se mostrou mais efetivo que o Ca(OH)2 puro no processo
de reparo do reimplante tardio de dentes de rato.

Assim, sabendo-se que LTA induz liberacdo de diferentes citocinas pro
inflamatorias e mediadores quimicos (Zorko, Jerala, 2008; Finney et al., 2012), faz-

se necessario mais estudos para promover a completa neutralizacdo do LTA.
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7 CONCLUSAO

Diante da metodologia empregada podemos concluir que:

a)

b)

O PBM usando NaOCI 2,5% com ou sem ativagao ultrassonica foi eficaz
na eliminacao de E. coli e E. faecalis do sistema de canais radiculares;

Com relacédo a detoxificacdo do LTA, tanto a utilizacdo do NaOCI 2,5%
ativado ou ndo por ultrassom quanto o emprego da MIC com Ca(OH)2
ativado ou nao por ultrassom néo foram eficientes ao ponto de remover ou
diminuir significativamente os niveis de LTA do sistema de canais

radiculares.
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Ferreira CLR. Acéo do hipoclorito de sodio 2,5% e medicacéo intracanal com agitacao
ultrassbnica sobre micro-organismos e &cido lipoteicoico em canais radiculares
[dissertacdo]. Sdo José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Instituto de Ciéncia e Tecnologia; 2017.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar a eficacia do hipoclorito de sédio (NaOCI) 2,5% e
medicacdo intra-canal (MIC) com hidréxido de calcio (Ca(OH)2) agitados com
ultrassom ou nao, sobre, Escherichia coli, Enterococcus faecalis e acido lipoteicéico
(LTA). Foram utilizados 80 dentes unirradiculares que foram instrumentados usando
lima R40 do sistema Reciproc irrigados com 40 mL de NaOCl. Em seguida, os dentes
foram aleatoriamente distribuidos em 8 grupos, de acordo com o protocolo de limpeza
final e MIC: G1- agitacdo ultrassbnica do NaOCl e MIC 7 dias, G2- agitagao
ultrassénica do NaOCIl e MIC 14 dias, G3- agitacdo ultrassonica do NaOCl e sem
agitacdo da MIC 7 dias, G4- agitacao ultrassonica do NaOCI e sem agitacdo da MIC
14 dias, G5— sem agitacdo ultrassénica do NaOCl e com agitacdo da MIC 7 dias, G6—
sem agitacdo ultrassonica do NaOCl| e com agitagdo da MIC 14 dias, G7— sem
agitacao ultrassénica do NaOCl e MIC 7 dias e G8— sem agitacdo ultrassénica do
NaOCI e MIC 14 dias. Foi feita a contagem de Unidades Formadoras de Colbnias por
mililitro (UFC/mL) e quantificagdo de LTA. Todos os dados foram analisados
estatisticamente. Os resultados mostraram uma diminuigdo de micro-organismos
imediatamente apds o PBM (preparo biomecénico) (p<0,001). Nenhum protocolo
empregado foi eficiente na completa eliminacdo de LTA. Pode-se concluir que em
todos os grupos apdés o PBM houve reducgdo/eliminacdo dos MO (micro-organismos),
mas nenhum método testado foi eficiente para detoxificar completamente o LTA.

Palavras-chave: Toxinas bacterianas. Hipoclorito de soédio. Hidroxido de calcio.
Terapia ultrassonica.



Ferreira CLR. Action of sodium hypochlorite 2.5% and intracanal medication with
ultrasonic agitation on microorganisms and their toxins in root canals [dissertation].
Sao José dos Campos (SP): Sdo Paulo State University (Unesp), Institute of Science
and Technology; 2017.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the efficacy of 2.5% sodium hypochlorite
(NaOCl) and intracanal medications using calcium hydroxide (Ca(OH)2) associated
with ultrasound on Escherichia coli, Enterococcus faecalis and lipoteichoic acid (LTA).
80 single-rooted teeth were used that were instrumented using R40 file from the
Reciproc system irrigated with 40 mL of NaOCI. Then, the teeth were randomly
divided in 8 groups, according to the final cleansing protocol and intracanal
medication period: G1- Ultrasonic activation of both NaOCI and Ca(OH). (7 days); G2
- Ultrasonic activation of NaOCIl and Ca(OH). (14 days); G3 - Ultrasonic activation of
NaOCI and no activation of Ca(OH). (7 days); G4- Ultrasonic activation of NaOCI and
no activation of Ca(OH). (14 days); G5- no ultrasonic activation of NaOCI| and
ultrasonic activation of Ca(OH). (7 days); G6- no ultrasonic agitation of NaOCI and
ultrasonic agitation of Ca(OH). (14 days); G7- no ultrasonic activation of NaOCIl and
Ca(OH)(7 days) and G8- no ultrasonic activation of either NaOCl and Ca(OH)2(14
days).Culture techniques determined the colony-forming units (CFU) and the LTA was
guantified. Data obtained was analyzed statistically. The results showed a decrease
in microorganisms immediately after biomechanical preparation (p <0.001). After
biomechanical preparation a reduction/elimination of microoganisms was detected in
all groups, however All groups after PBM there was reduction / elimination of MO, but
none of the protocols tested were able to completely eliminate the LTA.

Keywords: Bacterial toxins. Sodium hypochlorite. Calcium hydroxide. Ultrasonic
therapy.
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1 INTRODUCAO

Na endodontia o grande obstaculo existente é a presenca de micro-
organismos no sistema de canais radiculares (SCR).

Nas infec¢coes endodoOnticas primarias e secundarias existe a presenca de
micro-organismos aerébios, anaerobios estritos e facultativos. Sabe-se que nas
infeccdes endodbnticas primarias a predominancia é das bactérias Gram-negativas
(Sundgqvist, 1992; Gomes et al., 2006a; Mohammadi, 2008), cujo seu principal fator
de viruléncia é a endotoxina (LPS) que apresentam efeitos citotoxicos, podendo
induzir e manter alteracdes pulpares e periapicais (Schein, Schilder, 1975; Fabricius
et al., 1982; Martinho et al., 2010; Mohammadi, 2011).

Certos de que as infeccbes endodonticas e suas complicacbes advém da
combinacéo de alguns fatores como a capacidade de defesa do hospedeiro, nimero
de micro-organismos presentes e a viruléncia apresentada por estes micro-
organismos (Siqueira JF, Rocas, 2008), a realizagdo de um tratamento endodontico
de sucesso deve incluir tanto a eliminagcdo dos micro-organismos presentes, quanto
a neutralizacdo e/ou inativacdo dos fatores de viruléncia (Martinho, Gomes, 2008;
Martinho et al., 2010; Oliveira et al., 2012; Vera et al., 2012).

Embora sabendo-se da predominéancia das bactérias Gram-negativas nas
infeccdes endoddnticas primarias, a presenca de bactérias Gram-positivas também
esta comprovada (Xavier, 2011; Tian et al., 2013; Ferreira et al., 2015), indo além,
onde alguns estudos ja comprovaram gue em casos de infec¢cdes secundarias ou
persistentes, as bactérias Gram-positivas sao predominantes (Narayanan,
Vaishnavi, 2010; Ferreira et al., 2015).

Sabendo-se da presenca desses micro-organismos, torna-se fundamental o
estudo dos fatores de viruléncia dos mesmos. Dentre estes fatores, pode-se
destacar o acido lipoteicdico (LTA), o qual é considerado o correspondente Gram-
positivo das endotoxinas (Su et al., 2006), sendo semelhantes tanto na estrutura
guando nas respostas imunoldgicas geradas no hospedeiro (Baik et al., 2008).

O LTA presente na parede celular das bactérias Gram-positivas € formado
pela ligagdo de poliglicerofosfatos e acidos graxos e sabe-se que esta substancia

esta envolvida na resposta inflamatoria (Baik et al., 2008), na formacgéo do biofilme
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(Fabretti et al., 2006), além de possuir a capacidade de se aderir ao dente através
de sua atividade adsortiva a hidroxiapatita, 0 que permite sua penetracdo nos
tubulos dentinarios (Han et al., 2006; Lee et al., 2009).

Alguns estudos demostram que o LTA é capaz de ativar as células de defesa
do hospedeiro, como macrofagos, induzindo a liberagdo de 6xido nitrico e citocinas
pro-inflamatérias, como IL-1B, IL-6 e TNF-a (Van Amersfoort et al., 2003; Wang CS
et al.,, 2007; de Souza LF et al., 2008; Lima SM et al., 2015). Esta capacidade de
influenciar a resposta imunoldgica € espécie dependente, e a ativacdo € gerada
através de sinalizacdo via receptor TLR-2 (Van Amersfoort et al., 2003; Wang JE et
al., 2003).

Com o intuito de reduzir os micro-organismos e seus subprodutos, o preparo
biomecanico com o auxilio de substancias irrigadoras que tenham acéo
antimicrobiana é de extrema importancia para que haja a eliminacdo desses micro-
organismos e consequentemente 0 sucesso no tratamento endoddntico. O
hipoclorito de sodio é a substancia de maior escolha por apresentar inUmeras
vantagens como acdo antimicrobiana, dissolucdo de matéria organica, efeito
clareador (Luz, 2013).

Estudos mostram que a utilizacdo do hipoclorito de sddio é eficaz na reducao
dos micro-organismos e que sua concentracdo também influencia na acgéo
antimicrobiana e maior penetracdo nos tubulos dentinarios (Wong, Cheung, 2014;
Cullen et al., 2015). Ele tem propriedades antissépticas devido a formacéo de acido
hipocloroso e liberacdo de cloro, que € um bactericida muito ativo, entdo a sua
eficacia depende da concentracdo de acido hipocloroso em solug¢édo ndo dissociada
(Torabinejad, Walton, 2009).

Apesar de haver uma reducdo de micro-organismos com a irrigacao
adequada dos sistemas de canais radiculares, a reducdo de toxinas é bem menos
expressiva, cerca de metade €é reduzida quando se faz a instrumentacao
convencional (Martinho, Gomes, 2008; Martinho et al., 2010) e quase absoluta
através da instrumentacdo com sistemas rotatorios de NiTi (Martinho et al., 2010).

Mesmo com um PBM convencional bem realizado, a reducédo das toxinas
ainda nao é suficiente, por esse motivo, faz-se necessario abrir mdo de outros meios
de eliminacdo, como a utilizacdo de medicagao intracanal durante o tratamento

endodontico (Xavier et al., 2013; Ferreira et al., 2015).
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O uso da medicacao intracanal é importante para o maior indice de
eliminagdo de micro-organismos e toxinas, sendo que a medicagao intracanal mais
indicada para a neutralizacdo de toxinas € o hidroxido de calcio. Dentre suas
diversas propriedades, pode-se destacar: capacidade de inducdo de mineralizacao,
propriedades antimicrobianas e efetiva acao sobre LPS (Safavi et al., 1994; Nelson-
Filho et al., 2002). Por promover a hidrélise da porcdo lipidica da toxina e
neutralizando parcialmente seus efeitos biolégicos, o hidroxido de célcio possui acéo
efetiva sobre as bactérias (Safavi, Nichols, 1994; de Oliveira et al., 2005).

Na busca por novas alternativas de tratamento, novos meios de potencializar
a limpeza dos canais estdo sendo empregados, como agitagcédo da solucéo irrigadora
e da medicacao com ultrassom (Ayranci et al., 2016).

A ativacdo passiva com ultrassom tem sido sugerida como um meio para
melhorar o desbridamento do canal, sua desinfeccdo e posterior melhora na
vedacao do canal (Plotino et al., 2007). Além do desbridamento, o ultrassom mostra
ter bons efeitos mecénicos, como a remogao de maior parte de smear layer quando
comparados a preparos sem o uso de ultrassom (Layton et al., 2015). O acumulo de
detritos produzidos por processos mecanicos na instrumentacao das areas de dificil
acesso pode ser prevenida pela agitacao ultrassonica da solucéo irrigadora mesmo
durante a fase de preparacéo (Paqué et al., 2011).

Diante do exposto, a proposta desta pesquisa foi analisar a eficacia do
hipoclorito de sédio a 2,5% e medicacao intra-canal com hidréxido de calcio agitados
ou ndo com ultrassom, sobre Enterococcus faecalis e Escherichia coli e se a

agitacao final é efetiva sobre o &cido lipoteicéico (LTA).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Microbiologia das infec¢cdes endoddnticas

Kakehashi et al. (1965) realizou um estudo com ratos germ-free e
convencionais, observando que apos 14 dias no grupo convencional os dentes
estavam com o tecido pulpar totalmente necrosado, com presenca de tecido
inflamatorio crénico e formacédo de abscesso na regido periapical. Em contra partida
nos ratos do grupo germ-free ndo foi observado necrose pulpar e formacdo de
abscesso, apenas um pequeno infiltrado inflamatério, concluindo que o0s micro-
organismos estdo ligados diretamente a etiologia das alteracbes pulpares e
periapicais.

Em um estudo classico, Sundqvist (1976) avaliou microbiologicamente 32
canais de dentes unirradiculares para identificar micro-organismos anaerébios
estritos. Todos os dentes avaliados apresentavam necrose pulpar por trauma. As
bactérias foram isoladas dos espécimes que a lesdo periapical era visivel
radiograficamente, havendo uma correlagcdo positiva entre o tamanho da leséao
periapical e o nUmero de espécies bacterianas presentes nos canais radiculares. As
bactérias anaerObias estritas representaram cerca de 90% de toda microbiota
isolada, tendo uma correlagcéo positiva entre sintomatologia € um maior nimero de
bactérias encontradas no canal. Os resultados mostraram o papel fundamental dos
micro-organismos na etiologia e desenvolvimento das lesdes periapicais.

Apesar de varias pesquisas ja terem sido realizados, a microbiota do sistema
de canais radiculares (SCR) é sempre muito estudada, pois véarias espécies de
micro-organismos sao encontradas por pesquisas com métodos de identificacdo
diferentes.

Na infeccdo endodbdntica a microbiota € muito variada, como organismos
aerobios, anaerodbios estritos, anaerdbios facultativos e os fungos, mas sabe-se que
nas infeccdes primarias a predominancia € das bactérias Gram-negativas
(Sundqgvist, 1992; Gomes et al., 2006b; Mohammadi, 2008), mas a presenca de

bactérias Gram-positivas também ja é comprovada (Chung, 2011; Xavier, 2011).
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As bactérias e a seus fatores de viruléncia sdo os principais agentes para o
surgimento da periodontite apical poés-tratamento podendo sobreviver a
procedimentos biomecanicos ou invadir o canal através de uma infiltracdo coronaria
atingindo a obturacdo do canal radicular. Culturas bacterianas e estudos
moleculares confirmam que Enterococcus faecalis € uma das mais prevalentes
bactérias encontradas no canal radicular apés o tratamento endodéntico (Pinheiro et
al., 2003; Endo et al., 2014).

Estudo realizado por Gomes et al. (2006a) envolvendo 50 dentes com
infeccdo endododntica primaria e 50 dentes com infeccdo endoddntica persistente,
demonstrou por meio de cultura microbiolégica a presenca de Enterococcus faecalis
em 42% dos casos.

Enterococcus faecalis pode sobreviver no canal radicular como organismo
anico, sem o suporte de outras espécies, e representar um problema para o sucesso
do tratamento. Este género oferece resisténcia a varias substancias antimicrobianas
e ainda pode se favorecer por alteracdes no ecossistema do canal radicular e
instituir uma infeccao persistente (Oliveira et al., 2007a). E. faecalis pode invadir os
tubulos dentinarios em profundidade e, com isso, é provavel que as células no
interior dos tdbulos dentindrios que consigam sobreviver a instrumentacao
biomecénica e medicacdo intracanal possam colonizar os tubulos e reinfectar os
canais radiculares obturados (Berber et al., 2006).

Um estudo de Rocgas e Siqueira (2011), avaliou através de testes moleculares
a prevaléncia de E. faecalis em infeccdes endoddnticas e sua associacdo com
doencas perirradiculares. Os resultados deste estudo indicaram que E. faecalis é
significativamente mais associado a casos assintomaticos de infeccbes
endoddnticas primarias do que com o0s sintomaticos. Além disso, a incidéncia de E.
faecalis foi mais elevada em casos de insucesso do que em infec¢des primarias.

Estudo realizado por Xavier (2011) avaliou a microbiota presente em canais
radiculares com infeccdo endoddntica priméaria e presenca de lesdo periapical e
acdo de diferentes substancias quimicas auxiliares. Por meio do teste de reagdo em
cadeia polimerase foram detectados diferentes micro-organismos Gram-positivos na
coleta iniciam com: Filifactor alocis, Parvimonas micra e Enterococcus faecalis.

Indicando que cerca de 6,7% dos casos apresentam Enterococcus faecalis.
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Em relacdo a incidéncia desse tipo de bactéria e infec¢cbes secundérias,
estudo realizado por Endo et al. (2011) avaliando microbiota e niveis de
endotoxinas presente em canais com insucesso endodontico determinou, com testes
bioguimicos e de reacdo em cadeia polimerase, a presenca de Enterococcus
faecalis em 57% dos casos e prevaléncia de bactérias Gram-positivas anaerébias
facultativas.

Enterococcus faecalis nestas infeccbes endodbnticas secundarias ou
persistentes deve-se, entre outros fatores, a sua capacidade de penetracdo em
tubulos dentindrios e a sua capacidade de impedir a liberacdo de enzimas
hidroliticas pelas células polimorfonucleares do hospedeiro (Rocas et al., 2011).

Além disso, E. faecalis possui fatores de viruléncia que podem estar
associados a diferentes estagios da infec¢cdo endoddntica e a inflamacéo periapical,
como: producdo de substancia de agregacdo, adesinas de superficie, producdo
extracelular de superdxido, enzimas liticas gelatinase e hialuronidase, e o acido
lipoteicdico (Kayaoglu, Orstavik, 2004).

Pelo empenho nos estudos da microbiota envolvida na patologia endodéntica,
hoje ja se sabe compreender melhor os micro-organismos envolvidos e iSso trouxe a
vantagem de poder otimizar o tratamento endodontico, modificando os planos de
tratamentos ja instituidos e consequentemente ser mais eficaz no combate a esses
micro-organismos. O grande desafio dos novos estudos estd sendo de descobrir
mais a fundo as caracteristicas desses organismos mais resistentes a esse meio
endodontico e como fazer para elimina-los.

As lesdes traumaticas e as lesGes cariosas sao as principais vias de infeccéo
do tecido pulpar. Uma vez reconhecida a presenca de micro-organismos e seus
subprodutos nos tubulos dentinarios, um processo imuno-inflamatério é arquitetado
neste tecido. As espécies bacterianas que inicialmente penetram o tecido dentinario
sdo as anaerbbias facultativas, como aquelas pertencentes aos géneros
Streptococcus, Staphylococcus, Lactobacillus e micro-organismos filamentosos
(Siqueira JF Jr., 2001). Dependendo do grau e intensidade da invasédo bacteriana e
do processo inflamatoério, o tecido pulpar pode se tornar necroético, propiciando assim
a invasao do espaco pulpar pelos micro-organismos. Na dinamica de uma infecgao
endodéntica, anaerdbios estritos sdo invasores secundarios. Nos estagios iniciais,

bactérias anaerdbias facultativas estdo em maior percentual. Em, aproximadamente,
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sete dias apés o estabelecimento da infeccdo, 50% da microbiota j& € composta por
anaerobios obrigatérios. Em trés meses, a proporcdo desses anaerébios pode
chegar a 85% e, em seis meses, 90% (Fabricius et al., 1982).

Ferreira et al.,, 2015 em um estudo clinico teve como objetivo determinar o
perfil microbiologico resistente a diferentes medicac¢des intracanais em infeccdes
endoddnticas primarias, utilizando tanto a cultura microbioldgica quanto a técnica de
hibridacdo DNA-DNA. Foram utilizados vinte canais radiculares infectados e depois
instrumentados antes de serem divididos aleatoriamente em 2 grupos de acordo
com as medicagfes intracanais: hidroxido de célcio (Ca [OH]2) ou Ca (OH)2 +
clorexidina (CHX). As amostras foram coletadas antes e apds os procedimentos do
canal radicular, que consistiu em submeté-los a cultura microbiolégica e processa-
los para hibridacdo DNA-DNA. Puderam concluir que o uso de Ca (OH)z associado a
CHX como medicagéo intracanal mostrou melhores resultados agindo em micro-
organismos Gram-positivos e Gram-negativos, embora tal acdo para erradicar
enterococos também deve ser buscada.

As doencas infecciosas representam uma categoria de interacfes que
envolvem um hospedeiro frente a micro-organismos com potenciais colonizadores e
patogénicos (Socransky, Hafffajee, 2005). Em certas situacdes, tais micro-
organismos podem invadir locais normalmente estéreis do nosso organismo, como o
tecido pulpar, tornando-se assim micro-organismos oportunistas. O grau de
patogenicidade de tais micro-organismos € denominado viruléncia, que é a
capacidade de um micro-organismo produzir formas graves da doenca. Relaciona-se
com a producdo de toxinas e a sua capacidade de multiplicacdo no organismo
parasitado (Baik et al., 2011).

2.2 Endotoxinas (LPS)

Pode-se verificar que as bactérias Gram-negativas tém grande importancia na
infeccdo primaria dos canais radiculares, participando efetivamente na inducao das

alteracdes pulpares e periapicais.
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Schein e Schilder (1975) relataram que os dentes com polpas necroticas
contém maiores niveis de endotoxinas. Foi realizado um estudo clinico, para
quantificar e detectar os niveis de endotoxina. O estudo foi com 40 pacientes onde
eram submetidos a terapia endodontica. Os resultados, mostraram que niveis de
endotoxinas eram maiores em dentes sintomaticos do que em dentes
assintomaticos, maiores em dentes com polpas necrosadas comparados com polpas
vitais, e também maiores quantidades em dentes que com lesdes periapicais.

Schonfeld et al. (1982) mostraram que a presenca de endotoxinas nas lesdes
endoddnticos esta altamente correlacionada com lesBes granulomatosas. A
endotoxina, mais corretamente chamadas de lipopolissacarideo (LPS), é um
componente do envelope celular de bactérias Gram-negativas. Esta molécula € um
potente mediador de inflamacdo que € igualmente ativa apés a morte da célula
bacteriana. Estas células Gram-negativas podem mesmo ser fagocitadas pelos
macréfagos e, em seguida, serem lancadas com maior toxicidade.

A endotoxina € considerada como um dos principais fatores etioldgicos
envolvidos na patogénese e na manutencdo da inflamacédo periapical, incluindo
reabsorcdo 6ssea (Dwyer, Torabinejad, 1981; Jacinto et al., 2006). A endotoxina
causa importantes efeitos biol6gicos inflamatérios, como ativacdo do sistema
complemento, quimiotaxia de polimorfonucleares, inducédo de febre, leucopenia,
hipotensdo e choque, coagulacéo intravascular, ativacdo policlonal de linfocitos B e
producdo de anticorpos nao-especificos (Oliveira et al., 2007b). Além disso, LPS
ativa macrofagos, induzindo a sintese e liberacdo de mediadores da resposta
inflamatéria (prostaglandinas e leucotrienos) e citocinas, como fator de necrose
tumoral (TNF-y) e interleucinas (IL-1 e IL- 1 ) (Rogers et al., 2007).

As endotoxinas sdo moléculas estaveis ao calor compostas de
polissacarideos (acUcares polimerizados), lipidios (complexos contendo acidos
graxos) e proteinas. O LPS é composto por trés segmentos covalentemente ligados:
o Lipidio A, o Core e o Antigeno O. O Lipidio A € a regido da molécula de endotoxina
responsavel por seus efeitos téxicos (Rietschel, Brade, 1992).

Safavi e Nichols (1994) realizaram um estudo onde o objetivo era investigar
se o tratamento com hidroxido de calcio alterava sua ac¢ao biologica sobre LPS,
onde era medido pela secre¢cdo de prostaglandina E2. Culturas de células de

mondcitos foram estimuladas com LPS ou LPS tratado com hidréoxido de céalcio.
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Sobrenadantes de cultura foram analisados quanto ao teor de prostaglandina E2
utilizando cromatografia gasosa - espectrometria de massa. A prostaglandina E2 foi
identificada nos sobrenadantes de mondcitos estimuladas por LPS, mas ndo nos
que estimuladas com LPS tratados com hidréxido de calcio. Concluiu-se que o
tratamento com hidréxido de calcio pode alterar as propriedades biologicas dos LPS
bacterianos.

Oliveira et al. (2012) realizaram um estudo clinico onde teve por objetivo
investigar os efeitos do tratamento endodoéntico utilizando diferentes irrigantes sobre
endotoxinas em canais radiculares com necrose pulpar e periodontite apical e para
avaliar os efeitos citotoxicos. Foram entdo selecionados trinta e seis canais
radiculares. As amostras foram coletadas antes (S1) e apds a instrumentacéo (S2).
Os canais foram divididos em 3 grupos (n = 12) de acordo com a combinacao
utilizada irrigante: CLX + LW - gel de clorexidina 2%+ hidroxido de calcio (agua de
cal 0,14%); CLX + PmB - clorexidina + polimixina B; CLX (controle), clorexidina +
salina. A terceira amostra (S3) foi realizada apds a acido etilenodiaminotetracético e
S4 apos medicacdo intracanal (CLX + hidréxido de calcio durante 14 dias). A
combinacdo de CLX e limewater como irrigante foi o mais eficaz na reducédo de
endotoxinas em canais radiculares e medicagao intracanal foi importante para
neutralizar os efeitos citotoxicos.

Diversos efeitos inflamatorios podem ser notados nas endotoxinas. O LPS
induz prostaglandinas, leucotrienos, fator ativador de plaguetas, complemento 3A e
5A, e interleucina-1 entre outros. A ativacdo destes mediadores provoca um
aumento da permeabilidade vascular, marginacdo dos neutrofilos nas células
endoteliais, a quimiotaxia de neutréfilos, liberacdo de colagenase, ativacdo dos
linfécitos, e entre outros efeitos bioldgicos, incluindo a reabsorcdo 6ssea e formacao
de granulomas cronicos (Dwyer, Torabinejad, 1981; Morrison, Ryan, 1987;
Andrukhov et al., 2014).

Estudos envolvendo a quantificacdo de endotoxinas em dentes com necrose
pulpar e lesdo periapical, assim como estudos apds o preparo biomecanico,
mostram a eficacia dos procedimentos endodoénticos na reducéo e/ou eliminacao do
conteudo endotoxico (Oliveira et al., 2007a; Valera et al., 2014).

Cardoso et al. (2015) realizou um estudo em que correlacionava os niveis de

endotoxinas de dentes com infec¢cdo endodoéntica primaria com sinais e sintomas
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com o volume da destruicio Ossea periapical via TCFC (tomografia
computadorizada de feixe conico). Os resultados obtidos puderam provar que 0s
niveis de endotoxinas encontrados nas infeccbes endodonticas estédo relacionados
tanto com o volume de destruicdo Ossea periapical, quanto com a presenca de
sintomatologia dolorosa antes do tratamento.

Cardoso et al. (2016) realizou um estudo clinico investigando e quantificando
as bactérias cultivaveis e seus niveis de endotoxinas na infeccdo endodontica
persistente, determinando sua antigenicidade contra macréfagos e fibroblastos pela
secrecdo de IL-1B e TNF-a e avaliando sua relagdo com caracteristicas clinicas e
radiograficas. Os achados do estudo revelaram a presenca de espécies de bactérias
Gram-negativas na infeccdo endodbntica persistente, com suas endotoxinas
relacionadas com a severidade da destruicdo 6ssea e o0 desenvolvimento de
sintomatologia. Além disso, é&reas maiores de destruicdo Ossea estavam
relacionadas a niveis mais elevados de IL-18 e TNF-a secretados por macrofagos e

fibroblastos.

2.3 Acido Lipoteicoico (LTA)

Outro componente, agora da parede celular de bactérias Gram-positivas, o
acido lipoteicéico (LTA) € considerado um importante fator de viruléncia envolvido
em alteracOes pulpares e periapicais. Mesmo ap0s a morte bacteriana, LTA persiste
no canal radicular por longos periodos de tempo, as quais podem causar inflamacéo
cronica (Seltzer, Farber, 1994).

Enterococcus sdo cocos Gram-positivos, e devido a suas caracteristicas
morfolégicas e genéticas, eles podem resistir a procedimento intracanal e
antibioticos sistémicos, mesmo em condi¢cdes ecoldgicas de estresse (Medeiros et
al., 2014). O mecanismo de resisténcia do E. faecalis resulta da sua mudangas de
fisiologia ou estrutura na célula bacteriana, que € uma estratégia de sobrevivéncia
ao ataque por agentes antimicrobianos (Endo et al., 2014). Enterococcus spp.
adquiriu determinantes genéticos que conferem resisténcia a varias classes de

antibiéticos, incluindo a clindamicina, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol, e, mais
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recentemente, a vancomicina (Endo et al., 2014; Gomes et al., 2011). Embora a
incidéncia de cepas resistentes seja mais pronunciada em infec¢des hospitalares ou
sistémicas, os estudos usando infeccBes bacterianas isolados de endodontia tém
mostrado a emergéncia de bactérias resistentes, em especial em procedimentos
convencionais utilizados em procedimentos dentérios (Gomes et al., 2011). Embora
0s antibiéticos sistémicos ndo sejam normalmente usados no tratamento de
infeccbes associadas a lesdes periapicais crénicas, em casos de pacientes com
flare-up ou em risco de desenvolvimento de endocardite bacteriana, estes tornam-se
um auxiliar importante na endodontia, sendo utilizado em regimes profilaticos (Endo
et al., 2014).

O Enterococcus faecalis participa do processo das infeccbes endoddnticas
primarias e secundarias, portanto na parede celular dessas bactérias se encontra
LTA que possui uma estrutura anfipatica, ou seja, moléculas que apresentam a
caracteristica de possuirem uma regido hidrofilica (solivel em meio aquoso), e uma
regido hidrofobica (insoluvel em agua, porém solivel em lipidios e solventes
organicos), sendo formado por ligacdo de poliglicerofosfatos e acidos graxos
(Wicken, Knox, 1975) e estando envolvida na resposta inflamatoria, sindrome
séptica, formacdo de biofiime e adesdo ao dente (Fabretti et al., 2006; Han et al.,
2006; Baik et al., 2008; Lee et al.,, 2009). Este polimero de glicerofosfato ou
ribitolfosfato covalentemente ligado ao glicolipideo na membrana citoplasmatica e
projetando-se através da camada de peptidoglicano, € considerado essencial ao
crescimento bacteriano (Van Amersfoort et al., 2003, Siqueira JF, Ro¢as, 2007).

LTA é um importante fator de viruléncia da bactéria Gram-positiva que é
lancado durante a multiplicacdo bacteriana, principalmente ap6s sua lise por
lisozima, peptideos bactericidas catidnicos, fosfolipase A, catepsinas, ou antibiéticos
beta-lactamicos (Ginsburg, 2002). O LTA tem propriedades patogénicas
semelhantes aos LPS de bactérias Gram-negativas (Ginsburg, 2002; Hahn, Liewehr,
2007; Siqueira JF, Ré¢as, 2007). No entanto, o LTA se difere na perda em termos de
estrutura e gene de transcrigao (Ryu et al., 2009).

LTA pode iniciar uma série de reacdes por ligacdo a receptores especificos
(CD14 e toll-like2) ou por eventos ndo especificos (fosfolipidios da membrana; a
ativacdo sistema do complemento; liberacdo de citocinas proé-inflamatoérias, tais

como fator de necrose tumoral alfa, interleucina [IL] -1-B, IL-6, IL-8, e prostaglandina
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E2 (PGE2); regulacdo da angiogénes e libertacdo de hidrolases, proteases e de
oxigénio reativo e regulacdo, recrutamento e ativagdo de neutréfilos (Ginsburg,
2002; Costa et al., 2003; Kayaoglu, @rstavik, 2004; Siqueira JF, R6¢as, 2007).

Os macréfagos derivados de monécitos podem ser ativados em 2 perfis, M1 e
M2, no local da infec¢do. Macrofagos M1 podem desenvolver fungéo antimicrobiana
e anti-tumoral, enquanto que os macrofagos M2 estdo relacionados com a
proliferacéo celular e reparacédo de tecidos (Mills et al., 2012). A evidéncia sugere
gue a inducdo da destruicdo O0ssea ocorre apos ativacdo de células osteoclasticas
(Teixeira-Salum et al., 2010). A diferenciacdo de osteoclastos pode ser afetada por
diferentes estimulos da citocina produzidos por células imunocompetentes em
periodontite apical (Handal et al., 2009). Portanto, o macrofago de ativacdo M1 pode
ser envolvido com a interleucina (IL) -6, IL-12, e fator de necrose tumoral (TNF) —a,
ao passo que a producdo de IL-10 esta envolvida com a ativacdo M2 (Vogel et al.,
2014).

Baik et al. (2008) realizou um estudo com LTA proveniente de E.faecalis,
avaliou a sua capacidade de estimulacdo de macréfagos (RAW 264.7), o qual
produziu elevados niveis de fator de crescimento (TNF-a) e de o6xido nitrico. O
estudo ainda relata que o LTA estimula o receptor TLR2, mas n&o o TLR4 (receptor
estimulado pelas endotoxinas) e conclui que os resultados indicam que o LTA é
parcialmente responsavel pelas respostas inflamatdrias geradas pelo E.faecalis.

Tian et al. (2013) realizou um estudo para examinar o efeito do LTA, um
importante fator de viruléncia de E. faecalis, sobre a apoptose de osteoblastos.
Evidenciando que o LTA de E. faecalis pode inibir a proliferacdo e induzir apoptose
de células MG63 de osteoblastos humanos.

Lima SM et al. (2015) avaliaram a expressdo de mediadores inflamatorios
produzidos por antigenos de 264,7 células mortas RAW de Candida albicans e E.
faecalis na presenca de calor (HK). Culturas de células RAW foram estimuladas com
ambos 0s antigenos na presenca ou auséncia de interferon recombinante (rIFN) -y.
Parametros da viabilidade celular, a producdo de oxido nitrico (NO), bem como a
sintese de interleucina (IL) -1a, IL-6, IL-10, IL-12, proteina-1 quimiotactico de
monacitos, e fator de necrose tumoral (TNF) -a foram analisados. Puderam constatar
gue o conhecimento em relacdo ao mecanismo de acolhimento de resposta a micro-

organismos que perpetuam a infecgdo endodontica e as lesGes perirradiculares pode



28

contribuir para a otimizagdo da terapia endodoéntica. Os mediadores inflamatorios
mencionados e fatores de viruléncia envolvidos no insucesso endoddntico podem
orientar a progressao da lesdo e também serem alvos no desenvolvimento de
desinfetantes e agentes imunomoduladores.

Barbosa-Ribeiro et al. (2016a) realizou um estudo para investigar a
prevaléncia de fatores de viruléncia e os fatore antimicrobianos resistentes a
Enterococcus faecalis, que foram isolados de dentes com falha do tratamento
endodoéntico. Concluiu-se que E. faecalis isolados de infec¢cdes endoddnticas
persistentes mostraram resisténcia intermediaria / total a varios agentes
antimicrobianos, sendo a amoxicilina + clavulanato o agente mais eficaz. Além disso,
as estirpes mostraram diferentes padrdes de deteccédo de genes de viruléncia.

Em outro estudo, Barbosa-Ribeiro et al. (2016b) quantificou os niveis de LTA
e bactérias cultivaveis nas diferentes fases do retratamento endoddntico. Também
investigou a presenca de micro-organismos Gram-positivos antes e depois do PBM
e MIC. As taxas de reducdo das bactérias foram maiores que o LTA. Além disso,
micro-organismos Gram-positivos estavam presentes em todas as fases do
retratamento endodontico.

Deste modo, sabendo-se que o LTA possui um papel importante nas afec¢oes
endododnticas, faz-se necessario o estudo de formas de eliminagéo/inativacéo desta

substancia, de forma a se elevar os indices de sucesso do tratamento endododntico.

2.4 Hipoclorito de sodio

Em 1820, Labarraque em suas experimentacdes, obteve Hipoclorito de Sadio
(NaOCl) em concentracdo de 2,5% e utilizou para a desinfeccdo de feridas. Em
1915, o quimico Inglés Henry Dakin (1915) recomendou a utilizacdo de uma solucao
de hipoclorito de sédio (0,5% - 0,6%) para irrigar feridas infectadas, pois observou
gue a cicatrizagcdo com a solucéo de Labarraque ocorria muito lentamente e que isso
acontecia em decorréncia da alta concentracdo da solugédo que causava injuria aos

tecidos. A partir de entdo, comecgou-se a pesquisar a solugéo para outros fins.
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Em 1917, Barret implantou o uso de NaClO para irrigacdo dos canais
radiculares. Foi quando Walker (1936) utilizou pela primeira vez a solugédo de NaOCI
a 5% para este fim. Hoje as concentracbes de NaClO ja sdo amplamente
conhecidas e variadas (0,5%, 1%, 2,5% e 5,25%) e é aplicada dependendo da
indicagao.

A solucdo de NaOCI é bastante utilizada, pois apresenta caracteristicas como:
dissolucéo de tecido organico, clareador, acdo antimicrobiana (Pelczar et al., 1980;
Zehnder, 2006).

O NaOCI é utilizado durante a fase de instrumentacdo para aumentar maximo
possivel o seu tempo de acdo no interior do canal sem ser quimicamente alterado
pela presenca de outras substancias (Beus et al., 2012; Rossi-Fedele et al., 2012). A
sua eficacia tem sido demonstrada que dependem da sua concentracdo, da
temperatura, do pH da solucdo de armazenamento e condi¢cbes (Beus et al., 2012;
Cullen et al., 2015). Solu¢bes aquecidas (45-60 °C) e concentragbes mais elevadas
(5-6%) tém demonstrado maiores propriedades de dissolucdo de tecido (Zehnder,
2006). A concentracdo maior de hipoclorito mostra ter também uma maior
penetracdo nos tubulos, eliminando maior quantidade de bactérias dos canais
radiculares (Wong, Cheung, 2014). No entanto, quanto maior for a concentragéo,
mais grave é a reacao potencial que pode acontecer se o irrigante inadvertidamente
for forcado para dentro dos tecidos periapicais (Mehdipour et al., 2007; Rossi-Fedele
et al., 2012). Para reduzir este risco, 0 uso de agulhas endodontia especialmente
concebidos e uma técnica de injecdo sem pressao sao recomendadas (Kishen,
2010).

A principal desvantagem de NaOCI é a sua incapacidade para remover a
porcdo inorganica de camada de esfregaco. Por esta razdo, recomenda-se a
utilizacdo para finalizacdo da irrigagdo o EDTA (etileno-diamina-tetra-acético)
(Zehnder, 2006). EDTA tem a capacidade de decompor o componente inorganico de
detritos intracanal e € geralmente utilizado a uma concentracdo de 17%. EDTA
parece reduzir a atividade antibacteriana e de hipoclorito de solvente e por isso
estes dois liquidos n&o deve ser no canal ao mesmo tempo (Clarkson et al., 2011).
Por esta raz&o, durante a preparacdo mecanica lavagem abundante e frequente com

hipoclorito de sodio é utilizado, enquanto o EDTA é utilizado, no final da fase de
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preparacdo para remover completamente a camada de detritos inorganicos e
esfregaco de as paredes do canal.

A eficacia antimicrobiana do hipoclorito de sodio, com base no seu pH
elevado, é semelhante ao mecanismo de acédo do hidroxido de célcio. O pH elevado
do NaOCl interfere na integridade da membrana citoplasmatica bacteriana, com uma
inibicdo irreversivel, ocorrendo modificagbes biossintéticas enziméticas no
metabolismo celular e a degradacdo observada em fosfolipido da peroxidacdo
lipidica.

Um estudo com 50 dentes unirradiculares com periodontite apical, foram
preparados usando instrumentos rotatorios BioRaCe (FKG Dentaria, La Chaux-de-
Fonds, Suica) e irrigacdo com NaOCI 2,5% (n = 25) ou CHX 2% (n = 25). Para
comparacao da eficacia da irrigacdo o DNA das amostras clinicas foi extraido, e a
reducdo dos niveis de bactérias totais e estreptococos foram avaliados. Todas as
amostras foram positivas para a presenca de bactérias. Ap6s o PBM usando NaOCI
2,5% ou CHX2%, 44% e 40% dos canais radiculares ainda tinha apresentava as
bactérias detectaveis, respectivamente e concluiram que mesmo com o PBM e

irrigacdo, bactérias ainda persistiam nos canais radiculares (Rocas et al., 2016).

2.5 Hidréxido de célcio

Mesmo com a irrigagdo com o hipoclorito de s6dio e EDTA para a tentativa do
combate dos micro-organismos e eliminacdo da camada de esfregaco do canal
radicular, respectivamente, muitas vezes organismos mais resistentes ainda
persistem e podem causar uma recolonizacdo naquele meio. Em casos de necrose
pulpar e/ou lesdo periapicais muitas vezes se faz necessario o uso de uma
medicacdo intracanal para tentativa de eliminacdo desses micro-organismos mais
resistentes (de Souza CA et al., 2005).

A introducéo do hidréxido de calcio ocorreu em 1930 por Hermann e a partir
de entdo comecou uma nova época no campo da odontologia (Stanley, Pameijer,
1985). O sucesso clinico com este material € atribuido principalmente ao seu pH

alcalino e da sua capacidade de dissociar rapidamente em ions hidroxila e ions
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calcio (Siqueira JF, 2001). Tronstad et al. (1981), demonstraram a difusdo de ions
calcio através da dentina com a superficie externa. Estes ions sdo radicais livres
extremamente oxidantes que apresentam reatividade com biomoléculas (Siqueira
JF, 2001). Seus efeitos letais em células bacterianas seriam, provavelmente, devido
a danos na membrana citoplasmatica, desnaturacdo de proteinas e/ou danos ao
DNA (Mohammadi, 2011). Apesar de néo elevada, esta capacidade antimicrobiana é
relatada na literatura.

Safavi e Nichols (1994) demonstraram que o Ca(OH)2 tem a capacidade de
hidrolisar a porgéo lipidica do LPS bacteriano, promovendo sua degradacgéo, além
de alterar as propriedades biolégicas. Entretanto, o Ca(OH)2 tem se mostrado
ineficaz contra E. faecalis (Gomes et al., 2009), pois esse micro-organismo tem a
capacidade de sobreviver em canais radiculares sozinho e sem auxilio de outra
bactéria (Siren et al., 1997), assim como em um ambiente com baixa disponibilidade
de nutrientes.

O Ca(OH)2 tem sido utilizado em varias situacdes clinicas e € mantido dentro
do canal para diferentes periodos de tempo que variam de 7 dias como medicacao
intracanal e de 6 a 24 meses para induzir a apicificagcdo (Kleier, Barr, 1991). A
eficacia antibacteriana de hidroxido de célcio pode ser dependente no veiculo usado
(Cwikla et al., 2005).

Em um estudo in vitro, foi analisada a acédo da irrigacdo com hipoclorito de
sédio 1% associada a medicacdes intracanais de hidroxido de célcio e clorexidina
gel 2% durante 14 dias sobre E. faecalis e C. albicans. Todas as medicacdes
intracanais testadas foram eficientes em reduzir micro-organismos apés o PBM,
sendo que a associacao do Ca(OH)2 + CLX apresentou melhores resultados. Assim,
€ possivel que esta associacdo possa combinar a atividade antimicrobiana da CLX a
potente acdo mineralizadora e neutralizadora de endotoxinas do Ca(OH)2 (Valera et
al., 2009).

Estudo de Baik et al. (2011) avaliou a efetividade do hidroxido de calcio sobre
o acido lipoteicoico presente na parede celular do E.faecalis. Através de um pré-
tratamento do LTA com o hidroxido de calcio foi possivel anular a capacidade do
LTA ativar a liberacdo de fator de necrose tumoral por parte dos macrofagos. Os
autores sugerem que o hidréxido de célcio pode inibir a toxicidade do LTA,

promovendo uma diminuicdo da resposta inflamatéria.
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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 medicacdes
intracanais. Cento e quarenta e oito pré-molares inferiores uniradiculares humanos
foram instrumentados com Protaper universal, utilizando-se NaOCI| 2,5% como
substancia quimica 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
medicacdo intracanal a ser utilizada: amoxicilina e clavulanato, ciprofloxacina,
clindamicina, doxiciclina e pasta de hidroxido de calcio. As medicagbes
permaneceram por uma semana no interior dos canais radiculares. Amostras
bacterianas foram coletadas e plagueadas para posterior contagem de unidade
formadora de col6nias (UFC). A observacdo em microscopio eletrénico de varredura
confirmou o crescimento do biofilme bacteriano. Notou-se que todos 0s agentes
quimicoterapéuticos foram superiores ao hidroxido de célcio em eliminar o biofilme,
tendo destaque para a amoxicilina com clavulanato, ciprofloxacina e clindamicina.
Assim, a utilizacdo de agentes antimicrobianos pode ser benéfica em casos de
periodontite apical resistente, mas apenas apoés a realizacdo de teste microbiolégico
para saber qual o antimicrobiano apropriado.

Estudo realizado in vivo demonstrou, através de contagem microbiana e
guantificacdo de endotoxinas presentes em amostras obtidas de 40 canais
radiculares, que a o hidréxido de calcio associado ao propilenoglicol é efetivo na
neutralizacdo de endotoxinas e importante durante o tratamento endodontico (Xavier
et al., 2013).

Valera et al. (2014) avaliaram o efeito do extrato glicélico de gengibre como
medicacdo intracanal associado ou ndo ao Ca(OH)z2 sobre micro-organismos e
endotoxinas em 48 dentes humanos extraidos. Os espécimes foram divididos em 4
grupos de acordo com a medicacao intracanal: Ca(OH)2, extrato glicélico de
gengibre 20% (GEN), associacdo de Ca(OH)2 + GEN (32 coleta), solucdo salina
(grupo controle). Os resultados mostram que todas as medicac¢des contribuiram para
eliminacdo de micro-organismos e reducao significante de endotoxinas, sendo que
os melhores resultados foram encontrados na medicagéo de Ca(OH)-.

Barbosa-Ribeiro et al. (2016a), realizou um estudo utilizando dentes

unirradiculares contaminados, em que foram necessarios o retratamento
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endoddntico, estes foram aleatoriamente distribuidos em 2 grupos de acordo com a
substancia quimica usada: grupo CHX gel 2%, e o grupo hipoclorito de sédio 6%
(NaOCl) e medicados com hidroxido de calcio. Amostras do canal radicular foram
coletadas e apos 30 dias de medicacao intra-canal com hidréxido de calcio+ CHX
gel 2% efoi feita outra coleta. Concluiram que as taxas de reducdo das bactérias
eram maiores do que as do LTA. Além disso, 0s micro-organismos gram-positivos

estavam presentes em todas as fases do tratamento endodéntico.

2.6 Agitacéao ultrassonica

O ultrassom foi inicialmente utilizado nas décadas de 1940 e 1950.
Basicamente, a técnica consistia na conversdo da energia elétrica em energia
mecanica sob a forma de vibragdo. Por meio de uma pequena ponta, vibrando em
torno de 29.000 Hz, fluia um abrasivo de 6xido de aluminio, resultando em corte
rapido da estrutura dentéria (Shafer et al., 1985).

A ativacdo ultrassénica do hipoclorito de sédio ainda permanece o padrédo
ouro e nos estudos é usada como controle na comparagao aos demais sistemas que
empregam agitacdo mecanica (Plotino et al., 2016).

Para ser eficiente a solucéo irrigadora deve tocar em todas as paredes do
canal, sendo isso muito mais dificil utilizando somente a irrigagdo convencional
(Villas-Boas MH et al., 2011). O ultrassom é utilizado ajudando a soluc¢éo irrigadora a
tocar mais ao longo das paredes do canal, fazendo com que a mesma penetre mais
nos tubulos e consequentemente trazendo uma melhor eficiéncia da acdo da
solucéo (Gu et al., 2009).

O ultrassom é utilizado na endodontia normalmente em uma frequéncia entre
25 e 40 kHz. A eficacia do ultrassom na irrigacdo é determinada pela sua

“®

capacidade de produzir “cavitagdo” e “ transmissdo acustica’. A cavitacdo é
minimizada e emitida para ponta do instrumento utilizado, enquanto que o efeito da
transmissdo acustica € mais significativo. O ultrassom cria bolhas de presséo
positiva e negativa nas moléculas do liqguido com as quais entram em contato. Eles

tornam-se instaveis e, em seguida, elas entram em colapso e causam uma imploséo
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semelhante a um vacuo de descompresséo. Explodindo e implodindo eles liberam
impacto energético responsavel para o seu efeito detergente. Tem sido demonstrado
que ativacao ultrassénica de hipoclorito de sodio, consideravelmente, aumenta a
eficacia de limpeza do canal radicular. Além disso, aumenta significativamente o
fluxo de liquido e melhora tanto o solvente antibacteriano e capacidades o efeito de
remocao de detritos organicos e inorganicos desde as paredes do canal radicular
(Plotino et al., 2007).

A ativacao ultrassdnica do NaOCI a partir de 30 s a 1 min, sendo 3 ciclos de
10-20 s (com renovacao constante do irrigante), mostra ser um tempo suficiente
para obter um canal limpo no final do PBM (Plotino et al., 2007). O ultrassom mostra
ser menos eficaz para aumentar a atividade do EDTA, mas mesmo assim pode
contribuir para uma melhorar a remocdo da camada de esfregaco (Cameron, 1995;
Plotino et al., 2007).

O acumulo de detritos produzidos por processos mecanicos na
instrumentacdo das areas de dificil acesso pode ser prevenido pela ativacéo
ultrassoénica da solucéo irrigadora mesmo durante a fase de preparacdo (Paqué et
al., 2011). Portanto, o uso de irrigacdo continua com ultrassom pode ser vantajoso.

Em um estudo utilizando diferentes tipos de irrigagdo com agitacdo (irrigacao
com seringa convencional, ativacdo manual dindmica com cone guta-percha, a
irrigacdo com agitacao ultrassdnica continua e irrigacdo com pressao apical negativa
foram testados em 20 canais radiculares de ex vivo em com um sulco padronizado,
cheio de detritos na porcéo apical de uma parede do canal. A agitacao ultrassonica
mostrou ser significativamente melhor do que todas as outras técnicas testadas
neste estudo (p <0,001). Concluindo que PUI foi a técnica mais eficaz em remover
restos de dentina das irregularidades apicais (Jiang et al., 2012).

Akcay et al., (2016) realizaram um estudo com cento e cinquenta e seis
dentes extraidos foram divididos em quatro grupos de acordo com o tipo de cimento
obturador (n=39): AH Plus, iRoot SP, MTA Fillapex e GF vedacao biolégica. Cada
grupo era ainda subdividido aleatoriamente em trés grupos de acordo com o
protocolo final de irrigacdo (n=13): agulha convencional irrigacao (Cl), fluxo de fotons
induzido por foto-acustica (Photon-Induced Photoacoustic Streaming) (PIPS) e
irrigacdo de ultrassbnica passiva (PUI). Péde-se observar entdo que, a area de

penetragcdo do cimento obturador nos tubulos dentinarios foi significativamente
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afetados pela selecdo do cimento obturador e o procedimento de irrigacdo final e
que o uso dei Root com PIPS ou PUI mostrou-se mais vantajoso quanto a
penetracdo do cimento nos tubulos dentinarios.

Almeida (2016) realizou um estudo utilizando vinte e quatro ratos que tiveram
0 incisivo superior direito extraido e deixado em bancada por uma hora. Em seguida,
foram removidos: papila dentéria, polpa dentaria e ligamento periodontal. Os dentes
foram imersos em solucdo de fluoreto de sodio fosfato acidulado a 2%. Na
sequéncia os canais radiculares foram secos e os animais divididos em quatro
grupos experimentais: Grupo Ca(OH)2, Grupo Ca(OH): seguido da agitacéo
ultrassbnica, Grupo Ca(OH)2 e propole, Grupo Ca(OH)2 e prépole seguido da
agitacao ultrassbnica. Apdés a colocacdo do curativo, foi confeccionado um plug
apical de MTA. Os alvéolos foram irrigados com soro fisiolégico e os dentes
reimplantados. Puderam concluir que o uso da MIC com hidroxido de célcio
associado a propole a 10% seguido da agitacdo ultrassénica ndo se mostrou mais
efetivo que o Ca(OH)2 no processo de reparo do reimplante tardio de dentes de rato.

Muitos estudos ainda sédo feitos para aperfeicoar as técnicas de remocédo da
camada de smear layer do interior dos canais. Keles et al. (2016) estudaram noventa
caninos inferiores com raiz em forma oval. Foi realizado o retratamento dos
espécimes com o R-Endo retratamento. As amostras foram divididas aleatoriamente
em seis grupos (n = 15). Os grupos foram divididos de acordo com a técnica de
agitacdo: R-Endo com irrigacdo convencional, com arquivo auto-ajustavel, com
irrigacao de ultrassonica passiva, R-Endo + Er: YAG, R-Endo + PIPS e R-Endo +
Nd: YAG. Em comparacdo com o0 grupo de irrigacdo convencional (R-Endo + CI),
todos os outros grupos foram mais bem sucedidos na reducdo da camada de
detritos (P <0,05). A menor quantidade de magma residual e detritos foi detectada
no Er: YAG grupo (P <0,05). O uso adicional de diferentes métodos de agitacédo
contribui para a remocao de detritos e lama dentinaria seguinte obturagédo do canal
radicular remocao com instrumentos rotatorios; No entanto, nenhum dos técnicas
testadas tornar paredes dos canais radiculares completamente livre de smear layer
ou detritos.

Atualmente a utilizagéo do ultrassom é feita na agitacéo da solucéo irrigadora

de escolha e para remocéo do Ca(OH)2 poucos trabalhos ainda utiliza-o para a
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agitacdo da MIC, portanto mais estudos para comprovacdo de sua eficiéncia

conjunto a uma medicacdo deverao ser feitos.
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3 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da solucdo de hipoclorito de
sodio 2,5% e medicagéo intra-canal com hidroxido de céalcio agitados ou ndo com
ultrassom, sobre Enterococcus faecalis, Escherichia coli e acido lipoteicoico (LTA)

no sistema de canais radiculares.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em
Pesquisa — Plataforma Brasil — e obteve aprovacdo, sob o numero de parecer
1.504.995 (ANEXO A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram selecionados 80 dentes unirradiculares humanos, que apos a
exodontia foram limpos e acondicionados em solucdo salina fisiolégica até o
momento de sua utilizacdo. A selecdo dos dentes foi feita baseada nas dimensdes e
similaridade, morfologia da raiz. As coroas foram seccionadas com disco de
carburundum, para que se obtivesse a padroniza¢cdo do comprimento dos espécimes
em 16 £ 0,5 mm. Foi realizada a exploracéo inicial dos canais radiculares com lima
kerr #15 em toda extensdo do dente. Em seguida, foi realizada a instrumentacao
com lima endodontica reciprocante R25 do sistema (VDW, Munich, Germany).
Durante todo o processo de instrumentacao reciprocante, foi realizado o preparo do
terco cervical, médio e apical, sendo que os canais foram irrigados com 3 ml de
solucao salina fisiolégica a cada terco do canal.

Os espécimes foram vedados na regido apical com resina fotopolimerizavel Z-
100 (3M ESPE, Dental Products, Saint Paul, USA), seguindo o protocolo de
condicionamento com acido fosforico 37% (Vigodent SA Industria e Comércio, Rio
de Janeiro, RJ, Brasil), aplicacdo do adesivo Single Bond (3M ESPE, Dental
Products, Saint Paul, USA) e aplicagcdo da resina fotopolimerizavel, que foi
fotoativada por 40 s e em seguida as raizes foram impermeabilizadas externamente
com uma camada de adesivo epOxi (Brascola, Sdo Paulo, SP, Brasil), exceto a
regido da abertura cervical.

A distribuicdo dos dentes foi feita aleatoriamente em 8 placas de cultura de 24
pocos (Costar, New York, NY, USA), com 10 dentes em cada e fixados com resina

acrilica quimicamente ativada (Dencor Artigos Odontologicos Classico, Sdo Paulo,
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SP, Brasil) (Figura 1). As placas foram tampadas e embaladas. Todos 0s materiais,
instrumentais e as placas utilizadas foram enviadas para esterilizacao por radiacao
gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 h), realizada pela EMBRARAD (Empresa
Brasileira de Radiacdo, Cotia, SP, Brasil), para neutralizar toxinas pré-existentes
(Csako et al., 1983).

Figura 1 - Disposicédo dos espécimes ap0s padronizacao

Legenda: Dentes dispostos na placa de cultura de células de 24 pogos ap6s padronizacdo dos
espécimes para facilitar o manuseio e instrumentagdo dos mesmos.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.2 Contaminacédo dos espécimes

Os espécimes foram contaminados utilizando-se 0s micro-organismos
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Escherichia coli (ATCC 25922). Foi realizada
a verificacdo da pureza das cepas, sendo utilizados meios seletivos para
crescimento de cada micro-organismo e também foi realizada a colora¢do de Gram

e avaliagdo microscépica. ApOs esta verificagdo, 0s micro-organismos foram
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semeados em placas de Petri contendo agar infusdo-cérebro-coracdo (BHI Agar)
(Himedia Laboratories, Mumbai, india) para E. faecalis e E. coli. Em seguida, as
placas foram incubadas em estufa microbiolégica a 37°C+1°C por 24 h (E. coli) e 48
h (E. faecalis). A partir do crescimento nas placas, foram preparadas suspensdes em
solucao salina fisioldgica estéril e apirogénico (Segmenta, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)
contendo 108 céls/mL que foram comprovadas pela leitura em espectrofotometro
(Figura 2). Em ambiente estéril, camara de fluxo laminar (VecoFlow Ltda. —
Campinas, SP, Brasil), os canais radiculares foram contaminados com 10 pl da
suspensdo de E. coli e 10 pl de caldo BHI (Himedia dia Laboratories, Mumbai, india).
Na entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algodao apirogénica embebida
em caldo BHI. Os espécimes foram mantidos em estufa a 37°C+1°C em umidade
relativa, por 7 dias, sendo que a cada 2 dias, foi adicionado caldo BHI no interior dos
canais radiculares. Apds 7 dias, foram adicionados aos canais radiculares 10 pl da
suspensao de E. faecalis e 10 pl de caldo BHI. Na entrada dos canais foi colocada
uma bolinha de algodao apirogénica embebida em caldo BHI. Os espécimes foram
mantidos em estufa a 37°C+1°C, em umidade relativa, por 21 dias, sendo que a
cada 2 dias, foi adicionado meio de cultura (caldo BHI) no interior dos canais
radiculares até o preenchimento completo dos mesmos com o auxilio de seringas
tipo insulina de 1 mL (Injex Indastrias Cirdrgicas Ltda., Ourinhos, SP, Brasil). Apos
28 dias de incubacéo, foi realizada coleta de todos os espécimes para confirmacao

da contaminacao (item 4.5) dos canais radiculares.

Figura 2 - Equipamento espectrofotdmetro

220 V
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Preparo Biomecanico

ApoOs a confirmacgdo da contaminacéo todos os espécimes foram submetidos
a técnica de instrumentacdo utilizando o Sistema Reciproc R40 (VDW, Munich,
Germany), seguindo orientagées do fabricante. Utilizou-se apenas uma lima do
sistema reciprocante em cada espécime. Todos os dentes foram instrumentados
com uma lima R40. A irrigacéo foi feita com hipoclorito de sédio 2,5%. Foi realizado
preparo biomecéanico utilizando a lima R40 nos tercos cervical, médio e apical. Apos
preparo do tergo cervical, o canal foi irrigado com 5 mL de NaOCIl 2,5% em cada
terco no momento do PBM (terco cervical, médio e apical) e 5 mL a cada 20 s da
agitacao ultrassoénica (3 tempos de 20 s); para finalizar, o canal foi irrigado com 10
mL de NaOCI 2,5% totalizando 40 mL por canal radicular. Os canais que n&o foram
agitados com ultrassom também foram irrigados com 40 mL de NaOCI 2,5% , sendo
gue no momento de agitacdo a solucao era colocada e deixada no interior do canal o
mesmo tempo dos grupos com agitacdo ultrassénica. Todos os espécimes foram
tratados com EDTA (Biodindmica, Ibipora - Parana — Brasil) por 3 min apds o PBM e
irrigados com 3 mL de solucao salina fisiolégica. Apés PBM, os espécimes foram
divididos em 8 grupos experimentais, de acordo com o método de limpeza final e
MIC com UltraCal (Ultradent do Brasil Produtos Odontolégicos Ltda, Indaiatuba, SP
— Brasil). Os procedimentos experimentais foram realizados em fluxo laminar (Figura
3).

Figura 3 - Disposi¢cao dos materiais na camara de fluxo laminar para instrumentagao
dos espécimes

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 Divisédo dos grupos experimentais

Os grupos foram divididos de acordo com as diferentes formas de tratamento
como ilustra a Figura 4.

Grupo 1- PBM auxiliado pela agitagdo final com ultrassom, os canais das
amostras foram preenchidos com UltraCal e agitada com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1l-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7
dias.

Grupo 2 - PBM auxiliado pela agitacdo final com ultrassom, os canais das
amostras foram preenchidos com UltraCal e agitada com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,210 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14
dias.

Grupo 3 - PBM auxiliado pela agitagéo final com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia, os canais das amostras foram preenchidos com UltraCal, e por fim a
abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7 dias.

Grupo 4 - PBM auxiliado pela agitacédo final com ultrassom durante o ultimo
minuto, utilizando-se uma ponta de aco inoxidavel E1l-Irrisonic (Helse, Santa Rosa
do Viterbo, Brasil) de 0,210 mm de didmetro no comprimento de trabalho, com 10%
da poténcia, os canais das amostras foram preenchidos com UltraCal, e por fim a
abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14 dias.

Grupo 5 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com
UltraCal e agitada com ultrassom durante o ultimo minuto, utilizando-se uma ponta
de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de
diametro no comprimento de trabalho, com 10% da poténcia e por fim a abertura de

acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7 dias.
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Grupo 6 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com
UltraCal e agitada com ultrassom durante o uUltimo minuto, utilizando-se uma ponta
de aco inoxidavel E1-Irrisonic (Helse, Santa Rosa do Viterbo, Brasil) de 0,10 mm de
diametro no comprimento de trabalho, com 10% da poténcia e por fim a abertura de
acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14 dias.

Grupo 7 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com
UltraCal, e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 7 dias.

Grupo 8 - PBM convencional, os canais das amostras foram preenchidos com

UltraCal, e por fim a abertura de acesso foi vedada e a MIC deixada agir por 14 dias.

Figura 4 - Diagrama de distribuicdo dos grupos

R40 (n=80)

NaOCl 2,5%
40 mL

MICU MICW MICU MICW
(n=20) (n=20) (n=20) (n=20)

MIC 7 dias MIC 14 dias MIC7 dias MIC 14 dias MIC7 dias MIC 14 dias MIC 7 dias MIC 14 dias
Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

Legenda: R40 — lima utilizada para preparo dos espécimes; n — nimero de espécimes; U — com
agitagdo ultrassom; W — sem agita¢do ultrassom; HC — MIC com hidréxido de calcio.
Fonte: Elaborado pelo autor.

4.5 Coletas do contetdo do canal radicular

Todas as coletas dos canais radiculares, coleta de confirmacdo (1), coleta
imediatamente apés a instrumentacao (2), coleta imediatamente apds a aplicacdo do
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EDTA 17% (3), coleta ap6s 7 e 14 dias de MIC (4), foram realizadas da mesma
forma: os canais foram preenchidos com solucdo salina fisioldégica apirogénica com
0 auxilio de seringas de 1mL , esta solucdo foi agitada com auxilio da agulha e o
conteudo do canal radicular foi coletado com auxilio de outra seringa de 1 mL. Este
procedimento foi realizado até completar a quantidade de 100 pl coletados do canal
radicular (Figura 5), os quais foram transferidos para microtubos de centrifugagéo de
1,5 ml (tipo eppendorf) (Axygen, Union City, USA) contendo 900 ul de solucéo salina

fisioldgica apirogénico.

Figura 5 - Representacéo da coleta dos micro-organismos

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para todas as amostras coletadas, foram realizados testes para verificacdo da

atividade microbiana e quantificagdo de LTA nos canais radiculares.
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4.6 Avaliacéo da atividade antimicrobiana (UFC/mL)

Para determinar a atividade antimicrobiana, foram realizadas diluicdes
seriadas das amostras coletadas do canal radicular e aliquotas de 30 pl de cada
amostra foi semeada (técnica da gota — 10 pl cada gota), em dois diferentes meios
de cultura, seletivo para cada micro-organismo: agar Enterococcosel (Becton,
Dickinson and Company Sparks, MD 21152, USA) para E. faecalis e agar
MacConkey (Himedia Laboratories, Mumbai, india) para E. coli. As placas foram
mantidas em estufa a 37°C por 24 h, para determinacdo de UFC/mI. A atividade
antimicrobiana foi avaliada pela contagem de unidades formadoras de col6nias por

mililitro (UFC/m) de E. faecalis e E. coli remanescentes no canal radicular.

4.7 Deteccdo e quantificacdo do &cido lipoteicdico

Para realizar a deteccao e quantificacdo de acido lipoteicoico (LTA), placas de
microtitulacdo de 96 pocos foram sensibilizadas com anticorpo monoclonal anti-LTA.
As placas foram mantidas overnight a 4°C. No dia seguinte, as placas foram lavadas
com tampéao de lavagem (PBS com 0,05% de Tween 20) e bloqueadas com tampao
de bloqueio (PBS com 2 % de soro albumina bovina, BSA) por 1 h a temperatura
ambiente. Apés, foram lavadas com tampédo de lavagem e receberam 100 uL das
amostras coletadas dos canais radiculares e 100 uL dos padrbes de LTA com
concentracfes conhecidas (curva-padrao). Os testes foram realizados em duplicata
e as placas foram mantidas 2 h a temperatura ambiente. Apds, as placas foram
novamente lavadas e foram acrescentados 100uL de anticorpo anti-LTA. As placas
foram mantidas por 1 h em temperatura ambiente. Apés lavagem, foram
acrescentados 100 uL de anticorpo anti-IgG conjugado com peroxidase. Apés 1 h
em temperatura ambiente, as placas foram lavadas e a reacéo foi revelada utilizando

tetrametilbenzidina (TMB). Apds, foram adicionados em cada pogo da placa solucéo
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stop (acido sulfarico 2N) (Figura 6) e as densidades opticas (DO) foram lidas no

leitor de microplacas (Biotek) com comprimento de onda de 450 nm (Figura 7).

Figura 6 - Reacdo revelada utilizando tetrametilbenzidina (TMB). Apds, foram
adicionados em cada poco da placa solucéo stop (acido sulfurico 2 N)

Legenda: Solug¢é@o azul - Reacdo revelada utilizando tetrametilbenzidina (TMB). Solugdo amarela -
Apos, foram adicionados em cada pogo da placa solucéo stop (acido sulftrico 2 N).
Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 7 - Leitor de microplacas (Biotek)

L camerex

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.8 Andlise estatistica

Os resultados foram submetidos a andlise estatistica pelo teste nao

paramétrico de Kruskal-Wallis e pos teste de Dunn, com significancia de 5%.
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5 RESULTADO

5.1 Atividade Antimicrobiana (UFC/mL)

O crescimento microbiano foi verificado em 100% das amostras iniciais
coletadas (12 coleta), confirmando a presenca de E. faecalis e E. coli, validando a
metodologia proposta. As figuras 8 a 11 ilustram a média dos valores de UFC/mL
nos diferentes grupos experimentais apos coleta de confirmacgéo (12 coleta), apds
PBM (22 coleta), apos a remocdo do EDTA (32 coleta) e apos o uso de MIC (42
coleta).

Analisando as figuras 8, 9 e 10 (grupos G1, G2 e G3, respectivamente) &
possivel observar uma reducdo (UFC/mL) estatisticamente significante (p<0,0001)
de E. faecalis e E. coli da primeira coleta quando comparada com as demais
coletas, evidenciando a efetividade do PBM realizado com sistema Reciproc e uso
de NaOCl 2,5% como substancia quimica auxiliar na eliminagdo de micro-
organismos. No grupo G4 (Figura 11) o mesmo ocorreu para E. faecalis, porém
para E. coli os niveis microbianos foram reduzidos gradativamente podendo ser

observada sua completa eliminacao apos 14 dias da acédo de MIC de Ca(OH)-.

Figura 8 — Reducao de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G1

Gl -E. faecalis Gl-E.coli

p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apos uso de MIC. G1 - PBM com agitagdo ultrassénica final, MIC por 7 dias com agitacédo
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 - Reducéo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de coleta, no G2

G2 - E. faecalis G2 -E.coli

p<0,0001 p<0,0001

UFC/mL

2 2

2 2

& o\e
9
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Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — ap6s PBM, 32 coleta — apos uso de EDTA, 42 coleta —
ap6és uso de MIC. G2 - PBM com agitacao ultrassénica final, MIC por 14 dias com agitacédo
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Reducao de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G3

G3 - E. faecalis G3-E.coli

p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
ap6s uso de MIC. G3 - PBM com agitagdo ultrassbnica final, MIC por 7 dias sem agitacdo
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11 - Reducédo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de

coleta, no G4

G4 - E. faecalis G4 - E.coli
1.0x10°7

p<0,0001 p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — ap6s PBM, 32 coleta — apos uso de EDTA, 42 coleta —
apos uso de MIC. G4 - PBM com agitagdo ultrassonica final, MIC por 14 dias sem agitacéo
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os grupos G5, G6, G7 e G8 (Figuras 12, 13, 14 e 15, respectivamente)
demonstraram uma diminuigdo estatisticamente significante (p<0,0001) de E.
faecalis e E. coli da primeira para as demais coletas, sendo efetiva na eliminacéo de
micro-organismos logo apés o PBM. Vale ressaltar que nesses grupos nao foi

utilizada a agitacao ultrassénica durante o PBM.

Figura 12 - Reducao de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G5

G5 - E. faecalis G5 -E.coli

p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apés PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
ap6s uso de MIC. G5 - PBM sem agitacdo ultrassénica final, MIC por 7 dias com agitacao
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13 - Reducédo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G6

G6 - E. faecalis G6 - E.coli
8000000.07 250000+

6000000.0 2000004

p<0,0001 p<0,0001

4000000.04

UFC/mL

2000000.0

0.0-

T T T
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Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apés uso de MIC. G6 - PBM sem agitacao ultrassénica final, MIC por 14 dias com agitacao
ultrassénica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14 - Reducdo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G7

GT -E. faecalis GT -E.coli
400000

3000000 4
p<0,0001

00008
pioe il

UFCimL

plocelil

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apos uso de MIC. G7 - PBM sem agitagdo ultrassénica final, MIC por 7 dias sem agitacao
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 15 - Reducédo de E. faecalis e E. coli (UFC/mL) com diferentes tempos de
coleta, no G8

G8 - E. faecalis G8 - E.coli

p<0,0001 p<0,0001

Legenda: 12 coleta — confirmacéo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apoés uso de MIC. G8 - PBM sem agitacao ultrassbnica final, MIC por 14 dias sem agitacédo
ultrass6nica.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 Quantificacao dos niveis de acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL)

Em relacdo a quantificacdo de acido lipoteicéico (LTA), péde-se notar que a
variacdo entre os grupos referente a sua eliminacdo ou ndo durante cada coleta,
nao foi estatisticamente significante em todos os grupos (p>0,05) sendo o NaOCI

2,5% agitado ou ndo com ultrassom, como pode ser observado na figura 16.
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Figura 16 — Quantificacdo do acido lipoteicéico (LTA) (mg/mL) comparando a coleta
de confirmacgdo (12 coleta) (n=80) com a coleta logo apdés o PBM sob agitacao
(n=40) ou ndo do NaOCI 2,5% (n=40)

Agitacao NaOCI
1.51

—_— p=0,3713

=
o
1

LTA [mg/mL]

©
ol
1

0.0

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apés o PBM todos os grupos receberam a MIC de Ca(OH)2, sendo que a
variacdo nos niveis de LTA nédo foi estatisticamente significante, independente do
protocolo empregado (p>0,05).

Todos os graficos ilustram a confirmacdo da contaminacdo em cada grupo
(12 coleta) e a quantificacdo ap6és o PBM com e sem agitacdo ultrassonica e
aplicacao do EDTA.

A figura 17 ilustra pequena reducgdo dos niveis de LTA apds a utilizagdo de 7
dias de MIC de Ca(OH)2 sob agitagcdo com ultrassom, ndo havendo diferenca

significativa entre as coletas no G1 (p=0,1722).
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Figura 17 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G1
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —
apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 18 representa o grafico do G2, ilustrando a média de reducao
dos niveis de LTA no interior do SCR quando colocada a MIC sob agitacdo com
ultrassom, por um periodo de 14 dias. Pode-se verificar que a diferenca entre as

coletas de G2 nao foi significativa (p=0,2922).

Figura 18 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G2
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6és uso de EDTA, 42 coleta —
apo6s uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representativo do G3 (Figura 19) ilustra o aumento dos niveis de

LTA no interior do SCR quando colocada a MIC de Ca(OH)2 sem agitagdo com
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ultrassom, por periodo de 7 dias, porém sem diferenca significante entre as coletas

(p=0,3238).

Figura 19 - Quantificacdo do acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G3
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 20 ilustra a reducdo na quantidade de LTA no interior do SCR apos a
aplicacdo da MIC sem agitacdo com ultrassom, por periodo de 14 dias, no G4, nao

havendo diferenca entre as coletas (p=0,4458).

Figura 20 - Quantificacdo do acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G4
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6és uso de EDTA, 42 coleta —

apo6s uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O gréafico representativo do G5 (Figura 21) ilustra 0 aumento na quantidade de
LTA no SCR, sendo esta maior da que foi encontrada na coleta de confirmacao
qguando colocada a MIC sob agitacdo com ultrassom, por periodo de 7 dias. No

entanto, a diferenca entre as coletas do G5 nao foi significativa (p=0,1466).

Figura 21 - Quantificacdo do acido lipoteicdico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G5

1.59

p=0,1466

LTA [mg/mL]

Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O grafico representativo do G6 (Figura 22) ilustra os niveis de LTA no SCR
que se manteve em mesmo nivel mesmo quando colocada a MIC de Ca(OH)2 sob

agitacdo com ultrassom, por 14 dias. A diferenca entre as coletas de G6 nao foi

significativa (p=0,7796).
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Figura 22 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos
de coleta, no G6
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 23 ilustra os valores médios de reducdo dos niveis de LTA no SCR
guando colocada a MIC sem agitacdo por 7 dias. A diferenca entre as coletas de G7

nao foi significativa (p=0,2316)

Figura 23 - Quantificacado do &cido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) nos diferentes tempos

de coleta, no G8
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Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — apds uso de EDTA, 42 coleta —

apo6s uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura 24 evidencia a reducao de acido lipoteicoico do SCR que se manteve

em um mesmo nivel mesmo quando colocada a MIC de Ca(OH)2 sem agitacdo por
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14 dias. Analisando o gréfico verifica-se que ndo houve diferenca entre as coletas de

G6 (p=0,9879).

Figura 24 - Quantificacdo do acido lipoteicoico (LTA) (mg/mL) com diferentes tempos

de coleta, no G8
1.51

p=0,9879

LTA [mg/mL]

Yo

Legenda: 12 coleta — confirmacdo, 22 coleta — apds PBM, 32 coleta — ap6s uso de EDTA, 42 coleta —

apods uso de MIC.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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6 DISCUSSAO

6.1 Discussao do tema

Sabe-se que a etapa de preparo biomecéanico com abundante irrigacdo do
sistema de canais radiculares sdo essenciais para 0 sucesso do tratamento
endoddntico. Com o passar dos anos, a busca por novas técnicas com objetivo de
otimizar o tratamento na eliminagédo de micro-organismos e seus produtos, criando
alternativas para potencializar a acdo das substancias quimicas auxiliares tem sido
realizadas (Azim et al., 2016).

Para maior eficacia, a substancia quimica auxiliar deve entrar em contato com
todas as paredes do canal radicular, sendo muito mais dificil quando utilizado
somente seringas e pontas de irrigacdo convencionais (Villas-Béas MH et al., 2011).
Desta forma, o ultrassom tem sido utilizado no intuito de favorecer o contato da
substancia quimica auxiliar com uma maior area da dentina do canal, com intuito
que a mesma penetre em profundidade nos tubulos dentinarios e consequentemente
trazendo uma maior eficiéncia da acao da solucéo (Gu et al., 2009).

A ativacao ultrassénica da substancia quimica auxiliar, como o NaOCI, tem
sido muito utilizada nos estudos, funcionando como controle na comparacdo aos
demais sistemas que empregam agitacdo mecanica (Plotino et al., 2016). Outro fator
importante € que a melhora na eficiéncia da limpeza dos canais radiculares ja é
considerado um avango, mesmo que o terco apical ndo seja completamente limpo,
ja esta provado que muitos detritos que poderiam permanecer naquela regido sao
removidos com a agitacao ultrassénica (Paqué et al., 2011).

Para alcancar maior sucesso na terapia endodontica, atingindo maior
sanificacdo do SCR, além de um eficiente PBM, o uso de uma medicacéo intracanal
(MIC) é um passo quase gue obrigatério na terapia endodontica e, neste aspecto, o
medicamento mais utilizado tem sido a pasta de Ca(OH)2z associado com diferentes
veiculos. O mecanismo de acdo do Ca(OH)2 da-se por meio da alcalinizacdo da
dentina, portanto o medicamento necessita penetrar nos tlubulos dentinarios, pois

quanto maior a profundidade de penetracdo, melhor serd seu efeito (Estrela,
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Holland, 2003). Uma das formas de tentar aumentar a penetracdo do medicamento
na dentina € por meio da agitacdo ultrassdnica do mesmo, que permite maior
difusdo da MIC nos tubulos dentinarios, promovendo uma potencializagcdo em seu
efeito (Duarte et al., 2012).

Neste estudo, foi utilizada a agitacdo da substancia quimica auxiliar (NaOCI
2,5%) para avaliar a possivel potencializagdo de uma solugdo irrigadora ja
consagrada por suas propriedades (Pelczar et al, 1980; Zehnder, 2006) e também
da MIC de Ca(OH): amplamente utilizada contra micro-organismos nos SCR
(Bystrom et al., 1985; Valera et al., 2001).

Mesmo apoés a duplicacdo ou morte da bactéria, séo liberadas suas toxinas,
com grande potencial para causar o insucesso do tratamento endodéntico. O acido
lipoteicdico encontra-se presente na parede celular de bactérias Gram-positivas,
sendo um de seus principais fatores de viruléncia, uma vez que esta envolvido na
resposta inflamatoria, sindrome séptica, formacao de biofilme e adesédo da bactéria
ao dente (Fabretti et al., 2006; Baik et al., 2008; Lee et al., 2009). Devido a sua
importancia no quadro das afec¢cBes endodonticas, tornou-se fundamental o estudo
de formas de neutralizacdo dessa substancia, visto que o sucesso do tratamento
pode estar relacionado tanto a completa remog¢&o de micro-organismos do sistema
de canais radiculares como também da detoxificacdo de seus produtos.

6.2 Discussao da Metodologia

Nas pesquisas in vitro com dentes extraidos tem sido bastante comum a
utilizacdo de dentes bovinos (Nakamichi et al., 1983) e estes sdo morfolégica e
histologicamente similares aos dentes humanos. Outra vantagem é a grande
facilidade de se obter dentes em matadouros, o que € um grande facilitador no
momento de se realizar uma pesquisa (Reeves et al., 1995). Por outro lado, Arends
et al., (1989) verificaram que a dentina bovina € mais porosa que a dentina humana.
A permeabilidade dentinaria esta presente tanto na dentina humana quanto na
bovina, sendo que esta Ultima apresenta ainda tubulos dentinarios mais largos.

Apesar de ser dificil a utilizacdo de dentes humanos em pesquisas in vitro devido a
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obtencdo dos espécimes e de sua padronizagdo, o presente estudo utilizou os
espécimes de dentes humanos por apresentarem dimensdes reais dos tubulos
dentinarios, eliminando assim essa variavel.

Nesta pesquisa foram usados dentes unirradiculares humanos, que tiveram
suas coroas seccionadas e desprezadas e, somente a porcdo radicular, com o
tamanho dos espécimes padronizados em 16+0,5 mm foram utilizadas (Maekawa et
al., 2013; Valera et al., 2014). Para padronizacdo do diametro do canal radicular,
importante para a inoculacdo e cultivo dos micro-organismos, foi utilizado
instrumento R25 do sistema Reciproc e posteriormente 0s espécimes receberam
selamento na regido apical com resina fotopolimerizavel, para impedir o
extravasamento do conteddo do interior do canal. Depois de padronizados, o0s
espécimes foram dispostos em placas de 24 pocos e fixados com resina acrilica
quimicamente ativada para facilitar o manuseio no momento da instrumentagéo
(Oliveira et al., 2007b). Todo material utilizado na pesquisa foi previamente
esterilizado por radiacdo gama cobalto 60, pela Empresa Brasileira de Radiacdo
(EMBRARAD), pois de acordo com Csako et al. (1983), a radiagcdo € capaz de
neutralizar pirdgenos previamente a execucao da metodologia.

No presente estudo foi utilizado E. faecalis, um micro-organismo Gram-
positivo, frequentemente encontrado em canais radiculares com necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical (Pinheiro et al., 2003) e em casos de insucesso do
tratamento endod6ntico (Cardoso et al., 2016). Apesar de E. coli (bactéria Gram-
negativa) ndo ser uma bactéria muito comumente encontrada no interior de canais
radiculares com polpa necrosada, os estudos de Siqueira JF et al. (2001) e Geibel et
al. (2005) identificaram sua presenca nos canais de dentes com necrose pulpar e
presenca de lesdes periapicais.

Nesta pesquisa, 0s canais foram contaminados com E. faecalis e E. coli por
28 dias e apos, realizou-se o PBM (Oliveira et al., 2007; Maekawa et al., 2013;
Valera et al., 2015). Para o PBM foi utilizado a solugéo de NaOCI 2,5% devido a sua
comprovada acao antimicrobiana (Boff, 2010; Rogas et al., 2016; Roldi et al., 2009),
dissolugdo de tecido organico e acdo clareadora (Pelczar, 1980, Zehnder et al.,
2006). em uma quantidade total de 40 mL (Benitez et al., 2014) sendo esta dividida
em 5 mL em cada terco no momento do PBM (terco cervical, médio e apical) e 5 mL

a cada 20 s da agitacdo ultrassénica (3 tempos de 20 s); para finalizar, o canal foi
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irrigado com 10 mL de NaOCl 2,5%. Os canais que ndo foram agitados com
ultrassom também foram irrigados com 40 mL de NaOCIl 2,5% , sendo que no
momento de agitacdo a solucdo era colocada e deixada no interior do canal o
mesmo tempo dos grupos com agitacdo ultrassonica. Essa quantidade de solugéo
irrigadora foi utilizada segundo estudo j& realizado (Benitez et al., 2014), pois a lima
Unica do sistema Reciproc produz grande quantidade de raspas de dentina, e seu
tempo de trabalho dentro do canal € menor fazendo-se necessario uma irrigacao
abundante.

O PBM é um fator de extrema importancia para diminuicdo/eliminacdo de
micro-organismos do SCR. Apesar de haver grande reducdo de micro-organismos
com a irrigacao/instrumentacdo adequada, a reducdo de toxinas proveniente de
micro-organismos € bem menos expressiva, cerca de metade é reduzida quando se
utiliza a instrumentacdo manual (Martinho, Gomes, 2008; Martinho et al., 2010) e a
reducdo é quase que absoluta através da instrumentacdo com sistemas rotatorios de
NiTi (Martinho et al., 2010). No presente estudo foi utilizada a instrumentacao
reciprocante com lima R40, pois este sistema apresenta vantagens como: facilidade
de utilizagcéo, tempo de preparo e seguranca com relacao ao risco de fratura quando
comparado com outros sistemas como WaveOne, Mtwo e ProTaper (Motti, 2012).

Ao realizar o PBM do canal radicular nesta pesquisa, foi verificado diminuicao
significativa de micro-organismos presentes. Esta reducdo deve-se a acdo mecanica
dos instrumentos e as ac¢0fes fisica e quimica do NaOCI, que ao entrar em contato
com matéria organica, ou seja, com a célula bacteriana, forma &cido hipocloroso,
que libera cloro nascente, o qual se liga ao grupamento amina (NH) dos
aminoacidos, formando cloraminas, interferindo no metabolismo celular e inibindo a
funcdo enzimética bacteriana a partir de uma oxidacao irreversivel dos grupos SH
(sulfidrila) de enzimas bacterianas essenciais (Haapasalo et al., 2014). Esta reducao
se deve a acdo conjunta do PBM e da solu¢cdo de NaOCI, uma vez que Bystrom et
al. (1985) demostraram que a instrumentacdo manual por si sé pode reduzir o
namero de bactérias presentes em canais radiculares somente em 50%
necessitando assim, estar associada com o uso de solugdes irrigadoras, ja Martinho
e Gomes (2008) obtiveram diminuicdo de micro-organismos anaerobios em todas as
amostras, mas eliminacdo somente em 5/24 casos, obtendo valores de eliminagao

de 20%. Os resultados do presente estudo foram superiores aos citados acima.
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Provavelmente, isto se deve ao uso do NaOCI| associado a instrumentos
reciprocantes. Os instrumentos Reciproc sao eficientes na limpeza de canais
radiculares, devido ao seu “design”, uma vez que suas arestas de corte facilitam a
eliminacdo de detritos do interior dos canais radiculares, com isto, melhora a acao
da solucéo irrigadora utilizada durante o PBM. A movimentacdo inerente a esse
sistema consiste na oscilagdo entre 150" no sentido anti-horario e 30° no sentido
horério, segundo o fabricante (Villas-Boas RC et al., 2013).

Com relagcdo a medicagéao intracanal, o Ca(OH)2 é o curativo de demora mais
utilizado mundialmente. Além de todas as suas propriedades tais como potente acéo
antimicrobiana, neutralizadora do pH &cido e indutora de mineralizacdo (Leonardo et
al., 2002), o Ca(OH)2 também apresenta acao sobre toxinas (Safavi, Nichols, 1994;
Tanomaru et al., 2003). O mecanismo de acdo do Ca(OH)2 da-se por meio da
alcalinizacdo da dentina, portanto o medicamento necessita penetrar nos tubulos
dentinarios, pois quanto maior a profundidade de penetracdo, melhor a limpeza
(Estrela, Holland, 2003). Uma das formas de aumentar essa penetracdo do
medicamento na dentina é por meio da agitacdo ultrassdnica, que permite maior
difusdo do curativo de demora nos tdbulos, promovendo uma melhor limpeza
(Duarte et al., 2012).

O Ca(OH)2 tem sido utilizado em varias situacdes clinicas e é mantido dentro
do canal para diferentes periodos de tempo que variam de 7 (Kleier, Barr, 1991) a 14
dias (Valera et al., 2009) como medicacéo intracanal e de 6 a 24 meses para induzir
a apicificacdo (Kleier, Barr, 1991). O presente estudo mostrou que nao houve
diferenca entre o tempo de MIC na tentativa de eliminar micro-organismos e toxinas
presentes no sistema de canais radiculares.

A agitacdo do NaOCI 2,5% no presente estudo foi realizada em 3 tempos de
20 s renovando a solucdo em cada intervalo, pois segundo Plotino et al. (2007) que
estudou a ativagao ultrassonica do NaOCI a partir de 30 s a 1 min, sendo 3 ciclos de
10-20 s (com renovacdo constante do irrigante), mostrou ser um tempo suficiente
para obter um canal limpo ao término do PBM. De acordo com mesmo autor, 0
ultrassom mostrou ser menos eficaz para aumentar a atividade do EDTA, mas
mesmo assim pode contribuir para uma melhora sobre a remocdo da camada de

esfregaco (Plotino et al., 2007).
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Um estudo testando influéncia da agitacdo ultrassdnica na atividade
antimicrobiana e penetrabilidade de pastas de Ca(OH)2 mostrou que a agitacdo
ultrassbnica das pastas de Ca(OH)2 aumentou sua atividade antimicrobiana e
possibilitou maior penetracao intratubular, com preenchimento de tibulos dentinarios
(Arias, 2013). Em nosso estudo, a agitacdo ultrassbnica da MIC intracanal foi
testada no intuito de analisar a possivel potencializacdo da redugdo microbiana e
difuséo da MIC no SCR e também sobre LTA.

6.3 Discussao dos Resultados

Os resultados da contagem de UFC/mL demonstraram reducao
estatisticamente significante logo ap6s o PBM em comparacdo com a coleta de
confirmagéo (12 coleta). A solugdo de NaOCI| apresenta capacidade de dissolver
tecidos organicos quando em contato durante um tempo suficiente para sua agéao. A
sua eficacia tem sido demonstrada dependendo de sua concentracdo, temperatura,
pH da solucdo e condicbes em que a solucdo é armazenada (Beus et al., 2012,
Cullen et al.,, 2015). Nesta pesquisa nao verificamos diferengas estatisticamente
significantes entre os grupos que receberam agitacdo ou ndo pelo ultrassom, sendo
ambos os tratamentos eficientes e mostrando ainda a eficiéncia do NaOCl no PBM.
O ultrassom parece ter vindo entdo para auxiliar na limpeza de um modo geral, mas
sozinho ndo mostra eficiéncia e sim quando associado a uma solugéao desinfetante.
Portanto, quando se fala em reducdo de micro-organismos, pode-se notar que a
eficiéncia é mais relacionada a concentracdo, quantidade e tempo da substancia
quimica auxiliar em contato com o SCR, do que propriamente a agitacao
ultrassénica (Roldi et al., 2009). Utilizamos o NaOCI 2,5%, que possui eficacia
comprovada nesta concentragdo como pode ser verificado nas pesquisas (Boff,
2010; Rogas et al., 2016; Roldi et al., 2009).

Nossos resultado discordam dos obtidos por Roldi et al., (2009) que em um
estudo utilizando a agitacdo do NaOCI 2,5% ou nao, observaram que a utilizacdo do
ultrassom associado com a irrigacdo de NaOCI 2,5% foi mais eficiente que somente

a irrigacdo, sendo que durante todo o processo de PBM foi utilizado 10 mL de



65

solucéo irrigadora. No presente estudo, a irrigagdo durante o PBM foi realizada com
40 mL de NaOCIl 2,5%, podendo ser a diferenca entre o volume da solucéo
irrigadora uma justificativa para a maior eficiéncia na eliminacdo dos micro-
organismos mesmo quando ndo agitados com o ultrassom.

A agitacdo da MIC tem sido estuda para tentar potencializar sua eficiéncia.
Assim o presente estudo testou grupos com e sem agitacdo da MIC e variou o
tempo de acdo no interior do canal. Arias (2013) testou a influéncia da agitacdo
ultrassoénica na atividade antimicrobiana e penetrabilidade de pastas de Ca(OH)z e
concluiu que a agitacao ultrassonica das pastas de Ca(OH)2 aumentou sua atividade
antimibrobiana e possibilitou maior penetragéo intratubular, com preenchimento de
tubulos dentinarios.

Os resultados do presente estudo ndo concordam com os obtidos por Arias
(2013), pois demonstraram que a agitacdo ou ndo da MIC n&o influenciou na
redugéo de micro-organismos e LTA, corroborando com os resultados de Almeida
(2016) que avaliou o efeito do uso da MIC de Ca(OH)2 associado a propolis a 10%
seguida da agitacdo ultrassénica em reimplante tardio de dentes de rato e concluiu
que o uso do curativo intracanal de Ca(OH)2 associado a prépolis a 10% seguido da
agitacao ultrassonica ndo se mostrou mais efetivo que o Ca(OH)2 puro no processo
de reparo do reimplante tardio de dentes de rato.

Assim, sabendo-se que LTA induz liberacdo de diferentes citocinas pro
inflamatorias e mediadores quimicos (Zorko, Jerala, 2008; Finney et al., 2012), faz-

se necessario mais estudos para promover a completa neutralizacdo do LTA.
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7 CONCLUSAO

Diante da metodologia empregada podemos concluir que:

a)

b)

O PBM usando NaOCI 2,5% com ou sem ativagao ultrassonica foi eficaz
na eliminacao de E. coli e E. faecalis do sistema de canais radiculares;

Com relacédo a detoxificacdo do LTA, tanto a utilizacdo do NaOCI 2,5%
ativado ou ndo por ultrassom quanto o emprego da MIC com Ca(OH)2
ativado ou nao por ultrassom néo foram eficientes ao ponto de remover ou
diminuir significativamente os niveis de LTA do sistema de canais

radiculares.
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