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NATALI, AFF. Avaliacdo da associacao de didéxido de carbono pressurizado ao hipoclorito
de sodio na inativacdo do biofilme de Enterococcus faecalis nos canais radiculares
(Trabalho de Conclusdo de Curso) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

RESUMO

A irrigacdo do sistema de canais radiculares durante o preparo quimico-mecénico é parte
essencial para a obtencdo do sucesso do tratamento endoddntico. Muitos trabalhos vém
buscando novos protocolos de irrigacdo para promover uma melhor limpeza e desinfeccdo dos
sistemas de canais radiculares. Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficacia da
associacao do didxido de carbono (CO2) pressurizado ao hipoclorito de sédio (NaOCIl) na
inativacdo do biofilme de Enterococcus faecalis presentes no interior dos canais radiculares
através de cultura microbiologica. Para isso, 40 pré-molares inferiores humanos extraidos foram
contaminados com E. faecalis por um periodo de 10 dias. Foram criados 4 grupos de acordo
com o protocolo de irrigagdo: Grupo 1- irrigacdo convencional com hipoclorito de sédio 2,5%
(NaOCl); Grupo 2- irrigacdo convencional com NaOCI 2,5% associado ao dioxido de carbono
(CO2); Grupo 3- solucdo salina esteril; Grupo 4- solucdo salina estéril associada ao COg; a
analise das amostras foi realizada através da contagem do nimero de unidades formadoras de
coldnias nas placas comparando a coleta inicial (S1) com a coleta do canal ap6s a irrigacao
(S2). Para anélise estatistica, os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade, foi
aplicado o teste Two-way ANOVA de medidas repetidas, a um nivel de significancia de 5%.
Os dados foram analisados no programa Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA).
Bactérias cultivaveis estavam presentes em todas as amostras (S1). Todos os protocolos de
irrigacdo foram eficazes na reducgéo da carga bacteriana, independente da solugéo utilizada (p
< 0,05). A associacdo com CO, melhorou a eficacia da descontaminacdo do canal radicular
guando associado ao NaOCI 2,5% (p < 0,05) e os dois grupos foram superiores ao grupo da
solucéo salina esteril (p < 0,05). Nao houve diferenca entre os grupos da solugéo salina esteril
e solucdo salina estéril + CO? (p > 0,05). Em conclusio, 0 CO2 ndo demonstrou ac&o

antibacteriana, porém potencializou a acdo do NaOCI 2.5% sobre o biofilme de E. faecalis.

Palavras-chave: endodontia, Enterococcus faecalis, hipoclorito de sodio, dioxido de

carbono, bactérias



NATALI, AFF. Evaluation of the association of pressurized carbon dioxide with sodium
hypochlorite in the inactivation of Enterococcus faecalis biofilm in root canals. (Trabalho
de Conclusdo de Curso) - Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual Paulista,
Aracatuba, 2022.

ABSTRACT

Irrigation of the root canal system during chemical-mechanical preparation is an essential part
of successful endodontic treatment. Many works have been looking for new irrigation protocols
to promote better cleaning and disinfection of root canal systems. Thus, the aim of this work
was to evaluate the effectiveness of the association of pressurized carbon dioxide (CO2) with
sodium hypochlorite (NaOCI) in the inactivation of the Enterococcus faecalis biofilm present
inside the root canals through microbiological culture. For this, 40 extracted human lower
premolars were contaminated with E. faecalis for a period of 10 days. Four groups were created
according to the irrigation protocol: Group 1- conventional irrigation with 2.5% sodium
hypochlorite (NaOCI); Group 2- conventional irrigation with 2.5% NaOCI associated with
carbon dioxide (CO.); Group 3- sterile saline solution; Group 4- sterile saline solution
associated with CO2; sample analysis was performed by counting the number of colony forming
units on the plates comparing the initial collection (S1) with the canal collection after irrigation
(S2). For statistical analysis, the data obtained were submitted to the normality test, the Two-
way ANOVA test of repeated measures was applied, at a significance level of 5%. Data were
analyzed using the Sigma Plot 12.0 program (Systat Software Inc., San Jose, USA). Cultivable
bacteria were present in all samples (S1). All irrigation protocols were effective in reducing
bacterial load, regardless of the solution used (p < 0.05). The association with CO2 improved
the effectiveness of root canal decontamination when associated with 2.5% NaOCI (p < 0.05)
and both groups were superior to the sterile saline group (p < 0.05). There was no difference
between the sterile saline and sterile saline + CO2 groups (p > 0.05). In conclusion, CO> did not
demonstrate antibacterial action, however it improved the action of NaOCI 2.5% on the E.

faecalis biofilm.

Keywords: endodontics, Enterococcus faecalis, sodium hypochlorite, carbon dioxide,

bacteria
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1 INTRODUCAO

A irrigacdo do sistema de canais radiculares durante o preparo quimico-mecéanico é
parte essencial para a obtenc&o do sucesso do tratamento endodéntico.! Dentro de suas funcdes
principais, destacam-se a de limpeza, lubrificacio e desinfec¢do do canal.? Além disso, devido
a complexidade anatémica do sistema de canais radiculares, a irrigacdo favorece a limpeza de
regides que os instrumentos ndo conseguem atingir como deltas apicais, istmos e no interior
dos tubulos dentinarios.®

Atualmente, o hipoclorito de sédio (NaOCI) é o irrigante mais utilizado na
endodontia, principalmente devido & sua atividade antimicrobiana e capacidade de dissolugdo
de tecido organico.*® A atividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio esta relacionada a sua
acao nos sitios enzimaticos das bactérias promovendo alteracdes celulares irreversiveis e a
destruicdo de fosfolipidios pela formacdo de cloraminas que interferem no metabolismo das
células, através da sua acio oxidante e pela degradacio de acidos graxos e lipideos.® Ndo ha um
consenso na literatura quanto a concentracdo ideal de NaOCI, variando de 0,5% a 5,25% sendo
a concentragdo de 2,5% mais utilizada.” Estudos evidenciam uma superioridade do hipoclorito
de alta concentracdo em relacédo as solucdes de 1 e 2,5%,mas mesmo assim ndo sendo capaz de
eliminar completamente os microrganismos dos canais radiculares &° principalmente diante da
utilizacdo de sistemas de instrumentacéao de lima Unica, onde o tempo de permanecia e o volume
da solucéo irrigante tendem a ser menores. E importante ressaltar também que o NaOCl em
altas concentracdes é um potencial irritante dos tecidos periapicais,'® podendo causar dor pds-
operatoria e dificultar o reparo apical.

Além disso, a eliminacdo de bactérias dos tubulos dentinarios dificilmente pode ser
alcancada pela irrigacdo com agulha e seringa utilizando solugdo de hipoclorito de sodio,
mesmo em altas concentragdes!!.Além do NaOCI, o uso de &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA) é comum na prética do tratamento endoddntico para remogdo da camada de tecidos
inorganicos deixada no canal durante o tratamento endoddntico.**2

A eficicia da terapia endodontica envolvendo dentes infectados depende
diretamente da maxima reducdo da quantidade de bactérias e de seus subprodutos dentro dos
canais radiculares.'*** A permanéncia de microrganismos e seus fatores de viruléncia no
interior dos canais radiculares podem contribuir para o surgimento ou persisténcia da
periodontite apical.>*® Estudos mostram a prevaléncia de Enterococcus faecalis encontradas no

canal radicular apds tratamento endodéntico.'®!" E. faecalis é uma bactéria Gram-positiva que
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possui diferentes mecanismos de viruléncia e podem resistir a terapia endodontica e aos
antibioticos sistémicos, mesmo em condigBes de estresse.81° Assim, a busca por protocolos de
irrigacdo do canal radicular com alta atividade antibacteriana e menor potencial para induzir
efeitos colaterais adversos é desejavel.

Desde de 1950, ja se conhecia a capacidade do CO; de inativar microrganismos,
mas somente nos Ultimos 15 anos ela recebeu atencéo especial e aplicagBes praticas vem sendo
estudadas. Spilimbergo e Bertucco®® quantificaram em seu estudo, os efeitos biocidas do
didxido de carbono em alta pressdo em varias espécies de bactérias. Alguns estudos mostraram
a efetividade do dioxido de carbono sob pressdo na inativagdo de microrganismos presentes em
alimentos.?1?223 As teorias que explicam o mecanismo de agdo do CO; pressurizado, enfatizam
a ruptura celular explosiva e a taxa de transferéncia de massa, em que a compressao intensifica
a transferéncia de massa do didxido de carbono através das membranas celulares e a
descompressdo aumenta a ruptura das células.?*? Dentre as vantagens na utilizagdo do CO>
como esterilizante, podemos ressaltar que ele ndo é inflamével, ndo é toxico e tem baixo custo,
além de possuir baixa viscosidade e tensdo superficial nula, de modo que possa penetrar
rapidamente em estruturas complexas e materiais porosos.®

Diante disso, levanta-se aqui um questionamento se a gaseificagdo do hipoclorito
de sddio poderia levar a uma agitacdo natural da solucdo, aumentando sua atividade
antimicrobiana, proporcionando bons resultados com baixo custo. Dang et al?’ estudou o efeito
do dioxido de carbono pressurizado (PCD) e hipoclorito de sédio (NaOCI) na inativacdo de
Enterococcus sp. em agua do mar artificial, observando que o tratamento combinado de PCD /
cloro resultou em uma maior desinfeccdo comparado com os dois tratamentos individuais.
Esses achados sugerem que o tratamento combinado de PCD / cloro tem beneficios sinérgicos
e fornece um método promissor para a desinfeccdo da agua de mar. No entanto, ndo existem
estudos com relacdo a atividade antimicrobiana dessa associacdo na desinfec¢do de canais

radiculares.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo consistiu em avaliar, in vitro, a influéncia da
associacao do dioxido de carbono ao hipoclorito de sédio na inativacdo do biofilme de E.

faecalis presente nos canais radiculares.

A hipotese nula testada foi: a associacdo do didxido de carbono ao hipoclorito de

sodio ndo tera maior eficacia em relacdo aos demais protocolos de irrigacao avaliados.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecdo e preparo das amostras

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP (CAAE: 34692620.8.0000.5420). A pesquisa foi realizada
com 40 pre-molares inferiores humanos extraidos, por motivo de doenca periodontal ou para
fins ortodonticos. Os dentes continham um Unico canal, raizes retas e completamente formadas,
e ndo tinham tratamento endodéntico prévio. Todos os dentes foram armazenados em uma
solucdo a 0,5% de NaOCI durante uma hora para desinfeccéo de superficies. A presenca de um
unico canal foi confirmada radiograficamente, para isso foram realizadas tomadas radiogréaficas

periapicais em sentido vestibulo-lingual e mésio-distal.

A superficie externa de todos os dentes foi limpa com curetas periodontais. As
coroas dentarias foram seccionadas com um disco de diamante, resfriado com agua, montado
em cortadeira de precisdo Isomet 1000, para que todas as raizes fossem padronizadas no
comprimento de trabalho de 16 mm.

Todos os dentes foram instrumentados com uma lima rotatéria até 40.04 (MKlife,
Brasil) sob irrigacdo continua com 10 ml de &gua destilada. Para remocéo da smear layer foi
utilizado EDTA a 17% por 3 minutos, seguido de irrigacdo abundante com 5 ml de agua
destilada. A irrigacdo foi realizada usando uma agulha NaviTip (Ultradent, South Jordan, UT,
EUA). Os dentes foram imersos em caldo de infusdo de cérebro-coracao (BHI, Difco, Kansas
City, MO, EUA) e ativados em cuba ultrassénica por 1 minuto, para liberar o ar retido e permitir
a penetracdo do meio de cultura nas irregularidades do canal radicular. Em seguida, os dentes

foram esterilizados em autoclave por 30 minutos a 121°C.

3.1.1 Contaminacao das amostras com Enterococcus faecalis

O protocolo de contaminagdo das amostras foi baseado na metodologia modificada
de Carvalho MC et al, 2019. Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram previamente
cultivadas em caldo BHI 37 °C por 24hs. A cultura bacteriana foi transferida para outro tubo
contendo BHI estéril e incubado por outras 24 horas para alcangar um crescimento exponencial.
Essa cultura foi ajustada ao padrdo McFarland #1 (3 x 108 UFC / ml) por meio de um
espectrofotdmetro (Bel Photonics do Brasil Ltda, Osasco, Brasil) (densidade optica: 600: 0.08-
0.13). Primeiramente, foram inseridos 800 ul de BHI esterilizado em cada Tubo Eppendorf

(Axygen Scientific, Union City, EUA) contendo a amostra. A ativacao foi realizada em banho
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ultrassénico por 15 minutos para permitir penetracdo maxima do meio de cultura nos tubulos
dentinarios antes da contaminagdo bacteriana. A contaminacdo usando o in6culo padronizado
foi realizada durante 10 dias, com centrifugacdo em dias alternados para permitir a penetracdo

bacteriana no sistema de canais radiculares.

Apos o ajuste da cultura do E. faecalis, foram incubadas novamente a 37 ° C por 7
horas para atingir um crescimento exponencial. O inoculo (800 ul) foi inserido nos tubos
Eppendorf com as amostras e centrifugadas (Eppendorf Centrifuga 5417R, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) em sequéncia a 1.400, 2.000, 3.600 e 5.600 rpm em dois ciclos de cinco
minutos para cada velocidade. O indculo foi renovado a cada ciclo de centrifugacéo. Apos oito
ciclos de centrifugacéo, o caldo BHI esterilizado foi inserido nos tubos Eppendorf, agitado em
Vortex (Vortex-mix, Edison, EUA) e incubado a 37 ° C por 24 horas (este protocolo foi repetido
nosdias1,3,5,7,9, 11,13, 15,17, 19). Apds a incubacéo (dia 2), as amostras foram novamente
agitadas em vortex por 10 segundos e o inoculo dos tubos Eppendorf foi descartado. Um
mililitro de caldo BHI esterilizado foi inserido, seguido de ciclo de centrifugacdo de 3.600 rpm
por 5 minutos a 25 ° C. E os tubos Eppendorf foram incubados novamente em 37 ° C por 24
horas (este protocolo foi repetido nos dias 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20). No dia 21, as
amostras foram removidas dos tubos Eppendorf, os excessos do meio de cultura foram

removidos e as superficies radiculares externas das raizes limpas com gaze estéril.

3.1.2 Coletas das amostras e cultura microbiol6gica

Apbs o periodo de cultivo bacteriano, todos os canais radiculares foram coletados
para confirmar a contaminacdo (S1). Trés cones de papel absorvente estéril foram utilizados
por amostra. Cada cone foi mantido por 1 minuto no canal radicular (figura 1) e transferido para
tubos Eppendorf contendo 1 ml de solucdo de ringer. Para a contagem das unidades formadoras
de colénias (UFC), cada tubo foi agitado em vortex por 60s e, em seguida, foram realizadas
diluicbes até 10-4 em tubos com solucdo de Ringer. 20 ul de cada diluicdo foram plaqueados
em BHI &gar e incubados por 48 horas a 37°C para serem submetidos a contagem bacteriana.
O crescimento bacteriano foi identificado pela contagem do numero de unidade formadora de
colénias (UFC / ml) de E. faecalis. Os tubos contendo as dilui¢bes em serie foram mantidos na

incubadora a 37 ° C por 7 dias para confirmar o crescimento microbiano.
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Figura 1 — Cone de papel absorvente mantido por 1 minuto em cada canal radicular

Fonte: Elaborado pelo autor (2022

3.1.3 Diviséo dos grupos

Ap0s a contaminacgdo, as amostras foram montadas em um aparelho de aluminio
estéril (Figura 2a) e em seguida foram divididas aleatoriamente em 4 grupos, de acordo com o

protocolo de irrigacdo utilizada como segue:
* Grupo 1: NaOCI 2,5%
* Grupo 2: NaOCl 2,5% + CO2
* Grupo 3: solucéo salina estéril
» Grupo 4: solucéo salina estéril + CO2

Todos os procedimentos de irrigagdo foram realizados com agulhas 30-G NaviTip
(Ultradent Products Inc, South Jordan, UT) sempre colocadas 1 mm aquém do comprimento de

trabalho (Figura 2b), com aspiragdo simultanea.

Figura 2: (a) as raizes de cada grupo foram montadas em aparelho de aluminio estéril;
(b) e foram irrigadas com o respetivo protocolo de irrigacao.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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A adicdo do CO2 nos grupos onde ha a associacgéo do gas, foi realizada através da
maquina para gaseificar agua jet (Sodastream Industries LTD, Kfar Saba, Israel) (figura 3). Um
cilindro de géas (COy) foi rosqueado na parte de trds da maquina, em seguida, uma garrafa
propria do equipamento, foi completada até a marca existente (800 ml) com a solucéo desejada
e acoplada na maquina. O botéo, localizado na parte superior, para fazer a adi¢do do gés, foi
acionado 10 vezes para padronizacgdo do volume de CO:> nas solugdes.

Figura 3 - Maquina para Gaseificar Agua Jet SodaStream

Fonte: Site sodastream.com (2022)

Grupo 1: NaOCI 2,5% - o canal foi irrigado e agitado manualmente com lima tipo
k 15 com 20 ml de NaOCI a 2,5%, EDTA 17% e 5 ml de NaOCI a 2,5%, cada um por 20
segundos, seguido de irrigacdo 1 ml de tiossulfato de sodio a 10% por 1 minuto para inativacédo
do NaOCI. Entdo, uma amostra bacteriologica S2 foi coletada conforme descrito anteriormente.

O volume total de irrigacdo com NaOCl a 2,5% foi de 25 ml.

Grupo 2: NaOCl 2,5% + CO2 - os procedimentos de irrigagdo foram
essencialmente os mesmos descritos para no grupo NaOCl 2,5%, exceto que a solugéo

irrigadora utilizada foi o hipoclorito de s6dio associado ao didxido de carbono.

Grupo 3: Solugdo salina estéril - os procedimentos de irrigagdo foram
essencialmente os mesmos descritos para o grupo NaOCI 2,5%, exceto que a solucdo irrigadora

utilizada foi a solucdo salina estéril.

Grupo 4: Solucéo salina esteril + CO2 - os procedimentos de irrigagdo foram

essencialmente os mesmos descritos para o grupo NaOCI 2,5%, exceto que a solucéo irrigadora
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utilizada foi a solucdo salina estéril associada ao dioxido de carbono.

3.2 Forma de analise dos resultados

Apbs o periodo de incubacao, foi realizada a contagem do ndmero de unidades
formadoras de coldnias nas placas comparando a coleta inicial (S1) com a coleta final (S2). Os
dados foram analisados no Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA). Para analise
estatistica os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade e variancia. Foi realizado
o teste Student-Newman-Keuls Post-Hoc a um nivel de significancia de 5%.

3.3 Estudo piloto

Foram utilizadas 10 amostras para realiza¢do do estudo piloto da contaminagao por
E. faecalis. Apos o protocolo de contaminagdo, com duracdo de 10 dias, onde seguiu-se a troca
de BHI caldo todos os dias, sendo a amostra agitada em vortéx e centrifuga em dias alternados.
Com isso, confirmou-se o crescimento bacteriano em todas as placas de petri apds a
contaminacdo e apds o periodo de crescimento de 48h na estufa a 37 °C (Figura 4a). Para
confirmar a penetracéo no interior dos tubulos dentinarios, as amostrasforam analisadas através

de microscopia eletronica de varredura (Figura 4b).

Figura 4- Confirmagéo do crescimento bacteriano. a. Crescimento bacteriano inicial
(Unidade formadora de col6nia). b. Contaminagéo no interior dos tubulos (Microscopia eletronica
de varredura).

a.

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)
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4 RESULTADOS

A Tabela 1 mostra as contagens de E. faecalis entre 0os grupos antes e apds 0s
protocolos de irrigacdo, como porcentagem de reducdo bacteriana. Bactérias cultivaveis
estavam presentes em todas as amostras S1 (40/40). Todos os protocolos de irrigagdo foram

eficazes na reducéo da carga bacteriana (p < 0,05).

A irrigacdo com NaOCI 2,5% como solucédo de irrigacdo foi mais eficaz que a
solucdo salina estéril (p = 0,001). Todos os grupos foram significativamente diferentes entre si,
exceto quando comparados 0s grupos 3 e 4. A associacdo com CO2 melhora a eficacia da
descontaminacdo do canal radicular quando associado ao NaOCI 2,5%. O Grupo 1 apresentou
diferenca significativa quando comparado ao Grupo 2. No entanto, a incorporacdo de CO2em

solugdo salina estéril ndo aumentou a descontaminagdo das amostras (p > 0,05).

Tabela 1. Mediana (25%, valores de quartis de 75%) de UFC/ml antes e ap0s
protocolo de irrigacdo com NaOCI 2,5% e soro fisiologico com ou sem adi¢do de CO, e
porcentagem de reducgédo de UFC.

Protocolo de irrigagdo Antes PI Depois PI Reduc¢do UFC (%)

NaOCI 2.5% 6.5 A 1.2 8 99.99%

(0.5) (1.2)
NaOCI 2.5% + CO2 6.3 A2 0.4 B 1002

(0.4) (0.7)

Solucao salina estéril 6.7 A2 5.0 B¢ 98.01°
(0.4) (0.2)

Solucao salina estéril 6.9 A 4.96B¢ 99.20°
+CO2 (0.3) (0.2)

Fonte: Elaborado pelo autor (2022)

Médias seguidas de letras diferentes indicam diferengas estatisticamente
significativas. As letras maiusculas horizontais mostram a comparagao dentro do mesmo grupo
antes e depois da irrigagdo. As letras minusculas verticais mostram a comparacao dentro dos

diferentes grupos usando diferentes protocolos de irrigacdo a0 mesmo tempo. Para % de
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reducdo de UFC, diferentes letras minusculas verticais indicam diferencas significativas entre
0s grupos (p < 0,05).
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5 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo revelaram que todos os protocolos de
irrigacdo foram eficazes na reducdo da carga bacteriana no interior dos canais radiculares e
tubulos dentinarios. Isso significa que a acdo de lavagem das solu¢bes tem um papel importante
na diminuicdo da quantidade de detritos e subprodutos bacterianos.?®?° No entanto, o NaOCI
2,5% proporciona uma reducéo significativa na carga bacteriana em relagdo a solugéo salina,
confirmando a importéancia do uso de irrigantes com propriedades antibacterianas.

O dioxido de carbono é um gés nao toxico, ndo inflamavel e barato. O dioxido de
carbono pressurizado (PCD) tem sido usado como técnica de esterilizacdo na preservagdo de
alimentos, industria de tratamento de &gua e pode ser potencialmente Gtil em muitas outras
aplicacbes.®?"*° Muitos estudos tém investigado os efeitos da PCD em organismos
patogénicos, células vegetativas e esporos, leveduras e bolores, mostrando grande potencial
para inibir diversas espécies patogénicas.?®?%% O mecanismo exato de inativagdo microbiana
por PCD ndo é claro. Pode estar relacionado a sua capacidade de inibir a atividade enzimatica,
causando danos as membranas celulares e a0 DNA.%!

Neste estudo, o PCD associado ao NaOCI foi mais eficaz na eliminacdo de E.
faecalis dentro dos canais radiculares quando comparado com aqueles sem associagdo com
NaOCI e solugdo salina estéril. Dang et al., 2016 realizaram um estudo comparando o efeito de
tratamentos combinados com PCD e NaOCI na inativacdo de Enterococcus spp. em agua do
mar artificial e observou que houve maior desinfec¢cdo com o aumento da presséo e da taxa de
liberacdo de COx.

Muitos estudos na literatura utilizaram modelos ex vivo e contaminagdo por E.
faecalis para avaliar a eficécia de diferentes protocolos de desinfec¢do do canal radicular. No
presente estudo, a presenca de bactérias cultivaveis foi revelada em 100% das amostras iniciais
(S1), validando o protocolo de contaminagdo. E. faecalis € um coco gram-positivo anaerdbio
facultativo presente na flora oral. E a espécie bacteriana mais prevalente em dentes com
periodontite apical persistente, estando associada ao insucesso do tratamento.323 E. faecalis
consegue sobreviver isolado nos canais radiculares, tem alta capacidade de formar biofilme,
aderindo a dentina e tem capacidade de invadir os tubulos dentinarios, 0 que o torna resistente
ao tratamento endoddntico.343°

A técnica de cultura microbioldgica que foi utilizada nesse estudo para avaliar a

eficacia dos irrigantes, é o método de avaliagdo mais utilizado nos estudos (87%).%% A
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amostragem de biofilme foi realizada por meio de coleta com pontas de papel esterilizadas, que
apesar das limitages, como coletar apenas bactérias cultivaveis presentes no interior dos canais
radiculares, ¢ um protocolo bem estabelecido.?®3738

A principal causa do insucesso do tratamento endoddntico € a permanéncia de
microrganismos no espaco do canal radicular ap6s o tratamento®. A complexidade anatémica
dos sistemas de canais radiculares como istmo, canais laterais, ramos apicais sdo desafios para
a desinfeccdo radicular®®. Assim, é desejavel que durante a irrigagdo, as substancias quimicas
utilizadas durante o procedimento sejam capazes de atingir essas areas de dificil acesso. E
importante ressaltar que os irrigantes endodonticos ndo possuem uma boa profundidade de
penetragdo.*

Assim, novos protocolos de irrigacdo vém sendo estudados com o objetivo de
melhorar a atividade antibacteriana e aumentar a penetracdo do liquido irrigante em seus ramos,
como a Irrigagdo Ultrassonica Passiva (PUI),*>* que utiliza pontas ultrassonicas para agitar
solugdes diretamente no espaco do canal. Estudos sobre o efeito antibacteriano da PUI mostram
resultados significativamente melhores do que a irrigacdo com seringa, mas nao ha eliminacéo
completa de bactérias e endotoxinas dos canais radiculares e tibulos dentinarios.?444°

Até onde sabemos, este é o primeiro estudo a investigar a eficacia da associacao de
CO; pressurizado com NaOCI na inativagdo do biofilme de E. faecalis no interior de canais
radiculares por meio de cultura microbioldgica na reducdo bacteriana nos canais radiculares.

O presente estudo demonstrou que, embora a carga bacteriana tenha diminuido,
nenhuma técnica de irrigacdo testada foi capaz de eliminar completamente as bactérias dentro
dos canais radiculares. Apesar da busca constante por um protocolo de desinfeccdo que elimine
totalmente as bactérias, a grande variacdo anatdmica e sua complexidade impossibilitam isso.
Nossos resultados sugerem que o protocolo de irrigacdo associando CO2 com 2,5% de NaOCI
é mais eficaz na eliminacdo de E. faecalis. No entanto, analises adicionais avaliando a parte

quimica e citotdxica dessa associagdo seriam necessarias para uso clinico.
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6 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que todos os protocolos de irrigacédo utilizados foram
eficazes na reducdo dos niveis bacterianos nos canais radiculares. A associacdo de CO:
pressurizado com NaOCI 2,5% foi mais eficaz do que NaOCl 2,5% e solucdo salina na

inativacéo do biofilme de E. faecalis no interior dos canais radiculares.
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Grupo 11- [UP com NaOCI 2,5% () associado

aoC02;Grupo 12- IUP com hipoclorito de sédio NaOCI 5,25% () associado ao CO2; Grupo13- controle
negativo- solugdo salina estéril associada ao

CO2; Grupo 14- controlenegativo- IUP com solugao salina estéril; Grupo 15- controle negativo- IUP
comsolugdo salina estéril associada ao CO2; a

analise das amostras sera feita através dacontagem do nimero de unidades formadoras de colénias nas
placas comparando acoleta inicial (S1) com

a coleta do canal apéds a irrigagéo (S2) e coleta dos tubulosdentinarios apds a irrigagao nos 3 tergos da raiz
(S3). Para analise estatistica, os

dadosobtidos serdo submetidos ao teste de normalidade, sera aplicado o teste Two-wayANOVA de medidas
repetidas, a um nivel de significancia de

5%. Os dados seraoanalisados no programa Sigma Plot 12.0 (Systat Software Inc., San Jose, USA).

Objetivo da Pesquisa:

Hipotese:

A hipétese nula do estudo € a de que a associagédo do didxida de carbono asdiferentes concentragdes de
hipoclorito de s6dio ndo tera maior eficacia

em relagdo aosdemais protocolos de irrigacéo avaliados.

Objetivo Primario:

Com base no exposto, o objetivo deste estudo sera avaliar, in vitro, a influénciada associagéo do didxido de
carbono pressurizado as diferentes

concentragdes dehipoclorito de sddio comparado aos diferentes protocolos de irrigagdo dos canais
radiculares na inativagao do biofilme de

Enterococcus faecalis presentes nos tibulos dentinarios.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Risco minimo.

Beneficios:

Ao participar deste trabalho o paciente nao tera beneficios diretos. Entretanto, esperamos que este estudo
resulte em informagdes importantes sobre

a associagdo do didxido de carbono pressurizado as diferentes concentragdes de hipoclorito de sédio e
protocolos de irrigag&o no tratamento
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Continuagéo do Parecer: 4,294,444

endoddntico.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
Projeto cientifico dentro das normas da CONEP.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

Os termos obrigatérios foram apresentados.

Recomendagoes:

NAO HA.

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgoes:

recomenda-se a aprovagdo do projeto.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Nao havendo pendéncias, o CEP propoe a aprovagao do projeto de pesquisa salientando que, de acordo
com a Resolugdo 466 CNS de 12/12/2012 (titulo X, sec¢do X.1., art. 3, item b, e, titulo XI, secdo XI.2., item
d), ha necessidade de apresentagéo de relatérios semestrais, devendo o primeiro relatdrio ser enviado até
15/03/2021. O CEP reitera a necessidade de entrega de uma via (n&o cdpia) do TCLE ao sujeito participante
da pesquisa e solicita ao pesquisador responsavel leitura da carta circular 003/2011 CONEP/CNS antes do

inicio do projeto.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situagéao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P 20/07/2020 Aceito
| do Projeto ROJETO 1582684.pdf 12:35:27
TCLE / Termos de | TCLE_Julia.docx 20/07/2020 |CAROLINE Aceito
Assentimenta / 12:35:08 |LOUREIRO
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / |Projeto_Julia.docx 20/07/2020 |CAROLINE Aceito
Brochura 12:31:43 |LOUREIRO
[Investigador
Cronograma Cronogramadioxidodecarbono.docx 03/07/2020 |Jilia Guerra De Aceito
12:04:20 | Andrade
Folha de Rosto Folha_de rosto Julia.pdf 03/07/2020 |CAROLINE Aceito
11:44:20 |LOUREIRO
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