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RESUMO!

O objetivo deste estudo foi avaliar a acdo antimicrobiana de
diferentes medicacOes intracanal contra o biofilme de
Enterococcus faecalis, e sua influéncia na resisténcia de unido do
material obturador e microdureza dentinaria. Foram utilizadas 126
raizes humanas extraidas, instrumentadas e esterilizadas. As
amostras foram divididas aleatoriamente em 6 grupos: solugao
fisioldgica esterilizada, clorexidina gel 2%, hidréxido de célcio,
extrato de semente de uva, hidroxido de calcio + clorexidina gel
2% e extrato de semente de uva + clorexidina gel 2%. Para a etapa
microbiologica foram utilizadas (n=10) raizes contaminadas
durante 15 dias com Enterococcus faecalis. Um percentual de
reducao microbiana foi calculado com base nas contagens de
unidades formadoras de colonias pré e pos tratamentos. Os testes
de resisténcia de unido foram realizados em dois momentos, 21
dias e 12 meses apds a obturacao, por meio do push out (n=15). O
teste de microdureza utilizou média de 3 indenta¢des como valor
de referéncia para as comparagdes (n=10). Quinze dias de contato

foi o periodo de tratamento padronizado para as medicagdes. Os

' Me. Daniel de Lima Dalla Lana
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dados obtidos foram tabulados ¢ analisados estatisticamente com
nivel de significancia de 5%. As medicagdes contendo hidroxido
de calcio e o extrato de semente de uva, ambas com veiculo
clorexidina demonstraram os maiores valores de reducao
bacteriana (p<0,05). As medicagdes a base de extrato de semente
de uva resultaram nos maiores valores de resisténcia de unido do
material obturador a dentina radicular nos dois intervalos de tempo
testados (p<0,05). Medicagdes a base de hidroxido de célcio ou
extrato de semente de uva, ndo modificaram a microdureza do
tecido dentinario (p>0,05).

Palavras chave: clorexidina, Enterococcus faecalis,

extrato de semente de uva, hidroxido de calcio, descontaminacao.

14



ABSTRACT?

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial
action of different intracanal medications against Enterococcus
faecalis biofilm and its effect on the bond strength of the obturator
material and dentin microhardness. A hundread and twenty six
human extracted roots were prepared and and sterilized. Samples
were randomly divided into 6 groups: saline, chlorhexidine gel 2%,
calctum hydroxide, grape seed extract, calcium hydroxide +
chlorhexidine gel 2% and grape seed extract + chlorhexidine gel
2%. For the microbiological stage, the roots inoculated for 15 days
with Enterococcus faecalis were used (n=10). A percentage of
microbial reduction was calculated based on counts of colony
forming units before and after treatments. Bond strength tests were
performed at two times, 21 days and 12 months after obturation, by
push out test (n=15). Microhardness test used the average of 3
indentations for the comparisons (n=10). Fifteen days of contact
was the standardized treatment period for the medications. Data

were tabulated and statistically analyzed at a significance level of

2 Intracanal medications against Enterococcus faecalis biofilm and its
effect on the bond strenght of the obturator material and dentin
microhardness
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5%. Medications containing calcium hydroxide and grape seed
extract, both with chlorhexidine vehicle, demonstrated the highest
values of bacterial reduction (p <0.05). Grape seed extract
medications resulted in the highest bond strength values of
obturator material to the root canal dentin at the two time intervals
tested (p <0.05). Medications based on calcium hydroxide or grape
seed extract did not modify the microhardness of the dentin tissue
(p> 0.05).

Key words: chlorhexidine, Enterococcus faecalis, grape

seed extract, calcium hydroxide, decontamination.
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1 INTRODUCAO

Os dois maiores desafios da terapia endoddntica sdo
representados pelo processo de desinfeccao do canal radicular, bem
como a preveng¢do da recontaminag¢do por meio de um adequado
selamento do sistema de canais (Ricucci ef al., 2013).

O protocolo de preparo dos canais, em conjunto com as
substancias quimicas auxiliares, embora considerado satisfatorio
nao garante a inativacao completa da contaminac¢ao (Ordinola-
Zapata et al., 2013), e a infec¢do residual ¢ uma das causas dos
insucessos da terapia endodontica (Paiva et al., 2012).

Dentre os microrganismos contaminantes dos canais,
destaca-se o Enterococcus faecalis, que possui a capacidade de se
adaptar as mudancas severas no meio, invadir tibulos dentinarios
(Chivatxaranukul ef al., 2008; Ran ef al., 2015) e principalmente
desenvolver biofilme (Guerreiro-Tanomaru et al., 2013). Tais
caracteristicas dificultam a sua eliminacdo do sistema de canais
radiculares e podem levar as infec¢oes persistentes (Elakanti e al.,

2015).
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Protocolos atuais preconizam o tratamento endoddntico
em sessdo unica, demonstrando um percentual de redugdo
bacteriana maior de 99,75% com apenas uma intervengdo no
sistema de canais radiculares (Xavier et al., 2013). No entanto, um
requisito basico € conseguir um canal “seco”, evitando a
recontamina¢dao promovida pela infiltracdo do material obturador
pelo excesso de umidade ou secrecdes, oriundos dos tecidos
periapicais, o que levaria ao insucesso da terapia endodontica.

O uso das medicag¢des intracanais se faz necessario nos
casos cuja condicdo pods instrumentacdo, nao ¢ a ideal para
obturagdo, devido a presenca de umidade no interior dos canais ¢
impossibilidade de secagem (Leonardo, 2012). Estas substancias
irdo garantir o estado de desinfeccdo entre as sessdes do
tratamento, e devem apresentar propriedades bactericidas nao
interferindo, tanto nas propriedades mecanicas do tecido dentinario
como na resisténcia de unido do material obturador 4 dentina
radicular (Albino Souza ef al., 2017).

O hidroxido de calcio ¢ a medicacdo mais comumente
utilizada durante o tratamento endoddontico em multiplas sessdes,
uma vez que, sua eficacia no combate as bactérias e endotoxinas
tenha sido comprovada por inimeros estudos (Nerwich et al.,
1993; Leonardo et al., 2006; Lana ef al., 2009; Leonardo, 2012). O
uso do hidroxido de calcio associado a clorexidina gel 2% no

presente estudo, € uma das medicagdes propostas como alternativa
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nos casos de endodontia em multiplas sessdes (Maekawa et al.,
2011). A clorexidina na concentragdo de 2% ¢ um eficaz agente
antimicrobiano, apresentando também a capacidade de
substantividade (Ercan et al., 2004).

Com o constante aumento da resisténcia bacteriana e a
presenca de efeitos adversos das substincias sintéticas, produtos
derivados de plantas fitoterapicas surgem como uma nova
alternativa, ¢ o caso do extrato da semente de uva, o qual possui
atividade antibacteriana (Jayaprakasha et al., 2003; Cecchin,
Farina, et al., 2015), sendo eficaz no combate ao biofilme de
Enterococcus faecalis (Albino Souza et al., 2017). Seu uso
associado a clorexidina gel na concentragdo de 2% tambeém ¢
objeto de estudo no presente trabalho.

Mesmo que a desinfeccao seja uma das etapas mais
importantes do tratamento endodontico, a obturacao e selamento
dos canais radiculares ¢ um passo crucial em dire¢ao ao sucesso da
endodontia, pois ird prevenir as recontaminagdes € possiveis
recidivas da infec¢do. Portanto, uma atencao especial deve ser dada
a possibilidade de interagdo entre as medicag¢des intracanal e
materiais obturadores, uma vez que a resisténcia de unido dos
cimentos pode estar suscetivel a acdo de residuos de outras
substancias (Ok et al., 2013).

Na realidade clinica da endodontia, inimeros sao os casos

de tratamentos em elementos dentarios com perdas consideraveis
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de estrutura, e a reducdo na microdureza dentinaria ¢ um fator que
pode predispor tais elementos as fraturas, aonde pequenas cargas
oclusais poderdo ser suficientes para que ocorra a falha do tecido
dentindrio (Machnick et al., 2003). Dessa forma, a ndo interacao
com as propriedades mecanicas da dentina, ¢ uma caracteristica
desejavel em uma medicagao intracanal.

O objetivo deste estudo foi avaliar a agdo antimicrobiana
de diferentes medicacOes intracanal no combate ao biofilme de
Enterococcus faecalis, e sua influéncia na resisténcia de unido do

material obturador e microdureza dentinaria.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Enterococcus faecalis

Gomes et al. (2006) pesquisaram a preseng¢a de Enterococcus
faecalis em infeccoes endodonticas atraves de testes de reacao em
cadeia da polimerase (PCR) e cultura microbiana. As amostras
microbiologicas foram obtidas a partir de 50 dentes com polpas
necroticas ndo tratadas (infec¢do primaria) e de 50 dentes com falha
do tratamento endodontico (infec¢ao secundaria). Foram utilizadas
as técnicas de cultura, incluindo diluicdo em série, chapeamento,
incubacao e identificagdo bioquimica. Para a analise por PCR foi
utilizado um primer especifico para especies do 16S DNAr. Cultura
e PCR detectaram o Enterococcus faecalis em 23 dos 100 e 79 dos
100 dentes, respectivamente. A espécie alvo foi cultivada em 2
(4%) de 50 canais com polpa necroética e em 21 (42%) de 50 canais
tratados endodonticamente. Ja4 o PCR identificou a espécie em 41
(82%) amostras nas infec¢des primarias e 38 (76%) nas infecgdes

secundarias.
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Cogulu et al. (2008) avaliaram a presenca de patdogenos em
amostras de canais radiculares, de dentes deciduos e permanentes,
utilizando o método de PCR ¢ determinaram a associacao desses
microrganismos com os sintomas clinicos de infecgdes
endodonticas. Cento e quarenta e cinco criangas de 5 a 13 anos de
idade participaram do estudo. Foram identificados os seguintes
patdégenos nos dentes infectados: Actinomyces israelii, Candida
albicans, Enterococcus faecalis, Fusobacterium nucleatum,
Porphyromonas  endodontalis, = Porphyromonas  gingivalis,
Prevotella intermedia, Streptococcus intermedius, Treponema
denticola,  Parvimonas  micra,  Tannerella  forsythensis,
Enterococcus faecium, Prevotella melaninogenica. T. denticola e
Enterococcus  faecalis foram altamente associados com
radiolucidez periapical e dor anterior, enquanto em dentes deciduos
¢ permanentes sensiveis a percussao, foi associada a presenca de P.
gingivalis.

Sassone ef al. (2008) verificaram a microbiota de infecgdes
endodonticas primarias em dentes com ou sem fistula. As amostras
foram coletadas apos instrumentacdo com uma lima #15 H-file e
duas pontas de papel estéreis de 30 casos. A presenca de 40 espécies
bacterianas foi determinada pelo método de hibridagdo ADN-ADN.
As espécies encontradas com maior prevaléncia foram:
Fusobacterium nucleatum sp. vincentii, Porphyromonas gingivalis,

Veillonella parvula, Enterococcus faecalis, Campylobacter
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gracilis e Neisseria mucosa. As contagens bacterianas totais foram
semelhantes entre os dentes com e sem uma fistula. Enterococcus
faecalis, Streptococcus anginosus, Capnocytophaga sputigena e
Capnocytophaga gingivalis tinham contagens significativamente
mais elevadas na auséncia de fistula. Niveis mais elevados de P.
gingivalis e Fusobacterium nucleatum sp. nucleatum foram
observadas em casos com fistula. Buccalis Leptotrichia e
Porphyromonas endodontalis foram associadas a individuos com
maior chance de fistula.

Chivatxaranukul et al. (2008) analisaram a capacidade de
invasao por FEntorococus faecalis nas paredes dos tubulos
dentinarios. A capacidade de invasdo dos tubulos dentinarios foi
medida apds 8 semanas de incubagdo em dentes humanos ex vivo.
Extensdo e profundidade maxima de invasdao tubular foram
avaliadas histologicamente. A aderéncia foi avaliada apos a fratura
vertical, exposicao dos tubulos dentinarios e contamina¢do com
estirpes de Enterococcus faecalis resistentes a eritromicina,
aerobicamente por 2 horas, analisadas com microscopia eletronica
de varredura calculando o numero de células por 100 microns. A
invasdao dos tubulos dentinarios mostrou-se moderada apos 8
semanas, no estudo de adesdo havia significativamente mais
bactérias aderidas a linha de fratura que nas paredes dos tibulos
dentinarios. Com relagdo a parede tubular, a adesdo foi maior na

dentina interior comparada a por¢ao mais externa.
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Zhu et al. (2010) investigaram a prevaléncia, o fenotipo € o
genotipo de Enterococcus faecalis extraidos da saliva e de canais
de pacientes com insucesso no tratamento endodontico. Foram
coletadas amostras de 32 adultos submetidos a retratamento de
lesdes periapicais apoOs tratamento endodontico realizado nos
ultimos 2 anos. Para identificacdo do Enterococcus faecalis foram
utilizados os testes API20 STREP e 16S RNA, além de testes
fenotipicos e genotipos para deteccao de genes de viruléncia. Das
19 amostras isoladas de Enterococcus faecalis, seis eram da saliva
e 13 dos canais radiculares, em tré€s pacientes as amostras isoladas
da saliva apresentaram maior resisténcia a gentamicina e os genes,
ace, asa, gelE, cylA, and efaA, apresentaram correlagdo em todas
as amostras.

Chavez De Paz (2012) testou a capacidade de quatro
bactérias do canal radicular em estabelecer uma comunidade
multiespécies, determinando as caracteristicas estruturais,
fisiologicas e a composicdo desta comunidade. Foram isoladas as
seguintes  estirpes: Actinomyces naeslundii, Lactobacillus
salivarius, Streptococcus gordonii, e Enterococcus faecalis,
cultivadas juntas em um sistema de c¢lula miniflow, além de
avaliar a viabilidade celular e os parametros de biovolume,
utilizando um corante Redox de fluorescéncia para determinar a
atividade metabolica do biofilme bacteriano. As quatro espécies

testadas foram capazes de formar comunidades estaveis e
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reprodutiveis, mostrando um crescimento continuo ao longo do
tempo. No entanto, na auséncia de glicose mostrou biovolumes
significativamente menores. Uma elevada propor¢ao de células
viaveis (>90%) foi observada, e o crescimento do biofilme estava
correlacionado com a atividade metabolica celular. A estrutura em
meio rico nao mudou consideravelmente nas primeiras 120 horas,
periodo no qual o Enterococcus faecalis, L. salivarius, e S. gordonii
foram mais abundantes.

D'amato-Palumbo et al. (2013) avaliaram os microrganismos
de possivel origem oral associados as infec¢oes de acesso vascular
(VAI), durante o periodo de 10 anos em pacientes sob hemodialise,
através do Human Oral Microbiome Database (HOMD). Dos 218
registros identificados, 65 pacientes apresentaram coletivamente
115 episddios VAL Os microrganismos mais envolvidos foram:
Staphylococcus aureus (49,6% de infecgdes), Staphylococcus
epidermidis (10,4%), Serratia marcescens (10,4%), Pseudomonas
aeruginosa (9,6%), e Enterococcus faecalis / fecum (8,7%).
Segundo o HOMD o risco de ocorrer uma VAI sendo causada por
microrganismos provenientes da cavidade oral € muito pequena.

Guerreiro-Tanomaru et al. (2013) analisaram a contribui¢do
do Enterococcus faecalis na formagao de biofilme em diferentes
substratos. Placas infectadas com Enterococcus faecalis foram
utilizadas para o crescimento de biofilme em dentina e osso bovino,

guta-percha e hidroxiapatita. Os substratos foram incubados a 37°C
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durante 14 ou 21 dias, com renovac¢ao do meio a cada 48 horas.
Apos os periodos de indugdo, as amostras (n = 5 por grupo e por
periodo de inducdo) foram coradas usando o Live / Dead, e as
imagens foram analisadas ao microscopio confocal. Neste caso a
formagao do biofilme foi observada em todos os grupos, a gutta-
percha teve o menor volume total em 14 dias e a hidroxiapatita mais
elevada aos 21 dias, no entanto ao final dos 21 dias o volume de
todas as amostras eram semelhantes.

Tennert et al. (2014) analisaram a microbiota de pacientes
submetidos a tratamento de infec¢cdes endodonticas primarias e
secundarias, relacionados aos aspectos clinicos e radiograficos.
Foram coletadas amostras de 21 pacientes através de cones de papel
esterilizados, as amostras foram plaqueadas, e, em seguida, os
microrganismos foram isolados e identificados morfologicamente
por analise bioquimica e sequenciacdo dos genes de RNAr 16S de
microrganismos isolados. Em 12 dos 21 canais foram isoladas 33
espécies de bactérias, 12 anaerdbios facultativos e 21 anaerdbios
obrigatérios. Enterococcus faecalis foi mais frequentemente
isolado em infeccoes endoddnticas secundarias e a Moraxella
osloensis foi isolada a partir de uma infec¢do endodontica
secundaria, que tinha obturacdo do canal radicular insuficiente
acompanhada de uma leve sensagao de dor.

Murad et al. (2014) investigaram a microbiota de canais

radiculares apds insucessos no tratamento endodontico, afim de,
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identificar e quantificar os microrganismos existentes. Amostras
microbioldgicas foram retiradas de 36 canais radiculares com
infeccdo endodontica persistente e as espécies bacterianas foram
determinadas pelo quadriculado hibridizagdo DNA-DNA. Os mais
altos niveis encontrados foram das seguintes espécies:
Enterococcus faecium, Dialister pneumosintes, Staphylococcus
epidermidis e Helicobacter pylori com diferenga estatistica
significativa entre bactérias gram-negativas e gram-positivas.
Também pode-se observar nesse estudo uma correlagao entre a area
da lesao periapical e os niveis de especies gram-negativas.

De acordo com Antunes ef al. (2015) a maioria dos estudos
sobre dentes tratados endodonticamente focam apenas no canal
principal, ndo distinguindo regides nem a complexa anatomia dos
canais, além disso, a maioria desses estudos fornecem apenas dados
de prevaléncia. Nesse caso, o estudo foi desenhado para realizar a
contagem total e a presenca de patdogenos exclusivamente
endodonticos na porgdo apical do sistema de canais radiculares
ap6s tratamento de periodontite apical. Foram obtidos 27
espécimes, com periodontite apical persistente, durante cirurgia
perirradicular, e utilizada em tempo real uma reacdo em cadeia da
polimerase para quantificar o total de bactérias. Vinte e um dentes
apresentaram bactérias, sendo as mais prevalentes Streptococcus

(76%), Actinobacteria (52%) e Pseudoramibacter alactolyticus
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(19%). Ja o Enterococcus faecalis foi encontrado em apenas 3
casos.

Ran et al. (2015) analisaram a capacidade de invasdo de tubulos
dentinarios por Enterococcus faecalis. Foram infectados 40 dentes
humanos unirradiculares em pH alcalino e condi¢des de estresse
nutricional. Os canais foram padronizados e apds 4 semanas de
contaminacgdo as raizes foram divididas verticalmente em duas
metades: uma metade foi processada para analise de formacgao de
biofilme usando um microscopio eletronico de varredura, a outra
metade foi corada com reagentes fluorescentes e a profundidade de
invasao tubular dos microrganismos foi examinada MEV confocal.
A estirpe de Enterococcus faecalis resultou na formacgdo de
biofilme e invasao dos tabulos dentinarios sob todas as condicoes
de estresse, com excecdo de pH 11 e 12, no entanto, a distancia de
penetracao tabulo foi drasticamente reduzida nestas condigdes de
estresse em comparagao com caldo triptico de soja (TSB) ou pH 7.
A profundidade de invasdo na dentina na por¢ao medial da raiz foi
significativamente maior do que nas sec¢des apicais em TSB e

meio de privacao de energia.

Clorexidina

Weber ef al. (2003) realizaram um estudo com a finalidade

de avaliar o efeito da ativacdo ultrassdnica passiva da clorexidina
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2% e NaOCl 5,25% na atividade antimicrobiana residual em canais
radiculares. Foram utilizados 94 dentes humanos extraidos
divididos em 5 grupos: I- canais preparados com clorexidina 2%;
II- preparo com clorexidina 2% mais ativagao ultrassonica passiva
durante 1 minuto; I11- preparo com NaOCl 5,25%; IV- preparo com
NaOCl 5,25% mais ativagdo ultrassonica passiva durante 1 minuto;
e V- preparo com solugao salina (controle negativo). Os resultados
demonstraram uma atividade antimicrobiana residual com
clorexidina 2% estatisticamente superior ao NaOCl 5,25%, com
apenas irrigacdo ou irrigacdo seguida de ativacdo ultrassonica
passiva. Os grupos experimentais tratados com clorexidina
permitiram atividade antimicrobiana residual por at¢ 168h apods o
tratamento, enquanto que o NaOCl 5,25% nao demonstrou
atividade alguma apds 48h. Possivelmente a remocao da lama
dentinaria, seguida da irrigacao final com clorexidina 2% ativada
com ultrassom resultara em um aumento da atividade
antimicrobiana residual. Por outro lado, NaOCl demonstra
capacidade de dissolucao de tecidos, o que ¢ de suma importancia
para a instrumentacdo do canal. Futuros estudos devem ser
realizados afim de verificar se a clorexidina 2% como irrigante e
medicacdo intracanal na presenca de sangue, plasma e outros
fluidos ¢ tao efetiva quanto o NaOCI, até 14 ndao poderda ser

considerado superior ao hipoclorito de sodio.
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Quando comparada ao hipoclorito de sodio, a clorexidina ¢
relativamente ndo toxica, apresenta amplo espectro e possui uma
acao residual com um menor potencial de efeitos adversos. A fim
de verificar a eficacia antibacteriana deste irrigante, Ercan et al.
(2004) utilizaram 30 incisivos e pré-molares com um unico canal,
apresentando necrose pulpar e/ou lesdo apical de 20 pacientes.
Foram utilizados hipoclorito de sédio 5,25% e clorexidina 2%
como irrigantes dos canais. A clorexidina demonstrou ser tao eficaz
quando o hipoclorito de sédio, e pode ser uma alternativa como
irrigante em relacdo a atividade antimicrobiana, porém ndo
apresenta capacidade de dissolugao de tecido organico.

Estudos demonstram que as principais causas para o
insucesso da terapia endodontica sdo: microrganismos persistentes
no interior do canal radicular ¢ a recolonizacdo do canal obturado,
geralmente associados ao Enterococcus faecalis organizado na
forma de biofilme. Apenas a acdo mecanica dos instrumentos
endodonticos nao ¢ capaz de sanificar o canal, sendo
imprescindivel o uso de solucdes irrigantes com atividade
antimicrobiana de amplo espectro, efetivas contra microrganismos
facultativos ou anaerobios organizados em biofilme, capacidade de
dissolucao de tecido pulpar remanescente, poder de inativagao de
endotoxinas e prevencdao da formagdo de lama dentindria ou
dissolucdo da mesma. A clorexidina, desenvolvida em 1940, ¢ um

potente antisséptico utilizado na odontologia para controle de placa

30



bem como solugdo irrigadora para endodontia, porém nao deve ser
indicada como irrigante padrao pelo fato de nao apresentar
capacidade de dissolucao dos remanescentes pulpares. No entanto
¢ a solucao mais indicada para o protocolo final de irrigacao, uma
vez que possui afinidade pelos tecidos duros do elemento dental,
prolongando seu efeito antimicrobiano num fendmeno chamado
substantividade. Algum cuidado deve ser tomado a cerca de sua
interagdo com o hipoclorito de sodio, o que pode causar o
escurecimento dental. Afim de se evitar tal acontecimento, deve-se
antes do uso da clorexidina, remover o hipoclorito do interior dos
canais por meio de secagem ou lavagem com solugdo salina
(Zehnder, 20006).

Arias-Moliz et al. (2009) testaram a concentragdo minima
de solugdes irrigantes para a erradicagdo do biofilme de
Enterococcus faecalis. Verificaram que o NaOCIl foi bastante
efetivo na erradicacao do biofilme nas concentragdes de 0,00625%,
0,0015625% e 0,00078125 durante 1, 5 e 10 minutos de exposigao
respectivamente. A clorexidina demonstrou ser menos efetiva,
necessitando ao menos 5 minutos de contato na concentracao de
2% e 1% em 10 minutos. A solucao de EDTA 17% nao demonstrou
atividade antimicrobiana em nenhum intervalo de tempo testado.

A clorexidina tem sido amplamente utilizada como
irrigante ou medicagdo intracanal, em alguns estudos demonstrou

ser mais eficiente do que o hipoclorito de sédio 5,25% contra
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Enterococcus faecalis, ¢ em combinacdo com peroxido de
hidrogénio 3% tem sua atividade antibacteriana amplificada. Além
disso, apresenta substantividade, ou seja, a capacidade de ligar-se
aos tecidos circundantes e ser liberada lentamente por um maior
periodo de tempo, 72h a 4 semanas. Estudos demonstram que o
crescimento bacteriano organizado em biofilme ¢ muito dificil de
ser eliminado e que a clorexidina 2% nao foi capaz de rompé-lo.
Sendo assim, o hipoclorito de sddio ¢ a Unica solugdo irrigante
capaz de causar seu rompimento, o que tambeém se aplica a
capacidade de dissolu¢ao de tecido organico, a qual tem sido a
principal desvantagem da clorexidina. Alguns autores sugerem o
uso de hipoclorito de sodio a fim de se eliminar o tecido organico,
em seguida o uso de EDTA 17% para remog¢ao da lama dentinaria
e na sequencia o uso de clorexidina no intuito de ampliar o poder
de desinfeccao devido sua substantividade, porém a interacao
quimica entre o hipoclorito de sodio e a clorexidina pode levar a
alteracao de cor do elemento dentario e o precipitado formado por
esta interacdo interfere no selamento do material obturador.
Quando utilizada como medicacdo intracanal, os autores
demonstram que a clorexidina ¢ mais efetiva do que o hidroxido de
calcio em eliminar Enterococcus faecalis € que se misturados, sua
efetividade antimicrobiana pode ser aumentada. A respeito da
adesdo dentindria, a clorexidina apresenta acdo inibidora de

metaloproteinases, que causariam degradacdo do colageno
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desprotegido da camada hibrida levando as falhas na adesdo de
restauragdes. Utilizada clinicamente nas concentracoes indicadas a
biocompatibilidade da clorexidina ¢ aceitavel, e em raros casos
pode causar reagdes alérgicas (Mohammadi e Abbott, 2009).
Mehrvarzfar et al. (2011) testaram a hipdtese de que a
combinacao da terapia envolvendo laser e solucdes irrigantes seria
capaz de eliminar completamente o FEnterococcus faecalis do
interior dos tibulos dentinarios do canal radicular. Foram utilizados
106 dentes humanos unirradiculares, as amostras tiveram os canais
ampliados, foram esterilizadas e contaminadas com Enterococcus
faecalis. As unidades experimentais foram divididas em 2 grupos
(n=48), os quais foram subdivididos em 4 grupos (n=12): 1A-
Solucao salina (5ml) durante 5 minutos; 1B- NaOCl 2,5% (5ml)
durante 5 minutos; 1C- Clorexidina 2% (1,2ml) durante 1 minuto;
1D- MTAD (5ml) durante 5 minutos. Para os grupos 2A, 2B, 2C e
2D os mesmos protocolos foram utilizados e apos secagem dos
canais foi realizada irradiacdo com laser durante 5 segundos,
repetidas por 5 vezes, com intervalo de 15 segundos a cada ciclo de
irradiacdo. Foi utilizado o diodo de GaAlAs, levado ao canal com
ponta de fibra optica. Apos contagem de CFU foi observada a
auséncia de crescimento bacteriano para a associacao de MTAD e
laser, sem diferencas estatisticas para as associacoes do laser com
de NaOCl 2,5% e clorexidina 2%. Por outro lado, o emprego das

solugdes sem irradiacdo a laser, revelou a superioridade das
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solucoes de NaOCl 2,5% e clorexidina 2% na desinfeccdo, em
relacdo a solugdo de MTAD. O emprego do diodo de laser, sem
associagdo com irrigantes, foi capaz de reduzir em 80% a
contaminacao bacteriana.

Paiva ef al. (2012) avaliaram o efeito antimicrobiano do
preparo quimico-mecanico utilizando instrumentagdo rotatdria
aliada a irrigagdo com NaOCl 2,5% e EDTA 17% (apos
instrumentacao), seguida de uma desinfec¢ao suplementar através
de PUI (irrigacao passiva ultrassonificada) ou irriga¢ao final com
clorexidina 2%. A detec¢ao microbiana foi realizada através da
cultura e medida da reagdo de polimerase (PCR). Foram
selecionados 1 dente por paciente, com periodontite apical, tendo
as paredes da camara pulpar intactas, totalizando 27 elementos
dentarios. Apos instrumentagao os protocolos suplementares foram
aplicados: 13 elementos foram submetidos a PUI e 14 elementos a
irrigacdo final com clorexidina 2%. Todos os grupos apresentaram
a permanéncia de microrganismos cultivaveis apos o preparo
quimico-mecanico, demonstrando a necessidade de uma terapia
suplementar. Concluiram que ambas as terapias suplementares
resultam na diminuic¢ao dos casos de cultura bacteriana positiva. No
entanto, as terapias nao foram capazes de produzir canais livres de
bactérias.

Beus et al. (2012) compararam o efeito de dois protocolos

de irrigacao endodontica para eliminacao de bactérias do sistema
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de canais radiculares. O objetivo foi: 1- comparar o efeito
antimicrobiano da irrigacdo ultrassonica passiva com a irrigacao
nao ultrassonica. 2- verificar o efeito antimicrobiano do hidroxido
de calcio como medicagdo intracanal poOs instrumentagcdo. 3-
observar o efeito antimicrobiano de uma segunda exposicao a
instrumentacdo e irrigagdo. 4- comparar a capacidade
antimicrobiana de tratamentos em sessdo unica ¢ duas sessoes.
Foram selecionados 50 pacientes apresentando indicagao
endodontica primaria, necrose pulpar e lesdo periapical. Os dentes
foram preparados utilizando instrumentos rotatorios ProTaper e
NaOCl 1% e em seguida os pacientes foram divididos em dois
grupos (n=25) PUI (irrigacao ultrassonica passiva) e NUI (irrigagao
nao ultrassonica). Amostras foram coletadas apods acesso
endodontico; instrumentagao/irrigacao; inicio da segunda sessao,
apos uso do hidréxido de calcio por 7 dias; e antes da obturacao,
apos segunda instrumentacgdo/irrigacdo. Nao foram observadas
diferencas significativas para reducdo bacteriana em relagdao a PUI
(84%) e NUI (80%). Apds a medicagdo intracanal 87% das
amostras atingiram cultura bacteriana negativa, enquanto que apoés
a segunda intervencdo as amostras atingiram 91% de culturas
negativas, também sem diferenga significativa. Portanto, embora o
uso de hidroxido de calcio como medicacao intracanal durante 7
dias tenha diminuido a infec¢do bacteriana, uma exposi¢do a

segunda interven¢ao de instrumentagdo e irrigacao tambeém ¢ um
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fator importante na redu¢do da contaminacdo; ¢ a alta taxa de
culturas negativas alcangada em uma sessdo para ambos os grupos,
¢ provavelmente o resultado do grande volume de solugao irrigante
assim como a maior profundidade de insercao da canula irrigadora
no interior dos canais radiculares.

Vaziri et al. (2012) testaram a eficacia bactericida da
terapia fotodinamica, hipoclorito de sédio a 2,5%, clorexidina a 2%
e PDT/NaOCl 2,5% em canais infectados com Enterococcus
faecalis. Ao realizar contagem de CFU verificaram redugdo
significativa para todos os grupos testados. A PDT e a clorexidina
2% apresentaram efeitos antibacterianos moderados enquanto que
NaOCl 2,5% foi significativamente mais elevado, porém a
associacao de PDT/NaOCI 2,5% obteve os melhores resultados,
atingindo 100% de eliminacao de Enterococcus faecalis, utilizando
o seguinte protocolo: NaOCl 2,5% durante 5 minutos, aplicagdo do
fotosensitizador (azul de toluidina a 15 pg/ml) e exposicao a
energia luminosa (poténcia de 200 mw/cm? e comprimento de onda
de 625 nm), ndo sendo utilizada ponteira de fibra optica.

Ordinola-Zapata et al. (2013) avaliaram a atividade
antimicrobiana do hidroxido de célcio, clorexidina 2% e pasta
triantibiotica em um modelo de biofilme em dentina infectada de
maneira intra-oral. Foram utilizadas 40 sec¢des de dentina bovina
esterilizadas, as quais foram fixadas em um dispositivo ortodontico

utilizado por um voluntario durante 72 horas. As amostras ficaram
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imersas nos agentes antimicrobianos durante 7 dias. A pasta
triantibidtica tinha na composicao Metronidazol (flagyl 250mg),
minociclina (100mg) e ciprofloxacino (250mg) (500 mg de cada
antibiotico foi homogeneizada de forma a obter um po, o qual foi
misturada ao propilenoglicol na proporcao de 7 partes de po para 4
de propilenoglicol). Como grupo controle foi utilizada solucao
salina. Apos 7 dias, as amostras foram lavadas em solugao salina, e
cinco exemplares de cada grupo foram avaliados imediatamente
apos lavagem, outros 5 exemplares de cada grupo foram
reincubados durante 24h (n=10). Os resultados demonstraram que
a pasta de hidroxido de calcio apresentou a atividade
antimicrobiana mais fraca, e que a mistura triantibiotica obteve a
maior atividade antimicrobiana com ou sem 24 horas de
reincubagdo. A clorexidina ¢ o hidroxido de calcio nao
demonstraram diferenca significativa imediatamente apds a
lavagem das amostras, porém apos o periodo de reincubacao, a
clorexidina 2% apresentou estatisticamente menor numero de
c¢lulas viaveis, enquanto que o hidroxido de célcio apresentou um
aumento de células viaveis, demonstrando que o efeito alcalino
pode ser neutralizado, € que o biofilme pode aumentar a proporcao
de células vidveis quando novos nutrientes estdo disponiveis.
Quando comparadas a clorexidina 2% e a pasta triantibiotica apos
periodo de reincubacdo nao foram observadas diferengas

significativas, possivelmente pelo fato da clorexidina e da
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monociclina apresentarem substantividade. No entanto, os
medicamentos utilizados nesse estudo, ndo foram capazes de
eliminar 100% das bactérias, sugerindo que uma prévia
desorganizagdo do biofilme por meio do tratamento com
hipoclorito de sédio pode ser uma condigdo necessaria para
aprimorar o efeito das medicagdes intra-canais.

Bottcher ef al. (2015) realizaram um estudo com objetivo
de correlacionar a viabilidade bacteriana do Enterococcus faecalis
e a presenca da solugdo de clorexidina 2% no tecido dentinario de
dentes humanos extraidos. As unidades experimentais
contaminadas permaneceram em contato com as solugdes testadas
durante o periodo de 5 minutos, sendo incubadas apos este periodo.
Amostras foram coletadas apds, 48 horas, 7 dias e 30 dias de
incubacdo. Os resultados demonstraram que a clorexidina 2%
diminuiu significativamente o numero de células viaveis no periodo
de 48 horas, comparada ao grupo controle que utilizou solugdo
salina. A mesma diferenca foi mantida para as amostras coletadas
apos 7 dias de incubagdo. Apos 30 dias de incubagao a clorexidina
apresentou um aumento no numero de células vidveis
demonstrando resultados similares ao grupo controle. Os autores
concluiram que a presenc¢a de clorexidina 2% nos periodos de 48
horas e de 7 dias estd associada a baixa porcentagem de células

viaveis no biofilme de Enterococcus faecalis, e que os
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microrganismos no tecido dentinario humano ndo afetaram a

presenca da clorexidina 2%.

Extrato de Semente e Uva

O estudo de Jayaprakasha et al. (2003) teve como objetivo
avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante do extrato de
semente de uva (Vitis vinifera). Foram identificados nove
compostos responsaveis pela formacao de 95% do extrato, dentre
eles destacam-se as procianidinas monomericas, presentes na
quantidade de 40 a 48%. As concentrag¢des do extrato em 250, 500,
750, 1000, 1250 e 1500 ppm foram testadas afim de determinar a
MIC (Minima Concentracao Inibitdéria), através da contagem de
CFU. As espécies bacterianas utilizadas foram Bacillus cereus,
Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. Os resultados
demonstraram que bactérias Gram-positivas foram completamente
inibidas nas concentracdes de 850-1000 ppm, enquanto as Gram-
negativas foram inibidas em concentragdes de 1250-1500 ppm.

Autores como Brown ef al. (2009) avaliaram os efeitos
antimicrobianos dos extratos de uva (casca, semente ¢ ambos)
contra Helicobacter pylori por meio da andlise em microscopia
eletronica de varredura confocal. As amostras foram tratadas com

diferentes tempos de exposi¢do aos agentes antimicrobianos, 1, 2,
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4, 6, 12 e 24 horas. Os resultados demonstraram que os extratos de
uva tém um significante efeito inibitdrio no crescimento bacteriano,
atingindo 60% de redug¢do no periodo mais prolongado de
exposicao, sem diferenca estatistica entre os extratos. Tais
resultados sustentam a necessidade de mais pesquisas com o
objetivo de avaliar, in vivo, o potencial dos extratos de uva e seus
compostos constituintes para através da dieta promover o controle
da infeccao por Helicobacter pylori.

Cueva et al. (2012) avaliaram o efeito de sete compostos
fenolicos do vinho no crescimento de bactérias patogénicas
associadas a doengas respiratorias. Dentre as substancias testadas o
extrato de semente de uva demonstrou o efeito antimicrobiano mais
efetivo contra os patogenos avaliados, sendo as bactérias gram-
negativas mais susceptiveis do que as gram-positivas. Tais
resultados justificam a necessidade de mais estudos com o objetivo
de testar substancias derivadas da uva e do vinho na higiene oral.

Kalra et al. (2013) testaram o efeito das proantocianidinas
(PAs) do extrato da semente de uva 6,5% na resisténcia de uniao
do cimento resinoso RealSeal SE a dentina radicular. Foram
utilizados 28 pré-molares unirradiculares divididos em dois grupos:
PAs-tratados (extrato de uva 6,5% durante 10 minutos) e nao-
tratados. Apds a obturacao as raizes foram seccionadas em fatias de
Imm de espessura no ter¢o coronario e ter¢o medio, as quais foram

utilizadas para o teste de pushout apds uma semana e apos 3 meses
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de armazenamento. O ter¢o apical das raizes foi utilizado para
avalia¢do da interface cimento-dentina em MEV e para o teste da
biodegradacao, que se deu através da exposi¢do destas amostras a
colagenase bacteriana tipo I durante 24h e posterior mensuragao da
hidroxiprolina, liberada apds o periodo de ag¢do enzimadtica. Os
resultados nao demonstraram diferencas na resisténcia de unido
entre 0s grupos para o ter¢o corondrio no periodo de uma semana
de armazenamento. J4 para o ter¢o médio o grupo tratado com o
extrato demonstrou maiores valores de resisténcia de unido para
este periodo. Apds trés meses de armazenamento ambos 0s grupos
apresentaram diminui¢do nos valores de resisténcia de unido,
porém o grupo tratado revelou melhores resultados. As imagens em
MEV do grupo tratado demonstraram uma interface
cimento/dentina intacta quando comparadas ao grupo nao tratado,
o qual demonstrou espacos na interface. A analise da hidroxiprolina
revelou uma menor liberagdo por parte do grupo tratado com
extrato de uva 6,5%. Os autores concluiram que o tratamento da
dentina radicular com extrato de semente de uva 6,5% melhora a
resisténcia da matriz dentinaria radicular desmineralizada a
biodegradacdao, e aprimora a resisténcia de unido do cimento
resinoso a dentina radicular ap6s um curto periodo de
armazenamento em agua destilada.

Em um estudo realizado por Munoz-Gonzalez et al. (2014),

foi utilizado o vinho tinto e seus componentes derivados com o
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objetivo de verificar as propriedades antimicrobianas destas
substancias contra bactérias orais em um modelo de biofilme com
14 dias de desenvolvimento. A analise microbiologica foi realizada
através da contagem de CFU e teste confocal em MEV dos
biofilmes apos a exposigdo dos mesmos aos seguintes agentes:
vinho tinto, vinho tinto sem alcool, vinho tinto fortificado com
extrato de semente de uva (2,5%) e extrato de levedura seca inativa.
Os resultados demonstraram que o vinho tinto foi capaz de inibir o
crescimento bacteriano de espécies patogénicas organizadas em
biofilme. A solucao fortificada por extrato de semente de uva
obteve a maior atividade antimicrobiana, abrindo caminhos
promissores em direcdo a um ingrediente natural para as
formulagdes de produtos de cuidado oral, especialmente indicados
a preveng¢ao da carie uma vez que tenha demonstrado efetividade
contra o Estreptococcus mutans.

O constante aumento na resisténcia bacteriana e os efeitos
adversos das drogas sintéticas chamou a atencao dos pesquisadores
para as ervas fitoterapicas. Ghonmode et al. (2013) compararam a
eficiéncia antimicrobiana do extrato de folhas de nim, extrato de
semente de uva e NaOCl 3% contra Enterococcus faecalis
observando as zonas de inibicdo em agar BHI. Resultados mais
significantes foram verificados para os grupos tratados com extrato
de folha de nim e NaOCl, embora o extrato de semente de uva

também tenha demonstrado efeitos bactericidas. Portanto, a
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inibi¢ao do crescimento microbiano observada neste estudo com
estes dois extratos medicinais abre novas perspectivas para o seu
uso como medicacgao intracanal.

Cecchin, Farina, et al. (2015) avaliaram o efeito do extrato
de semente de uva, hipoclorito de s6dio 2,5%, clorexidina 2% e
QMix contra Enterococcus faecalis e sua influéncia na resisténcia
da dentina intrarradicular a tracao e flexdao. O método de contagem
de CFU foi utilizado para avalia¢ao da atividade antimicrobiana das
solucdes. As menores contagens bacterianas foram observadas para
os grupos tratados com clorexidina 2% e extrato de semente de uva
6,5%, enquanto que o NaOCl 2,5% e o QMix foram
significativamente menos efetivos, apresentaram  valores
intermediarios de reducdo bacteriana. Sendo assim, os autores
destacam que o uso do extrato de semente de uva pode ser
recomendado para os procedimentos endodonticos, uma vez que
apresente efetiva atividade antimicrobiana ndo interferindo nas
propriedades mecanicas da dentina, bem como a clorexidina 2%.

Cecchin, Pin, et al. (2015) realizaram um estudo com o
objetivo de investigar os efeitos de um extrato rico em
proantocianidinas (extrato de semente de uva) na resisténcia de
unido e estabilidade de adesdo de pinos de fibra a dentina,
utilizando dois sistemas adesivos. Os resultados demonstraram que
o extrato de semente de uva nao afetou a resisténcia de unido de

imediato, porém contribuiu para preservar a resisténcia de unido
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ap6s um periodo de doze meses, para ambos os sistemas adesivos.
Os autores concluiram que o pretratamento com extrato de semente
de uva pode ser utilizado como uma alternativa natural a fim de
melhorar a estabilidade da resisténcia de unido da interface dentina-

adesivo em canais radiculares.

Hidroxido de Calcio

Atualmente podemos distinguir dois tipos de endodontia:
“endodontia essencialmente tecnica” e “endodontia com bases
biologicas”. A primeira se alicerga em materiais e técnicas
avancadas de tratamento, com uso de instrumentos idealizados com
base na engenharia, particularmente na metalurgia. Por outro lado,
a endodontia bioldgica se alicerca em disciplinas basicas como
histologia, patologia, imunologia, microbiologia e biologia
molecular, para embasar condutas clinicas. Portanto, ao término do
tratamento, o cirurgido dentista deve estar consciente que somente
a auséncia da dor pds-operatéria ndo ¢ determinante do sucesso
dessa terapia. Na literatura disponivel observam-se divergéncias
com relacdo ao niumero de sessoes necessarias para o tratamento
endodontico de dentes com necrose pulpar e lesdo periapical
cronica, ou seja, se o uso de um curativo de demora entre as sessoes
¢ necessario. Deve-se ressaltar que, em inimeros estudos nos quais

nao se observaram diferencas entre tratamentos em uma ou duas
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sessoes, 0 curativo permaneceu por um periodo de apenas sete dias,
o qual ¢ considerado um tempo insuficiente para que o hidroxido
de calcio se difunda por toda a estrutura do sistema de canais
radiculares, sendo assim, o curativo deve ser mantido por, no
minimo, 14 dias, afim de que desenvolva adequadamente suas
fun¢des. Para que ocorra o reparo em dentes com lesao periapical,
¢ importante a eliminag¢ao dos microrganismos presentes no sistema
de canais radiculares previamente a obturagdo. Esse objetivo nao ¢
alcancado quando se efetua o tratamento em uma unica sessao, uma
vez que nao € possivel controlar a infeccao localizada nas areas de
complexidades anatomicas, bem como na superficie externa
radicular (biofilme apical) e areas inacessiveis ao preparo
biomecanico sem o uso de um curativo de demora antimicrobiano
entre as sessdoes. A permanéncia dos microrganismos Gram
negativos nos sitios de lesdo traz a tona um outro agravante, o LPS
(lipopolissacarideo), presente na parede celular bacteriana e
liberado durante sua morte ou reprodugao. Esta endotoxina quando
presente ¢ responsavel por uma série de eventos biologicos que
conduzem uma reacdo inflamatdria, com posterior reabsorcao
cementaria ¢ reabsorcdo dOssea, contribuindo para persisténcia da
lesao periapical cronica. O LPS, que atua principalmente sobre
macrofagos, desencadeia a liberagdo de um grande numero de
mediadores quimicos inflamatdrios bioativos ou citocinas, como

interleucinas e fator de necrose tumoral, os quais estao envolvidos

45



no desenvolvimento, manutengao e reparacao de lesdes periapicais.
Ainda, em canais radiculares infectados, as endotoxinas podem
contribuir para uma elevagao na liberagao de substancias vasoativas
¢ neurotransmissores na regido das terminagdes nervosas dos
tecidos periapicais, conduzindo a ocorréncia da dor. Sendo assim,
o objetivo do profissional durante a terapia endodontica ndo deve
ser apenas a morte bacteriana, mas também a inativacao das
endotoxinas, o que pode ser atingido por meio do emprego do
hidroxido de calcio como curativo de demora entre as sessoes de
tratamento, alem de propriedades como ag¢do antibacteriana e
antiexsudativa, inducao da formacdo de tecido mineralizado,
compatibilidade tecidual e dissolu¢do de tecidos necroticos,
evitando problemas para a reparacao tecidual (Leonardo, 2012).

Um periodo minimo de tempo em contato com o canal
radicular ¢ necessario para que ocorra a difusdo do hidréxido de
calcio e o mesmo exerca sua atividade bactericida. Este periodo
necessario para q o HC eleve o pH na dentina radicular externa
apical esta em torno de 14 a 21 dias de medicagdo intracanal
(Nerwich et al., 1993).

Leonardo et al. (2000) avaliaram in vitro a atividade
antimicrobiana de duas pastas a de hidréxido de célcio, indicadas
como medicacao intra canal, no combate ao Enterococcus faecalis,

por meio de medicao dos halos de inibi¢do. Concluiram que ambas
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as pastas apresentaram satisfatorias atividades antimicrobianas
contra esta cepa bacteriana.

Autores como Grigoratos ef al. (2001) conduziram seus
estudos para os aspectos mecanicos do tecido dentinario, a fim de
verificar as consequéncias do uso de hidroxido de calcio na
resisténcia flexural e modulo de elasticidade da dentina radicular.
A medicagao foi testada sobre barras de dentina pelo periodo de
uma semana, tendo a exposi¢do prévia, ou nao, as solucoes de
hipoclorito de sodio a 3 e 5%, durante duas horas. Os resultados
revelaram que hipoclorito de sodio (3 e 5%) reduziu
significativamente o modulo de elasticidade e resisténcia flexural
das amostras. A exposicdo ao hidroxido de calcio promoveu
reducgdo significativa da resisténcia flexural mas ndo do modulo de
elasticidade, ¢ o uso sequencial de NaOCl e Ca(OH)2 nao
promoveu um efeito enfraquecedor adicional. Sendo assim, como
a dentina ¢ composta de 22% de compostos organicos, por peso, €
desta por¢ao a maior parte consiste em colageno, ¢ sensato observar
que o efeito de dissolucdo do NaOCI afetara a dentina, ¢ que a
redugdo na resisténcia flexural promovida pelo hipoclorito e pelo
hidroxido de calcio pode aumentar consideravelmente as chances
de inicio e propagag¢ao de trincas no tecido dentinario, tornando as
raizes propensas a fratura.

Andreasen et al. (2002) avaliaram o efeito do hidréxido de

calcio utilizado como medicagdo intracanal a longo prazo, em
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relacdo ao aumento do risco de fratura radicular. Verificaram que
na literatura ¢ proposto que dentes permanentes jovens sao
enfraquecidos pelo uso da medicacao intracanal a base de hidréxido
de calcio. Utilizaram para seu estudo incisivos de ovelhas, pois sao
facilmente obtidos, apresentam anatomia similar a dos dentes
incisivos humanos, e tais animais sao abatidos quando apresentam
uma idade na qual todos os dentes incisivos estdo presentes, porém
com formagdo radicular incompleta. Foi avaliado o uso da
medicacao pelos periodos de 0.5, 1, 2, 3, 6, 9 de 12 meses. Os
resultados demonstraram uma diminuicdo na resisténcia a fratura
com o aumento do tempo de armazenamento, tornando visivel o
efeito negativo desta medicacao sobre as propriedades mecanicas
do tecido dentinario, atingindo 50% de redugdo apds 1 ano de
exposicao. Periodos de até¢ 30 dias de medicacdo parecem ser
seguros, uma vez que, apds este tempo de exposi¢ao nao foram
observadas reducdes significativas nos valores de resisténcia a
fratura radicular. O mecanismo pelo qual a dentina ¢ enfraquecida
pode ser explicado pela mudanga na sua matriz organica, uma vez
que, a resisténcia flexural deste tecido esta na inter-relagdo dos seus
dois principais componentes: cristais de hidroxiapatita e rede de
colageno. Parte da matriz organica € composta por proteinas acidas
e proteoglicanos. Tais substancias atuam como agentes de unido
entre a rede de colageno e os cristais de hidroxiapatita. O hidréxido

de calcio, devido ao seu ph alcalino, neutraliza, dissolve ou
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desnatura alguns dos componentes acidos que atuam como agentes
de unido, desse modo, enfraquecendo a dentina.

Holland et al. (2003) verificaram o processo de reparo,
utilizando exames histologicos, apds tratamento endoddntico em
sessao unica ou em duas sessoes, com uso de hidroxido de calcio
por 7 ou 14 dias entre as sessdes. Os melhores resultados foram
obtidos nos grupos com tratamento em duas sessdes, intercaladas
com o uso de pasta de hidréxido de calcio e propilenoglicol, durante
14 dias.

Em um estudo in vitro com o objetivo de avaliar a liberacao
de ions calcio e o pH de pastas a base de hidroxido de calcio, De
Andrade Ferreira et al. (2004) utilizaram pasta Calen com
paramonoclorofenol canforado, pasta LC (Lopes e Costa —
hidroxido de calcio com 6leo de oliva) e pasta de hidroxido de
hidréxido de célcio pro andlise com solucao salina esterilizada. Os
resultados demonstraram que a pasta calen e a pasta com solugdo
salina promoveram os maiores valores de liberagdao de calcio e os
mais elevados niveis de pH.

Leonardo et al. (2006) compararam o reparo apical
histologico de dentes de cdes com lesao periapical. Os tratamentos
endododnticos foram realizados em uma ou duas sessdes. Quando
em duas sessoes, a medicacdao de escolha entre as intervengdes foi
a pasta Calen pelo periodo de 15 dias. Os resultados demonstraram

um reparo significativamente melhor quando os dentes foram
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tratados em duas sessoes, utilizando a medicacdo intracanal entre
elas. Nos casos realizados em sessao unica os resultados nao foram
satisfatorios.

Para avaliar a resposta histologica dos tecidos periapicais
Silveira et al. (2007) utilizaram dentes de caes com necrose pulpar
e lesao periapical induzida por Enterococcus faecalis, realizando
tratamentos endodonticos em sessao unica ou duas sessOes,
aplicando como medica¢do intracanal o hidroxido de célcio
(HC+glicerinatPMCC — proporcao de glicerinae PMCC de 1:1 em
volume) durante 7 dias nos casos de tratamentos em duas sessoes.
A avaliacao de 6 meses apoOs tratamento demonstrou uma taxa de
sucesso de 46% nos casos de dentes tratados em sessao Unica e de
74% nos casos de dentes tratados em duas sessoes utilizando entre
clas o hidréxido de calcio como medicacdo intracanal. Tais
resultados indicam que o uso da medicagdo intracanal eleva
significativamente os indices de sucesso histologico.

Lana et al. (2009) avaliaram a efetividade do preparo
biomecanico, curativo de demora com pasta calen e pasta calen com
paramonoclorofenol canforado (PMCC) por 7 dias ou 14 dias na
eliminacdo do Enterococcus faecalis em canais de dentes humanos
extraidos. Concluiram que o uso de alguma das medicacdes foi
mais eficaz do que apenas o preparo biomecanico. Quando
associada a pasta calen por 7 ou 14 dias, foi atingido 70% de

eliminagdo bacteriana do interior dos canais, e quando utilizada a
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pasta calen + PMCC obtiveram uma reducdo de 100% da
contaminagdo apos 14 dias de medicacao intracanal.

Maekawa et al. (2011) realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar a eficacia do hipoclorito de sédio 2,5% e
clorexidina gel 2% como substincias quimicas auxiliares no
combate a Escherichia coli, bem como a neutralizacdo de suas
endotoxinas por meio do uso de medicagdes intracanal. Os
resultados demonstraram que ambas as substancias quimicas
auxiliares foram efetivas no combate ao microrganismo € que a
inativacao das endotoxinas s6 foi alcancada com a utilizagcdo de
medicac¢ado intracanal a base de hidroxido de calcio. Neste estudo
foram utilizadas a pasta calen e a pasta de hidroxido de calcio +
clorexidina gel 2% (propor¢ao 1:1 em peso e volume) pelo periodo
de 14 dias como medicacgao intracanal.

O objetivo do estudo de Arslan et al. (2014) foi avaliar o
efeito de diferentes solugdes irrigantes na remog¢ao do hidroxido de
calcio, manipulado com clorexidina gel 2%, de canais radiculares,
bem como, verificar a formacao do precipitado castanho-alaranjado
apos o uso destas solugdes. As solucdes utilizadas para remogao da
medicagdo foram o hipoclorito de sédio 1%, EDTA 17%, acido
maleico 7% e acido citrico 10%. Os resultados demonstraram que
existe dificuldade para remocao completa da medicacao do interior
dos canais, sendo as solu¢des de acido maleico e acido citrico

significativamente mais efetivas na remoc¢ao do hidroxido de célcio
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+ clorexidina gel 2%, ndo apresentando diferencas entre si, e a
formacgao do precipitado castanho-alaranjado foi verificada apenas
nos grupos tratados com o hipoclorito de soédio 1%.

A cisteamina ¢ um agente mucolitico utilizado para reduzir
a viscosidade do muco por meio da ruptura das proteinas, que sao
também componentes importantes da matriz extracelular de
biofilmes. O objetivo deste estudo foi determinar a eficacia da
cisteamina isolada ou combinada ao hidréxido de calcio no
combate ao biofilme de Enterococcus faecalis, comparada a agao
da clorexidina 2% + hidroxido de calcio. O biofilme fo1 cultivado
em discos de dentina por um periodo de 7 dias. Os resultados
demonstraram que a cisteamina isolada erradicou por completo os
biofilmes bacterianos na concentragdo de 200 mg/ml. A
combinac¢ao do hidroxido de calcio tanto com cisteamina a 10
mg/ml como com clorexidina 2% também foi satisfatoria para a
eliminagdao da contaminac¢ao, embora a CHX + HC tenha sido
menos efetiva (Guo ef al., 2016).

Para autores como Kahler et al. (2017), o hidréxido de
calcio tem sido amplamente utilizado no tratamento endodontico
de dentes permanentes jovens, a fim de alcangar a cura periodontal
¢ a formacdo de uma barreira apical. No entanto, tem sido
observada uma maior incidéncia de fraturas radiculares cervicais
em dentes tratados com hidréxido de calcio a longo prazo, sendo a

“fragilidade” radicular associada a alcalinidade desta medicagao.
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Porém, ao testar diferentes marcas comerciais de medicagdes a base
de hidroxido de calcio, e compard-las entre si e aos controles
positivos e negativos, pelos periodos de 0, 3, 6 ¢ 9 meses, 0s
resultados demonstraram que tais medicagdes nao sao associadas a
reducao da resisténcia a fratura de dentes ovinos, sendo o estagio
de desenvolvimento radicular mais relacionado a incidéncia de

fraturas, do que o uso de medicacao a base de hidroxido de célcio.

Microdureza Dentinaria

Reeh et al. (1989) pesquisaram a redugdo da rigidez
dentaria apds procedimentos endodonticos e restauradores. Os
resultados deste estudo demonstraram que procedimentos
endodonticos sao capazes de promover uma reducao de apenas 5%
na rigidez dentdria, sendo assim nao ocorre o enfraquecimento da
estrutura dentaria apds o tratamento endodontico.

Inimeras pesquisas sao conduzidas com o objetivo de
verificar interacdes entre os irrigantes endodonticos e as
propriedades mecanicas do tecido dentindrio, como o modulo de
elasticidade e resisténcia a flexao. Para Machnick et al. (2003), um
irrigante  ideal, além da capacidade antimicrobiana e
biocompatibilidade, deve apresentar efeitos minimos nas
propriedades fisicas do tecido dentindrio, uma vez que alteracdes

na microdureza dentinaria podem predispor o elemento dentario a
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fratura. O mesmo ocorre para a diminui¢do na resisténcia a flexao,
aonde cargas menores ja serdo suficientes para conduzir a falha do
tecido dentinario.

Oliveira et al. (2007) acreditam que a agdo de irrigantes
como hipoclorito de sodio e clorexidina na microdureza dentinaria
ainda nao esta bem estabelecida. Em seu estudo, utilizando raizes
humanas extraidas, expostas durante 15 minutos as solucdes de
clorexidina 2% e NaOCl 1%, avaliaram os efeitos destas solucdes
na microdureza dentinaria a 500 um e 1000 um da interface
polpa/dentina. Os testes foram realizados com o dispositivo de
microdurometro, utilizando a escala Vickers. Ambas solucoes
diminuiram significativamente a microdureza dentinaria quando
com paradas ao grupo controle (solu¢ao salina), ndo apresentando
diferencas estatisticas entre si. Valores menores de microdureza
foram obtidos para distancia de 500 um comparadas a 1000 um,
porém sem diferencas significativas. Foi concluido que a
clorexidina 2% e NaOCl 1% diminuem significativamente a
microdureza dentinaria a 500 e 1000 um da interface polpa/dentina.

Para autores como Cruz-Filho et al. (2011) a reducao da
microdureza da superficie do canal ¢ uma caracteristica desejavel.
O uso de agentes quelantes durante o preparo biomecanico dos
canais radiculares, promove a remog¢ao da smear layer, aumenta a
penetragdo das solugdes irrigantes no interior dos tubulos

dentinarios melhorando a capacidade de desinfecgdo e, reduz a
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microdureza dentinaria facilitando a acdo dos instrumentos
endodonticos no interior dos canais. Neste estudo, com o objetivo
de avaliar o efeito quelante de diferentes solucdes na microdureza
da superficie dentindria do canal radicular, utilizaram uma
metodologia de corte longitudinal das raizes para o teste de
microdureza. Foram utilizados 35 dentes humanos unirradiculares
extraidos, divididos em 7 grupos, os quais tiveram o canal ampliado
por meio de instrumentagdo mecanizada. Apds a clivagem das
raizes, a por¢ao convexa de cada uma das metades foi planificada
com pontas diamantadas em alta rotacdo, e a camada de dentina
entre a luz do canal e a superficie externa de cemento foi desgastada
em 45° com a finalidade de facilitar o polimento da superficie do
canal, bem como sua visualiza¢do no dispositivo microdurometro.
As superficies do canal foram polidas com discos de feltro e pasta
de oxido de aluminio. Os canais foram expostos durante 5 minutos,
de acordo com o grupo de tratamento, as seguintes solugdes: EDTA
15%, acido citrico 10%, acido malico 5%, acido acético 5%,
vinagre de macao, citrato de sdédio 10% e controle sem tratamento.
A microdureza dentinaria foi verificada através do indentador
Knoop com 40x de magnificagdo sob uma carga de 10g durante 15
segundos. Foram realizadas 3 indentacdes ao longo eixo de cada
metade radicular, sendo a primeira a lum da entrada do canal e as
demais distantes 200um entre si. O valor de microdureza

representativo de cada amostra foi obtido por meio da média das 3
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indentacdes. Os dados foram analisados por meio da analise da
variancia seguido pelo teste de comparacdo multipla Tukey-
Kramer, ao nivel de 5% de significancia. Como conclusao, exceto
para o citrato de sodio, todos os agentes quelantes diminuiram a
microdureza da dentina da superficie do canal, sendo o EDTA e o
acido citrico as solucdes mais efetivas.

O estudo de Aslantas et al. (2014) avaliou o efeito de
diferentes solugdes irrigadoras na microdureza dentinaria do canal
radicular. Os autores utilizaram raizes distais de terceiros molares
inferiores, divididas em duas metades, uma vestibular e uma
lingual. As raizes foram incluidas em resina acrilica mantendo a
porcao dentinaria do corte exposta. A microdureza dentinaria foi
aferida pr¢ e poOs tratamento, por meio do dispositivo
microdurdmetro utilizando a escala Vickers, com 250 vezes de
magnificacdo a uma profundidade de 300 um da interface
polpa/dentina. Foram realizadas 3 indentagdes utilizando uma
carga de 300g por um periodo de 20 segundos nos ter¢os médios
radiculares. Os tratamentos foram realizados durante 5 minutos
com 5 ml das seguintes solucdes: EDTA17%, EDTA 17% contendo
0,84g de cetrimida, NaOCl 6%, NaOCl 6% + modificador de
superficie, CHX 2%, CHX 2% + modificador de superficie. Os
resultados demonstraram que a adigdo de modificadores de
superficie falhou em alterar significativamente a microdureza

dentinaria quando comparada ao uso sozinho dos irrigantes. Além
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disso, EDTA e NaOCl reduziram significativamente a microdureza
dentinaria do canal radicular. Ainda, o EDTA, na presenga e
auséncia de surfactantes, promoveu uma significativa maior
redu¢do da microdureza dentinaria quando comparado a CHX e

NaOCl.

Resisténcia de Uniao

Prado et al. (2013) realizaram um estudo para verificar o
efeito de diferentes protocolos de irrigagao na resisténcia de uniao
de cimentos resinosos a dentina. Foram utilizados 180 pré-molares
unirradiculares. As unidades experimentais foram divididas em 18
grupos de 10, e diferentes protocolos de irrigacdo foram utilizados.
As raizes foram secas com cones de papel e os grupos 1 a 9 foram
preenchidos com cones de guta-percha + AH plus enquanto os
grupos 10 a 18 foram preenchidos com Resilon + Real Seal SE. O
System B foi utilizado para corte e condensacao da obturagdo e o
Sistema Obtura utilizado para preenchimento do canal. Apds o teste
do push-out as amostras foram divididas em duas metades e
avaliadas em microscopio eletronico de varredura para
determinagdo do padrao de falha do material obturador de acordo
com a porcentagem de substrato livre de material obturador (falha
adesiva = mais de 75% de substrato livre, falha coesiva = menos de

25% de substrato livre e falha mista = mais de 25 € menos de 75%
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de substrato livre). Os resultados demonstraram que nos grupos
gutta-percha/AH plus os maiores valores de adesdo foram obtidos
com a associacao de hipoclorito e acido fosférico ou clorexidina e
EDTA. Para os grupos Resilon/Real Seal SE maiores valores de
adesao foram observados quando a clorexidina foi utilizada como
irrigante durante o preparo principalmente quando associada ao
acido fosforico. O uso de uma irrigagao final com clorexidina em
ambas técnicas de obturacdo nao afetou a resisténcia de unido. Em
relacdo ao padrdao de falha nos grupos gutta-percha/AH plus foi
verificada principalmente falha coesiva enquanto que nos grupos
Resilon/Real Seal SE ocorreu o padrao de falha adesiva. Como
conclusdo os protocolos de irrigacdo interferem na resisténcia de
unido dos cimentos resinosos a dentina.

Para Ok et al. (2013) uma solugao irrigante ideal deveria
eliminar os microrganismos do sistema de canais, dissolver tecido
organico, ndo tendo efeitos negativos na resisténcia de unido dos
cimentos endodonticos as paredes dentinarias do canal. Portanto, o
objetivo de seu estudo foi avaliar e comparar o efeito do hipoclorito
de sodio 5,25%, solucao de clorexidina 2% e desinfeccao foto
ativada com azul de toluidina 0,01% na resisténcia de unido do
cimento endoddntico AH plus as paredes do canal radicular, por
meio do teste do push out. Foram utilizadas 15 raizes de pré-
molares apresentando apenas um canal, seccionadas e padronizados

no comprimento de 15 mm. Os canais foram ampliados e as raizes
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foram entdo divididas em 3 grupos (n=5): Gl - terapia
fotodinamica, G2 — clorexidina 2% e G3 — grupo controle (NaOCl
+ EDTA). Foram obtidos dois discos de dentina com 1mm de
espessura dos tercos cervical e médio de cada unidade experimental
(20 fatias por grupo) e submetidos ao teste do push out. Os
resultados ndo demonstraram diferencgas estatisticas significativas
em relagdo a resisténcia de unido do cimento endodontico &s
paredes do canal para os diferentes protocolos de descontaminagao.

Para se avaliar o efeito de diferentes técnicas de ativacao
da 1rrigagdo final na resisténcia de unido de um cimento
endodontico a base de resina epoxy, foram utilizados 80 pré-
molares humanos extraidos. Os dentes foram preparados e
divididos aleatoriamente em 4 grupos (n=20) e irrigados com SmL
de NaOCl 3% e SmL de EDTA 17% de acordo com os protocolos
de ativagdo: Controle (sem ativagao), MDA (ativacao manual com
cone de guta F4), CB (ativacao com CanalBrush) e UA (ativacao
ultrasonica), durante 1 minuto para cada irrigante. As amostras
foram secas com cones de papel e obturadas pela técnica do cone
unico com cimento AH plus e cones de gutta-percha F4. Apds o
push-out os modos de falha também foram analisados (microscopio
optico, 30x) e classificados: falha adesiva (cimento-dentina), falha
coesiva (dentro do cimento) e mista. Os resultados do push out
revelaram que o ter¢o coronario apresentou os maiores valores de

resisténcia de unido, principalmente para o grupo UA, enquanto
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que no tergo apical os maiores valores ocorreram no grupo MDA.
A falha coesiva foi a mais frequente entre os grupos, exceto na
regido apical do grupo MDA, onde a falha foi predominantemente
mista. Como conclusao verificou-se que a ativacao ultrassonica na
irrigacdo final melhora a resisténcia de unido do cimento AH plus
a nivel de ter¢o coronario e meédio e 0 mesmo ocorre a nivel de terco
apical quando aplicada a ativacdo manual da irrigacdo final
(Topcuoglu et al., 2014).

Graziele Magro ef al. (2014) avaliaram a interagdo entre
hipoclorito de sodio e inumeras formulagdes contendo clorexidina
e seus efeitos na dentina radicular através de MEV e push-out. As
amostras dentarias foram divididas aleatoriamente em 5 grupos:
G1: controle (sem clorexidina), G2: soluc¢ao de clorexidina 2%, G3:
gel de clorexidina 2%, G4: Concepsis (formulacao de clorexidina
da Ultradent) e G5: clorexidina plus (formulagdao com surfactante p
reduzir tensao superficial). As formulagdes de clorexidina foram
mantidas no canal durante 3 minutos. Em seguida os dentes foram
clivados para analise em MEV nos segmentos cérvico-mediano e
mediano-apical e scores foram obtidos. Para analise de push-out os
grupos foram divididos da mesma maneira citada anteriormente, e
apos os protocolos foram secados e obturados pela técnica do cone
unico com cone de gutta-percha F5 e cimento AH plus. Apds o teste
de push-out os padrdes de falha foram analisados em microscopio

otico com 40x de magnificagdo e classificados em: falha adesiva
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(ao longo da interface dentina/cimento), falha coesiva (dentro do
cimento) € mista (parcial adesiva e parcial mista). Os resultados da
avaliagdo em MEV revelaram uma menor presenca de detritos e
smear layer para o G1 (sem irrigagao final com clorexidina) em
ambos os segmentos analisados enquanto que entre os demais
grupos ndo existiu diferengas. Para os testes de push-out os
resultados ndo demonstraram nenhuma diferenga significativa
entre os cinco grupos testados e o modo misto foi a falha
predominante em todos os grupos independente do terco radicular.
Conclui-se que as formulacdes de clorexidina utilizadas para
irrigacao final promovem uma precipitacdo quimica de detritos e
smear layer na dentina radicular, o que pode ter sido resultado do
uso do NaOClI para preparo do canal, porém estes residuos nao
interferem na resisténcia de unido do cimento endododntico a
dentina radicular.

Ao realizar um estudo Dias ef al. (2014) compararam a
resisténcia de unido de cimentos endodonticos resinosos a dentina,
utilizando alcool isopropilico a 70% como irrigante final, com o
objetivo de secagem do canal, comparado as pontas de papel
absorvente. Foram utilizados para o estudo, 80 dentes divididos em
dois grupos de 40 conforme o protocolo de secagem, em seguida
subdivididos em grupos com n=10, conforme o material obturador
utilizado: AHplus/gutta-percha; Hybrid Root Seal/gutta-percha;
EpiphanySE/gutta-percha e EpiphanySE/resilon. Os resultados
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demonstraram que nos grupos onde foi utilizado alcool isopropilico
ocorreram os maiores valores de resisténcia de unido. Dentre os
grupos com diferentes cimentos utilizados, o AH plus demonstrou
os maiores valores de resisténcia de unido, com o padrao de falha
coesiva como o mais frequente. Como conclusdo, os autores
acreditam que uma irrigacao final com EDTA e alcool isopropilico
a 70% melhora a resisténcia de unido e a penetragao dos cimentos
endodonticos no interior dos tibulos dentinarios do canal radicular.

(Albino Souza et al. (2017)) verificaram a eficacia de
diferentes protocolos de descontaminacao final, e sua influéncia na
resisténcia de unido do material obturador a dentina radicular de
dentes humanos extraidos. Dentre os protocolos testados estavam a
clorexidina 2% e o extrato de semente de uva na concentracao de
6,5%. Os resultados demonstraram que as medicagdes nao

interferiram na resisténcia de uniao do material obturador.
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3 PROPOSICAO

Este estudo tem como objetivos:

- Verificar a efetividade da clorexidina gel 2%, hidroxido de
calcio, extrato de semente de uva, hidroxido de calcio + clorexidina
gel 2% e extrato de semente de uva + clorexidina gel 2% no
combate ao biofilme de Enterococcus faecalis apds o periodo de
15 dias de contato, por meio da contagem de unidades formadoras
de colonias.

- Verificar a influéncia da clorexidina gel 2%, hidroxido de
calcio, extrato de semente de uva, hidroxido de calcio + clorexidina
gel 2% e extrato de semente de uva + clorexidina gel 2% utilizados
como medicacao intracanal durante 15 dias, na microdureza do
tecido dentinario apos o periodo de medicacao, e na resisténcia de
unido do material obturador a dentina radicular, nos periodos de 21
dias apos a obturagdo e 12 meses apos a obturagao.

As hipoteses testadas foram:
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- As medicagOes intracanal sdo efetivas no combate ao
biofilme Enterococcus faecalis apds o periodo de 15 dias de

contato.

- As medicacgoes intracanal nao influenciam na microdureza
do tecido dentinario e também nado influenciam na resisténcia de
unido do material obturador a dentina radicular apos os periodos de

21 dias e 12 meses apos a obturacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido a aprovacio do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade de Passo Fundo pela plataforma

Brasil, e tem o parecer aprovado, nimero 2.033.198.

Obtencao das Amostras

Cento e vinte e seis dentes unirradiculares humanos
extraidos foram obtidos do Banco de Dentes da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Passo Fundo (UPF). Os dentes
foram congelados e armazenados até o inicio do experimento, no
intuito de preservar as propriedades dos tecidos dentarios. Dos 126
dentes, 60 foram destinados ao teste microbioldgico e 36 para o
teste de resisténcia de unido (18 para analise apos 21 dias da
obturagdo e 18 para analise apos 1 ano de armazenamento). As 30
raizes restantes do total de 126, foram utilizadas para o teste de
microdureza. Sendo assim, nao foram utilizadas amostras
contaminadas com FEnterococcus faecalis durante os ensaios

mecanicos, excluindo a possibilidade de infec¢des cruzadas.

Preparo das Amostras para o Teste Microbioldgico
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As porg¢des coronarias das 60 amostras foram seccionadas
na jun¢ao amelocementaria, de forma que o remanescente radicular
apresentasse um comprimento padrao de 15mm. Foi utilizado para
o corte, um disco de diamante dupla-face (modelo 1802.7015, KG
Sorensen, Cotia-SP, Brasil), acoplado na peca reta de baixa
rotagdo, utilizando agua para refrigeracao.

O comprimento de trabalho foi definido pela introdugdo de
uma lima do tipo K #10 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) ate
que a mesma fosse visualizada no forame apical, subtraiu-se 1
milimetro desta medida. As amostras foram instrumentadas por
meio do sistema ProTaper Next (Dentsply Maillefer, Ballaigues,
Suica) seguindo a sequéncia de limas X1, X2 e X3, complementado
com o preparo das limas X4 e X5 do mesmo sistema. Todos os
instrumentos foram utilizados no comprimento de trabalho com
velocidade de 250 rpm e torque de 2 N, no motor X-Smart Plus
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). As solucdes irrigantes
utilizadas para o preparo foram o hipoclorito de sédio (NaOCl) na
concentracao de 2,5% (Natupharma, Passo Fundo-RS, Brasil) - 2
ml a cada troca de instrumento, acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTAT) na concentracdo de 17% (Formula e A¢do, Sao Paulo-
SP, Brasil) - 5 ml durante 1 minuto e irrigagcdo final com solugdo

fisiologica esterilizada - 5 ml.

66



Apos realizado o preparo dos canais radiculares, as raizes
tiveram a superficie externa da extremidade apical hibridizada pela
técnica adesiva utilizada para restauracdes com resinas compostas
com o adesivo Scotchbond Universal (3M ESPE, Neuss, Germany)
(Franz et al., 2018), e os forames apicais foram selados com resina
composta fotopolimerizdvel para esmalte, cor A2, Z350
(BM/ESPE, St. Paul, MN, USA), formando um capuz com o
material em torno do dpice da amostra. Tambeém foi realizada a
impermeabilizagdo da superficie externa das raizes com duas
camadas de adesivo cianocrilato, SuperBonder (Henkel, Sao Paulo,
SP, Brasil), aplicadas com pincel, respeitando o periodo de 30
minutos entre as aplicacdes. Em seguida as amostras foram fixadas
com massa de silicone para impressdo, pasta densa (Speedex —
Coltene, New York, EUA), em um micro tubo de plastico de 1,5
ml (eppendorf), de modo que a raiz permanecesse na posicao
vertical voltada para cima, com a massa de silicone envolvendo-a
até seu terco medio (Figura 1).

As amostras foram divididas aleatoriamente em seis
grupos (n=10), e armazenadas em uma caixa de polipropileno
(Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, Estados Unidos) (Figura
1). Apds, as unidades experimentais foram esterilizadas em

autoclave a 120° C durante 30 minutos.
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Figura 1: Raiz fixada com silicona pesada no

interior de um eppendorf e caixa de
polipropileno com amostras posicionadas.

Controle de Esterilizacao

Dois dentes de cada grupo foram selecionados
aleatoriamente ¢ submetidos ao controle de esterilizacao. Cada
amostra selecionada foi irrigada com solucdo fisioldgica
esterilizada, e um cone de papel esterilizado com calibre #30
(Tanari, Manaus, AM, Brasil) foi colocado e mantido durante 30
segundos no interior de cada canal e em seguida transportados
individualmente para tubos eppendorf (Axygen Inc, Union City,

CA, EUA) identificados, contendo 1 ml de agua solugdo salina
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esterilizada. O material foi homogeneizado e semeado em placas
de petri com meio de cultura PCA (Plate Count Agar) pela técnica
das cinco gotas gota (pinga-se 5 gotas de 15uL. de cada amostra).
As amostras foram incubadas a 37° C durante 48 horas, a fim de
verificar o crescimento bacteriano. As amostras selecionadas para
controle bacteriano foram novamente distribuidas entre os grupos.
O procedimento de controle de esterilizacdo foi realizado sob
condi¢cdes estéreis no interior de uma camara de fluxo laminar,

prevenindo qualquer possibilidade de contaminacao das amostras.

Preparo do Indculo

A cepa bacteriana utilizada foi1 Enterococcus faecalis
(ATCC 29212), obtida no Laboratorio de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade de Passo Fundo
(ICB). As bactérias foram ativadas e cultivadas em caldo BHI
(Brain Heart Infusion) durante 24 horas a 37°C em estufa
bacteriologica. Apos o periodo de incubagdo, o grau de turbidez do
inoculo foi ajustado de acordo com a escala 1,0 de MacFarland,
que corresponde a 3,0 x 10° UFC/ml, referente a uma densidade

optica de 0,25 a 550 nm.
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Contaminac¢ao dos Canais Radiculares

Em cada uma das 60 amostras previamente esterilizadas,
foi realizada a inoculacdo, com auxilio de seringas descartaveis
esterilizadas de 1 mL, preenchendo completamente os canais
radiculares com a suspensao de Enterococcus faecalis. Essa cultura
de Enterococcus faecalis fo1 mantida nos canais durante 15 dias,
com renovagao do meio de cultura a cada 48 horas para garantir o
crescimento € o desenvolvimento bacteriano.

A cada 48 horas, seis dentes (1 de cada grupo)
aleatoriamente escolhidos foram submetidos ao controle
microbiano para verificar somente o crescimento de Enterococcus
faecalis, e auséncia de contaminacao por outras espécies. Nestas
amostras escolhidas, um cone de papel esterilizado com calibre #30
(Tanari, Manaus, AM, Brasil) era introduzido no canal radicular e
mantido durante 30 segundos, com movimentos circulares, tocando
as paredes do canal. Apds, o cone foi transferido para um
microtubo de plastico esterilizado contendo 1 ml de solugdo
fisiologica esterilizada, e a coleta foi homogeneizada em um
agitador, a fim de entdo realizar a semeadura por meio da técnica
das 5 gotas, em placas de Petri contendo PCA. As placas foram
incubadas a 37°C durante 48h, e apos este periodo foi verificada a
morfologia das UFCs cultivadas, e também realizada a coloracao

de Gram, confirmando a contaminagdo por apenas Enterococcus
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faecalis (Figura 2). Todos os procedimentos foram realizados sob
condicoes de assepsia em uma capela de fluxo laminar.

Apos o periodo de contaminacdo, na etapa de coleta, as
amostras foram irrigadas com solugdo fisiologica esterilizada, a

qual teve a fun¢ao de fluido de transferéncia.

Figura 2: Enterococcus faecalis, coloragdo de
Gram.

Coleta Inicial

Decorrido o periodo de contaminagdao (15 dias), foi
introduzida uma ponta de papel absorvente esterilizada de calibre
#30 no canal radicular de cada amostra, realizando movimentos
circulares a fim de tocar intencionalmente em todas as paredes do
canal, pelo periodo de 30 segundos. Depois disso, a ponta de papel

absorvente foi transferida para um microtubo contendo 1 ml de
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solucao fisiologica esterilizada. O material foi homogeneizado e
diluido na 10~. Aliquotas dos materiais foram semeadas em placas
de Petri contendo PCA, por meio da técnica das cinco gotas, no
local correspondente da dilui¢ao utilizada (Figura 3). As placas
foram 1dentificadas como coleta inicial e incubadas durante 24
horas a uma temperatura de 37°C. Apos o periodo de incubagao,
foi realizada a contagem do numero de unidades formadoras de
colonias (coleta inicial). Todas as contagens foram realizadas na

diluicdo 107.
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Classificacao dos Grupos de Tratamento

Apos a realizagdo da contaminagdo com Enterococcus

faecalis e coleta inicial, as amostras de cada grupo (n=10) foram

expostas as medicagdes intracanal de acordo com a divisao dos

grupos a seguir:

1.

Soro — solucdo fisiologica esterilizada (controle):
preenchimento dos canais com solucdo fisiologica
esterilizada.

CHX — clorexidina gel 2%: preenchimento dos canais com
clorexidina gel 2%.

Ca(OH)2+Soro — hidroxido de calcio PA: preenchimento
dos canais com pasta de hidroxido de célcio PA + veiculo
solucao fisiologica esterilizada, propor¢ao de 1g de pd para
Iml de veiculo (Maekawa ef al., 2011), levado ao interior
dos canais com auxilio de broca lentulo #30 (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Suica).

GSE+Soro — extrato de semente de uva: preenchimento
dos canais com pasta de extrato de semente de uva
(capsulas com 65mg de p6 do extrato - Healthy Origins,
Pittsburgh, PA, Estados Unidos) + veiculo solucao

fisioldgica esterilizada, proporcao de 1g de p6 para 1ml de
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veiculo, levado ao interior dos canais com auxilio de broca
lentulo #30.

5. Ca(OH)2+CHX - hidréxido de calcio PA + clorexidina gel
2%: preenchimento dos canais com pasta composta por
estes dois componentes, na proporcao de 1g de pd para 1ml
de gel, levado ao interior dos canais com auxilio de broca
lentulo #30.

6. GSE+CHX — extrato de semente de uva + clorexidina gel
2%: preenchimento dos canais com pasta composta por
estes dois componentes, na propor¢ao de 1g de p6 para Iml
de gel, levado ao interior dos canais com auxilio der broca

lentulo #30.

Apos a aplicagdo das medicagdes, as raizes tiveram a
entrada dos canais fechadas com bolinhas de algodao
esterilizadas, e foram armazenadas em estufa bacterioldgica,
com temperatura e umidade constantes (imersos em agua, com
renovagdo a cada semana). As medicagcdes permaneceram em

contato com os condutos pelo periodo de 15.

Coleta Final

Apo6s o periodo de contato com as medicagdes, cada canal

foi irrigado com 5ml de solugdo fisiologica esterilizada, a qual
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também exerceu a funcao de fluido de transferéncia. Um cone de
papel absorvente esterilizado calibre #30, foi introduzido no
interior de cada canal e agitado de maneira circunferencial com
toque intencional nas paredes, durante 30 segundos. Apos, cada
cone de papel foi transferido para um microtubo contendo 1ml de
solucao fisiologica esterilizada. O material foi1 homogeneizado e
diluido na 107. Aliquotas desta suspensio foram semeadas em
placas de petri com meio de cultura PCA, pela técnica das cinco
gotas. As gotas foram depositadas no local correspondente a
diluicdo utilizada, conforme realizado na coleta inicial. Estas
placas, identificadas como coleta final, foram incubadas durante 24
horas a 37°C. Apoés o periodo de incubagdo, foi realizada a

contagem do numero de UFCs.

Preparo das Amostras para as Analises de Resisténcia de Uniao

Trinta e seis raizes foram utilizadas para esta etapa da
pesquisa, sendo 18 destinadas aos grupos sem tempo de
armazenamento, ¢ 18 destinadas aos grupos de 12 meses de
armazenamento. As 18 raizes utilizadas para cada periodo foram
divididas aleatoriamente em 3 por grupo.

A ampliacdo dos canais foi realizada com instrumentos
rotatorios, conforme descrito na etapa microbioldgica desta tese,

com o preparo adicional de brocas largo I, II e III, afim de se obter
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um canal cilindrico com didmetro aproximado de 1,3mm. Nesta
fase, as unidades experimentais nao passaram pela etapa de
contaminacdo, sendo diretamente expostas as medicacoes
conforme descrito anteriormente na divisdo dos grupos de
tratamento.

Para a analise de resisténcia de unido, apds o periodo de 15
dias de contato com as medicac¢des, os canais foram irrigados com
solucdo fisioldgica esterilizada, e os remanescentes das
medicacdes foram removidos com auxilio de uma lima do tipo K-
flex #30 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Sui¢a). No momento em
que ndo foi mais visualizado nenhum remanescente de medicacgdo
durante a irrigagdo da raiz, a mesma foi mantida preenchida pelo
irrigante, € uma ativagdo ultrassonica do irrigante foi realizada.
Foram utilizados para o protocolo de irrigacdo passiva
ultrassonificada o aparelho de ultrassom (Profi II Ceramic, Dabi
Atlante, Ribeirdo Preto, SP — Brasil) na poténcia de 50%, no qual
foi acoplado o adaptador e ponta para ativagcdo ultrassonica de
irrigante dos canais (adaptador AU-03 e ponta TRA12, Trinks, Sao
Paulo, SP — Brasil). O inserto ultrassonico foi posicionado 2 mm
aquém do comprimento de trabalho e a ativacao foi realizada em 3
ciclos de 20 segundos, com renovagdo da solugao fisiologica a cada
ciclo (Simezo et al., 2017).

Apos a remogao das medicagdes do interior dos canais, 0s

condutos foram secados com cones de papel esterilizados F5

77



(Dentsply Industria e Comércio Ltda, Petrépolis-RJ, Brasil) do
sistema ProTaper (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) e
obturados pela técnica hibrida de Tagger (Cohen, 2011): aplicacao
de cimento obturador (AH plus, Dentsply DeTrey, Konstanz,
Germany) no cone principal de guta-percha (F5-Sistema ProTaper,
Dentsply Industria e Comércio Ltda, Petropolis-RJ, Brasil),
calibrado no comprimento de trabalho, posicionamento do cone
previamente calibrado no interior do canal radicular, nova
aplicacdo de cimento no cone principal e reposicionamento do
mesmo no interior do canal radicular. Em seguida, 2 a 3 cones
acessorios XF (Dentsply Industria e Comércio Ltda, Petropolis-R1J,
Brasil) foram introduzidos com auxilio de um espacador digital
“B” (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). Apds a colocacao dos
cones de guta-percha, um compactador termomecanico de
diametro #45, de 21mm de comprimento (McSpadden, Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Suica), calibrado 5mm aquém do
comprimento de trabalho, foi posicionado no interior do canal e
acionado com rotacao no sentido horario até o momento em que a
guta-percha ficasse em estado plastico. Apos a plastificacdo da
guta-percha, o condensador ainda em movimento, foi removido do
canal, ¢ a condensacao vertical, com um calcador de Paiva nimero

2 (SS White Duflex, Juiz de Fora, MG — Brasil) foi realizada.
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Apos a obturagao, foi realizado o corte do excesso de guta-
percha com auxilio da broca Largo III em baixa rota¢do (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Suiga).

Depois de obturadas, as amostras tiveram o primeiro
milimetro de cada canal selado com cimento obturador provisorio
(Villevie, Joinvile/Santa Catarina, Brasil) e em seguida foram
armazenadas no interior de uma estufa com temperatura constante
de 37°C, submersas em solucdo fisiologica esterilizada, a qual foi
renovada uma vez a cada 7 dias.

Decorridos 21 dias de armazenamento, trés raizes de cada
grupo foram fixadas com cera pegajosa em uma placa de acrilico
(60x20x3mm) para que pudessem ser posicionadas em uma
cortadeira metalografica. Foram realizadas sec¢des horizontais nas
raizes, obtendo-se um total de cinco fatias com aproximadamente
Imm de espessura de cada raiz, totalizando 15 discos de dentina e
material obturador por grupo (n=15) apos 21 dias de
armazenamento. Estes discos de dentina foram submetidos ao teste
de pushout por meio de uma maquina de ensaios universais
(EMIC). O mesmo procedimento foi realizado para as 18 raizes
restantes, trés de cada grupo, apos decorridos 12 meses da
obturacao.

Para o teste de pushout, os discos de dentina e material
obturador de cada grupo foram posicionados com a parte cervical

do corte voltada para baixo sobre a mesa (perfurada no centro) do
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dispositivo. Uma forca vertical de cima para baixo foi aplicada
perpendicularmente ao material obturador por meio de um pistao
metalico, o qual apresenta sec¢do circular, cobrindo a maior area
de material obturador possivel sem tocar as paredes de dentina
(Imm de diametro). O pistdo metalico estava conectado a uma
c¢lula de carga de 200N, a qual estava conectada a maquina de
ensaios universais (Emic). O teste foi realizado com uma
velocidade de Imm por minuto e a carga aplicada até que ocorresse
a extrusdo do fragmento de material obturador, obtendo-se no
computador conectado a maquina a medida de forga em newtons

necessaria para o seu deslocamento (Figura 4).

Figura 4: Disco de dentina sendo submetido ao teste de

pushout.

Apos os testes de pushout os discos de dentina foram
levados para o Laboratério de Metalografia da Faculdade de

Engenharia Mecanica da Universidade de Passo Fundo, aonde
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puderam ser observados no microscopio Optico Zeiss acoplado ao
computador, de forma que em um aumento de 50x visualizado no
monitor do dispositivo fosse possivel medir o perimetro do canal

na porg¢ao cervical e apical do disco de dentina (Figura 5).
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Figura 5: Medida do perimetro dos canais radiculares.
Laboratorio de Metalografia, Faculdade de Engenharia
Mecdanica, Universidade de Passo Fundo.

A medida do perimetro foi inserida na férmula C=2nR,
obtendo-se desta maneira, uma medida média dos raios. Esta média
dos raios foi utilizada para o calculo da area lateral do tronco do
cone, utilizando a formula, conforme descrito no trabalho de Dias
et al. (2014):

A = m.(R+71).[h? + (R-1)7]".
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A resisténcia de unido foi calculada em Mega Pascal
(Mpa), por meio da divisao da forca obtida no teste de pushout pela
area de superficie do canal. No mesmo momento, no microscopio
optico, foram observados e classificados os padroes de falha
(Figura 6) no material obturador em:

1) Falha adesiva: entre dentina e cimento, auséncia de
cimento nas paredes dentinarias do canal radicular.

2) Falha coesiva: falha do material obturador
(cimento/gutta-percha), presenga de cimento obturador nas paredes
dentinarias do canal radicular.

3) Falha mista: ambas as falhas puderam ser observadas.

Adesiva

Fioura 6: Padroes de falha do material obturador.
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Preparo das Amostras para a Analise de Microdureza

Para os testes de microdureza foram utilizadas 30 raizes,
divididas aleatoriamente entre os 6 grupos de tratamento. A
ampliagdo dos canais foi realizada com instrumentos rotatorios,
conforme descrito na etapa microbioldgica desta tese. Nesta fase,
as unidades experimentais também nao passaram pela etapa de
contaminacdo, sendo diretamente expostas as medicacoes
conforme descrito na divisdo dos grupos de tratamento.

Apo6s 15 dias de contato com as medicagdes, estas foram
removidas dos canais, da mesma maneira descrita para a realizacao
do teste de resisténcia de unido.

O preparo das amostras para o teste de microdureza seguiu
o trabalho descrito por Cruz-Filho et al. (2011). Sulcos foram
confeccionados nas superficies externas vestibular e ligual/palatina
com o uso de um disco de dupla face (mesmo utilizado para a
sec¢ao das porgdes coronarias) acoplado a peca reta e micromotor.
Com auxilio de um cinzel as raizes foram clivadas, obtendo-se
desta maneira duas metades, e um n=10 para o teste de
microdureza. As superficies dentinarias expostas apos a clivagem
das raizes foram desgastadas com ponta diamantada em alta
rotagdo em uma angulacio de 45°, a fim de facilitar a visualizagio
e polimento da luz do canal radicular. As metades radiculares

foram colocadas sobre uma bancada com a luz do canal voltada
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para baixo, apds foram cobertas por resina acrilica
autopolimerizavel e prensadas com uma placa de vidro, obtendo
assim uma base plana, mas mantendo a superficie da luz do canal
exposta. Apos montadas nas bases de resina acrilica, as amostras
tiveram as superficies dentinarias da luz do canal polidas com disco
de feltro e pasta de 6xido de aluminio.

A tentativa de indentacado na luz do canal fracassou devido
a irregularidade das paredes dos canais radiculares, aonde foram
encontradas inumeras regides de “pico” e “vale”, o que
impossibilitou a visualizacdo do defeito causado pelo indentador,
e consequentemente sua medida. Diante disso, para ndo ocorrer a
perda das amostras preparadas, foi selecionada a superficie de
dentina transversal ao longo eixo do elemento dentario, na altura
do terco médio da raiz. Dessa forma, as unidades experimentais
foram seccionadas transversalmente ao longo eixo da raiz, Smm
contados da embocadura do canal em direcao apical, expondo a
regido transversal do ter¢o medio radicular.

Inimeros estudos na literatura descrevem a metodologia de
realizacdo das indentacdes na superficie transversal. Os testes
seguiram a metodologia ja descrita nestes estudos (Slutzky-
Goldberg et al., 2004; Oliveira et al., 2007; Aslantas et al., 2014),
sendo realizadas 3 indentagdes com uma carga de 10g durante 15
segundos em cada amostra. A primeira indentacao foi executada

em uma profundidade de 500um da superficie do canal radicular
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em dire¢ao ao tecido cementario, e as demais distantes 200um da
primeira, uma em dire¢do vestibular e outra em direcao
palatina/lingual.

Para realizacdo do teste, as amostras foram fixadas
verticalmente em uma mini morsa. O indentador de escolha foi o
de Knoop, sendo realizadas 3 indentac¢des (Figura 7), cuja média
foi o valor de microdureza utilizado para a analise estatistica,

conforme descrito por Cruz-Filho ef al. (2011).

Figura 7. Indentacoes.

Analise Estatistica

Para a etapa microbioldgica do estudo, foram calculados
os percentuais de reducdo de Enterococcus faecalis a partir da
contagem inicial e final de unidades formadoras de colonias nos

diferentes grupos de tratamento, utilizando a seguinte formula:

Percentual de redugcdao = 100 — [(Valor final/Valor inicial) x 100]
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A capacidade de desinfeccao das medicagdes intracanal foi
verificada por meio da comparagdo das médias dos percentuais de
reducao bacteriana, utilizando o teste one-way ANOVA seguido
pelo post-hoc de Tukey.

Os dados de resisténcia de unido nao passaram no teste de
normalidade, entdo foi realizada analise estatistica de Kruskal-
Wallis para dados ndo-paramétricos e teste de comparagdao de
Student-Newman-Keuls.

Os padrdes de falha do material obturador apds o teste do
pushout foram analisados pelo teste chi-quadrado.

Os valores de microdureza foram analisados pelo teste
one-way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey.

Todas as analises utilizaram um nivel de significancia de
5%, e os dados foram analisados utilizando o programa SigmaPlot

versao 11.0 (Systat Software, Inc, Chicago, IL, Estados Unidos).
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S RESULTADOS

A média e desvio padrao dos percentuais de reducao de

Enterococcus faecalis estao expressas na Tabela 1.

Tabela 1: Média + desvio padrao do percentual de reducao de

Enterococcus faecalis apds exposi¢cao aos grupos de tratamento.

Grupo N Reducao Bacteriana™ (%)
1. Soro 10 2932 +1,76 €
2. CHX 10 89,78 £1,99 8
3. Ca(OH)2 + Soro 10 91,29 £1,435
4. GSE + Soro 10 92,96 +£2,07 8
5. Ca(OH)2 + CHX 10 98,25 £1,284
6. GSE + CHX 10 99,15 +£1,144

*Valores seguidos de letras diferentes na coluna sdo

estatisticamente diferentes.
Todas as medicagdes testadas foram efetivas no combate

ao biofilme de Enterococcus faecalis, apresentando mais de 90%

de reduc¢do bacteriana. As medicacoes a base de extrato de semente
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de uva e hidroxido de calcio, quando manipuladas com o veiculo
clorexidina gel 2%, apresentaram os maiores percentuais de
reducao microbiana (p<0,05), atingindo valores superiores a 98%.

Foi encontrada diferenca estatistica nos valores de

resisténcia de unido entre os grupos experimentais (p<0,001)

(Tabela 2).

Tabela 2: Valores de mediana e intervalo interquartil (IQ) da
resisténcia de uniao do material obturador a dentina radicular nos

dois intervalos de tempo.

Resisténcia de Uniao* (MPa)

Grupo Tempo 0 Tempo 12 meses
1. Soro 0,74/0,34° 0,21/0,14¢
2. CHX 0,51/1,02° 2,94/2,05"
3. Ca(OH)2 + Soro 1,19/141°% 2,60/2,174
4. GSE + Soro 2,59/2,594 3,00/ 1,05
5. Ca(OH)2 + CHX 0,69/0,61°% 0,62/0,72%
6. GSE + CHX 2,98/2,94 2,80/1,854

*Valores seguidos de letras diferentes tanto na coluna como na

linha sdo estatisticamente diferentes.
Nas amostras avaliadas sem periodo de armazenamento, o

extrato de semente de uva foi a medicagado intracanal que resultou

nos maiores valores de resisténcia de uniao do material obturador
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a dentina radicular, ndo apresentando diferencas significativas
quanto ao veiculo utilizado, clorexidina gel 2% ou solugdo
fisioldgica esterilizada. Apds um periodo de 12 meses de
armazenamento com temperatura e umidade constantes, as
medicacdes intracanal: clorexidina gel 2% e extrato de semente de
uva, independente do veiculo utilizado, ndo apresentaram
diferencas significativas, resultando nos maiores valores de
resisténcia de unido do material obturador a dentina radicular,
juntamente com o hidroxido de calcio + solucdo fisiologica.
Quando manipulado com o veiculo clorexidina gel 2%, o hidréxido
de calcio apresentou valores significativamente inferiores.

O tempo resultou em um aumento significativo dos valores
de resisténcia de unido do material obturador a dentina radicular
nos grupos 2 e 3, aonde foram utilizadas as medicacoes clorexidina
gel 2% e hidroxido de célcio + solucao fisioldgica,
respectivamente. Os grupos 4, 5 e 6 mantiveram os valores de
resisténcia de unido nos diferentes tempos. O grupo controle,
tratado com solucdao fisioldgica esterilizada apresentou uma
reducao significativa dos valores de resisténcia de unido apos os 12
meses de armazenamento.

Para os dados obtidos das amostras sem periodo de
armazenamento, o teste Chi-quadrado ndo reportou diferenca
estatistica significativa dos padrdes de falha do material obturador

apos o teste pushout (p>0,05), demonstrando que as medicacgoes
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nao promoveram alteragdes no modo de falha. A falha adesiva foi

o padrao mais freqiientemente encontrado (Tabela 3).

Tabela 3: Padroes de falha do material obturador nas amostras sem

periodo de armazenamento.

Padrao de falha (%)
Grupo Adesiva Coesiva Mista
1. Soro 74 13 13
2. CHX 54 13 33
3. Ca(OH)2 + Soro 60 20 20
4. GSE + Soro 40 53 7
5. Ca(OH)2 + CHX 67 33 0
6. GSE + CHX 40 40 20

Para os dados obtidos apos o periodo de armazenamento,
o teste chi-quadrado reportou diferenca estatistica significativa nos
padroes de falha do material obturador, demonstrando que as
medicagdes influenciaram o modo de falha apos 12 meses de
armazenamento das amostras (p<0,05), resultando principalmente
em um aumento no numero de padrdes de falha coesiva e
diminuicao das falhas adesivas, exceto para o grupo tratado com
hidroxido de célcio + clorexidina gel 2% que apresentou um

aumento no numero de falhas mistas (Tabela 4).
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Tabela 4: Padroes de falha do material obturador nas amostras com

12 meses de armazenamento.

Padrao de falha (%)

Grupo Adesiva Coesiva Mista
1. Soro 53 0 47
2. CHX 20 47 33
3. Ca(OH)2 + Soro 47 33 20
4. GSE + Soro 27 60 13
5. Ca(OH)2 + CHX 53 7 40
6. GSE + CHX 27 53 20

A média e desvio padrao dos valores de microdureza

dentinaria estao expressos na Tabela 5.

Tabela 5: Média + desvio padrdao da microdureza dentindria (MPa)

apds exposi¢do aos grupos de tratamento.

Grupo N Microdureza* (MPa)
1. Soro 10 25,83 4,845
2. CHX 10 32,48 + 5,414
3. Ca(OH)2 + Soro 10 28,11 5,748
4. GSE + Soro 10 22,85 +£4,82°
5. Ca(OH)2 + CHX 10 27,77 £7,02 48
6. GSE + CHX 10 21,94 +5,31°

*Valores seguidos de letras diferentes na coluna sao

estatisticamente diferentes.
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A clorexidina 2% resultou nos maiores valores de
microdureza, apresentando diferengas significativas (P =0,001) em
relagdo aos grupos do extrato de semente de uva e extrato de
semente de uva + clorexidina 2%, os quais foram semelhantes entre
si, e semelhantes aos grupos da agua destilada (controle), hidroxido
de calcio e hidroxido de calcio + clorexidina. Dessa forma, a
clorexidina gel 2% foi capaz de elevar os valores de microdureza
da dentina, e as medicacoes a base de extrato de semente de uva ou
hidroxido de calcio, independente do veiculo utilizado, nao

interferiram na microdureza do tecido dentinario.
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6 DISCUSSAO

O objetivo principal do tratamento endodontico ¢ realizar
uma adequada limpeza e modelagem do sistema de canais
radiculares. Isso se deve ao fato de que a grande maioria das
alteracOes patologicas que acometem a polpa e, consequentemente,
os tecidos periapicais, apresenta etiologia microbiana (Sundqvist,
1976). Neste cenario, os microrganismos desempenham um papel
fundamental na inducao e, principalmente, na perpetuagdo destas
condi¢oes (Kakehashi et al., 1965), sendo necessario um adequado
processo de descontaminagdo por meio do uso de substancias
quimicas e recursos auxiliares, que irdo contribuir para a limpeza
de todo o sistema, e de instrumentos endoddnticos, que irdo
contribuir para a modelagem do espaco principal do canal
radicular.

O sucesso do tratamento endodontico vai depender, além
de uma adequada descontaminagcdo e modelagem, da obturagdo
tridimensional do sistema de canais radiculares (Schilder, 1974),
usando materiais que apresentem propriedades bioldgicas e fisico-
quimicas ideais para o preenchimento deste espacgo. Estes materiais

devem apresentar capacidade de controlar a infiltracdo marginal e
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possibilitar a criacdo de um ambiente favoravel para a regeneragao
tecidual na regido periapical (Sjogren ef al., 1990; Gutmann, 1992).

Por mais que protocolos atuais, atingindo mais de 99,75%
de reducdo bacteriana, permitam a finalizagdo dos tratamentos
endodonticos em sessao Unica (Xavier et al., 2013), a umidade ou
secregdes persistentes nos canais impedem a finalizagdo do
tratamento, sendo necessario lancar mao do uso das medicagdes
intracanais com o objetivo de manter o estado de desinfeccao entre
as sessoes de tratamento.

A presenca de umidade ou secregdes oriundas da regido
periapical pode levar a infiltracio do material obturador,
consequentemente, recontaminando o sistema de canais
radiculares, levando ao insucesso da terapia endodontica.

As medicagoes intracanal devem apresentar propriedades
bactericidas nao interferindo, tanto nas propriedades mecanicas do
tecido dentindrio como na resisténcia de unido do material
obturador a dentina radicular (Albino Souza et al., 2017), podendo
ser também, mais uma ferramenta no combate a infec¢do periapical
nos casos cuja terapia endodontica ndo alcanca a situacdo de
paténcia foraminal.

O Enterococcus faecalis ¢ um microrganismo anaerobio
facultativo que ¢ altamente resistente ao preparo quimico-
mecanico convencional e frequentemente ¢ encontrado nos casos

de insucesso do tratamento endoddntico (Pinheiro et al., 2003).
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Este microrganismo tem varios fatores de viruléncia e ¢ capaz de
resistir a longos periodos de limitacdo de nutrientes, persistindo
como um patdégeno no canal radicular (Figdor er al, 2003;
Tendolkar et al., 2003). O modelo de crescimento bacteriano
utilizado neste estudo ja havia sido relatado em estudos anteriores
que se concentravam em estratégias antimicrobianas contra
Enterococcus faecalis (De Almeida et al., 2014; Ghinzelli et al.,
2014; Albino Souza et al., 2017). Este microrganismo foi escolhido
devido a sua capacidade de penetrar tubulos dentinarios e colonizar
o sistema de canais radiculares (Sedgley et al., 2005). No entanto,
nao ha consenso na literatura sobre o tempo necessario para realizar
esse crescimento bacteriano, com estimativas variando de 24 horas
(Chavez De Paz et al., 2010) a 50 dias (Grundling ef al., 2011). No
presente estudo, foi adotado o periodo de 15 dias de contaminacao,
acreditando ser um tempo suficiente para propiciar o crescimento
bacteriano e garantir que as medicagdes intracanal pudessem ser
efetivamente testadas.

O modelo de contaminacdo com Enferococcus faecalis
desta pesquisa foi realizado em dentes humanos extraidos. Os
dentes humanos utilizados foram obtidos junto ao Biobanco da
Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo, onde
existe um rigoroso controle de armazenamento e divisao por faixa
etaria dos dentes extraidos, o que, além de assegurar uma

padronizagao morfoldgica e estrutural das amostras, contribui para
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a simulagdo das reais condi¢des clinicas em que sdo utilizadas as
medicagdes intracanal.

A ampliacdo dos canais radiculares foi realizada
previamente a contaminagdo, de forma similar a estudos prévios
(De Almeida et al., 2014; Ghinzelli ef al., 2014; Cecchin, Farina,
et al., 2015). Isso assegura uma adequada padronizacdao do
diametro do canal radicular e criagao de um espago adequado para
o crescimento bacteriano, além do fato que a realizagao do preparo
apos a contaminag¢ao, possivelmente eliminaria consideravelmente
o numero de microrganismos, impossibilitando a avaliagao da
desinfeccao promovida pelas diferentes medicagdes testadas.

Atualmente, existem diferentes metodologias laboratoriais
para que seja avaliado o grau de descontaminacao proporcionado
por um determinado protocolo. A presente pesquisa utilizou a
contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs) para avaliar
os efeitos dos tratamentos propostos. Este método foi escolhido
com base em estudos anteriores (Evans ef al., 2003; Menezes et al.,
2004; Grundling et al., 2011; De Almeida et al., 2014; Ghinzelli et
al., 2014; Cecchin, Farina, et al., 2015) uma vez que permite, de
uma forma aceitavel, a quantifica¢ao de bactérias a partir do espaco
do canal radicular (Peters et al., 1995).

Dois momentos de coleta bacteriana foram estabelecidos:
inicial e final, com o objetivo de verificar a quantidade de

contaminagcdo prévia ao tratamento proposto, € o grau de
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descontaminagao final de cada amostra, por meio de um percentual
de redu¢ao microbiana, apos execugao do tratamento. No entanto,
as amostras microbiologicas so foram coletadas a partir do canal
principal. Dessa forma, ndo foi possivel avaliar a presenca de
bacterias na profundidade dos tubulos dentindrios ou o numero de
células viaveis, como no caso de estudo prévio (Béttcher et al.,
2015), onde a viabilidade bacteriana foi quantificada através de
médias, a partir da realizacao de microscopia laser confocal.

A clorexidina € considerada uma base forte da familia das
bisbiguanidas que apresenta propriedades catidonicas (Nerurkar et
al., 1995). Estudos anteriores demonstraram que na forma liquida
na concentracao de 2%, a clorexidina apresenta uma capacidade de
neutralizacdo completa de Enterococcus faecalis do interior do
canal radicular (Albino Souza et al., 2017). O mecanismo de agdo
antimicrobiana desta substancia pode ser explicado através da
interacdo com a parede celular bacteriana, promovendo um
desequilibrio osmotico, que permite a entrada do farmaco no
interior da célula, conduzindo a morte da bactéria (Gomes et al.,
2003).

Além de uma efetiva agdo antimicrobiana contra patdgenos
endodonticos (Ferraz et al., 2001; Menezes et al., 2004; Dametto
et al., 2005), a clorexidina também apresenta substantividade.
Através de um processo de adsorcgao, liga-se a hidroxiapatita, e ¢

liberada lentamente a medida em que sua concentragdo no meio
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decresce (Carrilho et al., 2010). De acordo com estudo prévio
(Souza et al., 2012), a clorexidina, gel e liquida, permaneceu retida
na dentina radicular por até 90 dias. Ao mesmo tempo, Bottcher et
al. (2015), demonstraram uma reducao significativa do percentual
de células bacterianas viaveis de Enterococcus faecalis apos 30
dias da utilizacdo de clorexidina 2% na dentina radicular humana.
Além disso, em conjunto com a a¢do antimicrobiana € a
substantividade, a clorexidina nao interfere na estabilidade de
unido entre o material restaurador e a dentina (Carrilho, Carvalho,
et al., 2007; Carrilho, Geraldeli, et al., 2007) e apresenta auséncia
de citotoxicidade (Ribeiro et al., 2005). Por essas razoes, a
clorexidina gel na concentracdo de 2% foi1 a substancia escolhida a
ser testada como veiculo das medicacOes intracanais.

Uma das medicagdes utilizadas no presente estudo, foi o
extrato de semente de uva, o qual apresenta em sua composi¢ao
proantocianidinas e compostos fendlicos. De acordo com estudos
prévios, estes componentes possuem propriedades antimicrobianas
contra bactérias Gram positivas e Gram negativas (Al-Habib ef al.,
2010; Kao et al., 2010; Furiga et al., 2014), atuando no combate de
patdégenos endodonticos, tais como cepas de Streptococcus ssp
(Thimothe et al., 2007; Furiga et al., 2009), o que ajuda a explicar
sua efetiva capacidade de neutralizagdo do Enterococcus faecalis

na presente pesquisa.
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Além da acao antimicrobiana, relatada em estudos prévios
e confirmada no presente estudo, este extrato apresenta
propriedades que podem agregar aspectos positivos dentro da
terapia endodontica. As proantocianidinas, que interferem
positivamente nas propriedades mecanicas da dentina (Cecchin,
Pin, et al., 2015), além de reduzir a absor¢ao de agua ¢ estabilizar
a degradacdo do colageno na estrutura dentinaria (Aguiar et al.,
2014; Vidal et al., 2014). Estas propriedades irdo contribuir para a
manutencdo da qualidade do substrato dentinario, para posterior
obturacdo endodontica e restauragdo coronaria, utilizando
materiais resinosos.

Dessa forma, o extrato de semente de uva pode ser
considerado uma alternativa eficaz como medica¢ao intracanal,
contribuindo tanto para o processo de descontaminagao do sistema
de canais radiculares, como para a manutengao das propriedades
mecanicas da dentina. No entanto ha uma importante observagao,
a qual ndo faz parte dos objetivos da presente pesquisa, mas €
fundamental que seja salientada. Os grupos tratados com extrato de
semente de uva apresentaram um alto grau de pigmentagdo das
raizes. Dentre os veiculos utilizados, a clorexidina produziu
visivelmente maior pigmentagdo radicular, a qual certamente em
elementos que possuam por¢ao coronaria, promoveria uma
significativa alteracao de cor, contraindicando o uso da medicagao

em situacoes clinicas.
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O potencial antimicrobiano do extrato de semente de uva ¢
bastante significativo, semelhante ao hidréxido de calcio. Quando
ambas medicagdes utilizaram o veiculo clorexidina gel 2%,
atingiram mais de 98% de reducdo microbiana, demonstrando a
capacidade de ampliagdo do efeito antimicrobiano promovido pela
clorexidina, o qual foi significativamente mais elevado quando
comparado ao soro fisioldgico. Tais caracteristicas estimulam a
busca pelo aprimoramento da medicagdo, no sentido de se evitarem
as alteragdes cromaticas dos elementos dentarios, as quais nao
foram observadas quando o extrato foi utilizado apenas como
protocolo de descontaminacao final, na concentragao de 6,5% no
estudo de Albino Souza et al. (2017).

Utilizado durante décadas como medicacao intracanal na
endodontia, o hidroxido de célcio também fez parte dos grupos de
tratamento do presente estudo.

Um periodo minimo de tempo em contato com o canal
radicular € necessario, para que ocorra a difusdao do hidroxido de
calcio e 0 mesmo exerca sua atividade bactericida. A fim de que a
alcalinidade da medicacao atinja a superficie externa radicular, este
periodo deve ser de 15 dias (Nerwich ef al., 1993; Holland ef al.,
2003; Leonardo et al., 2006; Leonardo, 2012), sendo assim, este
foi o periodo de tempo de contato das medicagdes intracanal

adotado na presente pesquisa.
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Por mais eficaz que sejam os protocolos de preparo
endodontico atuais, os mesmos ainda ndo atingem inativacao
completa da contaminacdo (Ordinola-Zapata et al., 2013), e a
infec¢ao residual ainda ¢ uma causa comum dos insucessos da
terapia endodontica (Paiva ef al., 2012).

A permanéncia dos microrganismos Gram negativos no
interior do sistema de canais e regido periapical, traz a tona um
agravante, o LPS (lipopolissacarideo), presente na parede celular
bacteriana. E uma endotoxina que contribui para persisténcia da
lesdo periapical cronica. Dessa forma, o emprego do hidroxido de
calcio como medicacao intracanal entre as sessoes de tratamento,
se torna efetivo, pois possui a capacidade de neutralizar as
endotoxinas, mantendo o estado de desinfec¢ao (Maekawa et al.,
2011; Leonardo, 2012).

Inimeros  estudos  confirmaram a  efetividade
antimicrobiana do hidroxido de calcio no combate ao Enterococcus
faecalis (Leonardo et al., 2000; Leonardo et al., 2006; Silveira et
al.,2007; Lana et al., 2009; Leonardo, 2012; Guo et al., 2016). Nos
casos de lesoes periapicais induzidas por esta bactéria, o tratamento
durante 15 dias com o hidroxido de calcio, elevou
significativamente o indice de sucesso histoldogico, em comparacdo
aos tratamentos de sessao Unica (Leonardo ef al., 2006; Silveira et
al.,2007), além de apresentar propriedade antiexsudativa e inducao

da formagdo de tecido mineralizado (Leonardo, 2012). Estas
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caracteristicas, fazem do hidroxido de calcio a medicacdo de
escolha para os casos de impossibilidade de secagem dos canais.

No presente estudo, a pasta de hidroxido de calcio foi
utilizada com a variagdo de dois veiculos. A solucao fisioldgica
esterilizada foi escolhida como um deles, por apresentar maiores
valores de liberagao de calcio e os mais elevados niveis de pH (De
Andrade Ferreira et al., 2004), sendo comparada com o gel de
clorexidina 2%, um efetivo agente bactericida, utilizado com o
objetivo de amplificar o potencial antimicrobiano da medicagao.

Os resultados demonstraram diferengas significativas entre
os dois veiculos na reducao bacteriana, sendo a clorexidina a mais
efetiva, atingindo 98,25% de reducdo. A propor¢dao de medicagao
e veiculo utilizada foi de 1:1 em peso e volume, conforme
preconizado por estudos prévios (Maekawa et al., 2011).

Autores como Arslan et al. (2014) atentam para a formacgao
do precipitado castanho-alaranjado, resultado da interagdo entre a
clorexidina da medicagdo intracanal, e a solucdo irrigante
hipoclorito de sodio utilizada para sua remocao. Alem da
dificuldade para elimina¢ao completa da medicagao do interior dos
canais, independente do veiculo utilizado.

Dessa forma, ambas medicacdes, extrato de semente de
uva e hidroxido de calcio, se mostraram efetivas no combate ao
biofilme de Enterococccus faecalis, atingindo uma redugado

bacteriana significativamente maior quando utilizado o gel de
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clorexidina 2% como veiculo, pelo periodo de 15 dias, aceitando a
hipdtese inicial do estudo.

A resisténcia de unido ¢ um principio fisico que pode ser
definido como a forga de atracao entre corpos de espécies quimicas
diferentes. Na odontologia, o teste de pushout tem sido utilizado
como um dos principais recursos no intuito de quantificar a
resisténcia de unido entre diferentes materiais e estruturas
dentarias, sendo inicialmente aplicado para mensurar a adesao de
pinos no interior dos canais radiculares (Patierno ef al., 1996) e,
mais recentemente, aplicado para avaliar a resisténcia de unido de
materiais obturadores a dentina radicular (Dias et al., 2014;
Graziele Magro et al., 2014; Albino Souza et al., 2017). Neste
teste, discos ou fatias radiculares, com uma espessura de 1 mm, sao
confeccionados perpendicularmente ao longo eixo do material de
preenchimento (Goracci et al., 2004) e a resisténcia de unido ¢
determinada por meio da mensuragdo da forca compressiva
necessaria para deslocar o segmento do pino ou material obturador,
utilizando um dispositivo de menor diametro em contato com este
material. A partir disso, € feito um calculo entre a carga necessaria
para o deslocamento do material e a area interfacial entre o material
¢ a parede do canal, quantificando a resisténcia de unido (Chandra
e Ghonem, 2001).

De acordo com a literatura, o teste de pushout ¢ compativel

com a situacao clinica (Sousa-Neto et al., 2005; Huffman et al.,
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2009); permite uma padronizacdo acurada das amostras (Sousa-
Neto et al., 2005); produz forcas mais efetivas de deslocamento do
material (Drummond et al., 1996); e produz menor estresse na
interface de adesdo durante a confeccdo dos discos ou fatias
radiculares, quando comparado aos testes de tensao e cisalhamento
convencionais (Ungor et al., 2006; Soares et al., 2008). Por essas
razoes, o teste de pushout foi utilizado no presente estudo para
avaliar a influéncia das diferentes medicacoes sobre a resisténcia
de unido do material obturador a dentina radicular, além de analisar
a incidéncia e o padrao de falha do material obturador apds a
realizacao deste teste.

Na presente pesquisa, os canais radiculares foram
obturados com cones de guta-percha convencionais € o cimento
endodontico AH Plus, apds o periodo de contato das medicagdes
intracanal, estando em acordancia com a metodologia proposta por
estudos anteriores (Prado et al., 2013; Dias et al., 2014; Graziele
Magro et al., 2014; Topcuoglu et al., 2014). A utilizagdo deste
cimento endodontico isoladamente nao ¢ indicada de acordo com
as especificacdes do fabricante. Dessa forma, a associagdo do
cimento endoddntico com cones de guta-percha contribui para um
adequamento selamento do sistema de canais radiculares, além de
nao apresentar citotoxicidade apds seu periodo de presa (Zhou et
al., 2015). A escolha do cimento AH Plus foi baseada em suas

caracteristicas de ser um cimento resinoso de facil manipulacao,
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apresentar auséncia de estresse de polimerizacdo, adequado
escoamento e, principalmente, elevada resisténcia de unido a
estrutura dentinaria (Souza et al., 2009; Carneiro et al., 2012).

De acordo com a literatura, a clorexidina nao interfere
negativamente na capacidade de adesdo dos cimentos endodonticos
a dentina (Mohammadi e Abbott, 2009; Albino Souza et al., 2017),
além de inibir a agao de metaloproteinases (Carrilho, Geraldeli, et
al., 2007; Breschi et al., 2010) e cisteinas catepsinas (Scaffa ef al.,
2012), proteinas diretamente envolvidas no processo de
deterioracdo do coldgeno e que prejudicam a adesdo a estrutura
dentinaria. No entanto, no presente estudo, a clorexidina
demonstrou valores baixos de resisténcia de unido em um periodo
proximo a sua aplicagdo. Por outro lado, apos 12 meses de
armazenamento elevou significativamente os valores de adesao,
dessa forma, ndo contraindicando sua aplicagdo no interior dos
canais radiculares.

O extrato de semente de uva possui proantocianidinas em
sua composi¢do, que também tem o efeito inibitorio sobre o grupo
de enzimas acima citado (Epasinghe et al., 2013), apresentando
capacidade de aumentar o numero de ligacdes cruzadas do
colageno em tecidos como a dentina, o que melhora a adesdo nestas
superficies (Bedran-Russo ef al., 2014). Tais resultados vao ao
encontro dos resultados da presente pesquisa, aonde o tratamento

com esta medicagao resultou nos maiores valores de resisténcia de
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unido, os quais foram mantidos apds o periodo de 12 meses de
armazenamento das amostras. Novos estudos, com tempos de
armazenamentos superiores ao aqui utilizado sdo incentivados,
pois poderiam resultar em um aumento significativo nos valores de
resisténcia de unido do material obturador a dentina radicular, apds
o uso desta medicacao.

Quando um correto protocolo de remog¢ao de medicagao do
interior dos canais € aplicado, as medicacoes a base de hidroxido
de calcio ndo sao capazes de interferir na resisténcia de uniao do
cimento AH Plus a dentina radicular (Wanees Amin et al., 2012;
Akcay et al., 2014). Porém, os resultados aqui obtidos, revelaram
uma significativa reducdo nos valores de resisténcia de unido,
quando o hidroxido de calcio ¢ utilizado tendo como veiculo a
clorexidina gel 2%. Tais valores foram mantidos baixos mesmo
ap6s o periodo de armazenamento, o que leva a crer que o po de
hidroxido de célcio impede a atuagao benéfica da clorexidina sobre
o tecido dentinario, a qual aumentaria os valores de resisténcia de
unido.

Desta forma, medicacoes a base de extrato de semente de
uva interagem positivamente na adesao do material obturador a
dentina radicular, elevando os valores de resisténcia de unido,
independentemente do veiculo utilizado.

Quando a medicac¢ao de escolha for o hidroxido de calcio,

o veiculo indicado ¢ a solugdo fisiologica esterilizada, a qual
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permite o aumento dos valores de resisténcia de unido do material
obturador a dentina radicular, apos 12 meses de armazenamento.

Nesse sentindo, novos estudos avaliando medicacdes a
base de hidréxido de calcio, com veiculos aquosos, como o
Ultracal, devem ser realizados. Com o objetivo de verificar a
influéncia das misturas prontas pré injetaveis na adesao do material
obturador. Uma vez que, estas formas farmacéuticas sejam de
muita praticidade na sua aplicacao clinica.

Devido a diminuic¢ao dos valores de resisténcia de unido do
material obturador a dentina radicular, a clorexidina gel 2%
utilizada como veiculo para a medicacao a base de hidréxido de
calcio pode ser evitada, optando-se entdo pelo seu uso na forma
liquida durante o protocolo irrigante de descontaminacao final.

Ao observar e classificar os padroes de falha do material
obturador, apos a realizagao do teste de pushout, foi verificado que,
sem periodo de armazenamento, as medicagdes nao promoveram
alteracdes significativas no modo de falha do material obturador.

No entanto, apoés os 12 meses de armazenamento,
diferencas estatisticas significativas nos padroes de falha do
material obturador foram observadas, sendo as falhas adesivas
substituidas por falhas do tipo coesiva, estando tais resultados em
acordancia com os resultados de Prado et al. (2013), e Dias et al.
(2014), que verificaram a presen¢a da falha coesiva como a mais

frequente quando utilizado o cimento endodontico AH plus e gutta-
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percha como material obturador. Por outro lado, Graziele Magro et
al. (2014) relatam o padrao de falha misto como predominante
quando utilizada a combinagdo de AH plus e gutta-percha para
obtura¢ao do canal radicular.

No presente estudo, a predominancia do padrao de falha
coesiva apoOs os 12 meses de armazenamento, provavelmente seja
consequéncia do aumento nos valores de resisténcia de unido,
fazendo com que a falha ocorresse no interior da massa obturadora
ao inves da interface obturacdo/dentina. Esse tipo de falha coesiva,
pode ser benéfico para o tratamento endodontico, pois remete a
maior resisténcia de unido do material obturador as paredes
dentinarias do canal radicular, o que pode ser correlacionado a uma
maior capacidade de selamento da obturagdo do sistema de canais
radiculares.

As mudancgas causadas nas propriedades fisicas do tecido
dentinario, devem, de fato, ser levadas em consideragdo, pois apos
a terapia endododntica, o elemento dentario precisa ser restaurado e
sua funcao reestabelecida. Dessa forma, alteracdes na microdureza,
modulo de elasticidade e resisténcia a flexdo podem ser critérios
decisivos na prevencao de trincas e fraturas. Estudos demonstram
que alteragdes promovidas pelos irrigantes endodonticos em tais
propriedades, resultam na susceptibilidade dentindria a fratura
(Machnick et al., 2003). Por outro lado, pesquisadores afirmam que

a terapia endodontica ¢ capaz de promover uma redugao de apenas
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5% mna rigidez do elemento dentario, indicando que os
procedimentos endodonticos ndo sdo capazes de enfraquecer a
estrutura dentaria (Reeh ef al., 1989). No entanto, a filosofia atual
de terapia endodontica difere bastante da preconizada no ano de
publicagdo destes resultados.

O presente estudou também objetivou verificar o efeito de
diferentes medicacOes intracanal sobre o tecido dentinario de
canais radiculares de dentes humanos extraidos. A microdureza de
Knoop foi o critério escolhido, ao invés da microdureza de Vickers,
com base na metodologia de Cruz-Filho et al. (2011), a qual
realizou indentagdes na superficie do canal radicular. Nestas
superficies, existem poucas regides de areas planas para realizar a
indentagdo, o que justifica a escolha do cristal de Knoop, pois
apresenta uma superficie menor do que outros cristais de
indentagdo. No entanto, apos o preparo das amostras ¢ inicio dos
testes de microdureza, surgiu a dificuldade em obter foco na
imagem das indentacdes, € inimeras vezes foram observadas
indentagdes incompletas.

A superficie das paredes dos canais radiculares nao ¢
regular, ou seja, apresenta areas mais elevadas e areas mais baixas
(picos e vales), o que explica a dificuldade em obter o foco no
dispositivo microdurdometro, para a visualizagdo do defeito criado.
Em inumeros casos foram observadas indentagdes incompletas,

oriundas da irregularidade da superficie, ume vez que a ponta do
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indentador pode ter contato apenas nas areas mais altas. Para o
projeto piloto, foram utilizadas 5 amostras, as quais apresentavam
canais amplos e superficies regulares, o que justifica a ndo
observancia de indentagdes incompletas.

Desta forma, afim de nio descartar as amostras ja
preparadas, e também devido a dificuldade de obtengdo de dentes
humanos, optou-se por realizar uma modificagdo na metodologia,
realizando as indentacdes na superficie transversal ao longo eixo
do elemento dentario, conforme descrito no estudo de Aslantas et
al. (2014).

O estudo de Aslantas et al. (2014), utilizou cortes
transversais nas raizes nao clivadas, obtendo trés amostras,
correspondentes aos ter¢os cervical, médio e apical, realizando as
indentacoes em uma profundidade de 500um de dentina, contados
a partir da parede do canal radicular, indo em direcdo ao tecido
cementario.

O presente estudo ndo objetivou avaliar a microdureza por
ter¢os do elemento dentario, portanto as mesmas amostras clivadas
e fixadas mnas placas de acrilico foram seccionadas
transversalmente ao longo eixo do elemento dentario, a Smm da
entrada do canal. O uso desta medida ¢ explicado pelo fato que,
durante o periodo de contato com as medicagdes, os canais foram
selados com bolinha de algodao e cimento obturador provisorio.

Sendo assim, afim de evitar a area de contato com o selamento do
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canal, a sec¢ao foi realizada abaixo do mesmo, expondo uma area
de dentina que esteve em intimo contato com as medicacoes
utilizadas na pesquisa.

As amostras foram fixadas verticalmente por meio de uma
mini morsa, € uma indentacao foi realizada a uma profundidade de
500um da superficie do canal, conforme descrito no estudo de
Aslantas et al. (2014). Apos a primeira indentacdo, mais duas
foram realizadas, uma para o lado direito e para o lado esquerdo,
ou seja, mais a vestibular e mais a palatina/lingual da primeira
indentagao, distantes 200um entre si, totalizando 3 indentagdes por
unidade experimental. A média das 3 indentagdes foi o valor
referéncia de microdureza utilizado para cada amostra, conforme
descrito por Cruz-Filho ef al. (2011).

Alguns autores acreditam que uma redu¢do na microdureza
dentinaria ¢ uma caracteristica desejavel, isto quando ela estiver
localizada na superficie das paredes do canal radicular, pois o
“amolecimento” superficial da dentina facilita a acdo de corte dos
instrumentos endodonticos, aumentando sua efetividade. Tal
caracteristica ¢ alcancada por meio do uso de determinados
irrigantes endodonticos, que ao mesmo tempo irdo remover a
smear layer permitindo a maior penetracdo das solugdes
bactericidas (Cruz-Filho ef al., 2011). Sob outra perspectiva, a acao
dos irrigantes endodonticos na microdureza ainda ndo estd bem

estabelecida, uma vez que, o hipoclorito e a clorexidina diminuem
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significativamente os valores desta propriedade dentinaria
(Oliveira et al., 2007), tornando a estrutura susceptivel as fraturas
e trincas (Machnick et al., 2003).

De fato, as solugdes irrigantes utilizadas durante o preparo
endodOntico sdo capazes de interagir com o tecido dentinario.
Inimeros estudos apontam para a reducdo da microdureza
dentindria quando utilizados hipoclorito, clorexidina e EDTA
(Oliveira et al., 2007; Aslantas et al., 2014). No entanto, no
presente estudo, ao ser utilizada como medicagdo intracanal e como
veiculo da pasta a base de hidroxido de calcio, a clorexidina ndo
demonstrou diferengas significativos na microdureza da dentina
radicular.

O uso 1solado de clorexidina gel 2% pelo periodo de 15
dias, ndo possui indicacdo como medicacao intracanal na literatura
pesquisada. Mesmo assim foi utilizada isoladamente na presente
pesquisa, a fim de verificar seus efeitos sobre a dentina radicular.
A observagao dos resultados nos permite verificar que a reducao
na microdureza promovida pelo grupo GSE + CHX 2%,
possivelmente esteja associada ao extrato de semente de uva, uma
vez que, os grupos nos quais fora utilizado, apresentaram os
menores valores de microdureza, ao passo que, o grupo da
clorexidina apresentou o maior valor de microdureza obtido.

Outros estudos, retrospectivos, tém demonstrado uma alta

incidéncia de fraturas radiculares cervicais nos casos aonde o

112



hidroxido de calcio tem sido utilizado como medicagao a longo
prazo, principalmente em situagdes de dentes permanentes jovens,
possivelmente devido ao enfraquecimento que a alcalinidade desta
medicacao causa a dentina radicular (Kahler et al., 2017). Por outro
lado, dentes permanentes jovens apresentam um canal radicular
bastante amplo e paredes radiculares delgadas, caracteristicas que
por si sO ja tornam o elemento dentario menos resistente a fratura.
Além destas caracteristicas anatOmicas, o tratamento de dentes
permanentes jovens com hidroxido de calcio necessita de inimeras
trocas da medicacdo e um longo periodo de acompanhamento,
durante o qual estard presente uma restaura¢ao provisoéria, sendo
ela mais um agravante na resisténcia do dente permanente. Por
estas razoes, o tratamento de dentes permanentes jovens com
hidroxido de célcio deixou de ser uma técnica de primeira escolha
nos dias atuais, cedendo lugar as terapias regenerativas do tecido
pulpar (Diogenes et al., 2016).

A capacidade bactericida do hidroxido de calcio ¢
promovida pela sua alcalinidade, e a utilizacdo de veiculos aquosos
garantem uma maior liberagdo de ions calcio, o que resulta em um
valor de pH mais elevado (De Andrade Ferreira et al., 2004). Sendo
assim, € possivel levantar a seguinte questdao: Qual seria o pH i1deal
desta medicagdo intracanal? Levando em consideracdo a maior
efetividade possivel na erradicagdo bacteriana, com o menor dano

as propriedades mecanicas do tecido dentinario.
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O tratamento com hidréxido de calcio, além de enfraquecer
o tecido dentinario, permite uma menor deformac¢dao da dentina
tornando o elemento dentario suscetivel as trincas e microtrincas.
Tal redugao das propriedades mecanicas do tecido dentinario, pode
ajudar a explicar, em partes, a observacao das fraturas radiculares
(Grigoratos et al., 2001), devendo esta medicagao ser utilizada com
cautela em periodos mais longos do que 30 dias, devido a
diminui¢do na resisténcia a fratura (Batur ef al., 2013; Zarei et al.,
2013). Ao utilizar o HC como medicagdo intracanal ocorrem
mudancas nas propriedades mecanicas da dentina. Tais mudangas
sdao consequéncias das alteragdes de ph promovidas pelo hidroxido
de calcio, que ao interagir com a matriz organica da dentina
promove uma ruptura na unido da rede de colageno com os cristais
de hidroxiapatita, enfraquecendo o tecido dentinario (Andreasen et
al., 2002).

Na presente pesquisa o hidroxido de calcio foi utilizado
com dois veiculos diferentes, solucao fisiologica esterilizada e
clorexidina gel 2%, porém ambos aquosos. Veiculos viscosos
como a clorexidina gel tornam o processo de preenchimento dos
canais mais facil de ser realizado, além do beneficio de o veiculo
ser uma substancia bactericida com substantividade. Tal acréscimo
na capacidade bactericida poderia, por outro lado, reduzir o periodo

minimo necessario de uso de medicagdo, reduzindo assim os
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efeitos deletérios promovidos pelo hidroxido de célcio sobre tecido
dentinario.

Os valores de microdureza obtidos neste estudo apds o uso
de medicagdoes contendo hidréxido de calcio, niao diferem
significativamente dos grupos tratados com extrato de semente de
uva e clorexidina gel 2% isolada. O extrato de semente de uva por
sua vez, com diferenca significativa apenas em relacdo a
clorexidina gel 2%, também promoveu uma intensa alteracdo
cromatica definitiva nas raizes utilizadas, deixando-as com uma
coloracdo marrom escura, mais acentuada no grupo que utilizou
clorexidina como veiculo. Tal escurecimento do substrato dentario
certamente contraindica o uso desta medicacdo. Sendo assim, sua
utilizagdo seria viavel com o isolamento e aplicagdo de seus
componentes bactericidas como medicagdo intracanal, ou seja,
procianidinas monoméricas, conforme constatado em estudos
como o de Jayaprakasha et al. (2003).

A idade do elemento dentario pode ser uma variavel a ser
considerada para as medidas de microdureza, uma vez que, dentes
de pessoas mais idosas apresentam uma maior mineralizacao
devido a diminuicao fisioldgica no calibre dos tibulos dentinarios.
Estudos prévios demonstram um aumento na dureza dentaria apos
10 anos de erupcao (Palti et al., 2008). Porém, os elementos
utilizados no presente estudo sdo provenientes de um banco de

dentes com classificacdo de faixa etaria.
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Por fim, foram realizadas indentacdes em cinco amostras
do grupo controle, em uma regido localizada 500um distante da
superficie cementaria, em dire¢do a parede do canal. Tais
indentac¢des ndo faziam parte dos objetivos deste estudo, no entanto
demonstraram um valor meédio de 70 HK (Hardness Knoop), o que
pode ser uma consequéncia da diminui¢do do calibre dos tubulos
dentindrios ao passo que a distancia do canal radicular ¢
aumentada. Ou, pode ser fruto da auséncia da interagdo das
medicagdes intracanal com a dentina mais distante da superficie do
canal radicular.

Sendo assim, foi possivel verificar que as medicagdes
intracanal testadas obtiveram diferentes resultados nas diferentes
etapas desta tese. Ao levar em consideracdo a capacidade de
reducao bacteriana, influéncia na resisténcia de unido do material
obturador, padrao de falha da obturagdo e interagdo com as
propriedades mecanicas do tecido dentinario, a escolha mais
sensata, equilibrando todos os aspectos estudados, apontam como
uma melhor alternativa de medicagdo intracanal o extrato de
semente de uva com a clorexidina gel 2% como veiculo. No
entanto, ¢ imprescindivel que os componentes benéficos sejam
1solados do extrato, pois ao se considerar a pigmentacdo da
estrutura dental, esta medicacdo estaria contraindicada. Desta
forma, diante dos resultados obtidos e literatura revisada, o melhor

protocolo de medicagdo intracanal aplicavel in vivo, atualmente,
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seria a utiliza¢ao do hidréxido de calcio tendo o soro fisiologico
como veiculo, com protocolo de descontaminac¢do final prévio

utilizando clorexidina liquida na concentracao de 2%.
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7 CONCLUSOES

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que as
medicacOes a base de extrato de semente de uva e hidroxido de
calcio, sdo efetivas no combate ao biofilme de Enterococcus
faecalis apos o periodo de 15 dias de contato, tendo seu potencial
antimicrobiano amplificado quando a clorexidina gel 2% ¢ utilizada
como veiculo para as medicagdes.

As medicagdes a base de extrato de semente de uva elevam
os valores de valores de resisténcia de unido do material obturador
a dentina radicular, imediatamente apos a obturacao e decorridos
12 meses de armazenamento, independente do veiculo utilizado. O
mesmo ocorre para as medicagdes a base de hidroxido de calcio
apos 12 meses de armazenamento, quando a solucao fisiologica ¢
utilizada como veiculo para a medicagao.

Nenhuma das pastas testadas como medicagdo intracanal
produz alteracdes na microdureza do tecido dentinario apos 15 dias

de contato.
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Statement of clinical significance:

Using GSE-based intracanal dressings has benefits on antimicrobial activity, dentin
microhardness and bond strength of filling material. Then, it can be an alternative to be

used as intracanal dressing in the endodontic therapy.
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ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to evaluate the effectiveness of grape seed extract (GSE)-
based intracanal dressings against Enterococcus faecalis (E.faecalis) and its influence on dentin
microhardness and bond strength of filling material.

Methods: The root canals of 126 human teeth were distributed into four tests: antimicrobial
activity (60 teeth), dentin microhardness (30 teeth) and bond strength (36 teeth). In all four tests,
the samples were subdivided into six groups, according to intracanal dressing protocols:
Gl:distilled water(DW); G2:2% chlorhexidine gel(CHX); G3:calcium
hydroxide(Ca[OH],)+DW; G4:GSE+DW; G5:Ca(OH),+CHX; G6:GSE+CHX. The counting of
colony-forming units(CFUs), the Vickers microhardness tester and the push-out test were
performed to evaluate the antimicrobial activity, dentin microhardness and bond strength
respectively. Specific statistical analysis was performed for each evaluation (0=5%).

Results: The greatest bacterial reduction was observed in Groups 5(Ca[OH],+CHX) and
6(GSE+CHX) (p<0.05). There was no statistically significant difference between all groups in
the dentin microhardness evaluation (p<0.05). The highest bond strength in the immediate
evaluation was observed in Groups 4(GSE+DW) and 6(GSE+CHX), whereas the highest bond
strength after 12 months of storage was observed in Groups 2(CHX), 3(Ca(OH),+DW),
4(GSE+DW) and 6(GSE+CHX) (p<0.05). After the storage period, the bond strength was
increased in the Groups 2(CHX) and 3(Ca(OH),+*DW), as well as preserved in the group
4(GSE+DW) and 6(GSE+CHX) (p<0.05).

Conclusions: the GSE-based intracanal dressings has antimicrobial potential against E.faecalis,
does not have influence in the dentin microhardness and preserves the high bond strength of

filling material to root dentin along the time.

Keywords: antimicrobial activity, bond strength, grape seed extract, intracanal dressing,

microhardness.
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Introduction

The conventional chemo-mechanical preparation by using irrigants and endodontic
instruments do not promote complete neutralization of microorganisms during endodontic
therapy [1]. This occurs because the presence of resistant bacteria in the endodontic microbiota
that colonize the root canals and persist after decontamination procedures [2]. Furthermore,
because the anatomical complexity of the root canal system, microorganisms, inorganic and
organic components cannot always be reached by chemical auxiliary substances, as well as some
areas of the main root canal are not touched by endodontic instruments [3]. Thus, additional
antimicrobial strategies are necessary, such as intracanal dressings, in order to aid the
decontamination of root canal system.

Calcium hydroxide (Ca[OH],) is the most used intracanal dressing in endodontics, due to its
ability to neutralise bacterial endotoxins, induce mineralisation on periapical tissues and
biocompatibility [4]. Furthermore, Ca(OH),.based intracanal dressings act as physical barrier,
inhibiting the flow of nutrients and bacterial recolonization [5]. However, microorganisms such
as Enterococcus faecalis (E.faecalis) demonstrate resistance to Ca(OH), [6]. FInally, Ca(OH),
based intracanal dressings decrease the root fracture resistance [7], increase the root dentin
microhardness [7] and can present negative effect on the bond strength of resin-based endodontic
sealers [8]. Thus, it is important to identify new alternatives that contribute in a better way to the
decontamination process of root canal system, with no harmful effects to root dentin and root
canal filling.

Nowadays, there are a growing number of studies testing natural substances in the endodontic
field, since the literature has shown antimicrobial potential against endodontic pathogens for
these substances, such as grape seed extract (GSE) [9,10]. The GSE represent a natural
compound, which has proanthocyanidins (PACs) in its composition. The PACs are recognized to
present therapeutic activities, providing antioxidant, antimutagenic and antibacterial effects [11].
In addition, PACs are known to enhance the dentine biomechanical properties and biostability
[12]. However, the previous studies are related with the use of GSE as chemical auxiliary
substance or final decontamination protocol [9,10]. There are no studies in the literature
regarding the use of GSE as intracanal dressing, evaluating the antimicrobial effectiveness and

the influence on dentin mechanical properties and bond strength of filling material.
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The purpose of this study was to evaluate, in vitro, the effectiveness of GSE-based intracanal
dressings against E.faecalis and its influence on dentin microhardness and bond strength of
filling material. The present hypotheses were that GSE-based intracanal dressings (i) promote
effective reduction of E.faecalis (ii), do not interfere in the dentin microhardness and (iii)

improve the bond strength of the filling material.

Materials and Methods
This study was approved by the local ethics committee (Passo Fundo, RS, Brazil) (protocol
2.033.198).

Sample obtaining and preparation

One hundred and twenty six extracted single-rooted human teeth were obtained from the
Biobank of the School of Dentistry of the University of Passo Fundo. Dental crowns were
sectioned at the cementoenamel junction using a rotating diamond saw so that all roots retained a
length of 15 mm.

The cervical third was prepared using a Largo drill #3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Switzerland). The working length was established by inserting a K-file #10 (Dentsply-Maillefer)
into the canal until its tip was visualized at the apical foramen. From this measurement, 1 mm
was subtracted, thus establishing the working length. The root canals were enlarged to working
length using the ProTaper system (Dentsply Tulsa Dental Specialties, Johnson City, TN, USA),
following the sequence S1 to F3. The ProTaper files (Dentsply Tulsa Dental Specialties) were
used in a 16:1 gear reduction handpiece powered by a torque-controlled electric at a constant
rotation speed of 300 rpm in a crown-down manner, by using a gentle in-and-out digital motion.
The irrigant solution was distilled water (DW) (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil) and it was
replaced with each change of instrument. After instrumentation, the root canals were irrigated
with 5 mL of DW and 3 mL of 17% EDTA (Natupharma, Passo Fundo, RS, Brazil), which
remained for 1 minute into the root canal, in order to remove the smear layer. Then, the root
canals were irrigated with 5 mL of DW again and dried using a suction cannula. The 126 roots

were randomly divided into three experimental test groups, as follows: 60 roots were used for



O J oy Ul WN -

OO OO OYOYUT U U1 U U1 OO0 OOl DDDDEDEDPPWWWWWWWWWWNDNDNDNDNDNDMNDNMdNDNRERrRRRRRRRRE
O WNEFPOWOW-JOUDd WNREPEOWOJIJOHUd WNREFEFOWOLW-TITOHUPDd WNREOWOXJOHU D WNREOWOLW-JOU dWwNDE OV

N

© o0 N o u b~ W

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

antimicrobial activity evaluation, 30 roots for microhardness evaluation and 36 roots for bond

strength evaluation.

Evaluation of antimicrobial activity

The 60 roots were fixed in a plastic micro-tube (Axygen Inc., Union City, CA, USA), and
sterilized at 120°C in an autoclave (Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brazil) for 30 min. After
sterilization, six teeth were randomly submitted to the sterilization control. A sterile paper point
#30 (Tanari, Manucapuru, AM, Brazil) was placed in contact with the root canal walls for 30
seconds and individually transported to a plastic microtube containing 1 ml of 0.9% saline
solution (Basso, Caxias do Sul, RS, Brazil). The material was homogenized and an aliquot of
100 pL of saline solution was cultivated on blood agar after five minutes. The samples were
incubated at 37°C for 48 hours, in order to verify bacterial growth. Those samples did not show
any bacterial growth.

After that, a 100-uL aliquot of a culture of E.faecalis (ATCC 19433) was inoculated into the
root canal of each sample. The remaining volume was completely filled with sterile brain-heart-
infusion (BHI) broth (Acumedia — Neogen, Lansing, MI, USA). The culture of E.faecalis was
maintained for 14 days, promoting the bacterial growth. The BHI broth was replaced every 48
hours. Once a week, an aliquot of BHI obtained from six teeth randomly selected was submitted
to Gram staining and cultured on blood agar, followed by catalase and esculin tests, in order to
verify the absence of contamination with other microorganisms. These fact was detected,
obtaining a pure culture of E.faecalis after 14 days.

After contamination, the 60 samples were irrigated with 5 mL of DW and randomly divided
into six groups (n=10) according to the intracanal dressing: G1 — DW (negative control); G2 —
2% chlorhexidine gel (CHX); G3 — Ca(OH),+DW; G4 — GSE+DW; G5 — Ca(OH),+CHX; and
G6 — GSE+CHX. In groups 1 (DW) and 2 (CHX), the intracanal dressing was inserted with a 3
mL disposable syringe (Descarpack, Sdo Paulo, SP, Brazil) and a 30 gauge needle (Navi-Tip -
Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos), until the root canal was completely filled. In
groups 3 (Ca[OH],+DW) and 4 (GSE+DW), the intracanal dressing was obtained from mixing
0.1g of the powder of tested substance and 100 ul of DW. After paste obtaining, the root canals

were completely filled with the respective intracanal dressing, by using a Lentulo drill (Dentsply-
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Maillefer, Ballaigues, Switzerland), which was positioned 3 mm short to working length. In
groups 5 (Ca[OH],+CHX) and 6 (GSE+CHX), the intracanal dressing was obtained from mixing
0.1g of the powder of tested substance and 100 ul of CHX. After paste obtaining, the root canals
were completely filled with the respective intracanal dressing in the same way as that described
in groups 3 and 4.

The 60 samples were sealed with provisional restorative material (Cavitec — Caitthec, Rio do
Sul, SC, Brazil) and stored for 14 days at 37°C and under humidity. After 14 days, the
provisional restoration and intracanal dressing were removed by using #1012 drill (Dentsply-
Maillefer, Ballaigues, Switzerland) and irrigation with 10 mL of DW respectively.

The microbiological analysis was performed in two stages: initial sample (S1) — after
contamination and before intracanal dressing protocols; and final sample (S2) — after 14 days of
storage and removal of intracanal dressing protocols. In both stages, the root canals were filled
with sterile saline solution. A sterile K-file #30 (Dentsply-Maillefer) was inserted at the working
length, promoting contact with the root canal walls for 30 seconds. A sterile absorbent paper
point #30 (Tanari) worked into the root canal in the same way for 30 seconds, after which it was
transferred to a tube containing 450 pL of sterile saline solution. The material was homogenized
and diluted to 1x107. Aliquots of 100 pL of solution and each of the dilutions were cultivated on
the surface of blood agar in duplicate. These samples were incubated for 18-24 h at 37°C. The
numbers of colony-forming units (CFUs) were then counted on the plates.

The effectiveness of the intracanal dressing protocols was analyzed according to the
percentage reduction of E.faecalis from the initial (S1) and final (S2) samples. All procedures

were performed under aseptic conditions in a laminar flow hood.

Evaluation of microhardness

After sample obtaining and dental crowns removal, two longitudinal grooves were produced
in the external root surface of each one of 30 roots without reaching the canal space, by using a
diamond disc. The chemomechanical preparation was performed as previously described in the

antimicrobial activity evaluation. The 30 samples were randomly divided into six groups (5 roots
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per group) and submitted to the same intracanal dressing protocols, as described previously in
the antimicrobial activity evaluation.

After 14 days, the provisional restoration and intracanal dressing were removed by using
#1012 drill (Dentsply-Maillefer) and irrigation with 10 mL of DW respectively. The roots were
split into two halves with a hammer and chisel, providing 2 halves of each root and resulting in
10 samples per group (n=10).

The roots were embedded in self-curing acrylic resin held in plastic rings. The coronal portion
of each segment was ground with carborundum discs (300, 600, and 1200 grade) under
refrigeration and then polished using diamond paste. Microhardness measurements were
performed on each section at 500 um from the pulp-dentin interface, and two other indentations
were made at a distance of 200 um from each other. At each depth, one indentation were made
using a 10-g load oriented perpendicular to the indentation surface for 15 seconds. Measurements
were taken with a Knoop Microhardness Tester (HMV 2000 — Shimadzu, Kyoto, Japan). The
dentin microhardness value for each specimen was obtained as the average of the results for the

three indentations.

Evaluation of bond strength

After sample obtaining and dental crowns removal, the chemomechanical preparation was
performed in each one of 36 remaining roots, as previously described in the antimicrobial
activity evaluation. The 36 samples were randomly divided into six groups (6 roots per group)
and submitted to the same intracanal dressing protocols, as described previously in the
antimicrobial activity evaluation. After 14 days, the provisional restoration and intracanal
dressing were removed by using #1012 drill (Dentsply-Maillefer) and irrigation with 10 mL of
DW respectively. Then, the root canals were dried with suction cannula and absorbent paper
points.

The root canals were filled by the lateral compaction using gutta-percha points and AH Plus
endodontic sealer (Dentsply Tulsa Dental Specialties). The excess filling material was removed
by cutting with a #2 heated plugger (SS White Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brazil). The 6
specimens of each group were randomly divided into 2 subgroups (3 roots per subgroup),

according to their storage: 21 days and 12 months of storage, being immersed in DW at 37° C.
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In both time evaluations, each root was sectioned transversely from the root canal entrance
into 1-mm-thick discs in a metallographic cutter with a diamond disk, at a speed of 350 rpm
under cooling. The first disc was discarded and the next five root discs were selected from each
sample, totaling 15 specimens per group (n=3x5=15). Each disc was subjected to the push-out
test in a mechanical testing machine (EMIC DL 2000 — Sao Jos¢ dos Pinhais, PR, Brazil) at a
speed of 1 mm/min, until displacement of the filling material. Care was taken to ensure that the
contact between the punch tip and the filling material occurred over the most extended area as
possible to avoid a notching effect of the punch tip on the filling material surface. Furthermore,
the punch tip was centralized in the root canal and positioned to contact only the filling material
without stressing the surrounding root canal walls. The force required to displace the material
from the root canal was recorded in newtons (N). To express the bond strength in megapascals,
the load at failure recorded in N was divided by the area (mm?) of the filling material interface.
To calculate the bonding area, we used the formula (R + r) [(h)*+(R - r)*]", where R represents
the coronal root canal radius, r the apical root canal radius, and h the thickness of the slice. The
debonded specimens were measured under 20x magnification with a stereoscope to classify the
failure pattern into three types: 1: adhesive failure (between the dentin and the filling material,
presenting absence of filling material on the root canal walls); 2: cohesive failure (presence of

filling material on the root canal walls); 3: mixed (failures 1 and 2 may be observed) (Figure 1).

Statistical analysis

Bacterial reduction and dentin microhardness values were statically analyzed by one-way
analysis of variance (ANOVA), followed by the Tukey post-hoc test. Bond strength values were
statically analyzed by Kruskall-Wallis test, followed by the Student-Newman-Keuls post-hoc
test. The failure mode distribution was evaluated by the chi-square test. All tests were set at 5%
level of significance. Data were analyzed using Stat Plus AnalystSoft Inc. version 6.0

(Vancouver, BC, Canada).

Results
The mean and standard deviation of E.faecalis percentage reduction and dentin microhardness

values after intracanal dressing protocols are presented in Table 1. The greatest bacterial
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reduction was observed in Groups 5(Ca]OH],+CHX) and 6(GSE+CHX) (p<0.05). There was no
statistically significant difference between all groups in the evaluation of dentin microhardness
(p<0.05).

The median and percentiles of bond strength after intracanal dressing protocols and storage
periods are presented in Table 2. The highest bond strength in the immediate evaluation was
observed in Groups 4(GSE+DW) and 6(GSE+CHX), whereas the highest bond strength after 12
months of storage was observed in Groups 2(CHX), 3(Ca(OH),+DW), 4(GSE+DW) and
6(GSE+CHX) (p<0.05). Regarding the pattern of failure, it was observed a great number of
adhesive failures in the immediate evaluation and cohesive failures after 12 months of storage,

regardless the tested intracanal dressing protocols (p<0.05).

Discussion

The use of intracanal dressings results in improved microbiological and structural status of the
root canal system [13], being necessary adequate tests to evaluate its properties. The counting of
CFUs provides bacterial quantification from the root canals in an acceptable way, allowing to
calculate the E.faecalis percentage reduction [14]. The Knoop test is more sensitive to surface
conditions and, because of its longer diagonals, less sensitive to measurement errors when equal
loads are applied [15]. The push-out test is compatible with the clinical situation, produces
effective power for material displacement and induces less stress at the bond interface during
disc preparation [16]. On this way, the present study used these tests, in order to evaluate the use
of GSE-based intracanal dressings against E.faecalis and its influence on dentin microhardness
and bond strength of filling material.

The antimicrobial mechanism of Ca(OH), is known to be dependent on the dissociation and
diffusion of hydroxyl ions, elevating the pH and the inhibiting enzymatic activities [4]. Previous
studies reported that 14 to 21 days are necessary to obtain an elevated pH and effective
antimicrobial activity of Ca(OH), [4]. In addition, due to microbial resistance, some studies
suggested the addition of CHX to Ca(OH),-based intracanal dressings, in order to improve its
antimicrobial activity [17,18]. For these reasons, 14 days of maintenance in the root canals and

the addition of CHX to the tested intracanal dressings were adopted in the present study.
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The intracanal dressings has an effective action against inflammatory contents of root canals
with primary infections [19] and primary periodontal lesions with secondary endodontic
involvement [20]. The present results showed that the GSE-based intracanal dressings (groups 4
and 6) were as effective as Ca(OH),-based intracanal dressings in the FE.faecalis reduction,
confirming the first hypothesis of present study. These findings are in accordance with previous
studies, where the use of GSE showed effective bacterial reduction from root canals [9,10]. The
GSE is a natural product composed of PACs, which is structurally formed by flavonols. These
polyphenolic components present antimicrobial activity against Gram-positive bacteria, acting in
structural components of the bacterial cell wall [11]. It can help to explain the satisfactory results
of GSE-based intracanal dressings in the E.faecalis reduction, after 14 days into the root canals.

CHX is a cationic bisguanide that binds to the cell wall of the microorganism and causes the
leakage of intracellular components [21]. The addition of CHX to tested intracanal dressings
revealed higher reduction of E.faecalis, being in accordance with previous studies that obtained
similar results by addition of 2% CHX to intracanal dressings [17,18]. The antimicrobial
mechanism occurs by the interaction between CHX molecules (positively charged) and bacterial
cellular wall (negatively charged). Then, CHX induces changes in cellular osmotic equilibrium,
resulting in the precipitation of cytoplasmic content and the death of microorganisms [21].
Therefore, the antimicrobial properties of tested intracanal dressings and CHX may explain the
greater elimination of E.faecalis from these groups.

Dentin discs are usually obtained by transversal cuts from roots of human teeth, in order to
investigate the effects of chemical substances on dentin microhardness, [22]. In these cases, the
dentin surface is covered by the chemical substance and the microhardness is measured after this
protocol. However, the intracanal dressing contact initially the most superficial dentin layer of
the root canal lumen and then diffuses through the dentinal tubules [23]. Thus, the present study
adopted the same methodology of Slutzky-Goldberg et al [23], where the roots are filled with the
chemical substance for a period of time and it is split longitudinally to measure the
microhardness in the pulp-dentin interface. It seems closer to a clinical situation, providing a
better approach regarding the effects of tested intracanal dressings on dentin structure.

The Ca(OH);-based intracanal dressings can lead to physical changes on dentin structure,

since promotes denaturation of the collagen matrix of root dentin. It is caused by the low
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molecular weight and highly alkaline pH of Ca(OH), [24]. In the other hand, the results of
present study revealed that GSE-based intracanal dressings did not influence in the dentin
microhardness values, being similar to control group and Ca(OH), groups, regardless the
addition of CHX. It confirms the second hypothesis of study. The extracts that are rich in PACs
improve dentin mechanical properties due to their highly stable interaction with dentinal
collagen. It occurs by the formation of hydrogen bonds between the protein amide carbonyl and
the phenolic hydroxyl group of the polyphenol associated with covalent and hydrophobic bonds.
The covalent-like bonds resulted from this interaction can help to preserve the dentin structure
[25].

According to present results in the immediate evaluation, the highest bond strength values
were observed in the groups that were treated with GSE-based intracanal dressings, regardlles
the addition of CHX. After 12 months, the bond strength values were preserved in these groups.
It confirms the third hypothesis of study. Cecchin et al [26] showed that GSE preserves the bond
strength of fiber posts to root dentin for 12 months, improving bond strength stability of dentin—
adhesive interfaces in root canals. The PACs present in its composition preserves the mechanical
properties [9] and stabilises the collagen degradation of the dentin [27]. It contributes to the
maintenance of dentinal substrates for satisfactory bond strength of the resin-based filling
materials and prevents microbial leakage, creating a favourable environment for regeneration in
the periapical region [27].

After 12 months of storage, the bond strength values decreased in the control group where
intracanal dressing protocol was not performed. In the other hand, the bond strength values
improved in the groups 2 (CHX) and 3 (Ca[OH],). The use of CHX does not interfere with
collagen present in the organic matrix of root dentin [28]. At the same way, Ca(OH), residues
have a positive effect on dislodgement resistance of root canal sealers [29]. It can contributes for
improvement of bond strength values in these groups. In addition, the present results showed a
higher number of adhesive failures in the immediate evaluation and cohesive failures after 12
months of storage. The AH Plus epoxy-resin-based endodontic sealer has high flowability and
long polymerization time. Moreover, cohesion between the AH Plus molecules increases the
resistance to displacement of the filling material from the root dentin along the time, providing

greater adhesion [30]. It can help to explain the present results regarding the pattern of failures.

10
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Conclusion

Despite the limitations of the present study, it is possible to conclude that the GSE-based

intracanal dressings has antimicrobial potential against E.faecalis, does not have influence in the

dentin microhardness and preserves the high bond strength of filling material to root dentin along

the time.
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Table 1: Mean + standard deviation of E.faecalis percentage reduction (%) and dentin

microhardness values (Knoop microhardness number) of tested intracanal dressing protocols.

Groups Bacterial reduction (%) Dentin microhardness (KMN)
1.DW 29.32+1.76° 25.83+4.84°
2. CHX 89.78 +1.99° 3248 +5.41°
3. Ca(OH), + DW 91.29+1.43° 28.11+5.74°
4. GSE + DW 92.96 +2.07°" 22.85 +4.82°
5. Ca(OH), + CHX 98.25+1.28°¢ 27.77+7.02°
6. GSE + CHX 99.15 +1.14°¢ 21.94 +531°

* Data are presented as mean + standard deviation. Different index letters represent

statistically significant differences in the post hoc procedure (Tukey test).

** DW = distilled water; CHX = 2% chlorhexidine gel; Ca(OH), = calcium hydroxide; GSE =

grape seed extract; KMN = Knoop microhardness number.
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Table 2: Median and percentiles (25" — 75" value) of bond strength of filling material to root

dentin after intracanal dressing protocols and storage periods.

Bond strength (MPa)

Groups Immediate After 12 months
1.DW 0.74/0,34** 0,21/0,14*"
2. CHX 0.51/1,02* 2,94/2,05"%"
3. Ca(OH), + DW 1.19/1,41* 2,60/2,17%"
4. GSE + DW 2.59/2,59 % 3,00/ 1,05%
5. Ca(OH), + CHX 0.69/0,61 " 0,62/0,72
6. GSE + CHX 2.98/2,90%° 2,80/1,85%¢

* Data are presented as mean and percentiles. Different superscript index letters represent
statistically significant differences in the column; different lower script index letters represent
statistically significant differences in the row (p<0.05).

** DW = distilled water; CHX = 2% chlorhexidine gel; Ca(OH), = calcium hydroxide; GSE =

grape seed extract; MPa = megapascals.
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Figure 1: Optical microscopy images illustrating the patterns of failure after push out test —

A: adhesive failure; B: cohesive failure; C: mixed failure.
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Table 1: Mean + standard deviation of E.faecalis percentage reduction (%) and dentin

microhardness values (Knoop microhardness number) of tested intracanal dressing

protocols.

Groups Bacterial reduction (%) Dentin microhardness (KMN)
1. DW 29.32+1.76° 25.83+4.84°

2. CHX 89.78 +1.99° 3248 +5.41°

3. Ca(OH), + DW 9129+ 143" 28.11+5.74°

4. GSE + DW 92.96 +2.07° 22.85 +4.82°

5. Ca(OH), + CHX 98.25+1.28°¢ 27.77+7.02°

6. GSE + CHX 99.15 +1.14°¢ 21.94 +531°

* Data are presented as mean + standard deviation. Different index letters represent
statistically significant differences in the post hoc procedure (Tukey test).

** DW = distilled water; CHX = 2% chlorhexidine gel; Ca(OH), = calcium
hydroxide; GSE = grape seed extract; KMN = Knoop microhardness number.
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Table 2: Median and percentiles (25" — 75" value) of bond strength of filling

material to root dentin after intracanal dressing protocols and storage periods.

Bond strength (MPa)

Groups Immediate After 12 months
1.DW 0.74/0,34 "¢ 0,21/0,14*"
2. CHX 0.51/1,02*° 2,94/2,05 %"
3. Ca(OH), + DW 1.19/ 1,41 2,60/2,17%°
4. GSE + DW 2.59/2,59"%4 3,00/1,05%°
5. Ca(OH), + CHX 0.69/0,61** 0,62/0,72*
6. GSE + CHX 2.98/2,90% 2,80/ 1,855

* Data are presented as mean and percentiles. Different superscript index letters

represent statistically significant differences in the column; different lower script index

letters represent statistically significant differences in the row (p<0.05).

** DW = distilled water; CHX = 2% chlorhexidine gel; Ca(OH),

hydroxide; GSE = grape seed extract; MPa = megapascals.
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Editor-in-Chief

Journal of Endodontics

We would like to submit the manuscript entitled “Effectiveness of grape seed extract-based
intracanal dressings against Enterococcus faecalis and its influence on dentin
microhardness and bond strength of filling material” for review by the Editorial Board of the
“Journal of Endodontics”. Authors assure that the manuscript is not under consideration

elsewhere. All authors have read and approved this manuscript.

COPYRIGHT RELEASE STATEMENT

We are transfer all copyright ownership of the manuscript entitled “Effectiveness of grape seed
extract-based intracanal dressings against Enterococcus faecalis and its influence on dentin
microhardness and bond strength of filling material” to the “Journal of Endodontics” in the
event the work is published. We warrant that the article is original, does not infringe upon any
copyright or other proprietary right of any third party, is not under consideration by another
journal, has not been previously published, and includes any product that may derive from the
published journal, whether print or electronic media. We sign for and accept responsibility for

releasing this material."

Sincerely

-11%'1[-7-&

Matheus Albino Souza — Corresponding author
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Numero do Parecer: 2.033.198

Apresentacao do Projeto:

O preparo endodontico do sistema de canais radiculares objetiva a descontaminagao dos condutos, e por
meio da obturagao e blindagem prevenir a recontaminacao deste sistema, devolvendo a fungdo ao elemento
dentario. Protocolos atuais preconizam o tratamento endoddntico em sessao unica, porém um requisito
basico € conseguir um canal “seco”, evitando a recontaminagao promovida pela infiltragdo do material
obturador pelo excesso de umidade, o que levaria ao insucesso da terapia endodontica. Nos casos, cuja
condicao poés instrumentagao dos canais ndo é a ideal para obturagao, é necessario langar mao do uso de
medicag¢des intracanal, que irdo garantir o estado de desinfec¢do entre as sessdes. Tais medicacdes devem
ter propriedades bactericidas e nao interferir, tanto nas propriedades mecénicas do tecido dentinario como
na resisténcia de unidao do material obturador a dentina radicular.

Objetivo da Pesquisa:

- Avaliar, in vitro, a efetividade antimicrobiana das medicacgdes intracanal contra o biofilme de Enterococcus
faecalis.

- Avaliar, in vitro, a influéncia das medicag¢des intracanal na microdureza do tecido dentinario e resisténcia
de uniao do material obturador a dentina radicular
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Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos ndo se aplicam nesta pesquisa, uma vez que serdao empregados dentes do banco de dentes da
UPF.A partir dos resultados obtidos, sera possivel aplicar clinicamente as metodologias estudadas nos
procedimentos de tratamento endoddéntico realizados em consultério particular ou clinicas da FOUPF

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Serao utilizados 150 dentes unirradiculares humanos extraidos, com 15mm de comprimento, preparados
pelo sistema ProTaper Next e esterilizados. Os grupos de tratamento ser&o: agua destilada esterilizada,
clorexidina gel 2%, hidroxido de calcio, extrato de semente de uva, hidroxido de célcio + clorexidina gel 2% e
extrato de semente de uva + clorexidina gel 2%. O estudo sera dividido em 3 etapas: microbioldgica,
resisténcia de unido e microdureza. A etapa microbioldgica utilizara 60 raizes contaminadas durante 15 dias
com Enterococcus faecalis, seguidas da exposi¢cao as medica¢des. Um percentual de redugéo microbiana
sera calculado com base nas contagens de unidades formadoras de colbnias pré e pos tratamentos. Os
testes de resisténcia de unidao serao realizados em dois momentos, 21 dias € 12 meses apo6s a obturagao,
utilizando 30 raizes para cada periodo. Cinco amostras de cada grupo serao seccionadas em discos de
dentina com 1Tmm de espessura e submetidas ao push out. O teste de microdureza utilizara 30 raizes
clivadas apés os tratamentos. A média das 3 indentagbes em cada amostra resultara no valor de
microdureza utilizado para comparagao. O tempo de contato com as medicagdes sera de 15 dias nas trés
etapas e os dados obtidos serdo tabulados e analisados estatisticamente com nivel de significancia de 5%.

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Os direitos fundamentais dos participantes foram garantidos no projeto e no TCLE. O protocolo foi instruido
e apresentado de maneira completa porém em alguns momentos encontra-se confusa. Os compromissos do
pesquisador e das instituicoes

estavam presentes. O projeto foi considerado claro em seus aspectos cientificos e éticos, porém a
metodologia deve ser melhor explicada ou redigida.

Recomendacgoes:

Ajustar o cronograma do projeto de pesquisa, item "Execugédo da metodologia”, para um periodo posterior a
avaliacado do CEP.

Apds o término da pesquisa, o CEP UPF solicita:

a) A devolugao dos resultados do estudo aos sujeitos da pesquisa ou a instituicdo que forneceu os dados;
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QBrod

b) Enviar o relatério final da pesquisa, pela plataforma, utilizando a opg¢éo, no final da pagina,” Enviar

Notificacao” + relatério final

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgées:
Diante do exposto, este Comité, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolugao n. 466/12, do

Conselho Nacional da Saude, Ministério da Saude, Brasil, manifesta-se pela aprovagao do projeto de

pesquisa na forma como foi proposto.

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 28/03/2017 Aceito
do Projeto ROJETO_776004.pdf 17:16:56
Declaragao de declaracao.pdf 28/03/2017 |DANIEL DE LIMA Aceito
Pesquisadores 17:15:43 | DALLA LANA
TCLE / Termos de |temodados.pdf 28/03/2017 | DANIEL DE LIMA Aceito
Assentimento / 17:15:12 | DALLA LANA
Justificativa de
Auséncia
Declaracéo de bancodedentes.pdf 28/03/2017 |DANIEL DE LIMA Aceito
Manuseio Material 17:08:23 |DALLA LANA
Bioldgico /

Biorepositorio /

Biobanco

Projeto Detalhado / | projetotesedaniel.pdf 29/08/2016 |DANIEL DE LIMA Aceito
Brochura 11:35:36 | DALLA LANA

Investigador

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 24/08/2016 |DANIEL DE LIMA Aceito

17:33:26 | DALLA LANA

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Nao
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PASSO FUNDO, 26 de Abril de 2017

Assinado por:

Felipe Cittolin Abal
(Coordenador)
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