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RESUMO

Introducdo: O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de cinco
protocolos de descontaminagao final no combate ao Enterococcus faecalis
e sua influéncia na for¢a de adesdo do material obturador a dentina
radicular. Metodologia: Noventa raizes humanas padronizadas em 15 mm
de comprimento, preparadas com o sistema ProTaper, foram divididas
aleatoriamente em 6 grupos e esterilizadas. Sessenta raizes (n=10) foram
contaminadas com Enterococcus faecalis e submetidas aos seguintes
protocolos: 1- agua destilada (controle), 2- clorexidina liquida 2%, 3-
QMix, 4- extrato de semente de uva 6,5%, 5- terapia fotodinamica com
fibra oOptica e 6- terapia fotodindmica sem fibra optica. O percentual de
reducdo de UFCs foi verificado e imagens em MEV foram obtidas para
ilustrar a redugdo bacteriana. As 30 amostras restantes foram submetidas
aos mesmos protocolos (n=5), obturadas e utilizadas para o push out. O
teste one-way ANOVA foi utilizado separadamente para a analise
microbioldgica e push out, seguido pelo post hoc de Tukey. Resultados:
A maior reducdo bacteriana foi observada para clorexidina, QMix e
extrato de semente de uva, sem diferenca estatisticamente significante
entre eles. A terapia fotodinamica, com e sem fibra Optica, demonstrou
uma redugdo bacteriana significativamente maior do que a agua destilada
(p<0,05). Para o push out todos os protocolos demonstraram valores de
forga de adesdo semelhantes (p<0,05). Concluséo: Clorexidina 2%, QMix
e extrato de semente de uva foram mais efetivos do que a terapia
fotodindmica no combate ao Enterococcus faecalis, no entanto, os
protocolos de descontaminacdo final ndo interferiram na forca de adesdo
do material obturador a dentina.

Palavras chave: clorexidina, Enterococcus faecalis, extrato de

semente de uva, forga de adesdo, QMix, push out, terapia fotodinamica.



ABSTRACT!

Introduction: The aim of this study was evaluate the effectiveness of five
final decontamination protocols against Enterococcus faecalis and its
effects on bond strength of filling material to root canal dentin. Methods:
Ninety human roots standardized in 15 mm of length were prepared with
ProTaper system, divided randomly in six groups and sterilized. Sixty
roots (n=10) were inoculated with Enterococcus faecalis and submitted to
the following protocols: 1- distilled water (control), 2- 2% chlorhexidine
solution, 3- QMix, 4- 6.5% grape seed extract, 5- photodynamic therapy
with optical fiber and 6- photodynamic therapy without optical fiber. The
percentage of reduction of CFUs was checked and SEM images were
obtained to illustrate the bacterial reduction. The remaining 30 samples
were submitted to the same protocols (n=5), filled and used to push out.
One-way ANOVA test was applied separated in the microbiological and
push out tests, followed by Tukey’s HSD post hoc procedure, at a
significance level of 5%. Results: The greater bacterial reduction was
observed for 2% chlorhexidine, QMix and 6.5% grape seed extract, with
no statistically significant difference between them. Photodynamic
therapy, with and without optical fiber, showed a significantly higher
reduction than distilled water (p<0.05). For the push out test, final
decontamination protocols showed similar bond strength values (P>0.05).
Conclusion: 2% chlorhexidine, QMix and 6.5% grape seed extract were
more effective than photodynamic therapy against Enterococcus faecalis.
Furthermore, the final decontamination protocols did not affect the bond
strength values.

Key words: bond strength, chlorhexidine, Enterococcus faecalis,

grape seed extract, QMix, photodynamic therapy, push out.

'Effectiveness of five final decontamination protocols against
Enterococcus faecalis and its effects on bond strength of filling
material to root canal dentin



1. INTRODUCAO

Ainda hoje, os dois maiores desafios da terapia
endodontica sdao representados pela otimizacao do processo
de desinfec¢do do canal radicular, bem como a prevengdo da
recontaminacdo por meio de uma adequada obturagdo e
blindagem do sistema de canais.

O controle bacteriano tem papel fundamental na
endodontia e ¢ considerado seu principal objetivo.
Atualmente, o protocolo de preparo dos canais, em conjunto
com as substancias quimicas auxiliares, embora considerado
satisfatorio ndo garante a inativagdo completa da
contaminagdo (Ordinola-Zapata et al., 2013), e a infecgao
residual ainda ¢ uma causa comum dos insucessos da terapia
endodontica.

Dentre os microrganismos contaminantes dos canais,
destaca-se o Enterococcus faecalis, que possui a capacidade
de se adaptar as mudangas severas no meio, invadir tibulos
dentinarios (Chivatxaranukul et al., 2008; Ran et al., 2015) e
principalmente desenvolver biofilme (Guerreiro-Tanomaru et

al., 2013), tornando a eliminagdo completa da infecgdo
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inatingivel, promovendo infec¢des persistentes (Elakanti et
al., 2015) que impossibilitam o reparo apical.

Com o objetivo de promover uma melhor
descontaminacdo, aproximando-se da sonhada esterilizacao
deste sistema de canais, protocolos suplementares de
desinfeccao tém sido amplamente estudados, e tratamentos
adjuvantes tém sido propostos: Uma irrigagdo final com
clorexidina 2% tem atingido resultados bastante satisfatorios
na maioria dos estudos, destacando a substantividade e largo
espectro deste composto. Outro tratamento estudado ¢ o uso
da terapia fotodindmica (PDT), que inicialmente idealizada
para o combate ao cancer vem ganhando espagco na
odontologia devido a sua efetividade antimicrobiana.
Pesquisas também apontam para o uso do Qmix, uma solucao
com capacidade bactericida e ao mesmo tempo efeito
quelante. E por fim, com o constante aumento da resisténcia
bacteriana e a presenca de efeitos adversos dos irrigantes
sintéticos, produtos derivados de plantas fitoterapicas surgem
como uma nova alternativa, é o caso do extrato da semente de
uva o qual possui atividade antibacteriana.

Mesmo que a desinfeccdo seja uma das etapas mais

importantes do tratamento endodontico, a obturacdo e
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selamento dos canais radiculares ¢ um passo crucial em
direcdo ao sucesso da endodontia, pois ird prevenir as
recontaminacgdes e possiveis recidivas da infec¢do. Portanto,
uma atencdo especial deve ser dada a possibilidade de
interacdo entre as solugdes irrigantes e cimentos obturadores,
uma vez que a for¢a de adesdo dos cimentos pode estar
suscetivel a agdo dos residuos destas solugdes (Ok et al.,
2013).

O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de
descontamina¢do de cinco protocolos de descontaminagao
final na terapia endoddntica, em canais de dentes humanos
extraidos infectados com Enterococcus faecalis, bem como,
avaliar seu efeito na forca de adesdo do material obturador a

dentina radicular.
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2. REVISAO DE LITERATURA

ENTEROCOCCUS FAECALIS

Fouad et al. (2005) buscaram identificar a presenca de
Enterococcus faecalis em casos de insucessos endodonticos
utilizando reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e
sequenciamento molecular, e determinar se a prevaléncia de
E. faecalis ¢ aumentada em pacientes diabéticos. 40 casos de
retratamento foram selecionados e incubados em caldo de
tioglicolato 37°C e extraido o DNA. O PCR foi utilizado para
identificar filogeneticamente a espécie através do marcador
genético 14 Enterococcus spp. Trés casos foram eliminados
porque os pacientes estavam em uso de antibidticos ou o dente
nao apresentou radiolucidez perirradicular. Os 37 casos
restantes, incluindo seis pacientes diabéticos, tiverem oito
amostras positivas para E. faecalis, destes, 6 (19%) eram de
ndo diabéticos e 2 (33%) de pacientes diabéticos.
Filogeneticamente, todas as sequéncias de amostras positivas
corresponderam a E faecalis, sendo a tnica espécie de

enterococos detectada, com uma prevaléncia geral de 22%.



Gomes et al. (2006) pesquisaram a presenca de
Enterococcus faecalis em infecgdes endodonticas através de
testes de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e cultura
microbiana. As amostras microbiolégicas foram obtidas a
partir de 50 dentes com polpas necréticas ndo tratadas
(infecgdo primaria) e de 50 dentes com falha do tratamento
endodontico (infecgdo secundaria). Foram utilizadas as
técnicas de cultura, incluindo dilui¢do em série, chapeamento,
incubacgao e identificacdo bioquimica. Para a andlise por PCR
foi utilizado um primer especifico para espécies do 16S
DNAr. Cultura e PCR detectaram o E. faecalis em 23 dos 100
e 79 dos 100 dentes, respectivamente. A espécie alvo foi
cultiva em 2 (4%) de 50 canais com polpa necrotica e em 21
(42%) de 50 canais tratados endoddnticamente. J& o PCR
identificou a espécie em 41 (82%) amostras nas infec¢des
primdrias e 38 (76%) nas infec¢des secundarias.

Cogulu et al. (2008) avaliaram a presenga de patdgenos
em amostras de canais radiculares, de dentes deciduos e
permanentes, utilizando o método de PCR e determinaram a
associacdo desses microrganismos com os sintomas clinicos
de infec¢des endodonticas. 145 criancas de 5 a 13 anos de

idade participaram do estudo. Foram identificados os
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seguintes patogenos 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 E.
faecalis foram altamente associados com radiolucidez
periapical e dor anterior, enquanto em dentes deciduos e
permanentes sensiveis a percussao pode-se associar a
presenga de P. gingivalis.

Sassone et al. (2008) verificaram a microbiota de
infeccdes endodonticas primdrias em dentes com ou sem
fistula. As amostras foram coletadas apds instrumentacgao
com uma lima #15 H-file e duas pontas de papel estéreis de
30 casos. A presenga de 40 espécies bacterianas foi
determinada pelo método de hibridagio ADN-ADN. As
espécies encontradas com maior prevaléncia foram:
Fusobacterium nucleatum sp. vincentii, Porphyromonas
gingivalis, Veillonella parvula, Enterococcus faecalis,
Campylobacter gracilis ¢ Neisseria mucosa. As contagens

bacterianas totais foram semelhantes entre os dentes com e
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sem uma fistula. E. 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 capacidade de
invasdo e a predilecdo de Entorococus faecalis nas paredes
dos tibulos dentinarios. A capacidade de invasdao dos tibulos
dentindrios foi medida ap6és 8 semanas de incubagdo em
dentes humanos ex vivo. Extensdo e profundidade maxima de
invasdo tubular foram avaliados histologicamente; a
aderéncia foi avaliada apos a fratura vertical, exposi¢ao dos
tibulos dentinarios e contaminacdo com estirpes de
Enterococcus  faecalis  resistentes a  eritromicina,
aerobicamente por 2 horas e analisadas com microscopia
eletronica de varredura calculando o numero de células por
100 microns. A invasdo dos tibulos dentinarios mostrou-se
moderada apds 8 semanas, no estudo de adesdo havia

significativamente mais bactérias aderidas a linha de fratura
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que nas paredes dos tubulos dentindrios. Com relagdo a
parede tubular, a adesdo foi maior na dentina interior
comparada a por¢do mais externa, e maior quando a adesdo
bacteriana foi testada em meio definido quimicamente do que
em solu¢do salina tamponada com fosfato.

Zhu et al. (2010) investigaram a prevaléncia, o fendtipo
e o gendtipo de Enterococcus faecalis extraidos da saliva e
de canais de pacientes com insucesso no tratamento
endoddntico. Foram coletadas amostras de 32 adultos
submetidos a retratamento de lesdes periapicais apos
tratamento endodontico realizado nos ultimos 2 anos. Para
identificagdo do E. faecalis foram utilizados os testes AP120
STREP e 16S RNA, além de testes fenotipicos e genodtipos
para deteccao de genes de viruléncia. Das 19 amostras
isoladas de E. faecalis, seis eram da saliva e 13 dos canais
radiculares, em trés pacientes as amostras isoladas da saliva
apresentaram maior resisténcia a gentamicina e os genes, ace,
asa, gelE, cylA, and efaA, apresentaram correlagao 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,
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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
célula miniflow, além de avaliar a viabilidade celular e os
parametros de biovolume, utilizando um corante Redox de
fluorescéncia para determinar a atividade metabdlica do
biofilme bacteriano. As quatro espécies testadas foram
capazes de formar comunidades estaveis e 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 vidveis (>90%) foi observada, e o crescimento do
biofilme estava correlacionado com a atividade metabolica
celular. A estrutura em meio rico ndo mudou
consideravelmente nas primeiras 120 horas, periodo no qual
o E. 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¢des de acesso vascular (VAI), durante o periodo de 10

anos em pacientes sob hemodialise, através do Human Oral
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Microbiome Database (HOMD). Dos 218 registros
identificados, 65 pacientes apresentaram coletivamente 115
episddios VAIL. Os microrganismos mais envolvidos foram:
Staphylococcus aureus (49,6% de infecgoes), 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
contribuigdo do Enterococcus faecalis na formagdo de
biofilme em diferentes substratos. Placas infectadas com E.
faecalis foram utilizadas para o crescimento de biofilme em
dentina e osso bovino, gutta-percha e hidroxiapatita. Os
substratos foram incubados a 37°C durante 14 ou 21 dias, € o
meio foitrocado a cada 48 horas. Apds os periodos de indugao
do crescimento, as amostras (n =5 por grupo e por periodo de
indugdo) foram coradas usando o Live / Dead, e as imagens
foram analisadas ao microscopio confocal. Neste caso a
formagdo do biofilme foi observada em todos os grupos, a

gutta-percha teve o menor volume total em 14 dias e a
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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¢des endodonticas
persistentes primarias e secunddrias, 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 sequenciagdo dos
genes de RNAr 16S de microrganismos isolados. Em 12 dos
21 canais foram isoladas 33 espécies de bactérias, 12
anaerobios facultativos e 21 anaerdbios obrigatorios. E.
faecalis foi mais freqiientemente isolado em infecgdes
endodonticas secundarias ¢ a Moraxella osloensis foi isolada
a partir de uma infec¢do endodontica secundario, que tinha
obturagdao do canal radicular insuficiente acompanhada de
uma leve sensac¢ao de dor.

Murad et al. (2014) investigaram a microbiota de canais
radiculares apds insucessos no tratamento endodontico, afim
de, identificar e quantificar os microrganismos existentes.

Amostras microbiologicas foram retiradas de 36 canais
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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 correlacao entre a area da
lesdo periapical e os niveis de espécies gram-negativas.
Vengerfeldt et al. (2014) realizaram um trabalho com
pacientes que ndo tiveram contato com antibidticos para
revelar as comunidades bacterianas presentes no tratamento
endodontico, através do sequenciamento Illumina (Illumina
Inc, San Diego, CA). As amostras foram coletadas em
condicdes assépticas rigorosas a partir de 12 dentes (5 com
CAP primario, 3 com CAP secundario, € 4 com um abscesso
periapical), caracterizando o perfil da comunidade
microbiana. Os resultados dessa andlise demonstraram
comunidades altamente polimicrobianas nos trés grupos
pesquisados, sendo as mais frequentes, Firmicutes e
Bacteroidetes. As comunidades foram individualmente

diferentes, mas as bactérias anaerobias predominaram como
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regra. O Enterococcus faecalis foi encontrado apenas em
pacientes com PAC secundario.

De acordo com Antunes et 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
por¢do apical do sistema de canais radiculares apds
tratamento de periodontite apical. Foram obtidos 27
espécimes, com periodontite apical persistente, durante
cirurgia perirradicular, e utilizada em tempo real uma reacao
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 (19%). Ja o Enterococcus
faecalis foi encontrado em apenas 3 casos.

Ran et al. (2015) analisaram a capacidade de invasdo de
tabulos dentinarios por Enterococcus faecalis. Foram
infectados 40 dentes humanos unirradiculares em pH alcalino

¢ condigdes de estresse nutricional. Os canais foram
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padronizados e apds 4 semanas de contaminagdo as raizes
foram divididas verticalmente em duas metades: uma metade
foi processada para andlise de formagdo de biofilme usando
um microscopio eletronico de varredura, a outra metade foi
corada com reagentes fluorescentes e a profundidade de
invasdo tubular dos microrganismos foi examinada MEV
confocal. A estirpe de E. faecalis resultou na formagao de
biofilme e invasdo dos tubulos dentindrios sob todas as
condicdes de estresse, com excecao de pH 11 e 12, no entanto,
a distancia de penetragdo tubulo foi drasticamente reduzida
nestas condigdes de stress em comparacdo com em caldo
triptico de soja (TSB) ou pH 7. A profundidade de invasao na
dentina na por¢ao medial da raiz foi significativamente maior
do que nas secgdes apicais em TSB e meio de privagdo de

energia.

CLOREXIDINA

Weber et al. (2003) realizaram um estudo com a
finalidade de avaliar o efeito da ativacao ultrassonica passiva
da clorexidina 2% e NaOCl 5,25% na atividade

antimicrobiana residual em canais radiculares. Foram
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utilizados 94 dentes humanos extraidos divididos em 5
grupos: I- canais preparados com clorexidina 2%; I1- preparo
com clorexidina 2% mais ativa¢do ultrassonica passiva
durante 1 minuto; III- preparo com NaOCl 5,25%; IV-
preparo com NaOCl 5,25% mais ativagao ultrassonica passiva
durante 1 minuto; e V- preparo com solug¢do salina (controle
negativo). Os resultados demonstraram uma atividade
antimicrobiana residual com clorexidina 2% estatisticamente
superior ao NaOCl 5,25%, com apenas irrigagdo ou irrigagao
seguida de ativagdo ultrassonica passiva. Os grupos
experimentais tratados com clorexidina permitiram atividade
antimicrobiana residual por até 168h ap6s o tratamento,
enquanto que o NaOCl 5,25% ndo demonstrou atividade
alguma apds 48h. Possivelmente a remocao da lama
dentinaria, seguida da irrigacdo final com clorexidina 2%
ativada com ultrassom resultara em um aumento da atividade
antimicrobiana residual. Por outro lado, NaOCl demonstra
capacidade de dissolugao de tecidos, o que ¢ de suma
importancia para a instrumentagdao do canal. Futuros estudos
devem ser realizados afim de verificar se a clorexidina 2%

como irrigante e medicacdo intracanal na presenca de sangue,
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plasma e outros fluidos ¢ tao efetiva quanto o NaOCl, até la
ndo podera ser considerado superior ao hipoclorito de sodio.
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 eficicia
antibacteriana deste irrigante, Ercan et al. (2004) utilizaram
30 incisivos e pré-molares com um Unico canal, apresentando
necrose pulpar e/ou lesdao apical de 20 pacientes. Foram
utilizados hipoclorito de sodio 5,25% e clorexidina 2% como
irrigantes dos canais. A clorexidina demonstrou ser tdo eficaz
quando o hipoclorito de s6dio, € pode ser uma alternativa
como irrigante em relacdo a atividade antimicrobiana, porém
nao apresenta capacidade de dissolucao de tecido organico.
Estudos demonstram que as principais causas para o
insucesso da terapia endoddntica sdo: microrganismos
persistentes no interior do canal radicular e a recolonizacao
do canal obturado, geralmente associados ao Enterococcus
faecalis organizado na forma de biofilme. Apenas a acdo
mecanica dos instrumentos endoddnticos nao ¢ capaz de
sanificar o canal, sendo imprescindivel o uso de solugdes

irrigantes com atividade antimicrobiana de amplo espectro,
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efetivas contra microrganismos facultativos ou anaerdbios
organizados em biofilme, capacidade de dissolucao de tecido
pulpar remanescente, poder de inativacdo de endotoxinas e
preven¢do da formacdo de lama dentinaria ou dissolugdo da
mesma. A clorexidina, desenvolvida em 1940, ¢ um potente
antisséptico utilizado na odontologia para controle de placa
bem como solugdo irrigadora para endodontia, porém nao
deve ser indicada como irrigante padrao pelo fato de nao
apresentar capacidade de dissolucdo dos remanescentes
pulpares. No entanto ¢ a solu¢do mais indicada para o
protocolo final de irrigacdo, 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 s6dio, 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
solucdo salina (Zehnder, 2006).

Arias-Moliz et al. (2009) testaram a concentragdo
minima de solucdes irrigantes para a erradicacdo do biofilme

de Enterococcus faecalis. Verificaram que o NaOCI foi
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bastante efetivo na erradica¢do do biofilme nas concentragdes
de 0,00625%, 0,0015625% e 0,00078125 durante 1, 5 e 10
minutos de exposicdo respectivamente. A clorexidina
demonstrou ser menos efetiva, necessitando ao menos 5
minutos de contato na concentragdo de 2% e 1% em 10
minutos. A solu¢do de EDTA 17% ndo demonstrou atividade
antimicrobiana em nenhum intervalo de tempo testado.

A clorexidina tem sido amplamente utilizada como
irrigante ou medicagdo intra-canal, em alguns estudos
demonstrou ser mais eficiente do que o hipoclorito de s6dio
5,25% contra Enterococcus faecalis, e em combinagdo com
perdxido 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% ndo foi capaz de rompé-lo. Sendo assim, o
hipoclorito de s6dio ¢ a tnica solugdo irrigante capaz de
causar seu rompimento, o que também se aplica a capacidade
de dissolucao de tecido orgénico, a qual tem sido a principal

desvantagem da clorexidina. Alguns autores sugerem o uso
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de hipoclorito de s6dio a fim de se eliminar o tecido organico,
em seguida o uso de EDTA 17% para remoc¢do da lama
dentinaria e na sequencia o uso de clorexidina no intuito de
ampliar o poder de desinfeccao devido sua substantividade,
porém a interacdo quimica entre o hipoclorito de sédio e a
clorexidina pode levar a alteracao de cor do elemento dentario
e o precipitado formado por esta interagdo interfere no
selamento do material obturador. Quando utilizada como
medicacdo intra-canal, os autores demonstram que a
clorexidina ¢ mais efetiva do que o hidroxido de calcio em
eliminar E. faecalis e que se misturados, sua efetividade
antimicrobiana pode ser aumentada. A respeito da adesdo
dentindria, a clorexidina apresenta ac¢do inibidora de
metaloproteinases, que causariam degradagdo do colageno
desprotegido da camada hibrida levando as falhas na adesao
de restauracdes. Utilizada clinicamente nas concentragoes
indicadas a biocompatibilidade da clorexidina ¢ aceitavel, e
em raros casos pode causar reacdes alérgicas (Mohammadi e
Abbott, 2009).

Mehrvarzfar et al. (2011) testaram a hipotese de que a
combinacdo da terapia envolvendo laser e solu¢des irrigantes

seria capaz de eliminar completamente o Enterococcus
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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 em 2 grupos (n=48), os
quais foram subdivididos em 4 grupos (n=12): 1A- Solugdo
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
apds secagem dos canais foi realizada irradiagdo com laser
durante 5 segundos, repetidas por 5 vezes, com intervalo de
15 segundos a cada ciclo de irradiac¢do. Foi utilizado o diodo
de GaAlAs, levado ao canal com ponta de fibra optica. Apds
contagem de CFU foi observada a auséncia de crescimento
bacteriano para a associacdo de MTAD e laser, sem
diferencas estatisticas para as associagoes do laser com de
NaOCl2,5% e clorexidina 2%. Por outro lado, o emprego das
solucdes sem irradiacao a laser, revelou a superioridade das
solucdes de NaOCl 2,5% e clorexidina 2% na desinfec¢ao, em

relacdo a solucdo de MTAD. O emprego do diodo de laser,
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sem associacdo com irrigantes, foi capaz de reduzir em 80%
a contaminacdo bacteriana.

Paiva et al. (2012) avaliaram o efeito antimicrobiano
do preparo quimico-mecanico utilizando instrumentagdo
rotatéria aliada a irrigacdo com NaOCl 2,5% e EDTA 17%
(ap6s instrumentacdo), seguida de wuma desinfeccio
suplementar  através de PUI  (irrigagdo  passiva
ultrassonificada) ou irrigacao final com clorexidina 2%. A
deteccao microbiana foi realizada através da cultura e medida
da reacao de polimerase (PCR). Foram selecionados 1 dente
por paciente, com periodontite apical, tendo as paredes da
camara pulpar intactas, totalizando 27 elementos dentérios.
Apo6s instrumentagdo 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 apds o preparo quimico-mecanico, demonstrando
a necessidade de uma terapia suplementar. Concluiram que
ambas as terapias suplementares resultam na diminui¢do dos
casos de cultura bacteriana positiva. No entanto, as terapias

nao foram capazes de produzir canais livres de bactérias.
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Beus et al. (2012) compararam o efeito de dois
protocolos de irrigacdo endoddntica para eliminagdo de
bactérias do sistema de canais radiculares. O objetivo foi: 1-
comparar o efeito antimicrobiano da irrigagdo ultrassonica
passiva com a irrigagao ndo ultrassonica. 2- verificar o efeito
antimicrobiano do hidréxido de calcio como medicagao
intracanal pds instrumentagdo. 3- observar o efeito
antimicrobiano de uma segunda exposi¢do a instrumentacao
e irrigagdo. 4- comparar a capacidade antimicrobiana de
tratamentos em sessdao unica e duas sessOes. Foram
selecionados 50 pacientes apresentando indicacao
endoddntica 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 (irrigagdo ultrassonica
passiva) e NUI (irrigagdo ndo ultrassonica). Amostras foram
coletadas apos acesso endodontico; instrumentagdo/irrigagao;
inicio da segunda sessdo, apos uso do hidroxido de calcio por
7 dias; e antes da obturagdo, apos segunda
instrumentagdo/irrigacdo. Nao foram observadas diferengas
significativas para reducdo bacteriana em relagdo a PUI

(84%) e NUI (80%). Apds a medicacdo intracanal 87% das
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amostras atingiram cultura bacteriana negativa, enquanto que
apos a segunda interven¢do as amostras atingiram 91% de
culturas negativas, também sem diferenca significativa.
Portanto, embora o uso de hidroxido de calcio como
medicagdo intracanal durante 7 dias tenha diminuido a
infecc¢do bacteriana, uma exposi¢ao a segunda intervencao de
instrumentacgdo e irrigacdo também ¢ um fator importante na
redu¢do da contaminagdo; e a alta taxa de culturas negativas
alcancada em uma sessdo para ambos os grupos, €
provavelmente o resultado do grande volume de solucdo
irrigante assim como a maior profundidade de insercdo da
canula irrigadora no interior dos canais radiculares.

Vaziri et al. (2012) testaram a eficacia bactericida da
terapia fotodinamica, hipoclorito de sddio a 2,5%, clorexidina
a 2% ¢ 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 NaOCI 2,5% foi
significativamente mais elevado, porém a associagdo de
PDT/NaOCl 2,5% obteve os melhores resultados, atingindo

100% de eliminagdo de Enterococcus faecalis, utilizando o
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seguinte protocolo: NaoCl 2,5% durante 5 minutos, aplicaciao
do fotosensitizador (azul de toluidina a 15 pg/ml) e exposi¢ao
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 hidréxido de célcio, clorexidina 2% e pasta
triantibidtica 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 imersas nos agentes
antimicrobianos durante 7 dias. A pasta triantibiotica tinha
na composicdo Metronidazol (flagyl 250mg), minociclina
(100mg) e ciprofloxacino (250mg) (500 mg de cada
antibiotico foi homogeneizada de forma a obter um po6, o qual
foi misturada ao propilenoglicol na propor¢ao de 7 partes de
p6 para 4 de propilenoglicol). Como grupo controle foi
utilizada solucao salina. Apos 7 dias, as amostras foram
lavadas em solucdo salina, e cinco exemplares de cada grupo
foram avaliados imediatamente apo6s lavagem, outros 5

exemplares de cada grupo foram reincubados durante 24h
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(n=10). Os resultados demonstraram que a pasta de hidréxido
de célcio apresentou a atividade antimicrobiana mais fraca, e
que a mistura triantibidtica obteve a maior atividade
antimicrobiana com ou sem 24 horas de reincubagdo. A
clorexidina e o hidroxido de céalcio ndo demonstraram
diferenga significativa imediatamente apos a lavagem das
amostras, porém apo6s o periodo de reincubagao, a clorexidina
2% apresentou estatisticamente menor numero de células
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 propor¢ao de células vidveis quando novos
nutrientes estdo disponiveis. Quando comparadas a
clorexidina 2% e a pasta triantibidtica apos periodo de
reincubagdo ndo foram observadas diferengas significativas,
possivelmente pelo fato da clorexidina e da monociclina
apresentarem substantividade. No entanto, os medicamentos
utilizados nesse estudo, ndo foram capazes de eliminar 100%
das bactérias, sugerindo que uma prévia desorganizagao do
biofilme por meio do tratamento com hipoclorito de sédio
pode ser uma condicao necessaria para aprimorar o efeito das

medicacdes intra-canais.
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Bottcher et 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 dentindrio de dentes humanos extraidos. As
unidades experimentais contaminadas permaneceram em
contato com as solugdes testadas durante o periodo de 5
minutos, sendo incubadas apds este periodo. Amostras foram
coletadas apos, 48 horas, 7 dias e 30 dias de incubagdo. Os
resultados demonstraram que a clorexidina 2% diminuiu
significativamente o nimero de células viaveis no periodo de
48 horas, comparada ao grupo controle que utilizou solucao
salina. A mesma diferenca foi mantida para as amostras
coletadas apos 7 dias de incubacdo. Apos 30 dias de
incubacdo a clorexidina apresentou um aumento no nimero
de células vidveis demonstrando resultados similares ao
grupo controle. Os autores concluiram que a presenga 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, ¢ que os microrganismos no tecido
dentindrio humano ndo afetaram a presenca da clorexidina

2%.
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QMIX

Dai et al. (2011) realizaram um estudo a fim de
verificar o efeito do irrigante Qmix na remoc¢ao da smear layer
e detritos das paredes do canal radicular. Foram utilizados 50
dentes humanos extraidos. Apds o preparo dos canais, foram
aplicados protocolos de irrigacdo final com Qmix, MTAD,
agua destilada e EDTA 17%. Os resultados foram avaliados
por meio de MEV e demonstraram uma melhor remog¢ado de
smear layer e detritos no terg¢o cervial seguido pelo médio e
apical, ndo havendo diferencas significativas entre os grupos
tratados com EDTA e Qmix, no entanto nenhuma das
solucdes demonstrou eficacia na remocao completa de
detritos e smear layer do interior dos canais radiculares.

Ma et al. (2011) realizaram um estudo com o
proposito de padronizar um método para quantificar a
efetividade da desinfeccdo de diferentes solugdes
antibacterianas. Para isso, foi utilizado o método de
centrifugacao das raizes dentarias imersas em uma suspensao
de Enterococcus faecalis. A presenga das bactérias no interior
dos tubulos dentinérios foi confirmada através de imagens em
MEV. Apés contaminadas, as raizes foram submetidas a

tratamentos de 1 e 3 minutos com as seguintes substancias:
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agua estéril; NaOCI nas concentracdes de 1%, 2% e 6%;
clorexidina 2% e Qmix. Para a avaliacdo da propor¢do de
células vivas ou mortas foi utilizado o método de CLSM
(microscépio de escaneamento a laser confocal), o qual
demonstrou uma grande invasdo bacteriana no interior dos
tibulos dentinarios, bem como o aumento da morte celular
quando concentragcdes mais elevadas de NaOCIl eram
utilizadas. O Qmix demonstrou-se tdo efetivo quanto o
NaOCl 6%, eliminando 40% e 60% das bactérias em 1 minuto
e 3 minutos respectivamente. O NaOCl 1%, 2% e clorexidina
2% eliminaram 20%-30% e 30%-40% das bactérias apos 1 e
3 minutos respectivamente. Nao foram verificadas diferencas
significativas entre os 3 agentes utilizados. A conclusdo do
estudo foi de que este método de centrifugacdo para
contaminacao bacteriana, ajuda na promo¢ao de uma grande
contaminacao na dentina e que o método CLSM possibilita a
comparacao da efetividade de diferentes solugdes
antimicrobianas, na capacidade de promover a morte
bacteriana no interior dos tibulos dentinarios.

Com o objetivo de avaliar a efetividade de desinfecao
endodontica contra biofilmes jovens e “velhos” de

Enterococcus faecalis. Wang et al. (2012) contaminaram
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blocos de raizes dentarias humanas pelo método da
centrifugacdo. Os biofilmes de 1 dia e os de 3 semanas de
desenvolvimento foram submetidos a tratamentos de 1
minuto ¢ 3 minutos de contato com: NaOCI (hiplorito de
sodio) 2%, NaOCl 6%, clorexidina 2% e QMix. As
proporgdes de células vidveis e ndo viaveis foram verificadas
através do método de CLSM, o qual demonstrou que
significativamente menos bactérias foram eliminadas nos
biofilmes com 3 semanas de desenvolvimento. O tempo de
exposi¢ao mais prolongado aos agentes antimicrobianos (3
minutos) resultou, para ambos os biofilmes, na maior
quantidade de eliminacdo bacteriana quando comparado ao
tempo de 1 minuto. O NaOCl 6% e o Qmix foram as solugdes
mais efetivas contra a forma jovem de biofilme, e contra o
biofilme de 3 semanas, o NaOCl 6% foi o mais efetivo,
seguido pelo Qmix. Clorexidina 2% e NaOCl 2%
apresentaram a mesma capacidade de redugdo bacteriana.
Como conclusdo, os autores verificaram que no interior dos
canais radiculares, bactérias estabelecidas em biofilmes com
maior tempo de desenvolvimento (3 semanas) sdao menos
susceptiveis (21%) a acdo das solucdes bactericidas do que as

organizadas em biofilmes recentes (1 dia).
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Em um estudo para avaliar a efetividade em remocgao
de smear layer e atividade antimicrobiana do QMix, Stojicic
et al. (2012) utilizaram uma suspensdao de Enterococcus
faecalis isolados de canais infectados ¢ uma suspensdo mista
de bactérias da placa coletada de trés voluntarios. Estas
suspensoes foram adicionadas a determinados volumes dos
agentes antibacterianos (QMix, clorexidina 2%, MTAD,
NaOCl 1% e NaOCl 2%) e mantidas pelos tempos de 5
segundos, 30 segundos € 3 minutos. Apos os tempos de
exposi¢ao, amostras foram coletadas e cultivadas em BHI
agar por duas semanas. Também foram realizados testes em
biofilmes de Enterococcus faecalis cultivados em discos de
dentina, desta vez com tempo de contato de 1 e 3 minutos aos
agentes antibacterianos. Os resultados para os testes
microbiologicos foram verificados através de MEV confocal
e para remo¢ao de smear layer através de MEV. QMix e
NaOCl eliminaram 100% das bactérias na forma planctonica
ou em biofilme no tempo de 5 segundos. QMix e NaOCl 2%
chegaram a ser 12 vezes mais eficazes na eliminagdo de
bactérias e em relacdo a smear layer, a remog¢ao promovida

pelo QMix foi comparavel a do EDTA.
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Embora inimeros fatores contribuam para as falhas da
terapia endodontica, a infeccdo intrarradicular persistente ou
a infeccdo secundaria ainda s3o as maiores causas dos
fracassos em endodontia. O QMix™ 2 in 1, contém a mistura
de um agente antimicrobiano, um agente quelante e um
surfactante, sendo indicado para irrigacao final a fim de
remover smear layer, ap6s o uso do hipoclorito de sédio como
irrigante inicial. Este estudo de Elakanti et al. (2015) teve
como objetivo comparar a eficacia antimicrobiana do QMix,
hipoclorito de sodio 5,25% e clorexidina 2% contra
Enterococcus faecalis e Candida albicans. Foram utilizados
80 pré-molares inferiores humanos. As raizes foram
ampliadas, esterilizadas e contaminadas com uma suspensao
de E. faecalis e C. albicans. Apds a contaminagdo, as
unidades experimentais de cada grupo foram subdivididas em
quatro grupos (A, B, C e D), e irrigadas de acordo com os
seguintes protocolos: IA e ITA: 3ml de hipoclorito de sédio a
5,25%; IB ¢ IIB: 3ml de clorexidina 2%; IC ¢ IIC: 3ml de
QMix; ID e IID: 3ml de solucdo salina 0,9%. O tempo de
contato das solucgdes foide 1 minuto e uma irrigagdo final com
Sml de agua destilada foi realizada ao término deste periodo.

Foi realizada a contagem de CFU. Os resultados
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demonstraram um efeito antimicrobiano significativo do
QMix 2 em 1 contra E. faecalis e C. albicans, sendo
estatisticamente superior aos demais irrigantes testados, o que
poderia ser explicado pela composi¢do da solugdo. A
presenca de um surfactante diminui a tensdo superficial da
solugdo, aumentando sua capacidade umectante; o agente
antimicrobiano previne a colonizacdo microbiana da
superficie dentindria; e o agente quelante promove danos as
paredes celulares de bactérias gram negativas, pela interagao
com a membrana celular aumentando sua permeabilidade.
Em um estudo com o objetivo de comparar a atividade
antimicrobiana e atividade residual antimicrobiana de cinco
diferentes solugdes, foram utilizados blocos de dentina
infectados com Enterococcus faecalis. As substancias
testadas foram: EDTA 17%, clorexidina 0,2%, cetrimida,
MTAD e QMix. Apo6s dois minutos de contato por imersao
nos agentes quimicos, foram coletadas amostras para cultura
e posterior contagem de CFUs. O teste de atividade
antimicrobiana residual foi realizado de maneira semelhante,
porém as amostras para culturas foram coletadas nos tempos
de 12h, 24h, 36 e 48h apos os tratamentos. Os resultados

demonstraram que todas as solugdes atingiram reducdo
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bacteriana significativa com diferengas significativas. Os
melhores resultados foram alcangados pelo QMix e
clorexidina, ndo havendo diferencas entre estes dois grupos.
No teste de atividade antimicrobiana residual, todas as
solugdes apresentaram eficacia, porém QMix e clorexidina
foram os mais efetivos, tendo a clorexidina atingido a acdo
mais prolongada, trinta e seis horas (Zhang et al., 2015).
Com o objetivo de comparar o efeito antimicrobiano
da terapia fotodinamica, laser de Nd:YAG e QMix contra o
biofilme de Enterococcus faecalis, Juric et al. (2015)
utilizaram pedacos de dentina de dentes humanos extraidos,
contaminados durante trés semanas com a cultura bacteriana.
A presenca de biofilme nas amostras foi confirmada pelo
método FISH (fluorescence in situ hybridization) no qual as
bactérias apresentam fluorescéncia quando visualizadas em
MEV. Apoés o periodo de contaminacdo os protocolos
antimicrobianos foram aplicados. A PDT teve como
fotosensitizador a solugdo de phenothiazinium chloride
(10mg/ml), que foi removida apds dois minutos de contato,
seguida da aplicacdo da energia luminosa com 660 nm de
comprimento de onda e uma poténcia de 100mW, durante 60

segundos. O QMix foi aplicado de maneira que cobrisse as
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amostras, pelo periodo der 1 minuto. Os resultados
demonstraram que a maior redug¢do bacteriana ocorreu no
grupo de controle negativo, que utilizou NaOCl 5,25%
durante 1 minuto (99.99%). Nos grupos experimentais a PDT
e o QMix foram igualmente efetivos, atingindo 98,8% e
99,3% de reducdo bacteriana respectivamente. A irradiacao
com Nd:YAG resultou em 96% de redugdo bacteriana, o que

fo1 significativamente menos efetivo do que a PDT e o QMix.

EXTRATO DE SEMENTE DE UVA

O estudo de Jayaprakasha et al. (2003) teve como
objetivo avaliar o potencial antibacteriano e antioxidante do
extrato de semente de wuva (Vitis vinifera). Foram
identificados nove compostos responsaveis pela formagdo de
95% do extrato, dentre eles destacam-se as procianidinas
monoméricas, presentes na quantidade de 40 a 48%. As
concentracdes do extrato em 250, 500, 750, 1000, 1250 e
1500 ppm foram testadas afim de determinar a MIC (Minima
Concentracdo Inibitoria), através da contagem de CFU. As
espécies bacterianas utilizadas foram Bacillus cereus,

Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa. Os resultados
demonstraram que bactérias Gram-positivas  foram
completamente inibidas nas concentragdes de 850-1000 ppm,
equanto as Gram-negativas foram inibidas em concentracdes
de 1250-1500 ppm.

Autores como Brown et al. (2009) avaliaram os
efeitos antimicrobianos dos extratos de uva (casca, semente ¢
ambos) contra Helicobacter pylori por meio da analise em
microscopia eletronica de varredura confocal. As amostras
foram tratadas com diferentes tempos de exposicdo aos
agentes antimicrobianos, 1, 2, 4, 6, 12 e 24 horas. Os
resultados demonstraram que os extratos de uva tém um
significante efeito inibitério no crescimento bacteriano,
atingindo 60% de redu¢do no periodo mais prolongado de
exposi¢ao, sem diferenga 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 infecg¢do por Helicobacter pylori.

Cueva et al. (2012) avaliaram o efeito de sete
compostos fenolicos do vinho no crescimento de bactérias

patogénicas associadas a doengas respiratdrias. Dentre as
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substancias testadas o extrato de semente de uva demonstrou
o efeito antimicrobiano mais efetivo contra os patdgenos
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 for¢a de adesao 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 nado-tratados. Apos a obturagdo as
raizes foram seccionadas em fatias de 1mm de espessura no
ter¢o corondrio e terco médio, as quais foram utilizadas para
o teste de pushout apds uma semana e apos 3 meses de
armazenamento. O ter¢o apical das raizes foi utilizado para
avaliacao da interface cimento-dentina em MEV e para o teste
da biodegradacdo, que se deu através da exposi¢dao destas
amostras a colagenase bacteriana tipo I durante 24h e
posterior mensuragao da hidroxiprolina, liberada apos o
periodo de agdo enzimatica. Os resultados nao demonstraram

diferengas na forca de adesdo entre os grupos para o terco
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coronario no periodo de uma semana de armazenamento. Ja
para o ter¢o médio o grupo tratado com o extrato demonstrou
maiores valores de forca de adesdo para este periodo. Apos
trés meses de armazenamento ambos 0s grupos apresentaram
diminui¢do nos valores de for¢a de adesdo, 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 dentindria radicular
desmineralizada a biodegradacdo, e aprimora a forca de
adesdo 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 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
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CFU e teste confocal em MEV dos biofilmes ap6s a exposi¢ao
dos mesmos aos seguintes agentes: vinho tinto, vinho tinto
sem alccol, 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 solucdo 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 prevencao 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 atengdo 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
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demonstrado efeitos bactericidas. Portanto, a inibigdo do
crescimento microbiano observada neste estudo com estes
dois extratos medicinais abre novas perspectivas para o seu
uso como medicagdo intracanal.

Cecchin, Farina, et al. (2015) avaliaram o efeito do
extrato de semente de uva, hipoclorito de sédio 2,5%,
clorexidina 2% ¢ QMix contra Enterococcus faecalis e sua
influéncia na resisténcia da dentina intrarradicular a tracao e
flexdo. O método de contagem de CFU foi utilizado para
avaliacdo 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 redugao bacteriana. Sendo assim, os autores
destacam que o uso do extrato de semente de uva pode ser
recomendado para os procedimentos endoddnticos, uma vez
que apresente efetiva atividade antimicrobiana nao
interferindo nas propriedades mecanicas da dentina, bem
como a clorexidina 2%.

Cecchin, Pin, et al. (2015) realizaram um estudo com

0 objetivo de investigar os efeitos de um extrato rico em
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proantocianidinas (extrato de semente de uva) na forca de
adesdo e estabilidade de adesdo de pinos de fibra a dentina,
utilizando  dois  sistemas adesivos. Os resultados
demonstraram que o extrato de semente de uva ndo afetou a
for¢a de adesdo de imediato, porém contribuiu para preserver
a for¢a de adesdo 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 forca de adesdo da interface dentina-adesivo

em canais radiculares.

TERAPIA FOTODINAMICA

A terapia fotodinamica (PDT) utiliza um corante nao
toxico, determinado fotosensitizador em conjunto com a luz
visivel de baixa intensidade. A interagdo luz/corante produz
espécies altamente reativas de oxigénio, que podem causar
injurias e morte dos microrganismos. O fotosensitizador pode
ser destinado a células ou tecidos especificos, e a irradiacao
luminosa pode ser direcionada a um local especifico, desta

maneira dando a PDT dupla seletividade. Inicialmente
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proposta para o tratamento do cancer difundiu-se devidos as
inimeras aplicabilidades, como por exemplo inativagao
microbiana ¢ tratamento de infec¢des (Demidova e Hamblin,
2004).

Soukos et al. (2006) testaram os efeitos da terapia
fotodinamica em patogenos endoddnticos na sua forma
planctonica bem como em biofilmes de Enterococcus faecalis
em canais de dentes extraidos experimentalmente infectados.
Para bactérias em estdgio planctonico, comumente
encontradas em infec¢des endodonticas primdrias (2 espécies
gram-negativas e 4 gram-positivas), foi utilizado o
fotosensitizador azul de metileno na concentracao de 25
pg/ml (durante 5 minutos), associado a energia luminosa
(laser) com um comprimento de onda de 665 nm e poténcia
de 100 mW/cm?. As bactérias foram totalmente eliminadas
apds a ativagao do corante, duas espécies foram eliminadas
antes mesmo da aplica¢do da luz, ¢ no Enterococcus faecalis
foi observada uma redugdo de 53% apds PDT. Nas amostras
dentarias (60), apds prévia instrumentacdo, esterilizacao e
contaminagdo, os canais foram preenchidos com azul de
metileno durante 5 minutos de contato, seguidos da aspiragao

e irradiacdo. Foi alcangada uma reducao bacteriana de 97%,
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0 que sugere que a terapia fotodindmica pode ser utilizada
como um procedimento complementar com a finalidade de
eliminar microrganismos residuais no canal radicular apos a
terapia endoddntica padrdo. E uma técnica nio invasiva que
apresenta vantagens como rapida aplicagdo no canal
radicular; rapida eliminagdo bacteriana; penetracao do
fotosensitizador em biofilme e tubulos dentinarios; limitada
penetracao e citotoxicidade do fotosensitizador e luz no
ligamento periodontal e tecido 6sseo adjacente; e auséncia de
efeitos adversos nos tecidos radiculares circundantes.

Garcez et al. (2007) verificaram a atividade
antimicrobiana da terapia fotodindmica combinada ao
tratamento endodontico convencional para eliminar biofilme
bacteriano do interior de canais radiculares. Neste estudo, a
eficacia de desinfeccao foi analisada utilizando a metodologia
da bioluminescéncia, que utiliza a sobreposicao de imagens
bioluminescentes para a comparagao entre grupos. Um total
de dez dentes foram contaminados com as bactérias
Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis. As amostras
foram divididas em 3 grupos: PDT, tratamento endodontico
convencional, combinados (PDT+convencional). Para a PDT

foi utilizado como fotosensitizador um conjugado de
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polyethylenimine (PEI) e chlorin(e6) incubado por 10
minutos, a energia luminosa utilizada teve comprimento de
onda de 660 nm, poténcia de 40 mW e foi aplicada com
auxilio de ponteira de fibra Optica. A terapia endodontica
convencional foi realizada com limas manuais até um
didmetro apical equivalente a uma lima #40 com solucdes
irrigadoras de hipoclorito de sédio a 2,5% e perdxido de
hidrogénio a 3%. Os resultados demonstraram que todos
tratamentos testados foram efetivos na reducdo da
bioluminescéncia bacteriana. PDT sozinha demonstrou-se
mais eficiente (95%) em eliminar bactérias do que o
tratamento endodontico convencional sozinho (90%), embora
os niveis de recontaminacdo apos 24h de incubacdo pos-
tratamento ndo tenham demonstrado diferengas significativas
entre os dois grupos. A combinacao dos dois tratamentos foi
claramente mais efetiva do que ambos tratamentos sozinhos,
¢ mais importante, foi muito mais efetiva na redugdo do nivel
de recontaminagao apds 24 horas. Concluindo, a associagao
da PDT como um adjuvante no tratamento endodontico
convencional, conduz a uma estatisticamente significante
maior redugcdo da carga bacteriana do interior dos canais

radiculares.
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Os insucessos na terapia endodontica geralmente
estdo associados a limpeza e desinfec¢do inadequada do
sistema de canais radiculares, possivelmente pela
contaminacdo de locais que a instrumentacdo e os agentes
quimicos desinfetantes ndo conseguem atingir. A terapia
fotodinamica (PDT) é um método complementar que pode ser
utilizado a fim de eliminar os remanescentes bacterianos do
interior dos canais. 46 dentes humanos extraidos foram
contaminados com uma suspensao de Enterococcus faecalis.
Apos, distribuidos em 2 grupos: Grupo controle (CG) e
grupos teste (TG). No CG nenhuma terapia foi aplicada, no
TG utilizou-se a terapia fotodinamica, tendo como
fotosensitizador uma solugao 0,0125% de azul de toluidina
que permaneceu no interior dos canais por um periodo de 5
minutos. Apods lavados com uma solu¢do salina a 9%, com
ajuda de uma ponta de fibra dptica introduzida no interior do
canal, aplicou-se um laser de baixa poténcia. Amostras
bacterianas foram obtidas antes e apos a PDT e CFU foi
realizada. No CG foi observado um aumento de 2,6% de
CFU, enquanto que no TG a PDT promoveu uma redugdo de

99,9% na contagem de CFU, demonstrando que a terapia ¢
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viavel como um agente bactericida, porém nao erradicando
totalmente a contaminacao bacteriana (Fonseca et al., 2008).

Um estudo realizado por Garcez et al. (2008) testou a
eficacia na desinfec¢do da terapia endoddntica convencional
em associacdo a terapia fotodinamica. Foram selecionados 20
pacientes com diagnostico de necrose pulpar e lesdo
periapical em dentes anteriores superiores. Amostras
microbiologicas foram obtidas apds o acesso endoddntico,
terapia endodontica e PDT. Ao final da primeira sessdo, os
canais foram preenchidos com Ca(OH)2, e ap6s uma semana
uma segunda sessao de terapia endodontica foi realizada. Foi
utilizado PEI-ce6. A combinacdo com a PDT diminuiu
significativamente a carga bacteriana na primeira sessao,
eliminando 82% dos microrganismos que permaneceram no
canal apds o tratamento endodontico padrao. A segunda
sessao com PDT foi ainda mais efetiva, chegando a atingir
mais de 99,99% de redugcdo da carga bacteriana inicial,
sugerindo a terapia fotodinamica como um importante meio
auxiliar a terapia endoddntica convencional.

Para testar os efeitos da terapia fotodindmica no
fotosensitizador azul de metileno (25 pg/mL), Fimple et al.

(2008) utilizaram 120 dentes humanos contaminados com 4
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tipos de bactérias encontradas em infecgdes endodonticas
primarias: Actinomyces israelli, Fusobacterioum nucleatum,
Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia. O exame
em MEV confirmou a presenca do biofilme dos 4
microrganismos nos canais infectados. A associacdo de
fotosensitizador e laser resultou nas menores contagens de
CFU (redugao de 73 a 80%), enquanto que o grupo controle
resultou nas maiores contagens. Quando testados grupos com
apenas azul de metileno ou apenas energia luminosa, foram
observadas menores contagens de CFU em relagdo ao grupo
controle, porém nao significantes. Os resultados sugerem o
potencial da PDT para ser utilizada como adjuvante na
eficacia antimicrobiana da terapia endoddntica padrao.

Lim et al. (2009) testaram uma formulacdo especifica
de fotosensitizador e um condutor liquido em conjunto com
energia luminosa de um comprimento de onda especifico
(LAD - light activated desinfection). Baseia-se no uso de um
fotosensitizador (azul de metileno), diluido em um sistema
especifico de solventes, composto por glycerol, etanol e dgua;
seguido pela aplicacdo de luz na presenca de um meio
propicio para irradiagdo. Neste estudo, o novo método foi

utilizado para verificar a eficacia antibacteriana em biofilmes
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de Enterococcus faecalis imaturos (4 dias de idade) e
maduros (4 semanas de idade) em canais radiculares de dentes
humanos extraidos. Para o teste de biofilme imaturos, as
amostras foram divididas em 5 grupos: Grupo 1 (controle);
Grupo 2 (apenas luz); Grupo 3 (PDT); Grupo 4 (NaOCl
5,25%) e Grupo 5 (LAD aprimorado). Apds os tratamentos
foi realizada a contagem de CFU. No segundo experimento,
apds os tratamentos, também foram coletadas amostras de
dentina para cultura e contagem de CFU. Os resultados
demonstraram que o NaOCl 5,25% e a LAD aprimorada
obtiveram significativa habilidade de inativacao de biofilmes
imaturos. Porém, a LAD aprimorada obteve maior capacidade
de eliminar bactérias mais profundas nos tibulos dentinarios,
quando comparada com a LAD convencional ¢ o NaOCl
5,25%. No entanto, a combinac¢do da LAD aprimorada com o
procedimento de preparo endoddntico em conjunto com
substancias quimicas auxiliares (NaOCl 5,25% + EDTA
17%) foi necessaria para reduzir significativamente as
bactérias viaveis de biofilmes endodonticos maduros.

Xu et al. (2009) em um estudo in vitro avaliaram o
efeito do fotosensitizador azul de metileno e luz vermelha em

fibroblastos e osteoblastos humanos. Apds sensitizar as
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células com o corante em uma concentragao de 50 pg/mL foi
aplicada a energia luminosa com comprimento de onda de
665 nm durante 5 minutos, com poténcia de 10, 20 e 40
mW/cm?. Os testes demonstraram que a luz a 20 e 40
mW/cm? com azul de metileno promoveu efeitos moderados
em 24h nos osteoblastos, enquanto que o hipoclorito de sddio
a 3% por um periodo de 10 minutos eliminou por completo as
células. Os resultados sugerem a existéncia de uma janela
terapéutica segura pela qual a terapia fotodindmica pode
inativar os patogenos endodonticos sem afetar a viabilidade
das células do hospedeiro.

A terapia fotodinamica foi descoberta em torno de 100
anos atras, pela observacdo da morte de microrganismos
quando um corante inofensivo e uma luz visivel eram
combinados in vitro. Primeiramente foi desenvolvida para o
uso no tratamento contra o cancer, porém, recentemente tem
sido proposta como uma terapia para uma grande variedade
de infecgdes localizadas. Esse ressurgimento da PDT pode ser
explicado pelo fato do aumento de resisténcia as drogas
dentre muitas classes de patogenos. Tem como vantagem uma
efetividade semelhante a dos antibidticos na eliminacao

microrganismos, sem no entanto induzir resisténcia nos

62



mesmo. Como desvantagem apresenta o cessar dos efeitos
antimicrobianos na auséncia da luz. A PDT se tornard ainda
mais importante no futuro, uma vez que a tendéncia de
resisténcia bacteriana aos antibidticos ¢ de aumentar (Dai et
al., 2009).

Garcez et al. (2010) estudaram a terapia fotodinamica
associada ao tratamento endoddntico convencional em
pacientes com microflora resistente a antibioticos. Foram
selecionados 30 casos de lesdes periapicais com tratamento
endoddntico prévio associado ao uso de antibidticos. Os
dentes foram retratados e submetidos a PDT. Amostras
bacterianas foram adquiridas a cada etapa da terapia (acesso,
retratamento endodontico e PDT), obtendo-se apds a primeira
amostra a confirmagao de resisténcia, de pelo menos um
patogeno, ao agente antibiotico. Foi utilizado como agente
fotosensitizador chlorin(e6) por 2 minutos, a energia
luminosa foi aplicada no interior dos canais por meio fibra
optica, utilizando-se comprimento de onda de 660 nm e
poténcia de 40 mW, durante 4 minutos. Os retratamentos
foram realizados em duas sessdes com o uso de hidroxido de
calcio como medicagdo intra-canal, sendo os protocolos de

desinfeccao repetidos na segunda consulta, antes da obturagado
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e selamento final do elemento dentério. O uso do hidréxido
de cdlcio promove a alcalinizagdo do  meio,
consequentemente, o tempo de vida das espécies reativas de
oxigénio aumenta, ¢ o efeito da terapia fotodinamica ¢
amplificado na segunda interven¢do. Apds o retratamento
endodontico microrganismos viaveis ainda foram verificados
no interior dos canais, porém apds aplicada a PDT ndo foi
observado crescimento bacteriano em nenhuma das amostras.
Dez canais radiculares apresentaram 100% de eliminacao
bacteriana apds o retratamento endodontico, enquanto que
todos os 30 dentes demonstraram total auséncia de
microrganismos apos a combina¢do dos tratamentos. Os
resultados sugerem que o uso da terapia fotodinamica como
um adjuvante do tratamento endoddntico convencional leva a
uma significativa maior reducdo da carga bacteriana e ¢
efetiva contra bactérias resistentes a antibioticos.

Souza et al. (2010) realizaram um estudo com o
objetivo de avaliar os efeitos antibacterianos adicionais da
terapia fotodinamica utilizando azul de metileno ou azul de
toluidina apds a instrumentacdo/irrigacdo de canais
radiculares  experimentalmente = contaminados  com

Enterococcus faecalis. Foram utilizados 70 dentes humanos
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unirradiculares extraidos com um Unico canal, os quais foram
contaminados com Enterococcus faecalis. Duas unidades
experimentais foram submetidas ao exame em MEV e
confirmaram a presenga de um padrdo de colonizagdo. As
demais unidades experimentais foram divididas em 4 grupos
com diferentes protocolos de desinfeccao: 1: Azul de
metileno/NaOCl 2,5%; 2: Azul de toluidina/NaOCl 2,5%:; 3:
Azul de metileno/NaCl 0,85%; 4: Azul de toluidina/NaCl
0,85%. Uma concentragdo de 15 pg/mL foi utilizada para
ambos os fotosensitizadores. Todos os canais foram
preparados através do sistema ProTaper e a energia luminosa
foi aplicada no canal através de um diodo de laser, apos 2
minutos de tempo de contato do fotosensitizador, utilizando
ponteira de fibra 6ptica de 300 um de didmetro, poténcia de
40mW e comprimento de onda de 660 nm, durante 4 minutos.
Amostras foram  obtidas antes e apos a
instrumentagao/irrigacao ¢ apdés PDT. A contagem de CFU
revelou que o procedimento de instrumentacao/irrigacao
utilizando NaOCI foi o método mais efetivo na redugdo da
contaminagdo bacteriana, ¢ embora a PDT tenha promovido

alguma redugdo das populagdes de Enterococcus faecalis do
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interior do canal, tais efeitos ndo atingiram significancia
estatistica como um método suplementar de desinfeccao.

No que diz respeito a terapia com lasers de baixa
poténcia, utilizados isoladamente, nem os corantes nem o0s
lasers possuirdo efeito sobre as bactérias, mas, em
combinacdo, o oxigénio da particula isolada, que possui forte
efeito bactericida, serd produzido, o qual causard danos as
membranas celulares, mitocondrias, ¢ DNA, tornando
imevitavel a destruicdo microbiana. Este processo ¢
denominado terapia fotodinamica (TFD), o qual apresenta
vantagens como auséncia da necessidade de manter altas
concentragdes do fotossensibilizador na area infectada, como
ocorre com antissépticos e antibidticos. A principal vantagem
destaca-se ao local de agdo, pois afeta microrganismos apenas
no sitio da deposicao do fotossensibilizador, ndo alterando
estruturas adjacentes como tecidos periodontais e periapicais.
Para o tratamento de infec¢des pelo método da PDT ¢
imprescindivel ter uma fonte de luz adequada e um
fotossensibilizador capaz de se ligar ao patogeno alvo.
Inimeros fotossensibilizadores estdo disponiveis; porém,
para o combate aos patdogenos orais sdo utilizados azul de

toluidina, azul de metileno e conjugados de poli-I-lisina-
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clorina-e6. O laser deve funcionar dentro da faixa de absorgao
do corante utilizado, que geralmente estd no espectro
vermelho, com poténcia de saida entre 50 ¢ 110 mW. Como
desvantagem da PDT destaca-se a auséncia de um protocolo
estabelecido, porém estudos cientificos in vitro e in vivo tém
apresentado resultados seguros e favoraveis que permitem a
aplicacdo clinica desta terapia (Convissar, 2011).

Rios et al. (2011) avaliaram a eficacia antimicrobiana
da terapia fotodinamica em conjunto com o protocolo de
desinfec¢do convencional contra Enterococcus faecalis. As
amostras foram contaminadas e divididas aleatoriamente em
cinco grupos, nos quais diferentes protocolos foram utilizados
pelo periodo de 30 segundos: 1: NaoCl 6%, 2: Azul de
toluidina de baixa viscosidade, 3: irradiagdo luminosa com
ponteira intra-canal, 4: Azul de toluidina e energia luminosa,
5: NaOCl, azul de touidina e energia luminosa. Um exemplar
de cada grupo foi selecionado para analise em MEV que
revelou biofilme estruturado no interior dos canais e tubulos
dentindrios, os demais foram utilizados para contagem de
CFU. Foi observada diferenca significativa entre todos os
grupos, exceto entre os grupos 2 e 3. Os canais tratados com

PDT apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de Enterocccus
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faecalis de 2,9%, enquanto que a combinacdo da PDT e
NaOCl 6% resultou em uma taxa de sobrevivéncia de 0,1%.
Os resultados sugerem a terapia fotodindmica como um
importante método auxiliar na atividade antimicrobiana da
terapia endodontica convencional.

Nagayoshi et al. (2011) testaram os efeitos
bactericidas da terapia fotodindmica em um modelo de lesdo
periapical contaminado com Enterococcus faecalis. Como
fotosensitizador foi usado o verde de indocyanine. Os tempos
de irradiagao foram de 30, 60 e 120 segundos e ainda, foram
testados hipoclorito de sddio 2,5% e solucao salina estéril
como grupos controle. A temperatura na lesdo periapical e
regides circundantes também foi verificada durante o periodo
de irradiagcdo. Nao foi observado nenhum efeito bactericida
com a aplicagdo de luz sem associacao ao fotosensitizador,
enquanto que na presenca do corante obteve-se uma reducao
de 72% nas células viaveis com 30 segundos de exposi¢do, €
auséncia de patogenos apos 60 segundos ou mais. O
hipoclorito de so6dio a 2,5% eliminou completamente o
Enterococcus faecalis. A afericio da temperatura na lesdo
periapical e regides circundantes durante a PDT, demonstrou

um aumento de 2° C para 60 segundos e 6° C apos 120
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segundos. Entdo, amostras bacterianas foram submetidas a
temperatura equivalente aquela atingida durante irradiacdo,
afim de verificar alteragdes na viabilidade celular causadas
pelo aquecimento de até 65° C, no entanto nenhuma alteragio
foi notada, confirmando que a redugdo bacteriana ¢
promovida pela PDT e ndo pelo aquecimento da regido. Os
presentes resultados indicam que o uso da terapia
fotodinamica € eficaz no tratamento de lesdes periapicais sem
causar efeitos adversos nos tecidos circundantes.

Ng et al. (2011) avaliaram os efeitos antimicrobianos
da terapia fotodindmica utilizando 52 dentes humanos
extraidos, os quais apresentavam necrose pulpar associada a
radiolucidez periapical. Os elementos foram divididos em 2
grupos: Debridamento quimico-mecanico (CMD), n=26, e
CMD+PDT, n=26. Amostras bacterianas foram obtidas
imediatamente apos extracao, apés CMD e apos CMD+PDT,
a contagem de CFU foi utilizada para avaliagdo da
desinfeccao dos canais. No grupo CMD os canais foram
instrumentados com o sistema rotatorio Profile em associagao
com hipoclorito de sodio 6% e EDTA 17%. Para o grupo
CMD+PDT o preparo foi o mesmo, ¢ a terapia fotodinamica

utilizou com fotosensitizador azul de metileno a 50 pg/mL
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por 5 minutos associado a energia luminosa com 665 nm de
comprimento de onda e 1 W de poténcia. Os resultados
demonstraram um melhor desempenho do CMD-+PDT do que
apenas CMD. CMD+PDT atingiu significativa maior redugdo
de canais infectados (86,5%) em relacdo ao CMD (49%), o
que indica a terapia fotodindmica como um importante
método adjunto da endodontia convencional.

Cheng et al. (2012) avaliaram o efeito bactericida do
laser de Nd:YAG; Er:YAG; ErCr:YSGG e terapia
antimicrobiana  fotodindmica em canais radiculares
experimentalmente infectados, comparados com o tratamento
endoddntico padrdao do hipoclorito de sédio 5,25%. As
unidades experimentais foram infectadas com uma suspensao
de Enterococcus faecalis e aleatoriamente divididas em 7
grupos. As amostras bacterioldégicas foram realizadas em
diferentes profundidades de dentina por meio de comparagao
da contagem de CFU antes e apos tratamento. Em analise
MEV foi observada formacao de biofilme bacteriano na
superficie do canal radicular e no interior dos tubulos
dentinarios, onde o Enterococcus faecalis chegou a penetrar
uma distancia variando de 100 a 1000 pm. O grupo controle

positivo (NaOCl 2,5% durante 60 segundos) atingiu uma
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reducdo bacteriana de 99,99% na superficie do canal, em
camadas profundas de dentina ndo foi eficaz para
descontaminacdo dos tubulos dentindrios, possivelmente pelo
fato de agir por contato. Os lasers de Nd:YAG (98% de
reducdo bacteriana); Er,Cr:YSGG (93,29% de redugdo
bacteriana) e a PDT (98,13% de redugdo bacteriana) foram
significativamente menos efetivos do que o NaOCl15,25% em
diferentes  niveis. Por outro lado, o  grupo
Er:YAG/NaOCI/NS/DW foi o tUnico tratamento que nao
apresentou crescimento bacteriano (100% de reducao
bacteriana) nas paredes do canal ou a uma distancia de
100/200 pm no interior dos tubulos dentinarios, o que pode
ser explicado possivelmente pela agitagdo promovida na
solucdo irrigante que pode ter atingido maiores profundidades
em dentina.

Meire et al. (2012) realizaram um experimento
laboratorial com a finalidade de avaliar os tratamentos por:
irradiacao com laser de Nd:YAG e Er:YAG; dois sistemas de
terapia fotodinamica; e hipoclorito de sédio em biofilmes de
Enterococcus faecalis. Foram utilizados discos de dentina de
dentes humanos extraidos, contaminados com Enterococcus

faecalis. Para os grupos tratados com PDT, utilizou-se dois

71



sistemas Dentofex e Helbo. Apos aplicacao dos protocolos, as
amostras foram novamente incubadas para entdo prosseguir a
contagem de CFU. Os resultados demonstraram a maior
eliminacdo de biofilme para o grupo tratado com NaOCl 2,5%
(total erradicagdo), seguido pelo grupo tratado com laser de
Er:YAG utilizando pulso de 100 mJ. O uso das duas marcas
comercias para PDT resultou numa fraca redu¢do no niimero
de células de Enterococcus faecalis. Em relagdo ao laser de
alta intensidade, em especifico o Nd:YAG tem seu efeito
antibacteriano baseado na absor¢ao da luz pelo substrato no
qual a bactéria estd aderida (dentina), resultando em um
aumento local da temperatura suficiente para resultar na
morte da célula. Estes valores energéticos estao
contraindicados para serem utilizados in Vvivo, pois
resultariam em dano térmico as estruturas peri-radiculares.
Como conclusdo foi verificado que o NaOCl 2,5% promove
a mais efetiva eliminacdo de biofilme de Enterococcus
faecalis, enquanto o uso do laser de Er:YAG com pulso de
100 mJ também resultou em uma forte reducao na contagem
de células viaveis.

Vaziri et al. (2012) testaram a eficacia bactericida da

terapia fotodinamica, hipoclorito de sddio a 2,5%, clorexidina
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a 2% e PDT/NaOCl 2,5% em canais de dentes humanos
extraidos infectados com Enterococcus faecalis. Ao realizar
contagem de CFU verificaram reducgdo 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 associacdo de PDT/NaOCl 2,5% obteve os melhores
resultados, atingindo 100% de eliminacdo de Enterococcus
faecalis, utilizando o seguinte protocolo: NaoCl 2,5% durante
5 minutos, aplicacdo do fotosensitizador (azul de toluidina a
15 pg/ml) e exposi¢do a energia luminosa (poténcia de 200
mw/cm’ e comprimento de onda de 625 nm), nio sendo
utilizada ponteira de fibra optica.

Silva et al. (2012) avaliaram por meio de exame
histopatoldégico a eficacia da terapia fotodinamica no
tratamento de dentes com periodontite apical. Foram
utilizados cachorros, nos quais a periodontite apical foi
induzida, e quatro protocolos distintos de tratamento foram
utilizados: 1: PDT+/obturagao (RCF)+, 2: PDT+/RCF-, 3:
PDT-/RCF+, 4: PDT-/RCF-. Para as amostras com PDT+ foi
utilizado  HELBO Blue Photosensitizer (phenothiazine

chloride) e uma fonte de laser com comprimento de onda de
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660 nm e poténcia de 20 mW. Os grupos tratados com PDT
apresentaram as menores lesdes periapicais enquanto que as
maiores lesdes foram observadas no grupo tratado sem PDT
e sem obturacdo. Embora o reparo apical total ndo tenha sido
alcancado em nenhum grupo, a auséncia de células
inflamatérias juntamente com moderada neoangiogénese e
fibrogénese na regido periapical nos grupos tratados com
PDT, indica que esta terapia poder ser um promissor
tratamento suplementar ao preparo biomecanico do canal
radicular em dentes com periodontite apical submetidos a
tratamentos endodonticos em sessao Unica.

Gursoy et al. (2013) selecionaram 121 artigos
relevantes sobre terapia fotodindmica, publicados entre os
anos de 1981 e 2012, afim de realizar uma revisdao de
literatura sobre esta modalidade de tratamento. As conclusdes
obtidas através deste estudo, demonstram que a PDT pode ser
considerada uma técnica promissora € menos invasiva dentro
da odontologia, sendo uma ferramenta efetiva no tratamento
de infec¢des superficiais localizadas. No entanto, nao
demonstra a capacidade de substituir a terapia antibidtica,
devendo ser utilizada como uma terapia adjunta para o

tratamento de infecgOes orais.
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Inimeros estudos, in vitro e in vivo, tem relatado os
efeitos antimicrobianos da terapia fotodinamica, porém, ainda
existe pouca informa¢ao no que diz respeito a influéncia do
tempo de exposi¢ao a luz. Yildirim et al. (2013) avaliaram a
eficacia antimicrobiana da terapia fotodinamica (PDT) em
diferentes tempos de irradiagdo. Para tal, 60 dentes humanos
foram selecionados, os canais foram instrumentados e
autoclavados. As amostras foram inoculadas com
Enterococcus faecalis e incubadas. Em seguida, foram
aleatoriamente divididas em 5 grupos (n=12): Grupo controle,
Grupo 1 (NaOCl 5%), Grupo 2 (PDT 1 minuto), Grupo 3
(PDT 2 minutos) e Grupo 4 (PDT 4 minutos). Para as
amostras tratadas com PDT, foi utilizado azul de metileno
como fosensibilizador, deixado durante 1 minuto no interior
do canal e lavado com agua seguido da irradiacdo. Apos 24
horas de incubagao, as unidades formadoras de colonias de
cada amostra foram verificadas. A PDT demonstrou-se tao
eficiente quanto o NaOCl (atingindo redugdo de até 99,9% da
carga microbiana). A variagdo do tempo de exposi¢ao & PDT
ndo demonstrou influéncia significativa na reducdo

bacteriana, sendo 1 minuto suficiente para alcangar o efeito
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antimicrobiano. Em nenhum grupo foram observadas
amostras totalmente livres de contaminagao.

Em um estudo com o objetivo de esclarecer a relagdo
existente entre a quantidade de oxigénio reativo gerado pela
PDT utilizando azul de metileno e seus efeitos bactericidas
sobre o Enterococcus faecalis, Komine e Tsujimoto (2013)
utilizaram um diodo de laser com comprimento de onda de
660 nm e poténcia de 200 mW, durante periodos de 300, 600
e 900 segundos para excitar o agente fotosensitizador em
diversas concentragdes. Os grupos experimentais incluiam
irradiacdo a laser L(+), sem irradiacdo a laser L(-), com azul
de metileno M(+) e sem azul de metileno M(-) combinados
das seguintes maneiras: L(+)M(+), L(+)M(-), L(-)M(+) e L(-
)M(-). Apods contagem de CFU, apenas as colonias
bacterianas das suspensdes de Enterococcus faecalis tratadas
com L(+)M(+) sofreram significante diminuicdo nas
concentracoes de 0,001%-0,01% de azul de metileno,
demonstrando a efetividade da PDT contra cepa bactéria.

Zand et al. (2014) avaliaram a eficacia da terapia
fotodinamica e hipoclorito de so6dio contra biofilmes de
Enterococcus faecalis com trés diferentes estagios de

desenvolvimento (4, 6 ¢ 8 semanas). Foram utilizados 120
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dentes humanos unirradiculares extraidos, instrumentados,
esterilizados e contaminados com Enterococcus faecalis, os
quais foram divididos nos seguintes grupos: I: solucdo salina;
IT: PDT; III: NaOCI 1%; I'V: NaOCl 2,5%. Apos obtengdo de
amostras de dentina a contagem de CFU foi o método
utilizado para verificar os niveis de desinfeccdo. Os
tratamentos utilizados para os grupos II e IV alcangaram
100% de eliminacdo bacteriana, enquanto que o grupo III
apresentou contagem em biofilmes de 6 semanas 3,2 vezes
mais elevado do que biofilmes de 4 semanas; em biofilmes de
8 semanas a contagem foi 5,94 vezes mais alta do que em
biofilmes de 6 semanas, o que significou 19,08 vezes mais
elevada do que em biofilmes de 4 semanas. Os resultados
deste estudo demonstraram a efetividade da terapia
fotodinamica na eliminagdo Enterococcus faecalis, ¢ que a
resisténcia e sobrevivéncia bacteriana aumenta conforme o
tempo de desenvolvimento (maturagdo) dos biofilmes (> 6
semanas), porém nao existem dados suficientes para sugerir a
maior efetividade antimicrobiana da PDT do que os agentes
bactericidas tradicionais.

Ghinzelli et al. (2014) realizaram um estudo com o

objetivo de avaliar a influéncia da ativacdo ultrassonica do
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fotosensitizador na terapia fotodindmica em canais
radiculares infectados com Enterococcus faecalis. O método
de contagem de CFU foi utilizado para avaliar o potencial de
descontaminagdo dos grupos testados e imagens em MEV
foram realizadas para ilustrar a reducdo bacteriana. Os
resultados demonstraram que a ativagdo ultrassonica do
fotosensitizador obteve as menores contagens bacterianas,
com diferencas significativas para os demais grupos testados,
concluindo que a ativacdo ultrassonica melhora o
desempenho da terapia fotodindmica no combate ao

Enterococcus faecalis no interior do canal radicular.

FORCA DE ADESAO

Prado et al. (2013) realizaram um estudo para verificar
o efeito de diferentes protocolos de irrigagao na forca de
adesdo 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
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preenchidos com Resilon + Real Seal SE. O System B foi
utilizado para corte e condensacdo da obturacdo e o Sistema
Obtura utilizado para preenchimento do canal. Apos o teste
do push-out as amostras foram divididas em duas metades e
avaliadas em microscopio eletronico de varredura para
determinagdo do padrdo 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 e menos de 75% 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 fosforico ou clorexidina e
EDTA. Para os grupos Resilon/Real Seal SE maiores valores
de adesdao foram observados quando a clorexidina foi
utilizada como irrigante durante o preparo principalmente
quando associada ao acido fosforico. O uso de uma irrigacao
final com clorexidina em ambas técnicas de obturacdo nao
afetou a forga de adesdo. Em relagdao ao padrao 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
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protocolos de irriga¢do interferem na for¢a de adesdo dos
cimentos resinosos a dentina.

Para Ok et al. (2013) uma solugdo irrigante ideal
deveria eliminar os microrganismos do sistema de canais,
dissolver tecido organico, ndo tendo efeitos negativos na
forca de adesdo dos cimentos endoddnticos ds paredes
dentinarias do canal. Portanto, o objetivo de seu estudo foi
avaliar e comparar o efeito do hipoclorito de so6dio 5,25%,
solugdo de clorexidina 2% e desinfeccdo foto ativada com
azul de toluidina 0,01% na forca de adesdo do cimento
endoddntico AH plus s 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 foram entdo divididas em 3 grupos
(n=5): G1 — terapia fotodindmica, G2 — clorexidina 2% e G3
— grupo controle (NaOCL + EDTA). Foram obtidos dois
discos de dentina com 1mm de espessura dos terg¢os cervical
e médio de cada unidade experimental (20 fatias por grupo) e
submetidos ao teste do push out. Os resultados nao

demonstraram diferengas estatisticas significativas em
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relacdo a for¢a de adesdo do cimento endodontico as paredes
do canal para os diferentes protocolos de descontaminacao.
Para se avaliar o efeito de diferentes técnicas de
ativagdo da irrigagdo final na forca de adesdo 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 NaOClI 3% e SmL de EDTA 17% de acordo com os
protocolos de ativagdo: Controle (sem ativagdo), MDA
(ativagdo manual com cone de guta F4), CB (ativagdo com
CanalBrush) e UA (ativagdo ultrasonica), durante 1 minuto
para cada irrigante. As amostras foram secas com cones de
papel e obturadas pela técnica do cone tinico com cimento AH
plus e cones de gutta-percha F4. Apo6s 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¢co coronario apresentou os maiores
valores de for¢a de adesdo, principalmente para o grupo UA,
enquanto 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
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foi predominantemente mista. Como conclusio verificou-se
que a ativagdo ultrassdnica na irrigacdo final melhora a forca
de adesdo do cimento AH plus a nivel de ter¢o coronario e
médio e o mesmo ocorre a nivel de tergo apical quando
aplicada a ativacdo manual da irrigag¢do final (Topcuoglu et
al., 2014).

Graziele Magro et al. (2014) avaliaram a interagdo
entre hipoclorito de s6dio 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: solugdo de clorexidina 2%, G3: gel de clorexidina 2%,
G4: Concepsis (formulacao de clorexidina da Ultradent) e G5:
clorexidina plus (formulagdo 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, ¢ apos os protocolos foram
secados e obturados pela técnica do cone unico com cone de

gutta-percha F5 e cimento AH plus. Apos o teste de push-out
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os padrdes de falha foram analisados em microscopio 6tico
com 40x de magnificag¢do e classificados em: falha adesiva
(ao longo da interface dentina/cimento), falha coesiva (dentro
do cimento) e 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 irrigacao
final com clorexidina) em ambos os segmentos analisados
enquanto que entre os demais grupos nao existiu diferengas.
Para os testes de push-out os resultados ndo demonstraram
nenhuma diferenca significativa entre os cinco grupos
testados e 0 modo misto foi a falha predominante em todos os
grupos independente do terco radicular. Conclui-se que as
formulacdes de clorexidina utilizadas para irrigacdo final
promovem uma precipitagao quimica de detritos e smear layer
na dentina radicular, o que pode ter sido resultado do uso do
NaOCl para preparo do canal, porém estes residuos nao
interferem na forca de adesdo do cimento endoddntico a
dentina radicular.

Ao realizar um estudo Dias et al. (2014) compararam
a forca de adesdo de cimentos endoddnticos resinosos a
dentina, utilizando alcool isopropilico a 70% como irrigante

final, com o objetivo de secagem do canal, comparado as
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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 demonstraram que nos grupos onde foi utilizado
alcool isopropilico ocorreram os maiores valores de forca de
adesdo. Dentre os grupos com diferentes cimentos utilizados,
o AH plus demonstrou os maiores valores de for¢a de adesao,
com o padrdo 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 forca de adesao
e a penetragao dos cimentos endodonticos no interior dos

tubulos dentinarios do canal radicular.
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3. PROPOSICAO

Este estudo tem como objetivos:

- Verificar, in vitro, a eficacia dos protocolos de
descontaminacao final: clorexidina liquida 2%, QMix, extrato
de semente de uva 6,5% e terapia fotodindmica, em canais
radiculares infectados com Enterococcus faecalis, através de
contagem de unidades formadoras de colonias e ilustragdo em
microscopia eletronica de varredura.

- Avaliar, in vitro, a influéncia dos protocolos de
descontaminag¢ao final na for¢ca de adesdo do material
obturador ao substrato dentinario da parede do canal
radicular.

- Classificar os tipos de falhas apresentadas apds o

teste do pushout em adesiva, coesiva ou mista.

As hipoteses testadas foram:
- Os protocolos de descontaminagao final sdo eficazes
na descontamina¢do de canais radiculares infectados com

Enterococcus faecalis.



- Os protocolos de descontaminagdo final ndo
apresentam interferéncia na forca de adesdo do cimento

obturador ao substrato dentinario.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi aprovado pela Comissido de Etica em
Pesquisa da Plataforma Brasil, sob o nimero de protocolo

735.208.

Obtencéo das amostras

Noventa dentes unirradiculares humanos extraidos
foram utilizados para o presente estudo, provenientes 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.
Das 90 unidades experimentais, 60 foram destinadas ao teste

microbiologico e 30 ao teste de pushout.

Preparo das Amostras para o teste microbiolégico

A porg¢ao coronaria das 60 amostras foi seccionada na
juncdo amelocementéria, de forma que o remanescente
radicular apresentasse um comprimento de 15mm. Foi

utilizado para o corte, um disco de diamante rotativo (KG



Sorensen Dupla face modelo 1802.7015), acoplado na peca
reta de baixa rotagdo, utilizando agua para refrigeracdo

(Figura 1).
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Figura 1 — Padronizacdo do comprimento das raizes.

O comprimento de trabalho foi definido pela
introducao de uma lima do tipo K #10 (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suiga) até que a mesma fosse visualizada no

forame apical, subtraindo-se 1 milimetro desta medida. As
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amostras foram instrumentadas através do sistema ProTaper
Universal (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiga) seguindo a
sequéncia de limas S1, SX, S2, F1, F2 e F3, todas utilizadas
no comprimento de trabalho com velocidade de 250 rpm e
torque 2,5 N, no motor X-Smart Plus (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suica) (Figura 2). As solug¢des irrigantes
utilizadas para o preparo foram hipoclorito de so6dio 2,5%
(Natupharma, Passo Fundo-RS, Brasil) - 2 ml a cada troca de
instrumento, EDTAT 17% (Foérmula e A¢do, Sdo Paulo-SP,

Brasil) - 5 ml durante 1 minuto e irrigacao final com agua

destilada estéril - 5 ml.

Figura 2 — Motor endodontico X-Smart plus e sistema ProTaper Universal.
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Ap0s realizado o preparo dos canais radiculares, as
raizes tiveram os forames apicais selados com resina
composta fotopolimerizavel para dentina Opallis (FGM,
Joinville, SC, Brasil), formando um capuz com o material em
torno do 4pice da amostra, conforme a técnica de hibridizagao
preconizada para confeccdo de restauragdes. Também 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
aplicagdes. Em seguida as amostras foram fixadas com massa
de silicone para impressao, 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 posi¢ao
vertical voltada para cima, com a massa de silicone
envolvendo-a até seu ter¢o médio (Figura 3).

As amostras foram divididas aleatoriamente em seis
grupos (n=10), e armazenadas em uma caixa de polipropileno
(Heathrow Scientific, Vernon Hills, IL, Estados Unite)
(Figura 4). Apos, as unidades experimentais foram

esterilizadas em autoclave a 120° C durante 30 minutos.
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Figura 3 — Selamento do forame apical com resina composta,
impermeabilizacdo com cianocrilato e fixacdo no interior do eppendorf
com silicona pesada.

Figura 4 — Caixa de polipropileno.

91



Controle de Esterilizagdo

Dois dentes de cada grupo foram selecionados
aleatoriamente ¢ submetidos ao controle de esterilizacao.
Cada amostra selecionada foi irrigada com agua destilada
estéril (Decloquimis, Sao Paulo, SP, Brasil). Ap6s 5 minutos,
um cone de papel estéril 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 &4gua
destilada estéril. 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 15uLl
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 esterilizacao foi realizado sob condigdes estéreis
no interior de uma camara de fluxo laminar prevenindo
qualquer possibilidade de contaminagao das amostras (Figura

5).
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Figura 5: Céamara de fluxo laminar, Laboratorio de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da

Universidade de Passo Fundo.

Preparo do Inoculo

A cepa bacteriana utilizada foi 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 bacterioldgica. Apds o periodo de incubagdo, o grau de
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turbidez do indculo 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.

Contaminacao dos Canais Radiculares

Em cada uma das 60 amostras previamente
esterilizadas, foi realizada a inocula¢do, com auxilio de
seringas descartaveis estéreis de 1 ml, preenchendo
completamente os canais radiculares com a suspensdo de
Enterococcus faecalis. Essa cultura de Enterococcus faecalis
foi mantida nos canais durante 15 dias, com renovagao do
meio de cultura a cada 48 horas para garantir o crescimento e
o desenvolvimento bacteriano. A cada renovag¢ao do meio de
cultura as amostras foram submetidas a centrifugacdo em uma
centrifuga para eppendorfs, com o objetivo de penetragdo das
bactérias no interior dos tibulos dentinarios para posterior
captacao de imagens em microscopia eletronica de varredura
(MEV).

A cada 48 horas, seis dentes (1 de cada grupo)
aleatoriamente escolhidos eram submetidos ao controle
microbiano para verificar somente o crescimento de

Enterococcus faecalis, e auséncia de contaminagdo por outras
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espécies. Nestas amostras escolhidas, um cone de papel estéril
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. Logo, o cone era transferido para um microtubo de
plastico estéril contendo 1 ml de agua destilada estéril, a
coleta era homogeneizada em um agitador e entdo era
realizada a semeadura através da técnica das gotas (pinga-se
cinco gotas de 15 uL de cada amostra) em placas de Petri
contendo PCA. As amostras foram incubadas a 37 °C durante
48h, apos inoculagdo, analisou-se a morfologia das UFCs
cultivadas e foi realizada a coloracdo de Gram a fim de
verificar a confirmagdo de contaminagcdo por apenas
Enterococcus faecalis (Figura 6). Todos os procedimentos
foram realizados sob condic¢des de assepsia em uma capela de
fluxo laminar. Apo6s o periodo de contaminagdo as amostras

foram irrigadas com agua destilada estéril.

Realizacdo da Coleta Inicial
Apos o periodo de contaminagao, foi introduzido uma
ponta de papel absorvente estéril de calibre #30 no canal

radicular de cada amostra, realizando movimentos circulares
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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 agua destilada estéril. O material foi homogeneizado e
diluido a 1073, Aliquotas dos materiais foram semeadas em
placas de Petri contendo PCA através da técnica das cinco
gotas, no local correspondente da diluicao utilizada (Figura
7). As placas foram identificadas como coleta inicial.
Incubou-se durante 24 horas a uma temperatura de 37° C.
Apo6s o periodo de incubacdo, a contagem de numero de
unidades formadoras de colonias foi realizada nas placas

(coleta inicial).

Figura 6 — Enterococcus faecalis, coloracdo de
gram.
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Classificacdo dos Grupos de Tratamento
Ap6s a realizacdo da contaminagdo com Enterococcus
faecalis, as amostras de cada grupo (n=10) foram submetidas

aos protocolos de descontaminagdo, como segue:

Grupol: Agua Destilada (DW) (controle):
preenchimento dos canais com 2 ml de agua destilada estéril
(Decloquimis, Sao Paulo, SP, Brasil), utilizando seringa
descartavel estéril de Sml e canula de calibre 30 (Navi-Tip -
Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos) (Figura 8).
Ap0s agitacdo manual por 1 minuto com lima tipo K #30, a
substancia permaneceu por 4 minutos no interior do canal
radicular, totalizando 5 minutos de contato com as paredes do
canal. Apos este periodo, os canais radiculares foram

irrigados com 5 mL de dgua destilada estéril.

Figura 8 — Canula Navi-Tip calibre 30 para irrigacao.
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Grupo 2: Clorexidina Liquida 2% (CHX): canal
radicular foi preenchido com 2 ml de clorexidina liquida 2%
(Natupharma, Passo Fundo, RS, Brasil), utilizando seringa
descartavel estéril de Sml e canula de calibre 30 (Navi-Tip -
Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos) (Figura 8).
Ap0s agitacdo manual por 1 minuto com lima tipo K #30, a
substancia permaneceu por 4 minutos no interior do canal
radicular, totalizando 5 minutos de contato com as paredes do
canal. Apos este periodo, os canais radiculares foram
irrigados com 5 mL de dgua destilada estéril.

Grupo 3: QMix: o canal radicular foi preenchido com
2 ml de QMix (Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK,
Estados Unidos), utilizando seringa descartavel estéril de Sml
e canula de calibre 30 (Navi-Tip - Ultradent, South Jordan,
UT, Estados Unidos) (Figura 8). Apds agitacao manual por 1
minuto com lima tipo K #30, a substancia permaneceu por 4
minutos no interior do canal radicular, totalizando 5 minutos
de contato com as paredes do canal. Apds este periodo, os
canais radiculares foram irrigados com 5 mL de agua
destilada estéril.

Grupo 4: Extrato de Semente de Uva 6,5% (GSE): o

canal radicular foi preenchido com 2 ml de extrato de semente
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de uva (Healthy Origins, Pittsburgh, PA, Estados Unidos) na
concentragcdo de 6,5%, utilizando seringa descartavel estéril
de 5 ml e canula de calibre 30 (Navi-Tip - Ultradent, South
Jordan, UT, Estados Unidos) (Figura 8). Apos agitagdo
manual por 1 minuto com lima tipo K #30, a substancia
permaneceu por 4 minutos no interior do canal radicular,
totalizando 5 minutos de contato com as paredes do canal.
Apos este periodo, os canais radiculares foram irrigados com
5 mL 4gua destilada estéril. O extrato de semente de uva fo1
manipulado pelo Laboratorio Quimico da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da Universidade de Passo Fundo. A
matéria prima para substancia estava disponibilizada por
meio de capsulas contendo 65 mg de extrato de semente de
uva, diluidos em 100 mililitros de agua destilada estéril,
obtendo 6,5% de principio ativo para o uso intracanal.
Grupo 5: Terapia Fotodindmica (PDT) com fibra
otica: o canal radicular foi preenchido com 2 mL de azul de
metileno 0,01%. Apds agitacdo manual por 1 minuto com
lima tipo K #30, a substancia permaneceu por 4 minutos no
interior do canal radicular, totalizando 5 minutos de contato
com as paredes do canal (tempo de pré-irradiagdo). Depois

disso, a fibra dptica intracanal (Figura 9), acoplada a ponta do
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aparelho Therapy XT (DMC Equipamentos, Sao Carlos, SP,
Brasil), foi introduzida no interior do canal, 2mm aquém do
comprimento de trabalho (Figura 10). A fonte de luz de baixa
intensidade foi acionada com emissdo continua durante 90
segundos, correspondendo a uma entrega total de 9J de
energia luminosa, com 100mW de poténcia e um
comprimento de onda de 660nm, de acordo com instrucdes do
fabricante. Apds o protocolo de terapia fotodinamica, os
canais radiculares foram irrigados com 5 mL de agua

destilada estéril.

Figura 9 — Fibra optica intracanal.
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Figura 10 — Grupo 5 (PDT com fibra).

Grupo 6: Terapia Fotodindmica (PDT) sem fibra otica:
canal radicular preenchido com 2 mL de azul de metileno
0,01%. Apo6s agitagdo manual por 1 minuto com lima tipo K
#30, a substancia permaneceu por 4 minutos no interior do
canal radicular, totalizando 5 minutos de contato com as
paredes do canal (tempo de pré-irradiacao). Depois disso, a
ponta do aparelho Therapy XT (DMC Equipamentos, Sao
Carlos, SP, Brasil), foi posicionada na entrada do canal
radicular. A fonte de luz de baixa intensidade foi acionada
com emissdo continua durante 90 segundos, correspondendo
a uma entrega total de 9J de energia luminosa, com 100mW

de poténcia e um comprimento de onda de 660nm, de acordo
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com instrugdes do fabricante (Figura 11). Apos o protocolo
de terapia fotodinamica, os canais radiculares foram irrigados

com 5 mL de 4agua destilada estéril.

Figura 11 — Tratamento do
grupo 6 (PDT sem fibra).

Analise Microbiologica

ApoOs os respectivos tratamentos, um cone de papel
absorvente estéril de calibre #30 foi introduzido no interior de
cada canal e agitado de maneira circunferencial com toque
intencional nas paredes do canal, durante 30 segundos. Apds,
cada cone de papel foi transferido para um microtubo

contendo Iml de 4agua destilada estéril. O material foi
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homogeneizado e diluido a 103. Aliquotas desta suspensdo
foram semeadas em placas de petri com meio de cultura PCA
(Plate Count Agar) pela técnica das cinco gotas (pinga-se 5
gotas de 15uL de cada amostra) no local correspondente a
diluicdo utilizada, conforme realizado na coleta inicial
(Figura 7). Estas placas, identificadas como coleta final,
foram incubadas durante 24 horas a 37°C. Ap6s o periodo de
incubacao foi realizada a contagem do nimero de UFCs

(unidades formadoras de colonias).

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi
realizada no Centro de Microscopia Eletronica e Microanalise
da Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Universidade
Estadual de Campinas (FOP/UNICAMP, Piracicaba, SP,
Brasil). Apos colhida amostras microbioldgicas, as raizes
foram fixadas durante 7 dias em glutaraldeido a 2% e lavada
trés vezes durante 30 minutos em uma propor¢ao de 0,2 M de
tampao de fosfato de 1:1 e agua destilada. Apos a
desidratagdo, as raizes foram seccionadas longitudinalmente,
proporcionando duas metades de cada amostra. As amostras

foram colocadas em bases com a por¢ao do canal radicular
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posicionada para cima e revestida com ouro-paladio para a
condugdo de elétrons. A aquisicdo de imagens foi realizada
por microscopio eletronico de varredura (Philips XL 30,
Eindhoven, Holanda), utilizando o recurso de
retroespalhamento (BSE). Os registros de imagens foram
feitas em 5000x nas paredes do canal do espaco do canal
radicular. O recurso de microscopia eletronica de varredura
foi usado apenas para ilustrar os resultados da analise

microbiologica.

Preparo das amostras para teste do push-out

Foram utilizadas 30 raizes remanescentes da amostra
total para esta etapa da pesquisa. O preparo das amostras foi
realizado da mesma maneira descrita para os testes
microbiologicos mais o preparo com brocas Gates Glidden na
sequencia 2, 3,4 e 5, afim de se obter um canal cilindrico com
diametro de aproximadamente 1,3mm. Nesta etapa da
pesquisa as unidades experimentais ndo passaram pela fase de
contaminagao, sendo diretamente submetidas aos protocolos
de descontaminagao conforme a divisao dos grupos explicada

nos testes microbioldgicos.
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Ap6s os protocolos de descontaminagao final, as raizes (n=5)
de cada grupo foram secas com cones de papel estéreis F3
(Dentsply Industria ¢ Comércio Ltda, Petropolis-RJ, Brasil)
do sistema ProTaper (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica)
e obturadas pela técnica da condensacao lateral: aplicagdo de
cimento em toda extensdo do cone mestre de guta-percha
calibrado no comprimento de trabalho, posicionamento do
cone previamente calibrado no interior do canal radicular,
nova aplicagdo de cimento em toda extensdo do cone e
reposicionamento do mesmo no interior do canal radicular
(Figura 12A). Em seguida, cones acessorios XF (Dentsply
Industria e Comércio Ltda, Petropolis-RJ, Brasil) foram
introduzidos com auxilio de um espacador digital “B”
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). Os cones acessorios
foram utilizados até o momento em que o espagador digital
nao penetrasse mais do que cinco milimetros no canal. Entao,
foi realizado o corte do excesso de cones de guta percha com
auxilio de um condensador vertical de Paiva nimero 2 (SS
White Duflex, Rio de janeiro-RJ, Brasil) aquecido em
lamparina e apds, realizada a condensagao vertical com o
mesmo condensador. Foram utilizados como cone mestre,

cones de guta-percha F3 do Sistema ProTaper (Dentsply
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Industria e Comércio Ltda, Petropolis-RJ, Brasil). O cimento
obturador utilizado foi o AH plus (Dentsply DeTrey,
Konstanz, Germany) (Figura 12B).

Figura 12A — Cone de papel absorvente F3.

\l Plus’

Figura 12B — Cimento obturador AH Plus.
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Depois de obturadas, as amostras foram armazenadas
durante 20 dias sobre uma gaze mantida umida pela aplicagdo
diaria de 3 ml de dgua destilada sobre a mesma, no interior de
uma estufa com temperatura constante de 37°C.

Apds o periodo de armazenamento as raizes foram
fixadas com cera pegajosa em uma placa de acrilico
(60x20x3mm) para que pudessem ser posicionadas em uma
cortadeira metalografica. Foram realizadas secgdes
horizontais nas raizes, obtendo-se um total de cinco fatias
com aproximadamente Imm de espessura de cada raiz,
(Figura 13) totalizando 25 discos por grupo. Estes discos de

dentina foram submetidos ao teste de push-out.

Figura 13 — Amostra fixada em placa de acrilico com cera
pegajosa, acoplada a cortadeira metalogréfica.
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Para o teste de pushout, os vinte e cinco 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 dispositivo. Uma forga
vertical de cima para baixo foi aplicada perpendicularmente
ao material obturador por meio de um pistdo metalico, o qual
apresentava seccao circular, cobrindo a maior area de material
obturador possivel sem tocar as paredes de dentina (Imm de
diametro). O pistao metdlico estava conectado a uma célula
de carga de 500N, a qual estava conectada a uma maquina de
ensaios universais (Emic). O teste foi realizado com uma
velocidade de 1mm por minuto e a carga foi aplicada até que
ocorresse a extrusao do material obturador, obtendo-se a
medida de for¢ca em newtons necessaria para o deslocamento
no computador conectado a maquina de ensaio (Figura 14).

Apbs os testes de pushout os discos de dentina foram
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 porgao cervical e apical do disco de dentina (Figura
15). A medida do perimetro foi inserida na formula C=2xnR,

obtendo-se desta maneira, uma medida média dos raios. Esta
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média dos raios foi utilizada para o calculo da érea lateral do

tronco do cone, utilizando a féormula, conforme descrito no

trabalho de Dias et al. (2014): A = m.(R+r).[h? + (R-1)?]%°.

Figura 14 — Disco de dentina sendo submetido
ao teste de push out.

Figura 15 — Microscopio Zeiss — medida do perimetro do canal.
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A forga de adesdo foi calculada em MPa, através da
divisdo da forca obtida no teste de pushout pela area de
superficie do canal. Ao mesmo tempo, no microscopio Optico,
foram observados e classificados os padrdes de falha no
material obturador em:

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

2) Falha coesiva: falha do material obturador
(cimento/gutta-percha), presenca de cimento obturador nas
paredes dentindrias do canal radicualar.

3) Falha mista: ambas as falhas puderam ser

observadas.

Analise estatistica

A andlise estatistica para parte microbiologica do
estudo foi realizada calculando o percentual de redugao de
Enterococcus faecalis a partir da contagem inicial ¢ final de
unidades formadoras de colonias nos diferentes grupos de
protocolos de descontaminagdo final, utilizando a seguinte
formula: Percentual de reducao = 100 — [(Valor final/Valor

inicial) x 100].
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Para a andlise da capacidade de desinfeccdo dos
protocolos de descontaminagdo final foi utilizado o teste one-
way ANOVA seguido pelo post-hoc de Tukey. Os valores de
forca de adesdo obtidos no push out foram analisados pelo
teste one-way ANOVA. A correlagdo entre a capacidade de
desinfeccao e forca de adesdo foi verificada pelo coeficiente
de correlacio de Pearson. Os padroes de falha foram
analisados pelo teste chi-quadrado. Todas as andlises
utilizaram um nivel de significancia de 5%. Os dados foram
analisados utilizando o programa SPSS versao 17.0 (SPSS,
Chicago, IL, Estados Unidos).

A figura 16 demonstra um fluxograma da metodologia

utilizada.
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5. RESULTADO S E DISCUSSAO

A média e desvio padrdo do percentual de redugdo do
Enterococcus faecalis estdo expressos na Tabela 1. A forga
de adesdo do teste de push out e o padrao de falha do material
obturador estdo expressos na Tabela 2.

A maior capacidade de redugdo bacteriana foi
observada nos grupos 2-clorexidina liquida 2%, 3-QMix e 4-
extrato de semente de uva 6,5% (p>0.05), tendo a clorexidina
alcancado 100% de redug¢do. No entanto ndo foram
verificadas diferencas significativas entre estes trés grupos.
Os grupos 5-PDT com fibra optica e 6-PDT sem fibra dptica
demonstraram uma redu¢do bacteriana significativamente
menor quando comparados aos grupos anteriores (2, 3 e 4) e
estatisticamente superior ao grupo 1 (dgua destilada)
(p<0.05). O grupo 1-agua destilada resultou na menor
capacidade de reducao bacteriana dentre os grupos testados,
com diferengas significativas quando comparado aos demais
grupos (p<0.05). A figura 17 promove uma ilustracdo do

efeito dos protocolos de descontaminagao final propostos em
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microscopia eletronica de varredura, enquanto que a figura 18
promove uma ilustracdo das placas de petri onde a contagem
de unidades formadoras de colonias (coleta inicial e final) foi
realizada.

Para o teste de push out, os protocolos de
descontaminagdo final demonstraram valores de forca de
adesdo similares sem diferengas significativas, sugerindo que
os mesmos nao interferem na for¢a de adesdao do material
obturador a dentina (p>0.05). Uma correlacio moderada na
capacidade de reducdo bacteriana e for¢a de adesdo foi
observada (r=-0.543). O teste chi-quadrado ndo demonstrou
diferenca estatistica significativa para os padroes de falha
dentre os grupos testados (p=0.782). Contudo, foi verificada
uma predominancia do padrao de falha coesiva para todos os
grupos, sendo as falhas dos tipos mista e adesiva menos

frequentes.
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TABELA 1. Média e desvio padrao do percentual de reducao
de Enterococcus faecalis (%).

Groups Bacterial reduction
DW 0.57 (0.59)°
CHX 100.00 (0.00)*
QMix 99.97 (0.03)*
GSE 98.02 (3.74)®
PDT com fibra 96.67 (3.76)°
PDT sem fibra 96.04 (2.54)°
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DW, agua destilada; CHX, clorexidina 2% liquida; QMix,
solucdo QMix, GSE, solugdo de extrato de semente de uva
6,5%; PDT, terapia fotodindmica. Letras diferentes

representam diferengas significativas (P < 0.05).



TABELA 2. Forca de adesao do teste de push out (MPa) e padrao de

falha do material obturador (%)

Groups Push Out Bond Failure mode
Strength Adhesive  Mixed  Cohesive
DW 1.03 (0.64)* 8.00 20.00 72.00
CHX 0.69 (0.44)* 12.00 12.00 76.00
QMix 0.78 (0.50)* 12.00 24.00 64.00
GSE 0.93 (0.55)* 4.00 28.00 68.00
PDT com fibra 0.68 (0.64)* 8.00 24.00 68.00
PDT sem fibra 1.03 (0.80)* 12.00 20.00 68.00

DW, agua destilada; CHX, clorexidina 2% liquida; QMix, solucdo

QMix, GSE, solugdo de extrato de semente de uva 6,5%; PDT, terapia

fotodinamica. Letras diferentes representam diferengas significativas

(P <0.05).
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Figura 17 - Microscopia eletrénica de varredura: imagens de
microscopia eletronica de varredura ilustrando a efetividade de
reducdo de Enterococcus faecalis de cada protocolo de
descontaminacéo final. DW = agua destilada; CHX = clorexidina
liquida 2%; QMix; GSE = extrato de semente de uva 6,5%; PDT =
terapia fotodinamica.
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Figura 18 - Unidades formadoras de coldnias: imagem das placas de
Petri exemplificando a coleta inicial e a coleta final de uma das
amostras de um dos grupos de tratamento, comparando a efetividade
da reducéo de Enterococcus faecalis - (Grupo 6 — terapia fotodinamica

sem fibra).
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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 alteracdes patologicas que acometem a polpa e,
consequentemente, os tecidos periapicais, apresenta etiologia
microbiana  (Sundqvist, 1976). Neste cenario, 0s
microorganismos desempenham um papel fundamental na
indugdo e, principalmente, na perpetuagdo destas condigdes
(Kakehashi et al., 1965), sendo necessario um adequado
processo de descontaminagdo através do uso de substancias
quimicas e recursos auxiliares, que irdo contribuir para a
limpeza de todo o sistema, € de instrumentos endodonticos,
que irdo contribuir para a modelagem do espago principal do
canal radicular. Além disso, o sucesso do tratamento
endodontico vai depender, além de uma adequada
descontamina¢do ¢ modelagem, da obturagdo tridimensional
do sistema de canais radiculares (Schilder, 1974), usando
materiais que apresentem propriedades biologicas e fisico-
quimicas ideais para o preenchimento deste espago. Estes
materiais devem apresentar capacidade de controlar a

infiltracdo marginal e possibilitar a criagdo de um ambiente
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favoravel para a regeneragdo tecidual na regido periapical
(Sjogren et al., 1990; Gutmann, 1992).

De acordo com Peters (2004) e Vaudt et al. (2009),
existem areas das paredes do canal radicular principal que nao
sdo tocadas pelos instrumentos endodonticos durante a
realizacdo do preparo quimico-mecanico. Nesse sentido,
diferentes substancias quimicas auxiliares tém sido apontadas
no intuito de efetuar a limpeza e eliminar os agentes irritantes
concomitantemente com a acdo mecanica dos instrumentos
endoddnticos durante o preparo dos canais radiculares. O
hipoclorito de sodio (NaOCl) € conhecido pela sua atividade
antimicrobiana (Siqueira et al., 1998; Du et al., 2013; Niazi
et al., 2014) e a capacidade de promover a dissolugdo da
matéria organica (Okino et al., 2004). No entanto, a presenca
das complexidades anatdmicas representa uma dificuldade no
processo de descontaminacdo do sistema de canais
radiculares, podendo haver a permanéncia de
microorganismos ¢ detritos organicos nesta regiao(George et
al., 2005), trazendo a necessidade da utilizagao de protocolos
auxiliares de descontaminagdo, realizados apos o preparo

quimico-mecanico convencional.
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O Enterococcus faecalis ¢ um microrganismo
anaerobio facultativo que ¢ altamente resistente ao preparo
quimico-mecanico convencional e frequentemente ¢
encontrado nos casos de insucesso do tratamento endodontico
(Pinheiro et al., 2003). 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 et al., 2003; Tendolkar et al., 2003).
O modelo de crescimento bacteriano utilizado no presente
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). 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, ndo 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 et al., 2011). No presente estudo, foi
adotado o periodo de 15 dias de contaminagdo, acreditando
ser um tempo suficiente para propiciar o crescimento

bacteriano e garantir que os protocolos de descontaminacao
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pudessem ser efetivamente testados, simulando a situagdo
clinica da melhor forma.

O modelo de contaminagdo com Enterococcus
faecalis foi realizado em dentes humanos extraidos no
presente estudo, ao contrario de alguns estudos prévios onde
foram utilizados dentes bovinos como modelo para avaliar a
eficaicia de diferentes protocolos de descontaminacao
(Menezes et al., 2004; Grundling et al., 2011; De Almeida et
al., 2014). Os dentes bovinos podem ser facilmente obtidos e
tém demonstrado uma estrutura morfologica padronizada,
uma vez que os animais sao abatidos com a mesma idade,
assegurando caracteristicas similares e evitando algumas
variaveis que sdo encontradas em dentes humanos. Além
disso, a dentina dos dentes bovinos apresenta semelhanca
com a dentina humana, no que diz respeito a estrutura,
composi¢do e quantidade de tubulos dentindrios (Orstavik e
Haapasalo, 1990), o que justifica a utilizagao deste modelo
em estudos prévios. Os dentes humanos utilizados no presente
estudo foram obtidos junto ao Biobanco da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Passo Fundo, onde existe um
rigoroso controle de armazenamento e divisdo por faixa etdria

dos dentes extraidos, o que, além de assegurar uma
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padronizacdo morfologica e estrutural das amostras, contribui
para a simulacdo das reais condi¢cdes clinicas em que sdo
utilizados os protocolos de descontaminacgao.

Diferentes recursos auxiliares de descontaminagao
tém sido utilizados na endodontia no intuito de contribuir para
o processo de descontaminagdo do sistema de canais
radiculares apds a realizagdo do preparo quimico-mecanico
convencional, criando condi¢gdes adequadas para obturagao e,
posteriormente, para o reparo da regido periapical acometida
por um processo de infeccdo microbiana. O presente estudo
propés a comparacdo de cinco protocolos de
descontaminagao final e sua influéncia na for¢a de adesao do
material obturador a dentina radicular: clorexidina liquida
2%, uma base forte com propriedade antimicrobiana (Ferraz
et al., 2001), QMix, um novo irrigante endodontico que
contétm EDTA, clorexidina e agente surfactante em sua
composicdo (Stojicic et al., 2012), extrato de semente de uva
6,5%, um recurso natural que possui atividade antimicrobiana
(Cecchin, Farina, et al., 2015), ¢ a terapia fotodindmica, uma
nova modalidade terapéutica que envolve a combinagdo de
uma fonte de luz de baixa intensidade ¢ um fotosenssitizador

ndo-toxico (De Oliveira et al., 2011), sendo esta avaliada com
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e sem a presenca de fibra Optica intracanal. O tempo de
permanéncia destas substancias no interior do canal radicular
foi de 5 minutos, uma vez que, de acordo com instrugdes do
fabricante, o fotossensitizador utilizado na terapia
fotodinamica precisa permanecer por este tempo em contato
com as paredes do canal antes do processo de irradiacdo com
a luz de baixa de intensidade. Dessa forma, o0 mesmo periodo
foi padronizado para as demais substancias. Além disso, a
ampliacao dos canais radiculares foi realizada previamente a
contaminacdo e  execucdo dos  protocolos  de
descontaminacdo, de forma similar a estudos prévios (De
Almeida et al., 2014; Ghinzelli et al., 2014; Cecchin, Farina,
et al., 2015). Isso assegura uma adequada padronizagao do
diametro do canal radicular e criacdo de um espaco adequado
para o crescimento bacteriano, além do fato que a realizacao
do preparo apos a contaminagdo, possivelmente eliminaria
consideravelmente a contaminagdo, impossibilitando a
avaliagdo da desinfeccao dos protocolos finais testados.
Atualmente, existem diferentes metodologias
laboratoriais para que seja avaliado o grau de
descontaminagdo proporcionado por um determinado

protocolo. A contagem de unidades formadoras de colonias
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(UFCs) foi utilizada para avaliar os efeitos dos tratamentos
propostos no presente estudo. Este método foi escolhido com
base em estudos anteriores (Evans et 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 aceitdvel, a quantificacdo de
bactérias a partir do espago do canal radicular (Peters et al.,
1995). Apesar de a técnica ser executada de forma muito
similar entre os estudos, a maior diferenca encontrada ¢ em
relacdo aos momentos que a coleta foi realizada. O presente
estudo estabeleceu dois momentos de coleta: inicial e final,
com o objetivo de verificar a quantidade de contaminacdo
prévia ao tratamento proposto, € o grau de descontaminagao
final de cada amostra, através de um percentual de reducao
microbiana, apos execucdo do tratamento, além de ilustrar a
eficacia dos tratamentos propostos através da microscopia
eletronica de varredura. No entanto, as amostras
microbiologicas s6 foram coletadas a partir do canal
principal. Dessa forma, nao foi possivel avaliar a presencga de
bactérias na profundidade dos tubulos dentinarios ou o
numero de células viaveis, como no caso de estudo prévio

(Bottcher et al., 2015), onde a viabilidade bacteriana foi

128



quantificada através de médias, a partir da realizagdo de
microscopia laser confocal.

A clorexidina ¢ considerada uma base forte da familia
das bisbiguanidas que apresenta propriedades catidnicas
(Nerurkar et al., 1995). De acordo com os resultados do
presente estudo, o grupo 2 (clorexidina liquida 2%)
demonstrou uma capacidade de neutralizacdo completa de
Enterococcus faecalis do interior do canal radicular. Estes
achados estdo em acordancia com estudos prévios, onde foi
demonstrada uma efetiva acdo antimicrobiana contra
patogenos endodonticos nos grupos onde foram utilizadas
diferentes formulagdes de clorexidina 2% (Ferraz et al., 2001;
Menezes et al., 2004; Dametto et al., 2005). O mecanismo de
acdo antimicrobiana desta substdncia pode ser explicado
através da interagdo entre as moléculas de clorexidina
carregadas positivamente e a parede celular bacteriana
carregada negativamente, trazendo como consequéncia uma
alteracdo do equilibrio osmético celular. Dessa forma, havera
um aumento da permeabilidade da parede celular, o que
permite a penetragao das moléculas de clorexidina no interior

da bactéria. A agao bactericida destas moléculas ird promover
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uma precipitacdo do conteudo citoplasmatico, ocasionando a
morte celular bacteriana (Gomes et al., 2003).

Além de uma efetiva agdo antimicrobiana contra
patégenos endoddnticos, entre os quais se incluem o
Enterococcus faecalis, a clorexidina também apresenta
substantividade. Através de um processo de adsorgdo, as
moléculas de clorexidina entram em contato com superficies
cobertas com proteinas acidas, entre as quais se incluem a
hidroxiapatita, sendo lentamente liberada na medida em que
sua concentragdo no meio decresce (Carrilho et al., 2010). De
acordo com estudo prévio de 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 reducdo significativa do
percentual de células bacterianas viaveis de Enterococcus
faecalis apos 30 dias da utilizacao de clorexidina liquida 2%
na dentina radicular humana. Além disso, em conjunto com a
acdo antimicrobiana e a substantividade, a clorexidina nao
interfere na estabilidade de unido entre o material restaurador
¢ a dentina (Carrilho, Carvalho, et al., 2007) e apresenta
auséncia de citotoxicidade (Ribeiro et al., 2005). Por essas

razoes, a clorexidina liquida pode ser considerada um efetivo

130



protocolo no auxilio ao processo de descontaminacdo do
sistema de canais radiculares, posteriormente a realizagcdo do
preparo quimico-mecanico convencional.

A associacdo de diferentes substiancias quimicas
auxiliares pode ser uma alternativa no intuito de contribuir
para o processo de descontaminagdo do sistema de canais
radiculares. O efeito antimicrobiano do hipoclorito de so6dio
2,5% e clorexidina 0,2%, usados em combinag¢do, pode
resultar numa maior redugdo do conteudo microbiano quando
comparado ao uso isolado do hipoclorito de sd6dio na mesma
concentragdo (Kuruvilla e Kamath, 1998). No entanto, a
associa¢do das duas substancias resulta na formagdao de um
precipitado de coloragdo marrom escura (Basrani et al.,
2007), que apresenta paracloroanilina em sua composicao e,
consequentemente, possui potencial cancerigeno (Arslan et
al., 2015). Além disso, esse precipitado atua como uma smear
layer quimica, obliterando os tibulos dentinarios, reduzindo
a permeabilidade dentinaria a penetragao de substancias
quimicas auxiliares e material obturador (Akisue et al., 2010)
e podendo interferir na resisténcia de unido do material
obturador a dentina radicular (Khayat e Jahanbin, 2005).

Nesse sentido, uma irrigacao efetiva, com um agente irrigante
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intermediario, deve ser realizada entre o uso das duas
substancias.

Os resultados do presente estudo demonstraram que os
grupos 3 (QMix) e 4 (extrato de semente de uva 6,5%) foram
estatisticamente similares ao grupo 2 (clorexidina liquida 2%)
quanto a capacidade de limpeza dos canais radiculares
infectados com Enterococcus faecalis. O QMix, substancia
proposta para ser utilizada como irrigante final ap6s o preparo
quimico convencional, apresenta clorexidina e um agente
surfactante em sua composi¢do. Estes componentes
contribuem para a redugdo de microorganismos do interior
dos canais radiculares, ao passo que a clorexidina apresenta
amplo espectro antimicrobiano (Ferraz et al., 2001; Menezes
et al., 2004; Dametto et al., 2005) ¢ o agente surfactante
diminui a tensdo superficial do produto, tornando mais efetiva
a penetracdo do mesmo no sistema de canais radiculares
(Giardino et al., 2006). Por outro lado, o extrato de semente
de uva 6,5% apresenta em sua composi¢cdo proantocianidinas
e compostos fendlicos. De acordo com estudos prévios, estes
componentes possuem propriedades antimicrobianas contra
bactérias gram positivas ¢ gram negativas (Al-Habib et al.,

2010; Kao et al., 2010; Furiga et al., 2014), bem como atuam
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no combate de patdogenos endoddnticos, tais como cepas de
Streptococcus ssp (Thimothe et al., 2007; Furiga et al., 2009),
o que ajuda a explicar sua efetiva capacidade de neutralizacio
do Enterococcus faecalis no presente estudo.

Além da acdo antimicrobiana, relatada em estudos
prévios e confirmada no presente estudo, as formulagdes de
QMix e extrato de semente de uva apresentam propriedades
que podem agregar aspectos positivos dentro da terapia
endoddntica. O QMix apresenta na sua composi¢do o EDTA,
um agente quelante que promove descalcificagdo da porgao
inorganica da dentina (De-Deus et al., 2008) e que apresenta,
reconhecidamente, a capacidade de remover de forma efetiva
a smear layer das paredes dos canais radiculares (Prado et al.,
2011; Stojicic et al., 2012; Castagna et al., 2013). Além disso,
apesar da presenga do EDTA em sua composicao, o QMix
promove uma baixa erosdo na estrutura dentinaria
(Torabinejad et al., 2003; Saghiri et al., 2009). O extrato de
semente de uva, por sua vez, apresenta na sua composicao
proantocianidinas, que interferem positivamente nas
propriedades mecénicas da dentina (Cecchin, Pin, et al.,
2015), além de reduzir a absor¢do de agua e estabilizar a

degradacdo do colageno na estrutura dentinaria (Aguiar et al.,
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2014; Vidal et al., 2014). Estas propriedades, de ambas
substancias, irdo contribuir para a manutencdo da qualidade
do substrato dentindrio para posterior obturacdo endodontica
e restauracdo coronaria utilizando materiais resinosos. Dessa
forma, o QMix e o extrato de semente de uva podem ser
considerados alternativas auxiliares de irrigagdo final,
contribuindo tanto para o processo de descontaminagdo do
sistema de canais radiculares, como, também, para a
manutengdo a longo prazo do dente tratado
endodonticamente.

A terapia fotodinamica tem sido considerada uma
nova modalidade terapéutica no intuito de potencializar a
desinfeccao do sistema de canais radiculares, que envolve a
associacdao entre uma fonte de luz gerada por uma laser de
baixa intensidade e um fotosensitizador nao toxico (De
Oliveira et al., 2011). Apesar dos resultados do presente
estudo terem demonstrado uma redugdao de Enterococcus
faecalis significativamente menor dos grupos 5 (PDT com
fibra intracanal) e 6 (PDT sem fibra intracanal), quando
comparado aos grupos 2 (CHX liquida 2%), 3 (QMix) e 4
(GSE 6,5%), o potencial de descontaminag¢do dos grupos onde

foi realizada a terapia fotodindmica pode ser considerado
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elevado, uma vez que mostrou-se significativamente superior
ao grupo controle (dgua destilada), atingiu indices de redugao
microbiana superiores a 96% e, na pratica clinica, atuara
como um complemento ao preparo quimico-mecanico
convencional (Vaziri et al., 2012). Resultados similares foram
encontrados em estudos prévios, onde a terapia fotodindmica
apresentou uma efetiva eliminacdo bacteriana variando entre
73% e 100%, sendo eficaz no combate ao Enterococcus
faecalis (Soukos et al., 2006; Garcez et al., 2007; Garcez et
al., 2010; Nagayoshi et al., 2011; Ng et al., 2011; Rios et al.,
2011; Cheng et al., 2012; Vaziri et al., 2012; Komine e
Tsujimoto, 2013; Yildirim et al., 2013; Zand et al., 2014).

O mecanismo de agdo antimicrobiana da terapia
fotodinamica pode ser explicado através da reagao que ocorre
entre a fonte de luz do laser de baixa intensidade e o oxigénio
molecular, produzindo moléculas de oxigénio consideradas
altamente reativas. Estas molécuas 1rao atuar em
componentes celulares bacterianos através de reagdes de
oxido-reducao, induzindo a morte de espécies microbianas
(Demidova e Hamblin, 2004; Dai et al., 2009). Além de uma
efetiva acdo antimicrobiana, a terapia fotodinamica se

constitui uma técnica ndo invasiva e de rapida aplicacao no
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canal radicular, apresenta baixa toxicidade, as complexidades
anatOmicas ndo se constituem uma barreira para a fonte de luz
no processo de descontaminacgdo e ndo causa efeitos adversos
nos tecidos adjacentes (Soukos et al., 2006; Convissar, 2011;
Nagayoshi et al., 2011). Além disso, Xu et al. (2009),
sugerem a existéncia de uma janela terapéutica segura pela
qual a terapia fotodinamica pode inativar os patdgenos
endodonticos sem afetar a viabilidade das células do
hospedeiro. Dessa forma, o presente estudo também sugere a
utilizagdo da terapia fotodinamica, apos o preparo quimico-
mecanico convencional, como protocolo de descontaminagao
final no tratamento endodontico.

A principal desvantagem da terapia fotodinamica ¢
que nao existe na literatura um protocolo padrao de aplicagao
desta modalidade terapéutica, bem como o alto custo, devido
a necessidade de aquisicdo do dispositivo laser.
Fotossensitizadores, tempo de pré-irradiacdo, comprimento
de onda, energia desprendida e poténcia sdo algumas das
variaveis da terapia fotodindmica que sdao encontradas na
literaura. No presente estudo, foi utilizado o fotosensitizador
azul de metileno na concentracdao de 0,01%, estabelecendo

um tempo de contato com o conteido microbiano de 5
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minutos, sendo este realizado previamente a irradiagdo e
estando de acordo com estudos prévios (Fonseca et al., 2008;
Zand et al., 2014). O comprimento de onda, tempo de
irradiacdo, a energia desprendida e a poténcia utilizados
foram os preconizados pelo fabricante do dispositivo, sendo
de 600nm, 90 segundos, 9J e 100mW, respectivamente,
estando de acordo com a literatura (Convissar, 2011; Yildirim
etal., 2013).

Além das varidveis j& mencionadas referentes ao
protocolo de execugdo da terapia fotodinamica, também deve
ser levada em consideragdo a forma de entrega da luz laser de
baixa intensidade, com ou sem a utilizacdo de fibra Optica
intracanal. Garcez et al. (2013), conduziram um estudo com
intuito de verificar a necessidade da utilizagdo de uma fibra
optica intracanal. Os resultados obtidos demonstraram maior
sanificacao dos canais radiculares com a introducao de uma
fibra Optica intracanal. No entanto, Nunes et al. (2011),
concluem, em estudo prévio, que ndo ha diferengas
significantes de descontaminagdo com ou sem uso de fibra
optica intracanal. Estes resultados estdo em concordancia com
os resultados do presente estudo, onde ndao houve diferenga

significativa entre os grupos 5 (PDT com fibra intracanal) e
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6 (PDT sem fibra intracanal). Possivelmente a auséncia de um
protocolo estabelecido para a realizagdo da terapia
fotodinamica ¢ o motivo de conclusdes divergentes na
literatura. Além disso, a presenca ou auséncia da porg¢do
coronaria também pode ser considerado um fator relevante e
que influencia os resultados desta modalidade terapéutica.

A forga de adesdo ¢ um principio fisico que pode ser
definido como a forca de atracdo entre corpos de espécies
quimicas diferentes. Na odontologia, o teste de push-out tem
sido utilizado como um dos principais recursos no intuito de
quantificar a forga de adesdo entre diferentes materiais e
estruturas dentarias, sendo inicialmente aplicado para
mensurar a adesdao de pinos no interior dos canais radiculares
(Patierno et al., 1996) e, mais recentemente, aplicado para
avaliar a for¢a de adesao de materiais obturadores a dentina
radicular (Dias et al., 2014; Graziele Magro et al., 2014).
Neste teste, discos ou fatias radiculares, com uma espessura
de 1 mm, sdo confeccionados perpendicularmente ao longo
eixo do material de preenchimento (Goracci et al., 2004) ¢ a
for¢a de adesao ¢ determinada através da mensuragao da forca
compressiva necessaria para deslocar o segmento do pino ou

material obturador, utilizando um dispositivo de menor
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didmetro em contato com este material. A partir disso, € feito
um célculo entre a carga necessaria para o deslocamento do
material e a area interfacial entre o material e a parede do
canal, quantificando a forca de adesdo (Chandra e Ghonem,
2001).

De acordo com a literatura, o teste de push-out é
compativel com a situagdo clinica (Sousa-Neto et al., 2005;
Huffman et al., 2009); permite uma padronizagdo acurada das
amostras (Sousa-Neto et al., 2005); produz forgas mais
efetivas de deslocamento do material (Drummond et al.,
1996); e produz menor stress na interface de adesdo durante a
confeccao dos discos ou fatias radiculares, quando comparado
aos testes de tensao e cisalhamento convencionais (Ungor et
al., 2006; Soares et al., 2008). Por essas razdes, o teste de
push-out foi utilizado no presente estudo para avaliar a
influéncia dos cinco protocolos de descontaminagdo final
sobre a for¢a de adesdao do material obturador a dentina
radicular, além de analisar a incidéncia e o padrao de falha do
material obturador, apds a realizagdo deste teste.

No presente estudo, os canais radiculares foram
obturados com cones de guta-percha convencionais e o

cimento endodontico AH Plus apds a realizagdo dos
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protocolos de descontaminacdo final, estando em acordancia
com a metodologia proposta por (Prado et al. (2013); Dias et
al. (2014); Graziele Magro et al. (2014); Topcuoglu et al.
(2014)). Isso porque a utilizagdo do cimento endodontico
isoladamente para obturacdo ndo ¢ sugerida clinicamente,
uma vez que este material pode dissolver com o passar do
tempo e produzir microinfiltragdes (Jainaen et al., 2007;
Vilanova et al., 2012), criando um ambiente propicio para a
recontaminagao por parte dos microorganismos. Dessa forma,
¢ preferivel a associacdo do cimento endoddontico com cones
de guta-percha, contribuindo para um adequamento
selamento do sistema de canais radiculares. O AH Plus, por
sua vez, foi o cimento endodontico de escolha para ser
utilizado na obturacdo dos canais radiculares no presente
estudo. Isso se deve ao fato de ser um cimento resinoso de
facil manipulagdo, apresentar auséncia de stress de
polimeriza¢ao, adequado escoamento e, principalmente,
clevada for¢a de adesdo a estrutura dentinaria (Souza et al.,
2009; Carneiro et al., 2012).

De acordo com a literatura, a clorexidina, que se
apresenta na forma pura ¢ na composicao do QMix, nao

interfere negativamente na capacidade de adesdo dos
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cimentos endodonticos a dentina (Mohammadi e Abbott,
2009), além de inibir a acdo de metaloproteinases (Carrilho,
Geraldeli, et al., 2007; Breschi et al., 2010) e cisteinas
catepsinas (Scaffa et al., 2012), proteinas diretamente
envolvidas no processo de deterioracdo do colageno e que
prejudicam a adesdo a estrutura dentindria. O extrato de
semente de uva, por sua vez, apresenta proantocianidinas em
sua composi¢do, que também possui efeito inibitdrio sobre o
grupo de enzimas acima citado (Epasinghe et al., 2013) e
apresenta capacidade de mediar liga¢des cruzadas em tecidos
a base de colageno, tais como a dentina, melhorando a adesao
nestas superficies (Bedran-Russo et al., 2014). E, por fim,
Sousa-Neto et al. (2005), afirmam que a irradiagdo com laser
de baixa intensidade (terapia fotodinamica) propicia um
aumento da resisténcia de unido do cimento endoddntico AH
Plus a dentina radicular. No entanto, de acordo com os
resultados do presente estudo, os protocolos de
descontamina¢do final demonstraram valores de forca de
adesdo similares apds a realizag¢do do teste de push out, sem
diferengas significativas entre os grupos testados e o grupo
controle (4gua destilada), sugerindo que a clorexidina liquida

2%, o QMix, o extrato de semente de uva 6,5% ¢ a terapia
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fotodindmica, com e sem fibra Optica intracanal, nao
interferem na forca de adesdo do cimento AH plus as paredes
dentinarias dos canais radiculares, apds o periodo de 20 dias
de armazenamento. Um periodo maior de armazenamento
destas amostras talvez fosse necessario para que se pudessem
observar diferencgas significativas entre os grupos, uma vez
que a clorexidina e o extrato de semente de uva tendem a
melhorar a for¢ca de adesdo a estrutura dentinaria a longo
prazo (Cecchin et al., 2014; Cecchin, Farina, et al., 2015).
Ao observar e classificar os padrdes de falha do material
obturador, apos a realizagdo do teste de push out, pode ser
observada uma maior incidéncia de falha coesiva nas
amostras do presente estudo. Estes resultados estdo em
acordancia com os achados de Prado et al. (2013), e Dias et
al. (2014), que verificaram a presenga da falha coesiva como
a mais frequente quando utilizados o cimento endoddntico
AH plus e gutta-percha como material obturador. Por outro,
lado Graziele Magro et al. (2014) relatam o padrdo de falha
misto como predominante quando utilizada a combinagdo de

AH plus e gutta-percha para obturacdo do canal radicular.
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6. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo,
podemos concluir que o uso da clorexidina liquida 2%, QMix
e solug¢do de extrato de semente de uva 6,5% sdo protocolos
de descontaminacdo final efetivos no combate ao
Enterococcus faecalis, demonstrando-se superiores a terapia
fotodinamica. Estes protocolos de descontaminacao final nao
influenciam nos valores de forca de adesao do cimento
endodontico AH plus as paredes dentinarias do canal
radicular, sendo o padrao de falha coesiva o mais frequente

apresentado pelo material obturador dos canais.
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