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RELATORIO FINAL

1. TITULO

Avaliacdo da acdo antimicrobiana de diferentes irrigantes finais utilizando a contagem

de unidades formadoras de coldnias.

2. EQUIPE EXECUTORA

2.1. Aluno
Nome: Dierro Soares Macci

Matricula: 152777

2.2. Orientador
Nome: Prof. Dr. Matheus Albino Souza
Matricula: 8948

3. RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a agao antimicrobiana do EDTA 17% e do
QMix contra Enterococcus faecalis, por meio da contagem de unidades formadoras de
colonias (UFCs). Trinta dentes humanos extraidos unirradiculares foram utilizados para o
presente estudo. A por¢ao coronaria foi seccionada com um disco de diamante na jungao
amelo-cementaria, de forma que a raiz remanescente apresentasse um comprimento de
aproximadamente 15 mm. Em seguida, as amostras foram esterilizadas em autoclave por 30
minutos a uma temperatura de 120°C. Apos o processo de esterilizacdo, as amostras foram
inoculadas com 100 pl de cultura de Enterococcus faecalis e imersas em microtubos
contendo 2 ml de BHI. As amostras foram mantidas imersas em cultura bacteriana por
quatorze dias e armazenadas em estufa bacterioldgica a uma temperatura de 37°C, com
renovagdo do meio de cultura a cada 48 horas, provendo os nutrientes necessarios para
sustentar o crescimento bacteriano. Apds o periodo de contaminagdo, as amostras foram
divididas aleatoriamente em trés grupos (n=10) de acordo com o protocolo de irrigagao final:

G1: 4gua destilada; G2: EDTA 17%; G3: QMix. A contagem de unidades formadoras de



colonias (UFCs) foram realizadas para avaliar a eficacia de descontaminacdo dos tratamentos
propostos. A andlise estatistica foi realizada através de analise de varidncia (ANOVA),
seguido pelo post-hoc de Tukey (a=0,05). Obteve-se como resultado estatistico que nenhum
dos grupos eliminou totalmente o contedo bacteriano, como também, que o QMix foi o
irrigante que gerou a maior descontaminacao bacteriana das amostras. Concluiu-se entdo,

que a acdo antimicrobiana foi maior quando usado o QMix.

Palavras-chave: EDTA; Enterococcus faecalis; irrigantes do canal radicular; QMix.



4. PROBLEMA DE PESQUISA

As alteragdes pulpares e dos tecidos periapicais apresentam natureza inflamatoria e
etiologia microbiana, onde bactérias e seus subprodutos exercem um papel significativo na
inducdo e, principalmente, na progressao destas patologias (KAKEHASHI et al., 1965).
Dentre os microorganismos encontrados na microbiota endoddntica, se destaca o
Enterococcus faecalis, que ¢ um microorganismo anaerobio facultativo, altamente resistente
ao preparo quimico-mecanico convencional e usualmente encontrado nos casos de insucesso
do tratamento endodontico (PINHEIRO et al., 2003). Além disso, as complexidades
anatomicas do sistema de canais radiculares impedem que os microorganismos sejam
alcancados de forma adequada pelos instrumentos endodonticos (VAUDT et al., 2009).

Dessa forma, o uso de substincias quimicas auxiliares, em associacdo com oS
instrumentos endoddnticos, se faz necessario para promover uma adequada descontaminagao
do sistema de canais radiculares. No entanto, durante este processo, ocorre a liberagdo de
raspas de dentina, que, associadas aos componentes organicos, microorganismos e
substancias quimicas auxiliares, ddo origem a uma camada denominada de smear layer. Esta
camada adere a superficie dentinaria e promove a obliteragdo dos tubulos dentinarios,
impedindo a penetragdo de agentes antimicrobianos (TORABINEJAD et al., 2002). Neste
cendrio, o uso de irrigantes se faz necessario, para promover a remogao desta camada.

O EDTA ¢ o irrigante final mais empregado na endodontia para a remocgao de smear
layer (DAl et al., 2011). No entanto, possui algumas limitagdes, dentre as quais se incluem
uma limitada a¢@o antimicrobiana contra o biofilme de Enterococcus faecalis (ALMEIDA et
al., 2016) e a sintese do seu produto ¢é prejudicial ao meio ambiente (SILLANPAA, 1997).
Diante dos problemas expostos, torna-se necessaria a busca de alternativas para serem
utilizadas na irrigagdo final, no intuito de promover a remog¢ado da smear layer, a0 mesmo
tempo em que se contribui para o processo de descontaminacdo do sistema de canais

radiculares (MOLLASHAHI et al., 2016).

5. JUSTIFICATIVA

Recentemente, o uso de um novo irrigante endoddntico denominado QMix (Dentsply,
Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, USA) tem sido recomendado como protocolo de
irrigacdo final em endodontia (STOJICIC et al., 2012). Isso se deve ao fato da presenca de

dois componentes neste produto: a clorexidina, que possui elevado potencial antimicrobiano
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(FERRAZ et al., 2001), e o EDTA que possui a capacidade de remover smear layer oriunda
do processo de instrumentag¢do dos canais radiculares (PEREZ-HEREDIA et al., 2008). Em
outras palavras, ao mesmo tempo que a smear layer ¢ removida, este produto contribuiria
para o processo de descontaminagao do sistema de canais radiculares. Além disso, apesar da
presenca de EDTA na sua composi¢do, ndo ha relatos na literatura sobre prejuizos ao meio
ambiente a partir da sintese do QMix. Diante do exposto, torna-se justificavel a realizacao
deste estudo, no intuito de analisar alternativas para serem utilizadas apds o preparo quimico-
mecanico como irrigante final, que auxiliem na descontaminacdo do sistema de canais

radiculares a0 mesmo tempo em que ocorre a remogao da smear layer.

6. REVISAO DE LITERATURA

SOARES et al. (2010), avaliaram a eficacia antimicrobiana através de um regime de
irrigacdes alternadas durante o preparo quimico mecanico (PQM). Durante 21 dias, os canais
radiculares de dentes extraidos de humanos foram infectados com Enterococcus faecalis,
sendo que a colonizagdo foi confirmada através da microscopia eletronica de varredura
(MEV). Os canais foram irrigados com solu¢do salina (grupo controle), com hipoclorito de
sodio (NaOCl) 5.25% seguido de uma lavagem final com EDTA 17% (grupo convencional
de irrigacdo), ou com o uso alternado de NaOCl e EDTA (grupo de irrigacao alternada [Al]).
Amostras foram tiradas antes do tratamento (S1), depois do PQM (S2) e durante os 14 dias
seguintes. Duas espécimes dos grupos foram analisados pelo MEV. O resultado foi que o
processo de irrigagdo baseado no uso alternado de NaOCl e EDTA parece ser uma técnica
endodontica promissora, pois promoveu uma eliminagdo do biofilme de Enterococcus
faecalis dos canais radiculares durante todo o experimento.

BACA et al. (2011), tiveram como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana residual
de quatro grupos de irrigantes finais em canais radiculares infectados com Enterococcus
faecalis. Para fazer esse estudo, primeiramente, foi induzido um crescimento bacteriano do
Enterococcus faecalis em canais unirradiculares durante 4 semanas. Apds essas 4 semanas,
foi feito no canal radicular dos dentes o preparo quimico-mecanico, utilizando quatro técnicas
(grupos) com diferentes produtos para a irrigacao final. O grupo 1 continha EDTA-NaOClI,
EDTA 17% seguido de NaOCl 5.25%. O grupo 2 possuia MA-NaOCl, &cido maleico seguido
de NaOCl 5.25%. O grupo 3 era formado por EDTA-CHX + CTR, EDTA 17% seguido de
clorexidina (CHX) 2% + cetrimida (CTR) 0.2%. E o ultimo grupo com MA-CHX + CTR,
MA 7% seguido de CHX 2% + CTR 0.2%. Amostras foram coletadas durante 60 dias para
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identificar se houve crescimento bacteriano. Foi obtido como resultado que os grupos EDTA-
CHX + CTR e MA-CHX + CTR com irrigagdo final de CHX 2% + CTR 0.2% mostraram
porcentagens das amostras sem recolonizagdo, respectivamente, de 72.1% e 66.8% em 60
dias. Entdo pdde ser concluido que a combinacao entre CHX 2% + CTR 0.2% seria uma
alternativa efetiva para atuar como um regime de irrigagdo final, devido a sua agdo
antimicrobiana ao longo do tempo.

GRUNDLING et al. (2011), realizaram este estudo com o propodsito de avaliar o efeito
in vitro da irrigacdo ultrassonica com NaOCl e EDTA nos canais radiculares de dentes
bovinos infectados com Enterococcus faecalis. Para realizar esse estudo foram inoculados
com Enterococcus faecalis oitenta e quatro incisivos bovinos, em cultura remanescente por
50 dias, para a formacao de biofilme. Os dentes foram divididos em quatro grupos: o grupo
que ndo recebeu tratamento; o grupo com ultrassom + dgua destilada; o grupo com irrigacao
convencional com NaOCI + EDTA; e o grupo com irrigagdo ultrassonica passiva junto ao
NaOCl e EDTA. Foi obtido como resultado nos testes microbioldgicos, que os grupos que
possuiam o NaOCl ndo mostraram crescimento bacteriano. Houveram significantes
diferencas entre o grupo controle e o grupo com ultrassom + agua destilada e entre esses
grupos e aqueles com o uso de NaOCI. Sendo assim, concluiram que apos todos os teste e
analises a irrigagdo passiva com o ultrassom pode contribuir na limpeza dos canais
radiculares, porém deve-se ter em mente que o principal meio de fazer a eliminacdo
bacteriana ¢ através da irrigagao.

STOJICIC et al. (2012), avaliaram através de um modelo experimental laboratorial a
substancia irrigadora QMix contra o Enterococcus faecalis, placa mista bacteriana em fase
planctonica e placa de biofilme. Além disso, examinaram a sua habilidade em remover smear
layer. Para fazerem esse estudo, os Enterococcus faecalis € a placa mista bacteriana foram
expostas a0 QMix, junto com CHX 2%, MTAD e NaOCl 1% durante 3 segundos, 30
segundos e 3 minutos. ApoOs exposicdao, amostras foram tiradas, e a partir delas, foram feitas
dilui¢des em série e analises de crescimento aerdbico e anaerobico em placas de 4gar de soja
triptico (TSA) ou em placas de agar de sangue durante 24 e 72 horas. Enterococcus faecalis
e as placas com biofilmes, foram cultivados por 3 semanas em discos de coldgenos revestidos
por hidroxiapatita ou dentina e foram expostos durante 1 minuto e 3 minutos por QMix, CHX
2%, MTAD e NaOCl 1% e 2%. Blocos de dentina foram expostos ao QMix e EDTA 5%
durante 5 minutos. Obtiveram como resultado que o0 QMix e NaOCl 1% mataram todos os
planctonicos Enterococcus faecalis e bactérias da placa em 5 segundos, enquanto a CHX 2%

e MTAD foram incapazes de matar todas as bactérias da placa em 30 segundos. Concluiram
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entdo, que o QMix e NaOCl mataram mais Enterococcus faecalis, bactérias da placa em fase
planctonica e placa de biofilme que o CHX e MTAD.

FERRER-LUQUE et al. (2012), realizaram este estudo com o intuito de avaliar a
atividade antimicrobiana residual do EDTA 17%, do acido maleico (MA) e do acido lactico
10% (LA) sozinhos e combinados com CTR 0.2% em canais radiculares infectados com
Enterococcus faecalis. Para a ocorréncia desse estudo, os biofilmes de Enterococcus faecalis
foram cultivados em raizes unirradiculares durante 4 semanas, sendo que apos esse tempo de
preparagao, elas foram divididas aleatoriamente em seis grupos (n = 15) de acordo com o
regime final de irrigagdo, da seguinte forma: 5 mL de EDTA 17%; 5 mL de EDTA 17% +
CTR 0,2%; 5 mL de MA 7%; 5 mL de MA 7% + CTR 0.2%; 5 mL de LA 10%; ¢ 5 mL de
LA 10% + CTR 0.2%. As amostras foram coletadas por 60 dias para indicar a presenga de
crescimento bacteriano. Testes > de Fisher e Pearson foram utilizados para comparar as
porcentagens das espécimes sem rebrota de Enterococcus faecalis em todo o periodo de
tempo do estudo. Obtiveram como resultados: diferencas significativas no rebrote bacteriano
entre os grupos com e sem CTR; e ndo houveram diferencas significativas ao longo do tempo
entre os 3 grupos com CTR ou entre os 3 sem CTR. Portanto concluiram que a atividade
residual contra Enterococcus faecalis usando MA 7% + CTR 0.2%, EDTA 17% + CTR 0.2%
e LA 10% + CTR 0.2% foi maior do que com uso de agentes quelantes sozinhos.

MORGENTAL et al. (2013), realizaram esse estudo com o objetivo de comparar o
efeito antibacteriano do QMix com o de solugdes de irrigagao convencionais na presenga ou
auséncia de p6 de dentina, sendo que o pd de dentina foi preparado a partir de dentes incisivos
bovinos esterilizados. Os seguintes irrigantes foram testados contra Enterococcus faecalis:
NaOCl 6%, NaOClI 1%, QMix, CHX 2% e EDTA 17%. Foi usado como controle negativo
uma solucao salina estéril e a sobrevivéncia dessas bactérias expostas aos irrigantes com
presenca ou auséncia de pd de dentina foram analisadas sob condi¢des planctonicas. As
unidades de colonias formadas foram contadas e transformadas em log, e depois foram
analisadas usando os testes de Kruskal-Wallis e de Mann-Whitney. Obtiveram como
resultado, que apods 30 segundos 0 NaOCl 6% exibiu zero unidades formadoras de colonias
por mililitro enquanto o NaOCl 1% e QMix mostraram nimero reduzido de colonias em
comparagao com o controle negativo. Além disso, apds 1 minuto, ambas as concentragdes de
NaOCI ndo apresentaram crescimento bacteriano e o QMix reduziu o nimero de coldnias,
mas o EDTA e a CHX tiveram contagens bacterianas semelhantes ao controle negativo. Apds
6 horas, ambas as concentracdes de NaOCl, QMix ¢ CHX mataram todas as bactérias,

independentemente da presenca de dentina. Portanto, puderam concluir que o NaOClI 6% foi
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o irrigante mais efetivo contra Enterococcus faecalis e que a dentina atrasou a atividade
antibacteriana do NaOCl e do QMix, porém ndo impediu completamente a sua agao.

WANG et al. (2013), realizaram este estudo com objetivo de avaliar o efeito da
smear layer sobre o efeito antibacteriano de diferentes solucdes desinfetantes em tubulos
dentinarios infectados. Para a confec¢ao desse estudo, foi colocado células de Enterococcus
faecalis dentro de tibulos dentinarios de acordo com um protocolo previamente estabelecido.
Os blocos dentinarios infectados foram incubados durante 3 semanas, produzindo assim, uma
camada uniforme de smear layer. Quarenta amostras de dentina infectada foram preparadas
e submetidas a 3 e 10 minutos de exposi¢do a solugdes desinfetantes, incluindo dgua estéril,
NaOCl 2% e 6%, CHX 2%, EDTA 17% e QMix. As seguintes combinagdes também foram
incluidas: NaOCI 2% + CHX 2%, NaOCl 2% + QMix, NaOCl 6% + QMix e NaOCI 6% +
EDTA 17% + CHX 2%. Com a presenga de smear layer junto com 10 minutos de exposi¢ao
ao QMix, NaOCl 2% + QMix, NaOCl 6% + QMix e NaOCl 6% + EDTA 17% + CHX 2%
foi obtido como resultado uma eliminagdo significativamente maior de bactérias do que
quando expostos a 3 minutos por essas mesmas solugdes desinfetantes (P < .05). NaOCl 6%
+ QMix e NaOCl 6% + EDTA 17% + CHX 2% mostraram o efeito antibacteriano mais forte.
Portanto, concluiram que as solu¢des contendo NaOCl 6% e/ou QMix mostraram a maior
atividade antibacteriana.

STOJICIC et al. (2013), realizaram este estudo com o objetivo de avaliar o efeito da
fonte de bactérias do biofilme, o nivel de maturacdo do biofilme e o tipo de agente
desinfetante na suscetibilidade das bactérias do biofilme para agentes antibacterianos. Foi
utilizado como metodologia biofilmes multiespecificos de placas bacterianas de 6 doadores
que foram cultivadas por até 8 semanas em discos de hidroxiapatita revestidos com colageno.
Depois de 1, 2, 3, 4 e 8 semanas de crescimento, os biofilmes foram expostos a 1% de
hipoclorito de sodio, 0.2/0.4% de 1odo-iodeto de potassio, e 2% de clorexidina por 1 e 3
minutos. A porcentagem de bactérias do biofilme que foram mortas foi determinada usando
a viabilidade de coloracdo LIVE/DEAD e microscopia confocal de varredura a laser. A
analise de varidncia one-way foi utilizada para a analise estatistica. Obtiveram como
resultados que biofilmes de uma e duas semanas de idade foram moderadamente ou muito
sensiveis aos agentes desinfetantes testados, sendo que mataram de 20 a 100% das bactérias
do biofilme. Apds 3 semanas de crescimento as bactérias do biofilme eram mais resistentes
aos mesmos agentes, e apenas de 10 a 30% das bactérias foram mortas (P <.001). O mesmo
padrdo do efeito da idade do biofilme (maturagdo) na resisténcia das bactérias foram

observadas em todos os 6 biofilmes e todos os 3 agentes desinfetantes. Pode-se concluir
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entdo, que a mudanca das bactérias dos biofilmes de sensivel para resistente contra os agentes
desinfetantes ocorreram entre duas e trés semanas de maturagao do biofilme. Além disso, que
¢ importante saber o cronograma de matura¢do de cada biofilme usado quando se quer testar
a efetividade de agentes desinfetantes endoddnticos contra bactérias do biofilme.

DU et al. (2014), realizaram este estudo com o objetivo de avaliar a acgdo
antimicrobiana em biofilmes de Enterococcus faecalis nos canais dentindrios, que sofreram
exposi¢ao a curto e longo prazo por diferentes solucdes de desinfec¢do endodontica, usando
um modelo de infec¢do dentindria e um microscopio confocal de varredura a laser. Utilizaram
para a confeccdo desse estudo, tubulos dentarios em blocos semicilindricos de dentina que
foram preenchidos com Enterococcus faecalis por centrifugacdo e depois incubados para
formar biofilmes de 1 dia de idade e de 3 semanas de idade. Os biofilmes jovens e maduros
na dentina foram expostos a agua estéril, CHX 2%, NaOCl 2% e NaOCl 6% durante 3, 10 e
30 minutos. As bactérias mortas pelos desinfetantes foram analisadas pela microscopia
confocal de varredura a laser usando a mancha de viabilidade bacteriana: LIVE/DEAD.
Foram obtidos como resultados: que a solucao antibacteriana mais efetiva contra os biofilmes
de 1 dia e 3 semanas de idade foi o NaOCl 6% (P <0,05); e que significativamente mais
células foram mortas em biofilmes jovens do que em biofilmes antigos em todos os grupos
(P <0,05). Entdo pdde ser concluido que a morte de bactérias na dentina infectada por
solugdes desinfetantes € temporaria, mas que pequenas matangas adicionais sdo obtidas apos
os primeiros 10 minutos de exposi¢ao.

CECCHIN et al. (2015), publicaram este estudo com o objetivo de avaliar o efeito do
GSE, NaOCl, CHX e QMix como agentes antimicrobianos contra Enterococcus faecalis e
sua influéncia na resisténcia a flexao e resisténcia a tragao final da dentina do canal radicular.
Canais radiculares foram divididos em cinco grupos (n=10), de acordo com as substancias
usadas: NaOCl 2.5%, CHX 2%, GSE 6.5%, QMix e o grupo controle (dgua destilada) (DW).
A irrigacdo final foi feita com EDTA 17% em todos os grupos, exceto quando DW foi
utilizado. O niimero de unidades formadoras de colonias foi utilizado para avaliar a agdo
antimicrobiana. Barras de dentina foram usadas para avaliar a resisténcia a flexdo apos o
tratamento com as substancias descritas anteriormente (n=10). A UTS fo1 avaliada apos o
tratamento dos cortes de dentina radicular em forma de ampulheta com as mesmas
substancias (n=30). Obteve-se como resultado que a menor contaminagao bacteriana foi
observada pelo CHX e GSE, enquanto NaOCl e QMix mostraram uma acao antimicrobiana

intermediaria (p > 0.05).

10



GOMES et al. (2015), realizaram este estudo com o objetivo de avaliar a microbiota
de lesdes endodonticas-periodontais antes e depois do preparo quimico mecanico (PQM).
Para a pesquisa foram coletadas amostras clinicas de 15 canais radiculares (CRs) com tecidos
de polpa necrética e com bolsas periodontais associadas (BP) (n = 15) em dentes com lesdes
endodonticas-periodontais antes e apds o PQM. A identificagdo do microbio oral humano
usando o protocolo de Sequenciamento de Proxima Geracao (SPG) e cultura viavel, foram
utilizadas para analisar as amostras de CRs e BPs. O teste U de Mann-Whitney e as corregdes
de Benjamini-Hochberg foram realizadas para correlacionar os achados clinicos e
radiograficos com achados microbianos (P <0,05). A partir disso, foi obtido como resultado
que bactérias foram encontradas em 100% das amostras em ambos os sitios (15/15) usando
SPG. As espécies que foram detectadas com maior frequéncia nos CRs, antes € apos o PQM,
usando SPG foram: Enterococcus faecalis, Parvimonas micra, Mogibacterium timidum,
Filifactor alocis e Fretibacterium fastidiosum. Ja as espécies que foram detectadas com maior
frequéncia nas BPs, antes e depois do PQM, usando SPG foram: P. micra, Enterococcus
faecalis, Streptococcus constellatus, Eubacterium brachy, Tannerella forsythia e Filifactor
alocis. Sendo assim, concluiram que a comunidade microbiana presente nas lesdes
endodonticas-periodontais combinadas ¢ complexa. Portanto, a semelhanca entre a
microbiota de ambos os sitios, antes e depois da PQM, sugeriu que poderia haver uma via de
infecgdo entre a polpa e o periodonto.

ZHANG et al. (2015), realizou esta revisdo sistematica com o objetivo de comparar a
prevaléncia de Enterococcus faecalis em infecgdes intra-radiculares primarias e persistentes.
Para produzir esta revisao foi realizado uma pesquisa exaustiva de literatura combinado com
critérios de inclusao especificados para coletar todos os estudos comparando a prevaléncia
de Enterococcus faecalis em infeccdes intra-radiculares primdrias e persistentes. Andlise de
subgrupo de acordo com diferentes métodos de detec¢do (cultura e reacdo em cadeia da
polimerase) e analise de sensibilidade foram aplicados. A meta-andlise foi feita com a ajuda
do Stata/SE 12.0 (StataCorp, College Station, TX) apos excluir estudos com formas incertas
de lesdes pulpares e perirradiculares em seus grupos primarios de infeccdo. A revisdo teve
como resultado que a taxa de detecc¢do de Enterecoccus faecalis pelos dois métodos foi maior
em infeccdes persistentes em comparagdo com periodontites periapicais cronicas como
infeccdo primaria. Sendo assim, concluiu-se que Enterococcus faecalis € mais correlacionado
com infecgdes intra-radiculares persistentes quando comparado com periodontites

periapicais cronicas nao tratadas.
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ALMEIDA et al. (2016), fizeram esta pesquisa com o objetivo de investigar a eficacia
do EDTA e uma solugdo de sal modificada (MSS) para separar bactérias de biofilmes,
partindo da ideia que com o rompimento da matriz de biofilmes endoddnticos, a sua remog¢ao
do canal radicular seria facilitada. O estudo foi realizado utilizando biofilmes de
Enterococcus faecalis com quarenta e oito horas de idade. A solugdo tampao fosfato-salino
serviu como controle negativo. As células residuais de biofilme no substrato e as células
isoladas no sobrenadante foram coletadas, apos imersdo. A viabilidade foi verificada pelo
método de contagem de unidades formadoras de colonias (CFU). O tratamento com propidio
monoazida (PMA) em conjunto com a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR),
também foi realizado para detectar a presenca de genes de RNA ribonucleicos 16S de
Enterococcus faecalis. Os dados foram analisados usando andlise de variancia de uma via e
testes de Tukey ou Kruskal-Wallis e Dunn. O teste Pearson R avaliou a correlacdo entre os
resultados de CFU e PMA (a = 5%). Obtiveram como resultados que a qPCR mostrou que o
EDTA desprendeu 99% das células de biofilme, e o MSS separou 94% das células do
biofilme (ambos P <0,001). Em contraste com o EDTA, o MSS era altamente antimicrobiano.
Portanto, concluiram que as células separadas pelo EDTA em biofilmes tiveram o menor
efeito antimicrobiano, diferente do MSS que além de um o6timo efeito antimicrobiano,
também separou células de biofilme.

LYSAKOWSKA et al. (2016), realizaram este estudo com o objetivo de examinar a
presenca de espécies microbianas em infecgdes primarias e secundarias e identificar os sinais
e sintomas associados a elas. A pesquisa foi realizada com um numero total de 37 canais
radiculares de 33 pacientes submetidos ao tratamento do canal radicular. As amostras foram
realizadas usando um ponto de papel estéril apds a instrumentacdo quimico-mecanica do
canal. A identificacdo microbioldégica foi realizada por testes bioquimicos
macromorfologicos, micromorfolégicos e comerciais (sistema ATB). Obtiveram como
resultados que um numero total de 54 espécies foram isoladas, sendo que o mais comum foi
Enterococcus faecalis seguido por Propionibacterium acnes e Streptococcus spp, € também,
que cinco cepas enterococicas multirresistentes foram isoladas. No entanto, a resisténcia a
linezolida ou aos glicopeptideos ndo foi encontrada. A radiolucéncia foi observada
significativamente mais frequentemente em infecg¢des sintomaticas (P = 0,0061) causadas
por Actinomyces spp. do que em assintomaticos. Portanto, concluiram que os Enterococcus
faecalis e Streptococcus spp foram as bactérias mais comumente isoladas dos canais
radiculares, e que a resisténcia dos Enterococcus faecalis a muitos antimicrobianos pode

representar um problema na sua eliminacao.
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ARIAS-MOLIZ e CAMILLERI (2016), realizaram este estudo com o objetivo de
avaliar a atividade antimicrobiana de selantes contendo silicato tricdlcico em contato com
diferentes tipos de selantes. A pesquisa foi realizada avaliando a atividade antimicrobiana de
BioRoot RCS, MTA Fillapex e AH Plus em contato com d4gua, 4acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e solugdo salina tamponada fosfatada (PBS) pelo teste de
difusdo em dagar e pelo teste de infec¢do intratubular contra Enterococcus faecalis. A
superficie do selante em contato com as trés solucdes foi caracterizada apos 1 minuto de
contato e também, apods a simulagdo do contato do selante in vivo com a solugdo de irrigagao
dentro de um modelo de dente através da analise de difracdo de raios X de angulo de
pastagem. Foi encontrado como resultado, que a irrigagdo com EDTA mostrou as maiores
propriedades antimicrobianas dos trés selantes do canal radicular seguido de agua, porém
sem diferencas significativas. A atividade antimicrobiana do BioRoot RCS foi
significativamente maior do que dos outros selantes. AH Plus perdeu suas propriedades
antimicrobianas apo0s irrigagdo com agua e PBS. Portanto, concluiram que o BioRoot RCS
mostrou a maior atividade antimicrobiana, e também, que os selantes do canal radicular
exerceram uma maior atividade antimicrobiana quando o EDTA foi utilizado como irrigante
final.

SOUZA et al. (2017), realizaram este estudo com a finalidade de avaliar a eficacia dos
protocolos de descontaminagdo final contra Enterococcus faecalis e sua influéncia na
resisténcia de unido dos materiais de preenchimento na dentina dos canais radiculares.
Noventa canais radiculares foram alargados com o sistema ProTaper e preenchido com
Enterococcus faecalis durante 15 dias. Sessenta amostras foram divididas aleatoriamente em
seis grupos (n=10) e submetidas aos seguintes protocolos: G1- 4gua destilada (controle), G2-
clorexidina 2%, G3- QMix, G4-extrato de semente de uva 6,5%, G5- terapia fotodinamica
com fibra Optica e G6-terapia fotodindmica sem fibra dptica. A porcentagem de bactérias
reduzidas foi realizada através da contagem de UFCs. As trinta amostras que sobraram foram
submetidas aos mesmos protocolos de descontaminacdo (n=5) e preenchidas com guta percha
e selador AH Plus a fim de executar o teste de push-out. Os dados dos dois testes foram
submetidos ao one-way (ANOVA) seguido do procedimento de post-hoc de Tukey’s
(0=0.05). Obtiveram como resultados que a maior reducdo bacteriana foi encontrada pela
clorexidina 2%, QMix e extrato de semente de uva 6,5%, sem diferenca estatistica
significativa entre eles. Pode-se concluir entdo, que os testes realizados com os protocolos de
descontaminacdo mostraram efetividade contra Enterococcus faecalis e ndo interferiram na

resisténcia de unido dos materiais de preenchimento na dentina dos canais radiculares.
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SOUZA et al. (2018), realizou este estudo com o objetivo de avaliar a atividade
antimicrobiana de solugdes de hipoclorito e instrumentacdo reciprocante associados com
terapia fotodindmica (PDT). Cento e trinta e dois canais radiculares foram instrumentados
até a lima K-file #35 e depois inoculados com Enterococcus faecalis por 14 dias. As 132
amostras foram divididas aleatoriamente em onze grupos (n=12) e submetidos aos seguintes
protocolos: G1- 4gua destilada + Reciproc R40 (controle); G2- hipoclorito de sodio 1%
(NaOCl) + Reciproc R40; G3- NaOCl 2.5% + Reciproc R40; G4- hipoclorito de célcio 1%
(Ca[OCl]2) + Reciproc R40; G5- Ca(OCl)2 2.5% + Reciproc R40; G6- PDT; G7- agua
destilada + Reciproc R40 + PDT; G8- NaOCI 1% + Reciproc R40 + PDT; G9- NaOCl 2.5%
+ Reciproc R40 + PDT; G10- Ca(OCl)2 1% + Reciproc R40 + PDT; G11- Ca(OCl)2 2.5%
+ Reciproc R40 + PDT. A porcentagem de reducdo bacteriana foi verificada através da
contagem das unidades formadoras de colonias (UFCs) em 10 amostras de cada grupo. As
duas amostras restantes de cada grupo foram submetidas a microscopia eletronica de
varredura (SEM) para ilustrar a efetividade dos tratamentos propostos. Os melhores
resultados para remocao bacteriana foram observados nos grupos 8,9, 10 e 11, sem diferenca
significante entre eles (p < 0.05).

SOUZA et al. (2019), publicou este artigo que tem como objetivo avaliar a influéncia
de protocolos de irrigacdo final e o tipo de cimento resinoso na resisténcia de unido dos pinos
de fibra de vidro (GFPs) em dentina radicular previamente tratada com terapia fotodindmica
(PDT). Para a realizagdo deste estudo foram usados 100 canais radiculares preparados até a
Gates Glidden #4 para receber o GFPs. Todas as amostras foram submetidas ao PDT e foram
aleatoriamente divididos em cinco grupos (n =20) de acordo com o protocolo de irrigagdo
final: 4gua destilada + ativacdo ultrassonica [US]; EDTA 17%; QMix; EDTA 17% + US; e
QMix + US. Cada grupo foi dividido aleatoriamente em dois subgrupos (n = 10), de acordo
com o tipo de cimento resinoso utilizado para a cementagao do GFPs: Rely-X ARC cimento
resinoso dual; ou Rely-X U200 (#M, St Paul, MN, USA) cimento resinoso autoadesivo. A
resisténcia de unido foi avaliada usando o teste de push-out. A resisténcia de unido foi
comparada usando two-way (ANOVA), seguido do teste de post-hoc de Tukey; modos de
falha foram comparados usando o teste qui-quadrado (o = 5%). Obtiveram como resultados
que o uso de US sobre irrigantes finais melhorou a resisténcia de unido dos GFPs,
independentemente do cimento resinoso usado (p < 0.05). Além disso, o tipo de cimento
resinoso nao influenciou na resisténcia de unido dos GFPs (p < 0.05).

SOUZA et al. (2019), realizou este estudo com intuito de avaliar a influéncia da

ativagdo ultrassonica (US) sobre irrigantes finais na atividade antimicrobiana, remoc¢do de
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smear layer e resisténcia de unido. Os canais radiculares de 180 dentes humanos extraidos
foram distribuidos em trés testes experimentais (n=60). Em cada teste, as amostras foram
subdivididas em seis grupos (n = 10) de acordo com os protocolos finais de irrigagdo: G1:
agua destilada (DW); G2: DW + US; G3: EDTA 17%; G4: QMix; G5: EDTA 17% + US; e
G6: QMix + US. A acdo antimicrobiana foi avaliada através da contagem das unidades
formadoras de colonias (UFCs), a smear layer através do escaneamento pelo microscopio
eletronico e a resisténcia de unido pelo teste de push out. Obtiveram como resultados que o
grupo 4 e 6 geraram a maior redugdo bacteriana, grupo 5 e 6 forneceram a maior remogao de

smear layer € o grupo 3, 4, 5 e 6 forneceram a maior resisténcia de unido (P <0.05).

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivos gerais

Avaliar, in vitro, a agdo antimicrobiana de diferentes irrigantes finais contra

Enterococcus faecalis.

7.2. Objetivos especificos

Avaliar, in vitro, a acao antimicrobiana do EDTA 17% e do QMix em um modelo de
canais radiculares infectados com Enterococcus faecalis, por meio da contagem de unidades
formadoras de colonias.

8. MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido a apreciagdo do comité de ética e pesquisa da Universidade

de Passo Fundo, sendo aprovado sob nimero de protocolo 3.110.552.

8.1 Obtencao e preparo das amostras

Trinta dentes unirradiculares humanos extraidos obtidos através do biobanco da

Faculdade de Odontologia da Universidade de Passo Fundo foram utilizados para o presente

estudo.
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A por¢ao coronaria foi seccionada na juncdo amelocementaria, de forma que o
remanescente radicular apresente um comprimento de 15 mm. Foi utilizado para o corte, um
disco de diamante rotativo (KG Sorensen Dupla face modelo 1802.7015), acoplado na pega
reta de baixa rotacdo, utilizando dgua para refrigeragao.

Todas as raizes foram preparadas utilizando o mesmo protocolo, no intuito de remover
o tecido pulpar e padronizar o didmetro do canal. O comprimento de trabalho fora
estabelecido através da introdugdo de uma lima tipo-K n° 10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues,
Sui¢a) no canal radicular, até que sua ponta fosse visualizada no forame apical. A partir desta
medida foi reduzido 1 mm, estabelecendo o comprimento de trabalho. O preparo cervical foi
realizado com broca Largo n° 3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Sui¢a) e a ampliacao apical
foi realizada com o sistema rotatério ProTaper (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica),
seguindo a sequéncia de limas S1, S2, F1, F2 e F3. Todos os instrumentos foram utilizados
no comprimento de trabalho, com velocidade de 250 rpm e torque de 2 N, programados
previamente no motor X-Smart Plus (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). A substancia
quimica auxiliar utilizada durante a instrumentacdo das raizes foi agua destilada
(Decloquimis, Sao Paulo, SP, Brasil) e, apds a instrumentacdo, foi realizada uma lavagem
final com 3 mL de EDTA 17% (lodontosul, Porto Alegre, RS, Brasil), para a remocao de
smear layer.

Ap6s a conclusdo da padronizacdo do didmetro dos canais radiculares, foi realizado o
vedamento do forame apical com resina fotopolimerizavel Opallis (FGM, Joinville, SC,
Brasil), para evitar o extravasamento das substancias testadas durante o experimento. A
impermeabilizacdo externa das raizes também foi realizada através de duas aplicagdes de
adesivo a base de cianoacrilato. (SuperBonder — Henkel, Sdo Paulo, SP, Brasil). Cada raiz
foi fixada com silicone de condensacao Putty-C para Impressao (Silon2APS - Dentsply,
Petropolis, RJ, Brasil) em um microtubo plastico (Axygen Inc, Union City, CA, EUA), de
modo que a por¢ao cervical ficasse posicionada para cima.

As amostras foram alocadas em caixas de polipropileno (Heathrow Scientific, Vernon
Hills, IL, Estados Unite) e esterilizadas a temperatura de 120 °C em autoclave (Dabi Atlante,

Ribeirdo Preto, SP, Brasil), por um periodo de 30 minutos.

8.2. Controle de esterilizacao

Um dente foi selecionado aleatoriamente ¢ submetido ao controle de esterilizagdo. O

dente selecionado foi preenchido com 2 mL de solugdo salina estéril (Decloquimis, Sao
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Paulo, SP, Brasil), e, ap6s 5 minutos, um cone de papel estéril com calibre #45 (Tanari,
Manaus, AM, Brasil) foi colocado em contato com as paredes do canal durante 30 segundos.
Em seguida, o cone de papel foi transportado individualmente para microtubos plasticos
(Axygen Inc, Union City, CA, EUA) contendo 1 ml de solucdo salina estéril (Decloquimis,
Sao Paulo, SP, Brasil). O material foi homogeneizado e semeado em placas de Petri com
meio de cultura PCA (Plate Count Agar) através da técnica da gota, sendo pingadas cinco
gotas de 15 pL. A placa foi incubada a 37 °C durante 48h, a fim de verificar o crescimento

bacteriano.

8.3. Preparo do indculo

A estirpe de referéncia microbiana utilizada foi Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
(Figura 1a), obtida no Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Passo Fundo. As bactérias foram ativadas e cultivadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) (Figura 1b) durante 24h a 37 °C em uma estufa bacteriologica. Apos o
periodo de incubacgio, o grau de turbidez do in6culo foi ajustado de acordo com a escala 1,0
de McFarland (Figura 1c), que corresponde a 3,0 x 10% UFC/ml, referente a uma densidade

otica de 0,25 a 550 nm.

Figura 1. Preparo do in6culo. A) placa de Petri com Enterococcus faecalis; B)

inser¢do das bactérias no caldo BHI para serem cultivadas; C) ajuste de turbidez do in6culo
8.4. Contaminacio dos canais radiculares
Uma aliquota de 100 uL do indculo de Enterococcus faecalis contido no tubo de ensaio
foi inserida no interior dos canais radiculares até o seu completo preenchimento, utilizando

seringas descartaveis de 1 mL (Figura 2). A cultura de Enterococcus faecalis foi mantida

durante 14 dias, a fim de promover o crescimento de bactérias e a formacdo de biofilme,
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renovando o caldo BHI a cada 48h. Todos os procedimentos foram realizados sob condigdes
assépticas em uma camara de fluxo laminar.

A cada 48h, uma amostra foi escolhida aleatoriamente para ser submetida ao controle
microbiano, no intuito de verificar a auséncia de contaminacdo por outras espécies
microbianas, garantindo uma cultura pura de Enterococcus faecalis. Um cone de papel estéril
com calibre #35 (Tanari, Manaus, AM, Brasil) foi introduzido no canal radicular e mantido
em contato com as paredes do canal radicular, durante 30 segundos (Figura 3a). Em seguida,
o cone foi transferido para um microtubo de plastico estéril contendo 1 mL de solugdo salina
estéril (Figura 3b), que foi homogeneizada em um agitador e, entdo, realizada a semeadura
através da técnica das gotas, sendo pingadas cinco gotas de 15 uL em placas de Petri contendo
PCA (Figura 3c). A placa foi incubada a 37°C durante 48h e, em seguida, foi realizada analise
da morfologia das unidades formadoras de colonias (UFCs) (Figura 3d), bem como analise
de coloragdo de Gram, a fim de verificar a confirmacdo de contaminacdo somente por

Enterococcus faecalis.

Figura 2. Preenchimento das amostras com o inoculo de Enterococcus faecalis
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Figura 3. Contaminacdo das amostras. A) papel absorvente no interior do canal radicular;

B) papel absorvente no interior do microtubo; C) semeadura através da técnica das gotas na

placa de Petri; D) anélise da morfologia dos UFCs

8.5. Avaliacio de descontaminacio dos protocolos testados

Apo6s o periodo de 14 dias de contamina¢do com Enterococcus faecalis, as trinta
amostras foram divididas em trés grupos (n=10), de acordo com os protocolos de lavagem
final utilizados para remog¢ao da smear layer das paredes dos canais radiculares, como segue:
G1 — 4gua destilada (controle); G2 — EDTA 17%; G3 — QMix.

Os canais radiculares foram preenchidos com os irrigantes finais testados, que
permaneceram em contato com as paredes do canal pelo periodo de 30 segundos. Apos este
periodo, foi realizada irrigacdo com 5 ml de agua destilada. Para a inser¢do dos irrigantes
finais testados no interior dos canais radiculares foi utilizada seringa descartavel estéril e
agulha de calibre 30 (Navi-Tip - Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos).

Ao término dos protocolos de irrigacdo final, os canais radiculares de todos os grupos
foram aspirados e secos com cones de papel absorvente F3 do sistema rotatorio ProTaper

(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiga).

8.6 Realizacao das coletas e analise microbiologica

A coleta do conteudo microbiano do interior do canal radicular das amostras foi
realizada em dois momentos. A primeira coleta (S1) foi realizada imediatamente apds o
periodo de contaminagdo das amostras e a segunda coleta (S2) foi realizada imediatamente
apods os protocolos de irrigagao final testados.

As coletas (S1 e S2) foram realizadas da mesma forma. O canal radicular foi preenchido

com solucdo salina estéril e uma ponta de papel absorvente estéril calibre #35 foi introduzida
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no interior do canal radicular, realizando movimentos circulares, no intuito de encostar
intencionalmente em todas as paredes do canal, pelo periodo de 30 segundos (Figura 4a).
Depois disso, a ponta de papel absorvente foi transferida para um microtubo contendo 1 ml
de solugio salina estéril (Figura 4b). O material foi homogeneizado e diluido até 10 (Figura
4c). Aliquotas foram semeadas em placas de Petri contendo PCA através da técnica das gotas,
no local correspondente da dilui¢do utilizada (Figura 4d). As placas foram incubadas durante

24 horas a uma temperatura de 37°C. Ap6s o periodo de incubagdo, a contagem do nimero

de unidades formadoras de colonias (UFCs) foi realizada nas placas (Figura 4e).

https://www.] .com.br/produto/micre i 200ul-tampa-flat-li:
hat: 1-pacot 1000-mi: per-02-b-axygen.aspx

Figura 4. Coleta das amostras. A) papel absorvente no interior do canal radicular; B)

papel absorvente no interior do microtubo; C) dilui¢ao do material; D) semeagdo das

aliquotas nas placas de Petri; E) contagem do niimero de UFCs

8.7 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada calculando o percentual de redugdo de Enterococcus
faecalis a partir da contagem inicial e final de unidades formadoras de colonias nos diferentes

grupos de protocolos de irrigagdo final, utilizando a seguinte férmula:
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Percentual de reducdo = 100 — [(Valor final/Valor inicial) x 100].

One-way ANOVA foi aplicado na avaliagdo microbioldgica, seguido pelo
procedimento de post hoc de Tukey, a 5% de nivel de significancia. Os dados foram

analisados utilizando o programa SPSS versao 17.0 (SPSS, Chicago, IL, Estados Unidos).

9. RESULTADOS

A média e o desvio padrao do percentual de redugdo de Enterococcus faecalis, de cada
grupo estdo expressos na Tabela 1. Nenhum dos tratamentos propostos apresentou 100% de
reducdo de Enterococcus. faecalis.

Durante a anélise dos dados obtidos, foi observado que a maior capacidade de redugdo
bacteriana ocorreu no grupo 3 (QMix), sendo estatisticamente superior aos demais grupos
testados (p<0,05). Em contraponto, o grupo que reduziu a menor quantidade de bactérias foi

o grupo 1 (DW).

Tabela 1: média e desvio padrao da porcentagem da reducdo de Enterococcus faecalis dos

protocolos finais de irrigacao testados.

Grupo N Reduciao bacteriana (%)
DW 10 11.60+1.86 ¢

EDTA 10 25.41+2.13°
QMix 10 85.75+£3.86¢

* Os dados sdo apresentados como média e desvio padrdao. Diferentes letras indexadas
representam diferencas estatisticamente significantes no procedimento post hoc (teste de
Tukey).

** DW = 4gua destilada

10. DISCUSSAO

A necessidade de realizar intervengdo endodontica se d4 quando a polpa dentaria, por

algum motivo, sofreu alguma alteracdo e estd em processo de necrose ou ja necrosou. De
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acordo com MOLANDER (2007, p. 1147, apud SOARES, 2010, p. 894), no interior dos
canais e na regido periapical dos dentes encontram-se bactérias resistentes que impedem a
cicatrizagdo dos tecidos periapicais, por esse motivo, a necessidade de realizar uma
desinfecc¢ao com irrigantes antimicrobianos € essencial. A bactéria mais encontrada em casos
de dentes com canais radiculares infectados € Enterococcus faecalis (LYSAKOWSKA et al.,
2016), que ¢ uma bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa e uma espécie frequentemente
isolada em raizes dentarias com lesodes periapicais persistentes (KAYAOGLU, ORSTAVIK,
2004). Uma das caracteristicas das Enterococcus faecalis ¢ poder sobreviver em situagdes
nutricionais inadequadas e poder se manter vidvel como um Uinico microrganismo (ZHANG
et al.,2015). Além disso, tem a capacidade de penetrar nos tibulos dentinarios e ¢ capaz de
promover a formagao de biofilme (FIGDOR et al., 2003), o que cria uma matriz polimérica
extracelular que aumenta a resisténcia dos microrganismos a protocolos de irrigagdo
(STOJICIC et al., 2013). Por esses motivos, o Enterococcus faecalis foi a bactéria escolhida
para induzir biofilme bacteriano in vifro em tubulos dentinarios neste estudo de desinfeccao
(DU et al., 2014).

Quando um estudo tem a necessidade de realizar crescimento de bactérias e formagao
de biofilme de apenas uma espécie especifica, um ambiente especial e um tempo determinado
de proliferacdo bacteriana devem ser instituidos. Para esta pesquisa, a escolha por realizar 14
dias de crescimento de bactérias e a formagao de biofilme foi determinada através de estudos
prévios que comprovam que 14 dias ¢ um periodo suficiente para a formacao do biofilme de
Enterococcus faecalis na dentina radicular (GUERREIRO-TANOMARU et al., 2013;
SOUZA et al., 2018). Comparando com outros estudos, GRUNDLING et al. (2011) utilizou
50 dias de cultivacdo e preparagdo do indéculo em seu protocolo; ja, BACA et al. (2011)
utilizou 60 dias de contamina¢dao das amostras para o crescimento da bactéria, o que
demonstra que ainda ndao ha um protocolo padrao para se seguir quando se quer testar a
eficacia dos protocolos de descontaminagdo.

A técnica utilizada neste estudo para a contagem das bactérias que se proliferaram e
cresceram no interior do canal radicular das amostras, foi através das Unidades Formadoras
de Coldnias (UFCs). Conforme explicado em SOUZA et al. (2017), o principal objetivo dos
UFCs ¢ fazer uma contagem com o intuito de calcular a reducdo percentual de Enterococcus
faecalis em cada um dos grupos. Essa técnica foi escolhida, porque permite realizar uma
quantificagdo das colonias bacterianas a partir do espago do canal em que foi feito a coleta
de um modo que seja aceitdvel (PETERS et al., 1995). Ja o tempo de permanéncia dos

irrigantes finais nas paredes do canal radicular das amostras foi determinado em 30 segundos.
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Em estudos similares (ARIAS-MOLIZ, CAMILLERI, 2016; SOUZA et al., 2019b), ¢
comprovado que o tempo de 1 minuto ¢ suficiente para a correta atuagdo dos irrigantes com
acdo antimicrobiana sobre a dentina radicular infectada. No entanto, a proposta do presente
estudo seria reduzir ainda mais o tempo de contato dos agentes quelantes no interior do canal
radicular, minimizando os riscos de danos a estrutura dentinaria.

A partir dos resultados encontrados neste estudo, verificou-se que nenhum dos grupos
eliminou em totalidade a microbiota bacteriana das amostras. Essa dificuldade em extinguir
totalmente o conteudo bacteriano também foi encontrada em outros estudos (CECHIN et al.,
2015; SOUZA et al., 2017). Estatisticamente, a redu¢do bacteriana foi superior no grupo 3,
que utilizava o QMix como irrigante final, o que demonstra o grande beneficio do QMix
quanto a descontaminacao dos canais radiculares mesmo sem utilizacdo de ultrassom. O
QMix ¢ um irrigante relativamente novo que possui em sua composi¢ao clorexidina, EDTA
17%, e um agente surfactante, e, além disso, uma de suas caracteristicas ¢ conter pH
ligeiramente acima do neutro (STOJICIC et al., 2012). A clorexidina possui agdo
antimicrobiana de amplo espectro através da indugao de modificagdes no equilibrio osmotico
celular a partir da interag¢do idnica com a parede celular bacteriana (FERRAZ et al., 2001).
O EDTA 17% ¢ um agente quelante, ou seja, remove smear layer, € 0 agente surfactante, tem
como funcdo tornar melhor a penetragdo da substincia no sistema de canais radiculares
através da diminuicdo da tensdo superficial (GIARDINO, ef al., 2006). E através da unido
desses componentes que permitem essa eficiente agao antimicrobiana do QMix, sendo assim,
¢ possivel observar o porqué possui a maior remogao estatistica de bactérias neste estudo.
Portanto, para comprovar a aplicabilidade desse irrigante, estudos prévios mostraram a sua
eficacia como irrigante final contra um biofilme formado por Enterococcus faecalis
(STOJICIC et al., 2012; WANG et al., 2013; SOUZA et al., 2017).

Além do QMix, outra substancia estudada foi o EDTA 17%, que ¢ considerado o
irrigante final mais empregado na odontologia para a remocao de smear layer (SOUZA et
al., 2019a). Sua a¢do antimicrobiana limitada (DAl et al., 2011) junto com a pouca eficiéncia
na remog¢ao de smear layer do terco apical do canal (ALMEIDA et al., 2016), sdo
desvantagens que o EDTA 17% ainda possui quando se trata sobre acdo antimicrobiana.
Conforme demais estudos, SOUZA et al. (2019b) e MORGENTAL et al. (2013), pode se
observar que o EDTA 17% eliminou uma menor quantidade de bactérias quando comparado
ao QMix, demonstrando assim, a sua a¢ao antimicrobiana reduzida.

Situagdes limitantes em pesquisas sdo comuns de serem encontradas, sejam essas

limitacdes metodoldgicas, laboratoriais ou microbioldgicas. Como a coleta das amostras
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microbioldgicas neste estudo se aplicou apenas no interior da luz do canal radicular € ndo em
profundidade nos tabulos dentinarios do canal principal da amostra, ndo foi possivel analisar
a presenca de bactérias nas porgdes profundas dos tubulos dentindrios, nem a viabilidade
dessas bactérias (SOUZA et al., 2017). Como também, devido ao fato de que os canais
radiculares de cada dente se diferem anatomicamente e que ha diferentes quantidades e
qualidades de microbiota nessas estruturas (STOJICIC et al., 2012). Além disso, sabe-se que
nos sistemas de canais dos dentes nao hd a presenga apenas de Enterococcus faecalis
(LYSAKOWSKA et al., 2016), por esse motivo, através desse estudo, ndo foi possivel relatar
como os irrigantes finais testados reagiriam frente a diferentes espécies de bactérias.

A partir da leitura deste estudo, pode-se verificar que com a utilizacdo do QMix ha uma
maior desinfec¢ao quanto a remog¢ao do Enterococcus faecalis no interior da luz do canal
radicular, por isso, levando em conta a utilizacdo clinica de uma solugdo irrigadora final, a
indicacdilo em minha concepgdo, seria o QMix. Como esse irrigante une o efeito
antimicrobiano de amplo espectro da clorexidina, junto com o EDTA 17%, que ¢ um 6timo

agente quelante, obtém-se um irrigante 6timo para a desinfec¢do de canais radiculares.

11. CONCLUSAO

Conforme discutido e analisado o estudo, foi possivel concluir que nenhum irrigante
final eliminou totalmente as bactérias proliferadas no interior dos canais radiculares
infectados com Enterococcus faecalis. Contudo, o QMix obteve Otimos resultados
estatisticos quanto a eliminagdo de bactérias, sendo o grupo de irrigante final que possuiu a
maior acdo antimicrobiana. J4 o EDTA 17%, obteve um resultado estatistico inferior ao do

QMix, mostrando assim, que sua principal caracteristica nao ¢ a atividade antimicrobiana.
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RESUMO
Objetivo: Avaliar, in vitro, a agdo antimicrobiana do EDTA 17% e do QMix contra
Enterococcus faecalis, por meio da contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs).

Métodos: Trinta dentes humanos extraidos unirradiculares foram utilizados para o presente
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estudo. A porcao coronaria foi seccionada com um disco de diamante na jungdo amelo-
cementaria, de forma que a raiz remanescente apresentasse um comprimento de
aproximadamente 15 mm. Em seguida, as amostras foram esterilizadas em autoclave por 30
minutos a uma temperatura de 120°C. Apo6s o processo de esterilizacdo, as amostras foram
inoculadas com 100 pl de cultura de Enterococcus faecalis e imersas em microtubos
contendo 2 mL de BHI (Brain Heart Infusion). As amostras foram mantidas imersas em
cultura bacteriana por quatorze dias e armazenadas em estufa bacteriologica a uma
temperatura de 37°C, com renovagdo do meio de cultura a cada 48 horas, provendo os
nutrientes necessarios para sustentar o crescimento bacteriano. Apos o periodo de
contaminagdo, as amostras foram divididas aleatoriamente em trés grupos (n=10) de acordo
com o protocolo de irrigagdo final: G1: 4dgua destilada; G2: EDTA 17%; G3: QMix. A
contagem das UFCs foram realizadas para avaliar a eficacia de descontaminagdo dos
tratamentos propostos. A analise estatistica foi realizada através de analise de variancia
(ANOVA), seguido pelo post-hoc de Tukey (a=0,05). Resultados: Nenhum dos grupos
eliminou totalmente o contetdo bacteriano, como também, que o QMix foi o irrigante que
gerou a maior descontaminagdo bacteriana das amostras. Conclusao: A a¢ao antimicrobiana
foi maior quando usado o QMix.

Palavras chaves: endodontia; EDTA; Enterococcus faecalis; irrigantes do canal radicular.

INTRODUCAO

As alteragoes pulpares e dos tecidos periapicais apresentam natureza inflamatoria e etiologia
microbiana, onde bactérias e seus subprodutos exercem um papel significativo na inducao e,
principalmente, na progressao destas patologias'. Dentre os microorganismos encontrados na
microbiota endodontica, se destaca o Enterococcus faecalis, que ¢ um microorganismo

anaerobio facultativo, altamente resistente ao preparo quimico-mecanico convencional e
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usualmente encontrado nos casos de insucesso do tratamento endodontico?. Além disso, as
complexidades anatomicas do sistema de canais radiculares impedem que os
microorganismos sejam alcancados de forma adequada pelos instrumentos endodonticos?.

Dessa forma, o uso de substincias quimicas auxiliares, em associagdo com os
instrumentos endoddnticos, se faz necessario para promover uma adequada descontaminagao
do sistema de canais radiculares. No entanto, durante este processo, ocorre a liberacdo de
raspas de dentina, que, associadas aos componentes organicos, microorganismos e
substancias quimicas auxiliares, dao origem a uma camada denominada de smear layer. Esta
camada adere a superficie dentinaria e promove a obliteracdo dos tubulos dentindrios,
impedindo a penetragdo de agentes antimicrobiano®. Neste cendrio, o uso de irrigantes se faz
necessario, para promover a remog¢ao desta camada.

O objetivo deste estudo foi avaliar, in vitro, a agdo antimicrobiana do EDTA 17% e
do QMix em um modelo de canais radiculares infectados com Enterococcus faecalis, por

meio da contagem de unidades formadoras de colonias.

MATERIAIS E METODOS

Este estudo foi submetido a apreciacdo do comité de ética e pesquisa da Universidade de
Passo Fundo, sendo aprovado sob nimero de protocolo 3.110.552.

Obtencio e preparo das amostras

Trinta dentes unirradiculares humanos extraidos obtidos através do biobanco da Faculdade
de Odontologia da Universidade de Passo Fundo foram utilizados para o presente estudo.

A porcao corondria foi seccionada na juncdo amelocementdria, de forma que o
remanescente radicular apresente um comprimento de 15 mm. Foi utilizado para o corte, um
disco de diamante rotativo (KG Sorensen Dupla face modelo 1802.7015), acoplado na peca

reta de baixa rotacdo, utilizando dgua para refrigeracao.

31



Todas as raizes foram preparadas utilizando o mesmo protocolo, no intuito de remover o
tecido pulpar e padronizar o didmetro do canal. O comprimento de trabalho fora estabelecido
através da introducao de uma lima tipo-K no 10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiga) no
canal radicular, até que sua ponta fosse visualizada no forame apical. A partir desta medida
foi reduzido 1 mm, estabelecendo o comprimento de trabalho. O preparo cervical foi
realizado com broca Largo no 3 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suica) e a ampliacdo apical
foi realizada com o sistema rotatério ProTaper (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica),
seguindo a sequéncia de limas S1, S2, F1, F2 e F3. Todos os instrumentos foram utilizados
no comprimento de trabalho, com velocidade de 250 rpm e torque de 2 N, programados
previamente no motor X-Smart Plus (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica). A substancia
quimica auxiliar utilizada durante a instrumentacdo das raizes foi 4agua destilada
(Decloquimis, Sao Paulo, SP, Brasil) e, apds a instrumentacdo, foi realizada uma lavagem
final com 3 mL de EDTA 17% (Iodontosul, Porto Alegre, RS, Brasil), para a remog¢do de
smear layer.

ApoOs a conclusdo da padronizagao do diametro dos canais radiculares, foi realizado o
vedamento do forame apical com resina fotopolimerizavel Opallis (FGM, Joinville, SC,
Brasil), para evitar o extravasamento das substancias testadas durante o experimento. A
impermeabilizagdo externa das raizes também foi realizada através de duas aplicacdes de
adesivo a base de cianoacrilato. (SuperBonder — Henkel, Sdo Paulo, SP, Brasil). Cada raiz
foi fixada com silicone de condensacdo Putty-C para Impressdo (Silon2APS - Dentsply,
Petropolis, RJ, Brasil) em um microtubo plastico (Axygen Inc, Union City, CA, EUA), de
modo que a porcao cervical ficasse posicionada para cima.

As amostras foram alocadas em caixas de polipropileno (Heathrow Scientific, Vernon
Hills, IL, Estados Unite) e esterilizadas a temperatura de 120 °C em autoclave (Dabi Atlante,

Ribeirdo Preto, SP, Brasil), por um periodo de 30 minutos.
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Controle de esterilizacao

Um dente foi selecionado aleatoriamente e submetido ao controle de esterilizacdo. O dente
selecionado foi preenchido com 2 mL de solugdo salina estéril (Decloquimis, Sao Paulo, SP,
Brasil), e, apds 5 minutos, um cone de papel estéril com calibre #45 (Tanari, Manaus, AM,
Brasil) foi colocado em contato com as paredes do canal durante 30 segundos. Em seguida,
o cone de papel foi transportado individualmente para microtubos plasticos (Axygen Inc,
Union City, CA, EUA) contendo 1 ml de solugdo salina estéril (Decloquimis, Sao Paulo, SP,
Brasil). O material foi homogeneizado e semeado em placas de Petri com meio de cultura
PCA (Plate Count Agar) através da técnica da gota, sendo pingadas cinco gotas de 15 pL. A
placa foi incubada a 37 °C durante 48h, a fim de verificar o crescimento bacteriano.

Preparo do in6culo

A estirpe de referéncia microbiana utilizada foi Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
(Figura 1a), obtida no Laboratoério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Passo Fundo. As bactérias foram ativadas e cultivadas em caldo BHI (Brain
Heart Infusion) (Figura 1b) durante 24h a 37 °C em uma estufa bacteriologica. Apds o
periodo de incubacgdo, o grau de turbidez do in6culo foi ajustado de acordo com a escala 1,0

de McFarland (Figura 1c¢), que corresponde a 3,0 x 108 UFC/ml, referente a uma densidade

otica de 0,25 a 550 nm.

Figura 1. Preparo do inéculo. A) placa de Petri com Enterococcus faecalis; B) inser¢ao

das bactérias no caldo BHI para serem cultivadas; C) ajuste de turbidez do in6culo.
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Contaminacao dos canais radiculares

Uma aliquota de 100 uL do in6culo de Enterococcus faecalis contido no tubo de ensaio
foi inserida no interior dos canais radiculares até o seu completo preenchimento, utilizando
seringas descartaveis de 1 mL. A cultura de Enterococcus faecalis foi mantida durante 14
dias, a fim de promover o crescimento de bactérias e a formacdo de biofilme, renovando o
caldo BHI a cada 48h. Todos os procedimentos foram realizados sob condi¢des assépticas
em uma camara de fluxo laminar.

A cada 48h, uma amostra foi escolhida aleatoriamente para ser submetida ao controle
microbiano, no intuito de verificar a auséncia de contaminacdo por outras espécies
microbianas, garantindo uma cultura pura de Enterococcus faecalis. Um cone de papel estéril
com calibre #35 (Tanari, Manaus, AM, Brasil) foi introduzido no canal radicular e mantido
em contato com as paredes do canal radicular, durante 30 segundos. Em seguida, o cone foi
transferido para um microtubo de plastico estéril contendo 1 mL de solucao salina estéril,
que foi homogeneizada em um agitador e, entdo, realizada a semeadura através da técnica
das gotas, sendo pingadas cinco gotas de 15 uLL em placas de Petri contendo PCA. A placa
foi incubada a 37°C durante 48h e, em seguida, foi realizada analise da morfologia das
unidades formadoras de colonias (UFCs), bem como analise de coloragdao de Gram, a fim de
verificar a confirmagdo de contaminagdo somente por Enterococcus faecalis.

Avaliacio de descontaminacio dos protocolos testados

Apo6s o periodo de 14 dias de contamina¢do com Enterococcus faecalis, as trinta
amostras foram divididas em trés grupos (n=10), de acordo com os protocolos de lavagem
final utilizados para remocao da smear layer das paredes dos canais radiculares, como segue:
G1 — agua destilada (controle); G2 — EDTA 17%; G3 — QMix.

Os canais radiculares foram preenchidos com os irrigantes finais testados, que

permaneceram em contato com as paredes do canal pelo periodo de 30 segundos. Apos este
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periodo, foi realizada irrigacdo com 5 ml de agua destilada. Para a inser¢do dos irrigantes
finais testados no interior dos canais radiculares foi utilizada seringa descartavel estéril e
agulha de calibre 30 (Navi-Tip - Ultradent, South Jordan, UT, Estados Unidos).

Ao término dos protocolos de irrigacdo final, os canais radiculares de todos os grupos
foram aspirados e secos com cones de papel absorvente F3 do sistema rotatoério ProTaper
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica).

Realizacao das coletas e analise microbioldgica

A coleta do conteudo microbiano do interior do canal radicular das amostras foi
realizada em dois momentos. A primeira coleta (S1) foi realizada imediatamente apds o
periodo de contaminagdo das amostras e a segunda coleta (S2) foi realizada imediatamente
apos os protocolos de irrigagao final testados.

As coletas (S1 e S2) foram realizadas da mesma forma. O canal radicular foi preenchido
com solucao salina estéril e uma ponta de papel absorvente estéril calibre #35 foi introduzida
no interior do canal radicular, realizando movimentos circulares, no intuito de encostar
intencionalmente em todas as paredes do canal, pelo periodo de 30 segundos (Figura 4a).
Depois disso, a ponta de papel absorvente foi transferida para um microtubo contendo 1 ml
de solucdo salina estéril (Figura 4b). O material foi homogeneizado e diluido até 10 (Figura
4c). Aliquotas foram semeadas em placas de Petri contendo PCA através da técnica das gotas,
no local correspondente da dilui¢do utilizada (Figura 4d). As placas foram incubadas durante
24 horas a uma temperatura de 37°C. Ap6s o periodo de incubagdo, a contagem do nimero

de unidades formadoras de colonias (UFCs) foi realizada nas placas (Figura 4e).
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Figura 4. Coleta das amostras. A) papel absorvente no interior do canal radicular; B)
papel absorvente no interior do microtubo; C) diluicdo do material; D) semeacdo das
aliquotas nas placas de Petri; E) contagem do niimero de UFCs

Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada calculando o percentual de redugdo de Enterococcus
faecalis a partir da contagem inicial e final de unidades formadoras de colonias nos diferentes
grupos de protocolos de irrigacao final, utilizando a seguinte formula:

Percentual de redugdo = 100 — [(Valor final/Valor inicial) x 100].

One-way ANOVA foi aplicado na avaliagdo microbiologica, seguido pelo
procedimento de post hoc de Tukey, a 5% de nivel de significancia. Os dados foram

analisados utilizando o programa SPSS versao 17.0 (SPSS, Chicago, IL, Estados Unidos).

36



RESULTADOS

A média e o desvio padrao do percentual de redugdo de Enterococcus faecalis, de cada
grupo estdo expressos na Tabela 1. Nenhum dos tratamentos propostos apresentou 100% de
reducdo de Enterococcus. faecalis.

Durante a analise dos dados obtidos, foi observado que a maior capacidade de redugdo
bacteriana ocorreu no grupo 3 (QMix), sendo estatisticamente superior aos demais grupos
testados (p<0,05). Em contraponto, o grupo que reduziu a menor quantidade de bactérias foi
o grupo 1 (DW).

Tabela 1: média e desvio padrao da porcentagem da reducdo de Enterococcus faecalis dos

protocolos finais de irrigag@o testados.

Grupo N Reducio bacteriana (%)
DW 10 11.60+1.86 ¢
EDTA 17% 10 2541 +£2.13°
QMix 10 85.75£3.86 ¢

* Os dados sao apresentados como média e desvio padrdo. Diferentes letras indexadas
representam diferengas estatisticamente significantes no procedimento post hoc (teste de
Tukey).

** DW = 4gua destilada

DISCUSSAO

A necessidade de realizar intervengdo endoddntica se d4 quando a polpa dentaria, por
algum motivo, sofreu alguma alteracdo e estd em processo de necrose ou ja necrosou. No
interior dos canais e na regido periapical dos dentes encontram-se bactérias resistentes que
impedem a cicatrizagao dos tecidos periapicais, por esse motivo, a necessidade de realizar

uma desinfec¢iio com irrigantes antimicrobianos é essencial’. A bactéria mais encontrada em
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casos de dentes com canais radiculares infectados é Enterococcus faecalis®, que é uma
bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa e uma espécie frequentemente isolada em raizes
dentarias com lesdes periapicais persistentes’. Uma das caracteristicas das Enterococcus
faecalis é poder sobreviver em situagdes nutricionais inadequadas e poder se manter viavel
como um Unico microrganismo®. Além disso, tem a capacidade de penetrar nos tibulos
dentindrios e ¢ capaz de promover a formacio de biofilme’, o que cria uma matriz polimérica
extracelular que aumenta a resisténcia dos microrganismos a protocolos de irrigagdo'’. Por
esses motivos, o Enterococcus faecalis foi a bactéria escolhida para induzir biofilme
bacteriano in vitro em tiibulos dentinarios neste estudo de desinfecgio!!.

Quando um estudo tem a necessidade de realizar crescimento de bactérias e formagao
de biofilme de apenas uma espécie especifica, um ambiente especial e um tempo determinado
de proliferacao bacteriana devem ser instituidos. Para esta pesquisa, a escolha por realizar 14
dias de crescimento de bactérias ¢ a formacao de biofilme foi determinada através de estudos
prévios que comprovam que 14 dias ¢ um periodo suficiente para a formacao do biofilme de
Enterococcus faecalis na dentina radicular'? 1>, Comparando com outros estudos, foi utilizado
50 dias de cultivacdo e preparacgdo do indculo em seu protocolo'*; em outro, foi utilizado 60
dias de contaminacdo das amostras para o crescimento da bactéria'®, o que demonstra que
ainda ndo ha um protocolo padrdo para se seguir quando se quer testar a eficacia dos
protocolos de descontaminagao.

A técnica utilizada neste estudo para a contagem das bactérias que se proliferaram e
cresceram no interior do canal radicular das amostras, foi através das Unidades Formadoras
de Colonias (UFCs). O principal objetivo das UFCs ¢ fazer uma contagem com o intuito de
calcular a reducdo percentual de Enterococcus faecalis em cada um dos grupos'S. Essa
técnica foi escolhida, porque permite realizar uma quantificagdo das colonias bacterianas a

partir do espago do canal em que foi feito a coleta de um modo que seja aceitavel'’. Ja o
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tempo de permanéncia dos irrigantes finais nas paredes do canal radicular das amostras foi

determinado em 30 segundos. Em estudos similares'® 1’

, € comprovado que o tempo de 1
minuto € suficiente para a correta atuagdo dos irrigantes com agdo antimicrobiana sobre a
dentina radicular infectada. No entanto, a proposta do presente estudo seria reduzir ainda
mais o tempo de contato dos agentes quelantes no interior do canal radicular, minimizando
os riscos de danos a estrutura dentindria.

A partir dos resultados encontrados neste estudo, verificou-se que nenhum dos grupos
eliminou em totalidade a microbiota bacteriana das amostras. Essa dificuldade em extinguir
totalmente o contetido bacteriano também foi encontrada em outro estudo®’. Estatisticamente,
a reducdo bacteriana foi superior no grupo 3, que utilizava o QMix como irrigante final, o
que demonstra o grande beneficio do QMix quanto a descontaminagdo dos canais radiculares
mesmo sem utilizacdo de ultrassom. O QMix ¢ um irrigante relativamente novo que possui
em sua composic¢ao clorexidina, EDTA 17%, e um agente surfactante, e, além disso, uma de
suas caracteristicas é conter pH ligeiramente acima do neutro®!. A clorexidina possui acdo
antimicrobiana de amplo espectro através da indugao de modificagdes no equilibrio osmotico
celular a partir da interagdo idnica com a parede celular bacteriana?. O EDTA 17% ¢é um
agente quelante, ou seja, remove smear layer, e 0 agente surfactante, tem como fungao tornar
melhor a penetracao da substancia no sistema de canais radiculares através da diminui¢ao da

12°. E através da unidio desses componentes que permitem essa eficiente agio

tensao superficia
antimicrobiana do QMix, sendo assim, ¢ possivel observar o porqué possui a maior remogao
estatistica de bactérias neste estudo. Portanto, para comprovar a aplicabilidade desse
irrigante, estudos prévios mostraram a sua eficacia como irrigante final contra um biofilme
formado por Enterococcus faecalis'®?' **.

Além do QMix, outra substancia estudada foi o EDTA 17%, que é considerado o

irrigante final mais empregado na odontologia para a remocio de smear layer®. Sua agio
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antimicrobiana limitada®® junto com a pouca eficiéncia na remogio de smear layer do tergo
apical do canal®’, sdo desvantagens que o EDTA 17% ainda possui quando se trata sobre a¢io

antimicrobiana. Conforme demais estudos'®?®

, pode se observar que o EDTA 17% eliminou
uma menor quantidade de bactérias quando comparado ao QMix, demonstrando assim, a sua

acao antimicrobiana reduzida.

CONCLUSAO

Conforme discutido e analisado o estudo, foi possivel concluir que nenhum irrigante
final eliminou totalmente as bactérias proliferadas no interior dos canais radiculares
infectados com Enterococcus faecalis. Contudo, o QMix obteve oOtimos resultados
estatisticos quanto a eliminagdo de bactérias, sendo o grupo de irrigante final que possuiu a
maior a¢ao antimicrobiana. J& o EDTA 17%, obteve um resultado estatistico inferior ao do

QMix, mostrando assim, que sua principal caracteristica nao ¢ a atividade antimicrobiana.
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