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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a efetividade de substancias
quimicas auxiliares (SQA) e medicacdes intracanais (MIC) sobre microrganismos e
endotoxina em canais radiculares. Dentes humanos extraidos unirradiculares (n=520)
foram raspados e seccionados, tendo suas coroas descartadas e as raizes padronizadas no
comprimento de 15 mm. As raizes foram armazenadas em solucido fisiologica (NaCl 0,9%)
(SF) estéril e congeladas em freezer a -20°C até sua utilizacdo. As 520 raizes foram
impermeabilizadas, instrumentadas, incluidas em placas de poliestireno, esterilizadas por
gas de 6xido de etileno e inoculadas com E. faecalis, E. coli e C. albicans durante 28 dias.
Dentre as 520 raizes, 400 foram utilizadas para andlise microbiolégica (identificacao
fenotipica/molecular) e quantificagdo de endotoxinas pelo teste LAL (Lisado do amebdcito
de Limulus). Para tanto, coletas foram realizadas em diferentes momentos da fase de PQM
e do uso de MIC: 7, 14 e 30 dias. As quatrocentas raizes foram divididas aleatoriamente em
grupos e instrumentadas de acordo com a SQA utilizada durante o preparo quimico-
mecanico (PQM) com (n=360) ou sem (n=40) o uso de EDTA 17%, respectivamente:
hipoclorito de sédio (NaOCl) 5,25% (n=90/10), clorexidina 2% gel (CLG 2%) (n=90/10),
NaOCl 5,25% e irrigacdo com CLL 2% (clorexidina liquida) (n=90/10) e SF (controle)
(n=90/10). Em seguida, as raizes irrigadas com EDTA 17% foram divididas em grupos de
acordo com a MIC utilizada: CLG 2% (n=90), hidréxido de calcio (HC) + CLG 2% (n=90),
HC + SF (9:1) (n=90) e SF (controle) (n=90). Demais raizes (n=120) foram submetidas a
diferentes SQA e MIC, sendo analisadas por meio de microscopia confocal quanto a
viabilidade microbiana. Os dados foram submetidos a andlise estatistica em nivel de
significncia de 5%. Observou-se que PQM com CLG 2%, NaOCl 5,25% e NaOCl 5,25%
seguido de irrigacdo final com CLL 2% promoveu redugdo de E. coli, E. faecalis, C.
albicans e endotoxina de E. coli. Apos sete dias do PQM, observou-se reinfeccdo do canal
radicular. CLG 2%, NaOCl 5,25%, NaOCl 5,25% seguido de irrigacio com CLL 2%, HC +
SF, e HC + CLG 2% ndo demonstraram capacidade de eliminar endotoxina de E. coli.
Concluiu-se que CLG 2%, NaOCl 5,25%, NaOCl 5,25% seguido de irrigacdo com CLL
2%, HC + SF, e HC + CLG 2% foram efetivos na reducdo de E. coli, E. faecalis e C.
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albicans. Menor reducdo microbiana ocorreu nos tubulos dentindrios comparada a luz do

canal radicular. Nenhuma substancia foi capaz de eliminar endotoxina de E. coli.

Palavras-chave: Endodontia, Viabilidade microbiana, Reacdo em cadeia da polimerase,

Endotoxinas, Microscopia confocal
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate in vitro the effectiveness of the auxiliary
chemical substances and intracanal medications on microorganisms and endotoxins in root
canals. Single-rooted extracted human teeth (n=520) were scraped and sectioned, and their
crowns discarded. The roots were standarded at 15 mm and stored in sterile saline at -20°C
until use. They (n=520) were externally waterproof, endodontically instrumented, included
in microtiter plates, sterilized by ethylene oxide gas and inoculated with E. faecalis, E. coli,
and C. albicans for 28 days. Among the 520 roots, 400 were used for microbiological assay
(phenotypic/molecular identification) and endotoxin assay by LAL test (Limulus amebocyte
Lysate). Samples were collected at different times on CMP and intracanal medication: 7, 14
and 30 days. Four hundred roots were randomly divided into groups and instrumented
according to the auxiliary chemical substances used during chemomechanical preparation
(CMP) with (n=360) or without (n=40) 17% EDTA, respectively: 5.25% sodium
hypochlorite (NaOCl) (n=90/10); 2% chlorhexidine gel (CLG) (n=90/10); 5.25% NaOCl
and final irrigation with 2% CLL (n=90/10); and saline (control) (n=90/10). The roots
irrigated with 17% EDTA were divided into subgroups according to intracanal medication:
2% CLG (n=90); calcium hydroxide (CH) plus 2% CLG (n=90); CH plus saline (9:1)
(n=90); and saline (control) (n=90). Another roots (n=120) were submitted to different
auxiliary chemical substances and intracanal medications and analyzed by confocal
microscopy regarding microbial viability. The results were statistically analyzed at 5%
significance level. CMP with 2% CLG, 5.25% NaOC], and 5.25% NaOCI plus 2% CLL
promoted reduction of E. coli, E. faecalis, C. albicans and endotoxin levels. Seven days
after CMP, the root canals were re-infected. 2% CLG, 5.25% NaOCl, 5.25% NaOCI plus
2% CLL, CH, and CH plus 2% CLG showed no ability on endotoxin elimination. It was
concluded that 2% CLG, 5.25% NaOCl, 5.25% NaOCl plus 2% CLL, CH, and CH plus 2%
CLG was effective on reducing E. coli, E. faecalis, and C. albicans. Lower microbial
reduction occurred in the dentinal tubules compared to the root canal. No substance was

able to eliminate endotoxin.
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Key words: Endodontics, Microbial viability, Polymerase chain reaction, Endotoxins,

Confocal microscopy
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1. INTRODUCAO

Microrganismos e seus subprodutos sdo os principais responsdveis pelas
infec¢des pulpares e periapicais, sendo de fundamental importancia sua elimina¢do durante
o tratamento endoddntico (Sundqvist, 1992; Gomes et al., 1996a,b,c, 2004b, 2008; Siqueira
& Rocas, 2009; Li et al., 2010; Martinho et al., 2010).

Cerca de setecentas espécies de microrganismos, pertencentes a 11 filos, foram
identificadas na cavidade oral, dentre bactérias, fungos, protozodrios, virus e archaea
(Gomes et al., 1994, 1996a,b,c, 2004; Siqueira & Rocas 2005; Vianna et al., 2006a,b,
2009a; Montagner et al., 2010a,b; Ozok et al., 2012). Entretanto, o ambiente seletivo do
canal radicular faz com que apenas alguns microrganismos sejam capazes de colonizar este
sistema, com predominincia de bactérias. Destas setecentas espécies, cerca de duzentas
foram identificadas em infec¢des endodonticas (Siqueira et al., 1998, 2004; Gomes et al.,
2004; Siqueira & Rocas, 2005; Jacinto et al., 2007; Montagner, 2009, 2010; Montagner et
al., 2010a,b; Nébrega, 2012; Nobrega et al., 2013).

As infecgOes pulpares primdrias caracterizam-se por serem polimicrobianas,
com predominancia de bactérias anaerdbias estritas Gram-negativas. Bactérias Gram-
positivas também exercem papel importante nesta infec¢do (Sundqvist, 1992; Gomes et al.,
1996a,b,c; Pinheiro et al., 2003a,b; Gomes et al., 2004; Jacinto et al., 2007; Vianna et al.,
2005b, 2006b, 2007, 2008; Gomes et al., 2008; Martinho et al., 2011; Nobrega, 2012).
Dentre os gé€neros predominantes, tém-se diversos microrganismos Gram-negativos, como
Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Campylobacter, Tannerella e Treponema
(Siqueira et al., 2002; Gomes et al., 2004, 2006a; Jacinto et al., 2006, 2007; Montagner et
al., 2010a,b, 2012; Nébrega et al., 2013).

Por outro lado, cepas de anaerdbios facultativos Gram-positivos sdo isoladas
com maior freqiiéncia nos casos de insucesso do tratamento endodontico (Gomes et al.,
1996b; Siqueira et al., 2001b; Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira & Rocas, 2004; Gomes et
al., 2004, 2006b, 2008). Nesses casos, a microbiota é geralmente composta por um nimero
menor de espécies que as infec¢des primdrias (Sundqvist et al., 1998; Pinheiro et al.,

2003a,b; Siqueira & Rocgas, 2004; Gomes et al., 2004, 2008). Os principais patdgenos



associados a infec¢do pulpar secunddria pertencem aos géneros Enterococcus, Actinomyces,
Streptococcus, Candida, Propionibacterium, Staphylococcus e Pseudomonas (Waltimo et
al., 1997; Sundqvist et al., 1998; Peciuliene et al., 2000; Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira
& Rocgas, 2004; Gomes et al., 2004; Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2008; Endo et al.,
2012, 2013), sendo as espécies E. faecalis e C. albicans predominantes (Molander et al.,
1998; Dahlén et al., 2000; Siqueira et al., 2002; Pinheiro et al., 2003a,b; Gomes et al.,
2004; Siqueira & Rocas, 2004; Siqueira & Sen, 2004; Ro¢as et al., 2004; Siqueira & Rogas,
2008; Chandra, 2009).

E. faecalis ¢ um coco anaerébio facultativo Gram-positivo associado a
diferentes formas de infec¢des endododnticas, sendo encontrado com maior freqii€ncia em
infeccoes endodonticas secunddrias assintomdticas (Pinheiro er al., 2003a,b; Siqueira &
Rocas, 2004; Gomes et al., 2004; Foschi et al., 2005; Gomes et al., 2008).

C. albicans é uma levedura presente na microbiota indigena da cavidade bucal e
tem se mostrado resistente ao tratamento endoddntico (Valera et al., 2001; Pinheiro et al.,
2003a,b; Siqueira & Sen, 2004; Molina, 2008; Siqueira & Rdgas, 2008, 2009; Valera et al.,
2009; Nastri et al., 2011).

A persisténcia de microrganismos nos canais radiculares exerce papel
fundamental no insucesso do tratamento endoddntico (Molander et al., 1998; Sundqvist et
al., 1998; Dahlén, 2000; Pinheiro et al., 2003a,b; Gomes et al., 2004, 2006b; Endo, 2011;
Endo et al, 2012, 2013). Os microrganismos podem sobreviver ndo somente pela
incapacidade do preparo quimico-mecanico (PQM) em remové-los das complexidades
anatOmicas, mas também porque alguns nutrientes que ali permaneceram sdo capazes de
favorecer o crescimento destes microrganismos residuais, os quais irdo se multiplicar e
restabelecer a contamina¢do do espaco pulpar (Bystrom et al., 1985; Gomes et al.,
1996a,b,c; Siqueira & Lopes, 1999; Gomes et al., 2004, 2006c, 2008).

A acdo mecénica dos instrumentos endodOnticos € incapaz de promover
completa desinfec¢do de determinadas dreas, devido as complexidades anatdomicas do canal
radicular (Bystrom et al., 1985; Gomes et al., 1996a,b,c). Desta forma, a redugdo ou
eliminacdo de microrganismos e seus subprodutos do sistema de canais radiculares €

auxiliada pelo emprego de substancia quimica auxiliar (SQA) e solucdes irrigadoras,



durante a execu¢do do PQM, e complementada pela agdo da medicagdo intracanal (MIC)
(Sundqvist, 1992; Gomes et al., 1996b; Siqueira et al., 1998; Lima et al., 2001; Gomes et
al., 2004; Molina, 2008; Valera et al., 2009).

Sabendo-se que as infec¢des dos canais radiculares sdo polimicrobianas, as
SQA, utilizadas durante o PQM, devem possuir amplo espectro de acdo antimicrobiana,
além da capacidade de dissolver tecidos e inativar endotoxinas, auséncia de citotoxicidade,
auxiliar na lubrificacdo do canal radicular durante a a¢do de corte dos instrumentos e na
remocao de smear layer (Spangberg, 1982; Bystrom & Sundqvist, 1983; Silva et al., 2002;
Zehnder, 2006; Martinho & Gomes, 2008).

Hipoclorito de sédio (NaOCl) tem sido amplamente utilizado devido as suas
propriedades antimicrobianas e capacidade de dissolver tecidos (Siqueira et al., 1998; Mc
Donnel & Russel, 1999; Vianna et al., 2004; Okino et al., 2004). A clorexidina (CL) tem se
destacado devido ao seu amplo espectro de acdo antimicrobiana, substantividade e baixa
citotoxicidade (Hennessey, 1973, 1977; Delany et al., 1982; Greenstein et al., 1986; Fardal
& Turnbull, 1986; Cervone et al.,1990; Vahdaty et al., 1993; Siqueira & Uzeda, 1997;
Leonardo et al., 1999; Waltimo et al., 1999; Ferraz et al., 2001; Gomes et al., 2001;
Basrani et al., 2002; Ferguson et al., 2002; Tanomaru et al., 2002; Vivacqua-Gomes et al.,
2002; Oncag et al., 2003; Zamany et al., 2003; Vianna et al., 2004; Dametto et al., 2005;
Gomes et al., 2005; Sena et al., 2006; Ferraz et al., 2007; Manzur et al., 2007; Vianna et
al., 2009b). Entretanto, ambos demonstram pouca ou nenhuma agdo sobre endotoxinas
(Gomes et al., 2008; Martinho et al., 2010; Endo, 2011; Endo er al., 2012, 2013).

MIC tem como objetivo potencializar a sanificacdo do sistema de canais e
tdbulos dentindrios (Bystrom & Sundqvist, 1981, 1983; Bystrom et al., 1985; Sundqvist,
1998; Gomes et al., 2009b), sendo sua utilizagcdo recomendada nos casos de exsudato
persistente, sintomatologia periapical (dor a palpacdo/percussdo), tempo insuficiente para
finalizacdo do tratamento endodontico, fadiga do paciente ou cirurgido-dentista e dentes
com dpice aberto (Gomes et al., 2009).

Hidréxido de célcio (HC) tem sido amplamente utilizado como MIC devido as
suas propriedades fisicas, biologicas e antimicrobianas (Bystrom et al., 1985; Gomes et al.,

2002, 2003a,b, 2006b, 2009; Valera et al., 2010) que derivam da sua dissociacdo em ions



célcio e fons hidroxila (Spangberg, 1994; Haapasalo et al., 2000). Estudos in vivo indicam
que MIC a base de HC leva a redugdo ou eliminacdo dos microrganismos presentes nos
canais, entretanto, a redugao microbiana é maior apés o PQM (Bystrom et al., 1985;
Orstavik et al., 1991; Sjogren et al., 1991; Vianna et al., 2007, 2008; Endo et al., 2013).
Porém, in vitro, HC demonstra menor eficicia, em testes utilizando dentes humanos
infectados (Estrela et al., 1999; Gomes et al., 2003a), dentes bovinos infectados (Safavi et
al., 1990; Gomes et al., 2003b), testes de difusdo em dgar (DiFiore, 1983; Gomes et al.,
2002; 2006b) ou diluicdo em caldo (Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2006c¢).

A baixa difusdo de ions hidroxila através da dentina infectada, ou mesmo a
capacidade tampao da dentina podem impedir a acdo da pasta de HC (Haapasalo et al.,
2000; Gomes et al., 2009b). Assim, o uso de medicagdes alternativas como a CL, seria uma
opcdo de tratamento, pois esta possui atividade antimicrobiana frente a microrganismos
resistentes como Enterococcus (Siqueira & Uzeda, 1996; Siren et al., 1997; Molander et
al., 1998; Waltimo et al., 1997, 1999; Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2001; Vianna et
al., 2004; Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2006c; Vianna et al., 2008; Gomes et al.,
2009b). Apesar de sua ampla atividade antimicrobiana, a CL ndo apresenta as propriedades
bioldgicas ou fisicas do hidréxido de cdlcio. Por meio da associagdao da CL com o hidréxido
de célcio, busca-se uma medicacdo com capacidade de induzir mineralizacio dos tecidos e
neutralizacdo de endotoxinas, que possua amplo espectro antimicrobiano, acdo residual,
baixa toxicidade aos tecidos e atue como barreira fisica (Gomes et al., 2006¢, 2009b).

HC também tem sido preconizado para neutralizacdo de endotoxinas
bacterianas, que sdo um complexo lipopolissacaridico (LPS) presente na membrana externa
das bactérias Gram-negativas, que mesmo apds a morte celular continuam desencadeando
reacdo inflamatoria, febre, citotoxicidade e reabsorcdo dssea (MacKane & Kadel, 1986). O
LPS € inativado pela acdo do HC (Estrela et al., 1995; Tanomaru et al., 2002; Valera et al.,
2010), enquanto a CL ndo atua totalmente sobre ele (Tanomaru et al., 2002; Silva et al.,
2004; Vianna et al., 2007; Gomes et al., 2009a; Endo, 2011; Endo ef al., 2012, 2013).

Microrganismos e seus subprodutos, como as endotoxinas, sdo os principais
agentes etioldgicos de patologias pulpares e periapicais, assim, torna-se fundamental avaliar

a acdo de diferentes SQA e MIC sobre os mesmos, a fim de obter um tratamento



endododntico mais efetivo. Diversos trabalhos foram desenvolvidos in vitro (Gomes et al.,
2001, 2002, 2003a,b; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2005, 2006b; Sena et al., 2006;
Ferraz et al., 2007), ex vivo (Ferraz et al., 2001; Dametto et al., 2005; Berber et al., 2006;
Gomes et al., 2009a) e in vivo (Vianna et al., 2006a, 2007; Berber, 2009; Martinho &
Gomes, 2008; Gomes et al., 2009a; Martinho et al., 2008, 2010a,b, 2011, 2012; Endo et al.,
2012, 2013), buscando a reducdo ou eliminacdo de microrganismos e endotoxinas,
entretanto, mesmo utilizando diferentes técnicas de instrumentacao, protocolos de irrigacao
e de MIC por 7 e 14 dias, a total elimina¢do do contetido microbiolégico/endotéxico ndo foi
observada nestes estudos. O presente trabalho visou investigar a efetividade de diferentes
protocolos de irrigacdo e de MIC por 7, 14 e 30 dias no intuito de avaliar tal reducdo.
Assim, foram empregados diferentes métodos para analisar a presenca de células
microbianas no interior dos canais radiculares (cultura e PCR) e dos tibulos dentinarios
(microscopia confocal), avaliando se estes microrganismos permaneceriam vidveis apds a

utilizacdo de diferentes SQA e MIC.






2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 Candida albicans, Enterococcus faecalis e Escherichia coli

O estudo da microbiota endodontica mostra-se fundamental para o
entendimento das interacdes entre 0s microrganismos nas infec¢des primdrias e
secundarias. Considerando as centenas de espécies identificadas, € enorme a quantidade de
combinacdes de bactérias em um tinico canal, as quais ndo ocorrem de forma aleatdria, mas
pela interacdo dos microrganismos neste ecossistema. Assim, uma determinada espécie
pode impedir ou estimular o crescimento de outras, pode agir em combinagdes com outras
espécies, potencializando sua patogenicidade, ou atuar sinergicamente, deflagrando
respostas sintomadticas e sinais clinicos especificos (Gomes et al., 1994).

Enquanto nas infec¢Oes pulpares primdrias ocorre predominincia de bactérias
anaerdbias estritas Gram-negativas (Gomes et al., 2004; Jacinto et al., 2007; Vianna et al.,
2008; Martinho et al., 2011), anaerdbios facultativos Gram-positivos sdo isolados com
maior freqiiéncia nas infec¢des pulpares secundérias (Siqueira et al., 2001b; Pinheiro et al.,
2003b; Siqueira & Rocas, 2004; Gomes et al., 2004, 2006a, 2008), sendo as espécies E.
faecalis e C. albicans predominantes (Pinheiro et al., 2003; Rocas et al., 2004; Siqueira &
Sen, 2004; Siqueira & Rdgas, 2004, 2008; Gomes et al., 2006b, 2008; Chandra, 2009).

E. faecalis esta associado a diferentes formas de infec¢des endodonticas, sendo
encontrado com maior freqiiéncia em infecgdes endodOnticas secundarias assintomaticas,
por ser capaz de invadir tubulos dentindrios e sobreviver durante e apds o tratamento
endodontico por até 13 meses (Vivacqua-Gomes et al., 2005; Gurgel et al., 2007). Além
disso, possui capacidade de competicio com outros microrganismos, apresenta varios
fatores de viruléncia e € resistente a privacdo nutricional (Molander et al., 1998; Dahlén et
al., 2000; Siqueira et al., 2000; Love, 2001; Pinheiro et al., 2003a,b; Rocas et al., 2004;
Siqueira & Sen, 2004; Siqueira & Rocgas, 2004; Sedgley et al., 2005; Gomes et al., 2006b;
Stuart et al., 2006; Gomes et al., 2008; Siqueira & Rocas, 2008; Chandra, 2009).

E. faecalis possui a habilidade de penetrar rapidamente e profundamente nos
tibulos dentindrios, sendo de dificil remocdo. E provével que suas células, no interior dos

tdbulos dentinérios, consigam sobreviver ao PQM e a MIC, colonizar os tubulos e



reinfectar os canais radiculares obturados (Berber er al., 2006). Este microrganismo
permanece vidvel dentro dos tibulos e adere-se ao coldgeno na presenca de soro humano, o
que contribui para que seja um dos principais responsdveis pela persisténcia de alteragdes
cronicas de dentes tratados endodonticamente.

Molander et al. (1998), por meio do método de cultura, demonstraram que
bactérias do género Enterococcus foram as mais frequentemente isoladas em dentes com
canais radiculares obturados e lesdes periapicais, sendo isoladas em 78% dos casos.

Sundqvist et al. (1998), por meio do método de cultura, pesquisaram a
microbiota de 54 canais radiculares com lesdo periapical persistente e necessidade de
retratamento. Apds remoc¢do do material obturador, foram realizados testes
microbioldgicos. A microbiota apresentou-se composta principalmente por espécies tnicas
de microrganismos Gram-positivos, sendo E. faecalis a bactéria isolada e recuperada com
maior freqiiéncia.

Peciuliene et al. (2001), por meio de cultura microbiolégica, analisaram a
ocorréncia de E. faecalis, leveduras e bacilos entéricos Gram-negativos em dentes com
insucesso do tratamento endodontico. Encontraram cultura positiva em 33 dos 40 canais
radiculares avaliados. Leveduras foram isoladas em seis dentes, trés em associacdo com E.
faecalis. Bacilos entéricos (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis)
foram isolados em trés dentes e E. faecalis em 21 dos 33 canais radiculares que
apresentaram cultura positiva.

Distel et al. (2002) analisaram a capacidade de Enterococcus feacalis em
formar biofilme, utilizando 46 raizes medicadas com HC. Por meio de microscopia
eletronica de varredura, observaram microorganismos na parede do canal. Utilizando
microscopia laser confocal, ap6s 160 dias, observaram biofilme organizado em forma de
cogumelo, com espessura de 21 a 30 um. A viabilidade bacteriana foi de 90%. Os autores
salientam que a estrutura fisica do biofilme pode proporcionar trocas genéticas,
aumentando, assim, a viruléncia.

Pinheiro et al. (2003b), utilizando cultura microbioldgica, avaliaram a
microbiota de 30 dentes tratados endodonticamente com lesdo periapical persistente e sua

susceptibilidade frente a antibidticos. E. faecalis foi o microrganismo isolado com maior



freqliéncia (36,7% dos casos), sendo susceptivel a benzilpenicilina, amoxicilina e
amoxicilina combinada ao clavulanato, entretanto, apresentou resisténcia a eritromicina e
azitromicina.

Gomes et al. (2004b), utilizando método de cultura, identificaram bactérias
isoladas dos canais radiculares de 41 dentes com infec¢do primdria e 19 com infeccao
secunddria. Os autores observaram que nos casos de infec¢ao secunddria, E. faecalis foi o
microrganismo predominantemente identificado.

Siqueira & Rdgas (2004) investigaram 19 espécies microbianas, por meio do
método de PCR, em 22 canais de dentes com lesdo periapical persistente indicados para
retratamento endodontico. Todas as amostras apresentaram pelo menos uma espécie
microbiana. Enterococcus faecalis foi a espécie mais prevalente (17/22, 77% dos casos).
Outras espécies detectadas foram Pseudoramibacter alactolyticus (12/22, 52%),
Propionibacterium propionicum (11/22, 52%), Dialister pneumosintes (10/22, 48%) e
Filifactor alocis (10/22, 48%). Candida albicans foi encontrada em 9% (2/22) das
amostras. A maioria das amostras apresentou infec¢do mista, com uma média de 4 espécies
por canal. Para os casos em que a guta-percha da obturacdo estava a 2 mm do &pice
radiogréfico, a média do nimero de espécies foi 3; enquanto nos casos em que essa
distancia foi maior que 2 mm, a média foi de 5 espécies. A quantidade de DNA variou de
30 a 730 ng/uL.

Gomes et al. (2006b) investigaram a presenca de Enterococcus faecalis em
infeccdes endodonticas por cultura e nested PCR. Amostras microbioldgicas foram obtidas
de 50 dentes com polpas necroéticas (infec¢do primaria) e de 50 dentes com insucesso do
tratamento endoddntico (infec¢do secunddria). Técnicas de cultura foram utilizadas,
incluindo diluicao em série, incubacdo e identificacdo bioquimica. Para deteccdo por PCR,
foi utilizado primer espécie-especifico do 16 S rRNA e primers da regido intergénica
downstream. Cultura e PCR detectaram E. faecalis em 23/100 e 79/100, respectivamente.
E. faecalis foi isolado em 2 (4%) dos 50 casos de polpa necrética e em 21 (42%) dos 50
casos com insucesso do tratamento endodontico. PCR identificou E. faecalis em 41 (82%) e

38 (76%) dos 50 casos de infec¢do primdria e secunddria, respectivamente. Concluiu-se que



E. faecalis foi detectado tanto em dentes com necrose pulpar, quanto em dentes com
insucesso do tratamento endodontico quando a andlise por PCR foi utilizada.

Stuart et al. (2006), analisando a importancia de E. faecalis no insucesso do
tratamento endodontico, observaram que este microrganismo estd presente entre 4 a 40%
dos casos de infec¢Oes primdrias e entre 24 a 77% dos casos de infeccdes secunddrias,
quase sempre em infec¢des cronicas assintomadticas. Isso ocorre devido a sua viruléncia,
pois este microrganismo € capaz de invadir os tdbulos dentindrios, possui capacidade de
competicdo com outros microrganismos e € resistente a privagdo nutricional.

Gomes et al. (2008), utilizando nested PCR, avaliaram a presenca de nove
espécies bacterianas em canais radiculares obturados com lesdo periapical. Observaram
relacdo sinérgica entre algumas espécies e concluiram que E. faecalis foi a espécie mais
freqiientemente identificada em dentes com insucesso do tratamento endodontico.

Rogas et al. (2008) estudaram a presenga e niveis relativos de 28 espécies
bacterianas de canais radiculares com tratamento endodontico prévio, por meio de
checkerboard hybridization de captura reversa. PCR foi utilizado para detectar
Enterococcus faecalis e Candida albicans. Foi detectado DNA bacteriano em todas as
amostras. Vinte de 28 espécies da sonda genética foram detectadas em pelo menos uma
amostra. Os microrganismos frequentemente detectados incluiram Streptococcus spp.
(47%), Lactobacillus spp. (35%), Dialister invisus (29%), Eubacterium infirmum (29%),
Prevotella intermedia (29%), Selenomonas sputigena (29%), Synergistes clone BA121
(29%) e Treponema denticola (29%). Somente seis cepas foram detectadas em niveis acima
de 10°. Desses, Streptococcus spp. e T. denticola foram mais prevalentes. O nimero de
espécies detectadas por amostra variou entre 1 a 18 (média de 5,2). Por meio de PCR foi
detectado E. faecalis (47%) e C. albicans (6%). A maioria dos casos apresentou infec¢cdo
mista, E. faecalis quando presente ndo foi a espécie predominante. Outras espécies
bacterianas foram detectadas e podiam estar envolvidas na etiologia da periodontite apical
pOs-tratamento endoddntico.

Roégas & Siqueira (2012), avaliando a microbiota de dentes com infec¢do

secunddria, detectaram Enterococcus faecalis em 38% dos casos, compreendendo 9,76%
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das contagens totais de bactérias. Com base nesse resultado, os autores questionaram a
posicdo do E. faecalis como principal patégeno associado a infec¢des secunddrias.

Segundo Pinheiro et al. (2012), embora E. faecalis seja um membro da
microbiota normal, também estd associado a infeccdes nosocomiais. Ao avaliar dentes
obturados com lesdo periapical, encontraram linhagens de E. faecalis associadas a
expressao de cdpsula e producdo de vérios fatores de viruléncia, o que pode explicar seu
maior potencial patogénico e evasio das defesas do hospedeiro.

C. albicans, por sua vez, tem sido observada tanto em infec¢des endodonticas
primdrias como nos insucessos do tratamento endodontico (Siqueira & Sen, 2004), sendo
classificada como microrganismo oportunista, altamente resistente ao PQM e a MIC de HC
(Valera et al., 2001; Pinheiro et al., 2003a,b; Siqueira & Sen, 2004; Molina, 2008; Siqueira
& Rocas, 2008, 2009; Valera et al., 2009; Nastri et al., 2011).

Em relacdo a penetracdo nos tubulos dentindrios, C. albicans atinge pouca ou
nenhuma profundidade de penetragido (@rstavik & Haapasalo, 1990; Waltimo et al., 2000).
Entretanto, Siqueira & Sen (2004) relatam que este microrganismo possui uma variedade
de fatores de viruléncia que podem facilitar sua penetracdo no interior dos tubulos
dentindrios, como capacidade de adaptacdo a uma variedade de condicdes ambientais,
adesdo a diferentes superficies, producdo de enzimas hidroliticas, transicdo morfologica e
formacdo de biofilme.

Waltimo et al. (1997) avaliaram a microbiota de 947 canais radiculares com
infeccdo persistente, observando a presenca de fungos em 7% dos isolados, sendo C.
albicans a espécie mais comum. Leveduras foram encontradas em cultura pura em seis
amostras € em conjunto com outras bactérias em 41 amostras. Bactérias anaerdbias foram
isoladas junto a leveduras em 12 canais radiculares, incluindo espécies Gram-positivas
como P. micros e Gram-negativas como F. nucleatum. Os resultados indicaram que as
leveduras podem ter um importante papel nos casos de periodontite apical, os quais
persistem mesmo apods tratamento endoddntico convencional.

Segundo Peciuliene et al. (2001), a identificacdao de C. albicans em dentes com
necrose pulpar e lesdo periapical indica que as leveduras possuem um papel importante nos

casos de periodontite apical persistente apds tratamento convencional.
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Egan et al. (2002) demonstraram presenga de leveduras em 10% dos canais
radiculares com periodontite apical, sendo significativamente associada a presenca de
leveduras (C. albicans e Rodotorula mucilaginosa) na saliva dos pacientes avaliados.

Sunde et al. (2002), analisando a microbiota de dentes com lesdo periapical
refratdria associada ao tratamento com HC, identificaram E. faecalis e C. albicans em 5,6%
dos casos. E. faecalis e C. albicans foram isolados em cinco dos oito pacientes em que foi
administrado o antibidtico fenoximetilpenicilina antes da coleta microbiolégica, o que
demonstra a resisténcia destes microrganismos mesmo na presenca de medicacao sist€mica.

Segundo Siqueira & Sen (2004), os mecanismos de agdo associados a
patogénese da C. albicans estdo relacionados a sua capacidade em se adaptar a uma
variedade de condi¢bes ambientais; sobreviver como comensal; adaptar-se tanto em pH
dcido quanto bdsico; coagregar a bactérias orais como Actinomyces e Fusobacterium
nucleatum; produzir enzimas hidroliticas que podem causar danos aos tecidos periapicais e
efeitos na degradacdo da matriz extracelular, tais como aspartil proteinase, colagenase,
hialuronidase, fosfatases dcidas e alcalinas; transicdo morfolégica, com a mudanca da
forma de levedura para a forma de hifa, possuindo a habilidade de invadir o tecido do
hospedeiro e escapar da fagocitose pelos macréfagos; formar biofilme em diferentes
superficies, tornando-se mais resistente aos antiflingicos comumente utilizados, como
fluconazol e anfotericina B.

E. coli sdo bactérias Gram-negativas, aerébias ou anaerdbias facultativas. O seu
habitat natural é o limen intestinal dos seres humanos e de outros animais de sangue
quente. Possui multiplos flagelos dispostos ao redor da célula e fimbrias ou adesinas que
permitem a sua fixacdo. Muitas produzem exotoxinas. Por serem bactérias Gram-negativas,
possuem lipopolissacarideo (LPS). Esta molécula externa ativa o sistema imunoldgico de
forma desproporcionada. A vasodilatacdo excessiva, provocada pelas citocinas produzidas
nesse processo, pode levar ao choque séptico e morte em casos de septicemia (Murray,
2004).

E. coli € um dos poucos seres vivos capazes de produzir todos os componentes
de que necessita a partir de compostos basicos e fontes de energia suficientes. O seu

genoma € bastante estudado, tendo quase 5 milhdes de pares de bases e varios milhares de
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genes codificando mais de 4000 proteinas, enquanto o genoma humano tem 3 bilhdes de
pares de bases e cerca de 27 mil proteinas (Murray, 2004).

E. coli ndo € uma bactéria freqiilentemente encontrada no interior de canais
radiculares com polpa necrosada, entretanto, sua endotoxina apresenta a estrutura lipidica
basica necessdria e responsavel pela acdo endotdxica do LPS (Yelsilsoy et al., 1995).
Devido a isso, endotoxina de E. coli é considerada padrio por diversos trabalhos cientificos
(Horiba et al., 1990; Silva et al., 2002; Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al., 2005;
Marinho et al., 2012), tendo sido utilizada em pesquisas que buscam avaliar a acdo de SQA
e MIC sobre o LPS.

Molander et al. (1998) isolaram E. coli em 8 de 100 canais radiculares com
presenca de periodontite apical apds tratamento endodontico. Siqueira et al. (2001),
avaliando a microbiota de dentes com abscessos agudos periapicais de origem endoddntica,
isolaram Escherichia coli em apenas 3,7% dos casos.

Peciuliene et al. (2001), ao analisarem dentes com periodontite apical cronica,
observaram que E. coli foi isolada em 7,5% dos casos. Montagner (2009) isolou E. coli em

2 de 30 canais radiculares de dentes que apresentavam necrose pulpar e abscesso periapical.

2.2 Métodos de identificacao e quantificacido de microrganismos

Dentre as diversas técnicas para identificacio de microrganismos, hd os
métodos de cultura, moleculares e bioquimicos, entretanto, nenhum deles, individualmente,
demonstra ser capaz de isolar e identificar todos os microrganismos presentes no interior de
canais radiculares.

O método de cultura necessita de células vidveis para que a identificacio seja
positiva e, consequentemente, a ocorréncia de cultura negativa ndo significa a auséncia total
de microrganismos (Gomes & Montagner, 2010).

Os métodos moleculares de identificacdo microbiana baseiam-se na deteccdo de
DNA das espécies. Eles tém sido amplamente utilizados em endodontia para identificacao e
quantificagdo de microrganismos no interior de canais radiculares devido a sua

sensibilidade, quando comparados aos métodos de cultura. Sua utilizacdo € fundamental
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nos casos de microrganismos de dificil cultivo ou mesmo na detec¢do de virus. Também
sdo capazes de identificar tanto células vidveis, quanto células ndo viaveis.

No método de cultura, o isolamento s6 € possivel quando a concentracdo do
microrganismo € suficiente para que este cres¢a no meio de cultura. No método molecular
de PCR simples, alta concentracdo de microrganismos ndo € fator fundamental, entretanto,
o microrganismo pode ndo ser identificado caso seu DNA possua grau elevado de
fragmentacao.

O método molecular, quando comparado ao método de cultura, é mais
especifico, sensivel e rdpido. Entretanto, o método de cultura, por ser capaz de diferenciar
células vidveis de células ndo vidveis, torna-se fundamental para avaliacio da
susceptibilidade microbiana (Gomes & Montagner, 2010).

Sendo assim, as técnicas de identificacdo molecular permitem uma observagdo
mais completa da microbiota associada as infec¢des orais (Dahlén & Leonhardt, 2006); seu
uso permite uma melhor descricdo do ecossistema microbiano associado as infecgdes
endoddnticas, uma vez que conseguem detectar, inclusive, espécies fastidiosas e/ou nao
cultivaveis (Seol et al., 2006; Gomes & Montagner, 2010).

Ha diversos métodos moleculares para identificacdo de microrganismos, sua
escolha ird depender do objetivo da investigacdo, pois eles podem identificar
microrganismos de forma quantitativa ou qualitativa. Dentre os métodos existentes, pode-se
citar reacdo em cadeia da enzima polimerase (PCR), nested PCR (nPCR), multiplex PCR,
real time PCR, checkerboard para hibridizacdo de DNA-DNA e broad range PCR (Siqueira
e Rocgas, 2003; Gomes & Montagner, 2010).

O processo da reagdo em cadeia da polimerase, concebido por Kary Mullis em
1983, vem revolucionando o campo da biologia molecular, por ter a capacidade de
amplificar uma cOpia de genes em milhdes ou bilhdes de copias, possibilitando isolar
qualquer gene de um microrganismo (Siqueira & Rogas, 2005).

Uma desvantagem do método de PCR consiste no fato de que os
microrganismos necessitam ser lesados para que seu material cromossdmico seja obtido.

Além disso, na auséncia de células cultivdaveis, ndo € possivel conduzir investigacdes
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adicionais para identificar os fatores de viruléncia que podem estar associados a uma cepa
patogénica em particular (Lee et al., 2004).

Zoletti et al. (2006), comparando dois métodos de identificacdo de
Enterococcus faecalis, cultura e PCR, asseguram que seus resultados corroboram com o0s
resultados de outros estudos que demonstram a superioridade do método molecular. Os
autores afirmaram que a alta prevaléncia de E. faecalis detectada pelo PCR ocorreu devido
a habilidade deste método molecular em detectar DNA de células ndo vidveis. Entretanto,
existe a possibilidade de que as células ndo vidveis sejam atacadas por outras bactérias e
fungos, e que oxidacdo e hidrélise venham a danificar o DNA causando perdas irreversiveis
na sequéncia de informacdo. Mesmo em pequena amostra de células, o método molecular é
mais sensivel, exato e fiel que o método convencional. Algumas cepas bacterianas,
provenientes de dada espécie cultivdvel, podem tornar-se nao cultiviaveis (VBNC - vidveis
mas ndo cultivdveis), desenvolvendo uma estratégia de sobrevivéncia quando submetidas a
condicoes ambientais adversas, como falta de nutrientes. Nestas condi¢des, 0
microrganismo escapa da identificacdo pelo método de cultura, mas continua vidvel, sendo

o método molecular mais indicado para sua identificagdo.

2.3 Analise microbioldgica por microscopia confocal

Diferentes métodos t€m sido utilizados para avaliacdo do conteido microbiano
presente em infec¢Oes pulpares e periapicais, entretanto, cada um destes métodos tem suas
vantagens e desvantagens. Por meio de técnicas de amostragem microbiolégica, pode-se
estimar o nimero de unidades formadoras de col6nias de bactérias cultivaveis e realizar a
andlise quantitativa da infeccdo da dentina. No entanto, este método ndo fornece
informacdes claras quanto a distribuicdo espacial de bactérias no interior da dentina. Cortes
histolégicos mostram a distribuicdo das bactérias em dentina infectada, mas nio fornecem
informacdes sobre a viabilidade das bactérias. Ambas as técnicas sdo muitas vezes
utilizadas para determinar a atividade antimicrobiana de materiais dentdrios e para a

investigacao clinica (Zapata et al., 2008).
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Por meio de microscopia eletronica de transmissdo pode-se obter imagens de
bactérias no interior de tubulos dentindrios, entretanto, essa técnica demanda tempo e
requer multiplos passos para o preparo dos espécimes (Zapata et al., 2008).

Outra técnica que vem sendo utilizada para avaliagdo do efeito de SQA e MIC
sobre o biofilme endoddntico é a microscopia confocal de varredura a laser (MCVL), a qual
foi descoberta por Minsky em 1955 (Minsky, 1988), sendo utilizada pela primeira vez na
Odontologia em 1983 (Watson, 1994).

Em relacdo a microscopia eletronica de varredura, MCVL tem a vantagem de
permitir a observacdo de biofilme sem necessidade de desidratacdo, entretanto, as células
necessitam ser marcadas com fluorocromos para que sejam observadas. A combinagdo de
corantes utilizada no presente trabalho, SYTO-9 e iodeto de propidio, possibilitou a
observacdo da propor¢do entre microrganismos vidveis e ndo vidveis, além de sua
conformacdo espacial na dentina radicular.

Zapata et al. (2008), em estudo avaliando a possibilidade de deteccdo
microbiana in situ de bactérias vidveis e ndo vidveis, concluiram que a MCVL € uma
técnica efetiva na determinagdo da viabilidade bacteriana na dentina infectada. Segundo
Shen et al. (2009), as mensuracdes quantitativas tridimensionais da viabilidade do biofilme
por meio de MCVL constituem-se em um instrumento valioso para andlise das dinamicas
de inativagdo por agentes antimicrobianos.

Sunde et al. (2003) afirmam que a MCVL permite reconstrucao tridimensional
e, por meio da possibilidade de seccionamento Gptico, permite a observagdo e localizagao
exata da distribuic@o espacial de bactérias. Segundo Costerton et al. (1995), a microscopia
confocal levou a revisdo do conceito inicial de biofilme, o qual era estudado por meio de
microscopia Optica e eletronica. O conceito de biofilme variou de uma distribuicdo
homogénea de células em uma matriz polimérica extracelular uniforme para um modelo
baseado em uma significativa heterogeneidade, apresentando uma estrutura com
distribuicdo varidvel de células, agregados celulares na matriz polimérica extracelular além
de espacos vazios ou canais de dgua, que apresentam ou ndo continuidade com a fase

liquida.

16



2.4 Endotoxina

Endotoxina bacteriana é um complexo lipopolissacaridico (LPS) presente na
membrana externa das bactérias Gram-negativas, sendo liberada durante a duplicagdo ou
morte celular, quando entdo desencadeia reacdo inflamatdria, febre, citotoxicidade e
reabsor¢io Gssea (MacKane & Kadel, 1986). E considerada um dos principais fatores
etioldgicos envolvidos na patogénese e manutencdo da inflamacdo periapical, adere-se aos
tecidos mineralizados da regido apical e periapical (0sso e cemento) causando reabsor¢cao
ossea (Pitts er al., 1982; Yamasaki et al., 1992; Jacinto et al., 2006), estando também
relacionada a presenca de sinais e sintomas agudos nas patologias endodonticas (Jacinto et
al., 2006; Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009a; Martinho et al., 2008, 2010a,b,
2011, 2012; Endo et al., 2012, 2013).

Endotoxinas ndo causam lesdes celulares ou teciduais diretamente, entretanto,
estimulam células como macréfagos, neutréfilos e fibroblastos, desencadeando a liberacao
de um grande nimero de mediadores quimicos inflamatdrios bioativos (citocinas),
causando uma série de efeitos bioldgicos que levam a reacdo inflamatdria e reabsor¢do
dssea periapical (Mattison et al., 1987; Yamasaki et al., 1992, Martinho et al., 2012).

Schein & Schilder (1975), buscando quantificar os niveis de endotoxina em
dentes que necessitavam de tratamento endoddntico, encontraram diferenca estatistica
significante em dentes com e sem vitalidade, presenca e auséncia de sintomas e presenca ou
nado de lesoes periapicais radiograficamente visiveis. Maiores niveis de endotoxina estavam
presentes em dentes sem vitalidade, com sintomatologia dolorosa e lesdes periapicais
radiograficamente visiveis. Dentes com polpa necrosada apresentaram concentracdo mais
alta de endotoxina que dentes com polpa vital e dentes com sintomatologia também
apresentaram mais endotoxinas que os assintomdticos. Foi observada correlagdo positiva
entre o aumento de endotoxinas e sintomatologia clinica. Dessa forma, os autores
demonstraram a importancia de endotoxinas liberadas por bactérias Gram-negativas como
fator relevante nas doengas pulpares e periapicais.

Dahlén & Bergenholtz (1980), avaliando a microbiota e o nivel de endotoxina

em 13 dentes com necrose pulpar por meio do teste Lisado do amebdcito de Limulus
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(LAL), observaram sinais clinicos como dor, edema, fistula e sensibilidade a percussao.
Observou-se presenga de microrganismos em nove dentes e auséncia em quatro. Em oito
dentes a microbiota era constituida de bactérias Gram-negativas, nos quais o teste LAL foi
positivo. O teste LAL foi negativo nas amostras que apresentavam apenas bactérias Gram-
positivas e aquelas em que ndo houve crescimento bacteriano. Concluiu-se que a atividade
da endotoxina estd relacionada a presenca e nimero de bactérias Gram-negativas vidveis
nos canais radiculares e possui relevancia biologica para o desenvolvimento da inflamacao
periapical.

Dwyer & Torabinejad (1981) avaliaram o efeito da inoculagcdo de endotoxina de
E. coli em dentes de gatos e concluiram que endotoxinas tém funcdo no desenvolvimento e
perpetuacdo de lesdes periapicais inflamatdrias.

Pitts et al. (1982) avaliaram o efeito da endotoxina nos tecidos periapicais de
dentes de cdo. Os canais radiculares do grupo experimental foram preenchidos com
endotoxina de Salmonella minnesota € no grupo controle foram preenchidos com solugcdo
fisiologica (NaCl 0,9%) (SF) estéril, sendo subdivididos em dentes com dpice perfurado e
com 4dpice ndo perfurado, realizado acompanhamento radiografico semanal e andlise
radiogréfica apds a quarta (dpice perfurado) e quinta (dpice ndo perfurado) semanas. Nas
analises radiografica e histolégica dos dentes com dapice perfurado e endotoxina, foi
observada lesdo periapical, maior resposta inflamatdria e maior destruicdo 6ssea em relacao
aqueles preenchidas com solu¢d@o salina. Na andlise dos dentes sem dpices perfurados, os
grupos experimental e controle foram semelhantes, apresentando pouca ou nenhuma
mudanca radiogréfica e histoldgica. Concluiu-se que endotoxinas podem ter um papel
relevante na inflamacdo periapical e reabsorcao dssea.

Mattison et al. (1987) compararam o efeito da endotoxina de Eikenella
corrodens com a de Escherichia coli, as quais possuem estrutura quimica diferente, na
regido periapical de 28 terceiros e quartos pré-molares de cdo. Apds instrumentagdo,
semanalmente, durante 4 semanas, 42 raizes receberam endotoxina de E. corrodens, 8
raizes receberam endotoxina de E. coli (controle positivo), 6 raizes receberam &4gua
apirogénica (controle negativo) e foram seladas com cimento de 6xido de zinco e eugenol.

A andlise radiogréafica mostrou que 90,4% dos canais com endotoxina de E. corrodens e
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75% dos canais com endotoxina de E. coli exibiram lesdes periapicais. Os resultados da
andlise histolégica das lesOes de E. corrodens e E. coli foram semelhantes, apresentando
reabsor¢cdo dssea extensa, reabsor¢do radicular externa e intenso infiltrado inflamatério. No
grupo controle negativo foi observado espessamento suave do ligamento periodontal e
presenca de infiltrado inflamatdrio leve. Os autores concluiram que a endotoxina de
bactérias Gram-negativas € o principal fator para inicio e perpetuacdo de inflamacdo e
reabsorcdo dssea.

Horiba et al. (1990) analisaram a distribuicio de endotoxina na parede
dentindria de canais radiculares infectados. Amostras das paredes radiculares, desde a
superficie pulpar do canal até o lado cementério, de 30 dentes humanos recém-extraidos (5
dentes sadios e 25 com canais radiculares infectados) foram preparadas por método
abrasivo, a fim de obter p6 de dentina de cada espécime, progressivamente, da dentina da
superficie pulpar até o cemento. Apds medida da quantidade de p6é de todos os espécimes,
foi acrescentado 1 mL de dgua destilada apirogénica ao pd. A endotoxina foi extraida com
acido citrico e quantificada por método turbidimétrico. A quantidade de endotoxina foi
significativamente maior nos dentes com canais radiculares infectados em relacdo aos
dentes sadios em todas as camadas. Nos canais infectados, a quantidade de endotoxina foi
significativamente maior nas amostras de dentina préximas a superficie pulpar, até 300 pm,
em relacdo as amostras de 301 a 800 um.

Horiba et al. (1991) analisaram in vivo 30 dentes com periodontite apical,
utilizando o teste Gel Clot para quantificacdo de endotoxina. Os resultados mostraram que a
quantidade de endotoxina foi maior em dentes sintomdticos em relacdo aos assintomaticos.
Em dentes com drea radiolicida e exsudato, a quantidade de endotoxina também foi
significativamente maior. Endotoxina foi detectada em 19 dos 20 dentes com exsudato
(purulento e seroso). Assim, indicaram correlacdo positiva entre a quantidade de
endotoxina e sinais e sintomas clinicos e presenga de drea radiolicida. Também sugeriram
que grande quantidade de endotoxina pode estar associada ao aumento da doenca
periapical.

Horiba ef al. (1992) investigaram a ativag@o do sistema complemento pelo LPS

purificado de Porphyromonas endodontalis, Veillonella parvula e Fusobacterium
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nucleatum isolados de canais radiculares infectados, por meio da quantificacdo de C3. Os
resultados mostraram que quando 1 pg de LPS foi adicionado ao soro humano, o consumo
de C3 foi menor que 10% para o LPS de todas as espécies bacterianas. Quando 10 ug de
LPS foram adicionados, o consumo de C3 foi aumentado de 15 a 25% para P. endodontalis
e F. nucleatum. Quando 50 ug de cada LPS foram adicionados, o consumo foi maior que
60% para P. endodontalis e V. parvula. Com 100 pug de LPS, o consumo foi maior que 70%
para P. endodontalis e F. nucleatum. Concluiu-se que a taxa de consumo de C3 aumentou
notavelmente quando mais de 10 ug de LPS foi adicionado ao soro humano.

Yamasaki et al. (1992) buscaram quantificar endotoxina e identificar bactérias
Gram-negativas em lesdes periapicais experimentais em ratos. Apds exposicdo dos canais
radiculares ao meio oral, quantificou-se endotoxina no tecido periapical do primeiro molar
inferior direito e determinou-se o ndmero de colonias de bactérias Gram-negativas na
mesma regido do primeiro molar inferior esquerdo, em periodos de avaliagcdo de 1, 3, 7, 14,
21, 28, 42, 56 e 70 dias apds a exposicdo pulpar. Os resultados mostraram que a quantidade
de endotoxina nos tecidos periapicais aumentou gradualmente do 1° ao 70° dia. A
quantidade de bactérias Gram-negativas isoladas dos tecidos periapicais aumentou
gradualmente do 1° ao 14° dia (26 a 82%), entretanto, no 21° dia houve diminuic¢do (41%) e
do 28° ao 70° dia houve um acréscimo de 60%. Os autores concluiram que a quantidade de
endotoxina nos tecidos periapicais aumentou gradualmente com o tempo e que 0 aumento
do nimero de bactérias nio foi proporcional ao aumento da quantidade de endotoxina.

Khabazz et al. (2000) observaram a presenca de endotoxina em dentes humanos
com lesdo cariosa sintomdtica (pulpite reversivel) ou ndo sintomética (pulpite irreversivel).
Os maiores niveis de endotoxina foram encontrados na superficie de lesdes cariosas e em
dentes com sintomatologia.

Khabbaz et al. (2001) também verificaram maior contetido de endotoxina nos
tecidos pulpares de dentes sintométicos, sugerindo uma possivel associagdo dos niveis de
endotoxina com a severidade da dor pulpar e com a patogénese da doenga pulpar.

Jacinto et al. (2005), quantificando endotoxina em canais radiculares com polpa
necrosada com e sem sintomatologia clinica, verificaram altos niveis de endotoxina em

canais radiculares de dentes sintomdticos, havendo correlagdo positiva entre a concentragao
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de endotoxina no canal radicular e a presenca de sinais e sintomas endodonticos. Os autores
sugeriram que a alta concentracdo de endotoxina em canais radiculares de dentes com dor
espontanea, a palpacdo e percussdo e com exsudato purulento indica que LPS é um fator
bioldégico para o desenvolvimento de inflamagdo periapical aguda, sendo necessdria,
durante o tratamento endoddntico, a utilizacido de substincias que atuem ndo somente como
agentes antimicrobianos, mas que apresentem capacidade de inativar endotoxinas.

Oliveira et al. (2005) verificaram que endotoxina € capaz de se difundir pelos
tabulos dentindrios em dire¢cdo ao cemento, atingindo a regido externa da raiz apds 24
horas.

Rogers et al. (2007) demonstraram que inje¢des orais de LPS derivado de A.
actinomycetemcomitans podem induzir severa perda dssea alveolar e producdo de citocinas
pro-inflamatorias (IL-1 beta, TNF-alfa e IL-6) em ratos, por até oito semanas. Assim,
relataram que LPS pode iniciar a perda 6ssea inflamatéria pela indug¢do da liberacdo de
citocinas inflamatdrias do hospedeiro.

Vianna et al. (2007) observaram que mesmo com a eliminacdo de bactérias, o
nivel de endotoxinas mostra-se alto.

Martinho & Gomes (2008) verificaram que endotoxina estd presente em altas
concentragdes em canais radiculares de dentes sintomadticos e que hd uma correlacdo
positiva entre a concentracdo de endotoxina no canal radicular e a presenca de sinais e
sintomas.

Gomes et al. (2012) compararam os niveis de endotoxina encontrados em
dentes com infec¢do endododntica primdria e secunddria, correlacionando-os aos achados
clinicos e radiograficos. Além disso, a presenca de bactérias Gram-negativas e anaerdbias
também foi analisada. Foram coletadas amostras de 15 canais radiculares com infec¢do
primdria e 15 com infec¢do secunddria, usando cones de papel. Método de LAL foi
utilizado para quantificar endotoxinas e técnica de PCR foi utilizada para deteccdo de
bactérias. Endotoxinas foram detectadas em 100% das amostras de infeccdo primdria
(15/15) e secundaria (15/15), com valores médios de 7,49 EU/mL e 3,96 EU/mL,
respectivamente. O valor da mediana de endotoxinas encontradas na presenca de sintomas

clinicos foi significativamente mais elevado em dentes com infec¢do primdria, quando
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comparado aqueles com infec¢do secundaria. Correlacdo positiva foi observada entre o
conteido de endotoxina e maior tamanho da area radiolucente (> 3 mm). Prevotella
nigrescens (10/15, 4/15), Fusobacterium nucleatum (5/15, 1/15), Treponema denticola
(3/15, 1/15) e Treponema socranskii (5/15, 1/15) foram isolados em dentes com infeccao
primdria e secunddria, respectivamente. P. endodontalis estava presente apenas em dentes
com infeccdo primadria (5/15). Concluiu-se que dentes com infec¢c@o primaria demonstraram
niveis mais elevados de endotoxina e comunidade bacteriana Gram-negativa mais
complexa em relacdo aos dentes com infeccdo secundaria. Além disso, os niveis de
endotoxina foram relacionados a gravidade da destruicao 6ssea em tecidos periapicais, bem
como ao desenvolvimento de caracteristicas clinicas em dentes com infeccao primaria.
Endo et al. (2012) quantificaram in vivo bactérias cultivaveis e niveis de
endotoxina em canais radiculares com insucesso do tratamento endoddntico,
correlacionando-os as caracteristicas clinicas de pacientes. Amostras microbiolégicas e de
endotoxinas foram coletadas de 15 canais radiculares de dentes com insucesso do
tratamento endoddntico e lesdo periapical, para avaliacdo por meio das técnicas de cultura,
PCR e LAL. Prevotella nigrescens, Prevotella intermedia e Tannerella forsythia foram as
espécies mais frequentemente detectadas. Endotoxina foi recuperada em 100% das
amostras. Niveis mais elevados de endotoxina foram relacionados a maior dimensdo da
area radiolicida (> 5 mm). Concluiu-se que os niveis de endotoxina encontrados em canais

radiculares infectados estavam relacionadas a maior drea radioliicida na regido periapical.

2.5 Métodos de quantificacdo de endotoxina

Bactérias Gram-negativas possuem, na membrana externa, moléculas de
lipopolissacarideos (LPS), também denominadas endotoxina, responsdveis por sua
organizacao, estabilidade (Vaara & Nikaido, 1984), reproducgdo, prote¢do contra agressoes
externas e diminui¢do da permeabilidade da membrana, o que pode ser fator determinante
de sua maior resisténcia a determinados antibidticos (Rietschel & Brade, 1992).

O LPS € constituido por lipide A, core oligossacarideo e antigeno O (Dixon &

Darveau, 2005). Antigeno O é a cadeia mais longa e varidvel da molécula entre as espécies
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bacterianas, sendo capaz de induzir resposta imunoldgica especifica, com a producgdo de
anticorpos especificos (Rietschel et al., 1991).

O core oligossacarideo tem constituicdo pouco varidvel, porém, também pode
induzir a formacdo de anticorpos especificos. E constituido por polissacarideos e uma
regido denominada KDO (2-keto-3-deoxioctano), o qual se liga ao lipide A, podendo
interferir em sua bioatividade (Rietschel ef al., 1991).

Lipide A, por sua vez, é constituido por duas moléculas de agucares
(glicosamina), modificadas por fosfato, e um nimero varidvel de cadeias de dcidos graxos,
com 14 atomos de carbono, sendo a por¢cdo menos varidvel do LPS dentre as diferentes
espécies bacterianas (Rietschel et al., 1991).

Lipide A exerce grande parte das atividades endotdxicas, sendo referido como a
porcdo efetivamente téxica da molécula. Menor ou maior propor¢do de lipide A pode
produzir efeitos distintos e diversos na modulacdo da resposta imune (Dixon & Darveau,
2005). Mesmo em baixas concentracdes, podem causar respostas imunoldgicas especificas,
estimulando a resposta inata do sistema imunolégico do hospedeiro (Rietschel et al., 1991;
Hong et al., 2004).

Diversos estudos t€ém buscado elucidar o papel do LPS na manutencdo da
resposta inflamatdria nas infec¢des endoddnticas. Hong et al. (2004) observaram que LPS
pode gerar danos teciduais e destruicdo Ossea. Mattison et al. (1987) observaram que
endotoxina de E. coli inoculada em canais radiculares de animais promoveu inflamacgdo e
reabsor¢do Ossea. Outros trabalhos observaram a presengca de LPS em 100% dos canais
radiculares de dentes com infec¢do endoddntica primdria e lesdo periapical (Jacinto et al.,
2005; Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2010a). Barthel et al.
(1993) observaram ainda que endotoxina se adere aos tecidos mineralizados.

Devido a sua importancia em endodontia, diversos estudos tém buscado SQA e
MIC que sejam capazes de inativar endotoxinas presentes nos sistema de canais radiculares,
para tanto, um dos métodos utilizados € a quantificacio de endotoxinas, prévia e
posteriormente a utilizacao dessas substancias.

Existem diversos métodos para deteccdo e quantificacdo de endotoxina que

utilizam a reagdo de LAL. Sdo eles os testes turbidimétricos, testes colorimétricos e Gel
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clot (Levin & Bang, 1968; Young, 1972; Tsuji et al., 1984; Jacinto et al., 2005; Vianna et
al., 2007; Martinho & Gomes, 2008; Martinho et al., 2010a,b).

O Ilisado de amebdcitos de Limulus (LAL), método de quantificacdo de
endotoxinas utilizado no presente estudo, baseia-se na reagcdo entre endotoxina € um
componente protéico do amebdcito extraido do crustaceo Limulus polyphemus. Na presenca
de endotoxinas, ocorre a cascata de coagulacdo pela ativacdo da enzima serina-protease
(Hurley, 1995). Até o presente momento, este ainda € o teste mais sensivel e especifico

disponivel para esta finalidade.

2.6 Acao do preparo quimico-mecanico e medicacio intracanal sobre microrganismos

e endotoxinas

O tratamento endodOntico consiste em trés etapas fundamentais: acesso a

cavidade pulpar ou abertura corondria, PQM e obturag@o do sistema de canais radiculares,
seguidos da restauracdo do elemento dentdrio. A abertura corondria tem como objetivo
fornecer um acesso direto e amplo a regido apical e ndo meramente ao orificio de entrada
dos canais radiculares (Clements & Gilboe, 1991). O PQM promove modelagem e limpeza
do canal radicular. A modelagem € obtida pela acdo mecanica dos instrumentos, manuais
e/ou rotatdrios, por meio do desgaste das paredes de dentina.
Concomitante a a¢do dos instrumentos, a acdo de SQA € de extrema importancia, visto que
a anatomia dos canais radiculares € complexa, contendo diversas ramificacdes. Se essas
ramificacdes ndo forem atingidas pelos instrumentos, podem restar substratos que
propiciardo a manuten¢do ou indu¢do da infeccao, sendo, portanto, fundamental a utilizagdao
de SQA para que tais dreas sejam alcancadas (Paiva & Antoniazzi, 1991).

Assim, as SQA tém sido empregadas durante o PQM dos canais radiculares
com a finalidade de promover dissolucdo de tecidos vivos ou necrosados, eliminar ou
reduzir microrganismos por meio de suas propriedades antimicrobianas, reduzir os niveis
de endotoxina, promover lubrificacdo durante o corte dos instrumentos, promover remo¢ao

de smear layer e propiciar menor a¢do citotoxica aos tecidos periapicais. Para tanto, devem

24



possuir atividade antimicrobiana, acio de solvéncia dos tecidos, tensdo superficial, poder de
limpeza e tolerancia tecidual (Paiva & Antoniazzi, 1991).

Dentre as SQA mais freqiientemente utilizadas no tratamento endodontico,
destacam-se NaOCl e CL.

NaOCl foi introduzido na Endodontia por Walker (1936) e desde entdo ¢
amplamente utilizado em diversas concentracdes. Dentre as propriedades do NaOCI,
destacam-se sua acdo antimicrobiana (Siqueira et al., 1998; Mc Donnel & Russel, 1999;
Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2005; Ferraz et al., 2007),
capacidade de dissolucdo tecidual (Beltz ef al., 2003; Naenni et al., 2004; Okino et al.,
2004) e propriedades desodorizantes (Spangberg, 1982).

Sua efetividade antimicrobiana advém da combinacdo do cloro com proteinas
da membrana celular, formando compostos que interferem no metabolismo da célula
(Boucher, 1979). Sua capacidade de dissolucdo tecidual € atribuida ao hidréxido de sédio
oriundo da reacdo do NaOCI com dgua (Abou-Rass & Piccinino, 1982; Baumgatner &
Cuenin, 1992). Esta depende da quantidade de matéria organica presente, da frequéncia e
intensidade da agitacdo mecanica (fluxo do liquido) e da superficie de contato disponivel
do tecido (Moorer & Wesselink, 1982).

Moorer & Wesselink (1982) salientam que a acdo solvente sobre os tecidos
proveniente do emprego do NaOCl € devida ao 4cido hipocloroso (HOCI) ndo dissociado e
aos ions hipoclorito (OCIl-), os quais atuam sobre proteinas, realizando hidrédlise e
cloraminag@o.

Naenni et al. (2004) avaliaram a capacidade de NaOCl 1%, CL 10%, per6xido
de hidrogénio 3% e 30%, acido acético 10% e 4cido citrico 10% em dissolver tecido
necrosado obtido do palato de porcos. As porgdes de tecido necrosado foram pesadas e os
tempos pré-estabelecidos em 15, 30, 60, 90 e 120 minutos. Observou-se que o NaOCl foi a
solu¢do que, independente do tempo, proporcionou maior dissolu¢do de matéria orgénica.

Entretanto, o NaOCl € téxico para os tecidos periapicais (Buck ef al., 2001;
Tanomaru et al., 2002; Gernhardt et al., 2004), principalmente em concentracdes mais altas
e ndo tem demonstrado acdo efetiva sobre endotoxinas (Oliveira et al., 2007; Martinho &

Gomes, 2008; Martinho et al., 2010a,b).
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Outra substancia que tem sido utilizada no PQM dos canais radiculares é a CL,
a qual € uma bis-biguanida catidnica com baixa citotoxicidade em mamiferos (Denton,
1991). CL atua aderindo-se a parede celular de microrganismos, alterando a permeabilidade
da membrana celular, o que resulta na perda de componentes intracelulares e no
desequilibrio osmético da célula. Em baixas concentracdes, possui efeito bacteriostético e
em concentracdes mais elevadas exerce poder bactericida pela precipitacdo ou coagulacdo
do conteddo citoplasmaético, resultando em morte celular (Greenstein et al., 1985; Fardal &
Turnbull, 1986). Sua atividade antimicrobiana ideal ocorre em pH 5,5 a 7,0 (Denton, 1991)
e seu amplo espectro antimicrobiano compreende a elimina¢do tanto de microrganismos
Gram-positivos quanto Gram-negativos (Delany ef al., 1982; Jeansone & White, 1994;
Ferraz et al., 2001; Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2005, 2006;
Sena et al., 2006; Ferraz et al., 2007; Souza-Filho et al., 2008; Gomes et al., 2009).

Assim, CL, nas formulacdes gel ou solucdo, tem sido utilizada como SQA
devido ao seu amplo espectro de acdo antimicrobiana (Hennessey, 1973; Delany et al.,
1982; Greenstein et al., 1986; Fardal & Turnbull, 1986; Cervone et al., 1990; Vahdaty et
al., 1993; Siqueira & Uzeda, 1997; Ferraz et al., 2001; Gomes et al., 2001; Ferguson et al.,
2002; Ongag et al., 2003; Zamany et al., 2003, Vianna et al., 2004; Dametto et al., 2005;
Gomes et al., 2005; Sena et al., 2006; Ferraz et al. 2007; Manzur et al., 2007),
substantividade (Basrani er al., 2002; Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2009b; Baca et
al., 2012), difusdo pelos tubulos dentindrios (Gomes et al., 2009b) e baixa citotoxicidade
(Yesilsoy et al., 1995; Tanomaru et al., 2002; Lee et al., 2010; Trevino et al., 2011). Possui
ainda odor e sabor tolerdveis e ndo provoca manchamento de tecidos (Denton, 1991).

Além disso, CL ndo afeta a matriz organica de coldgeno na dentina (Moreira et
al., 2009), sendo inibidora de metaloproteinases, o que resulta em menor degradacdo da
camada hibrida e das fibrilas coldgenas da camada sub-hibrida (Gendron et al., 1999).
Metaloproteinases sdao capazes de promover degradacdo dos componentes da matriz
extracelular e consequente exposicdo das fibras coldgenas durante procedimentos de
adesdo, tornando-as vulnerdveis a hidrélise, o que causa comprometimento da adesdo de
materiais a parede dos canais radiculares (De Munk, 2005). Assim, a CL tem sido utilizada

também por propiciar o aumento dessa adesdo.
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Também tem sido demonstrado que a aplicacio de CL antes do
condicionamento &4cido ndo propicia efeitos adversos sobre as restauragdes adesivas
imediatas na dentina corondria (Castro et al., 2003), na dentina da camara pulpar (Santos et
al., 2006) e no esmalte (el-Housseiny & Jamjoum, 2000), ou sobre cimento de iondmero de
vidro (Cunningham & Meiers, 1997).

Castro et al. (2003), avaliando a acdo da CL sobre o substrato dentindrio ao
longo do tempo, observaram os beneficios causados pela sua aplicagdo, como menor
degradacdo da camada hibrida, e, consequentemente, maior longevidade da restauracg@o.

Erdemir et al. (2004) relataram que a irrigagdo com solucdo de clorexidina
(CLL) aumentou significativamente a resisténcia de unido a dentina radicular. Estes autores
sugeriram que a adsor¢cdo da CL pela dentina pode favorecer a infiltracdo da resina nos
tdbulos dentindrios, o que supostamente explica os valores altos de resisténcia de unido
obtidos.

CL pode ser utilizada tanto na formulacdo liquida como em gel. Ferraz et al.
(2001) foram pioneiros em propor a utilizacdo de clorexidina gel (CLG) no preparo dos
canais radiculares. Anteriormente a estes autores, a formulacdo gel tinha sido utilizada
somente como MIC (Siqueira & Uzeda, 1997; Brum, 2013).

CLG consiste em uma base gel e gluconato de clorexidina (pH 6timo entre 5,5 a
7). O gel de natrosol (natrosol 1%, hidroxietilcelulose, pH 6-9) é um polimero de carbono
biocompativel e solivel em dgua, podendo ser removido dos canais radiculares por meio de
irrigacdo com dgua destilada (Vivacqua-Gomes et al., 2002) ou SF.

A formulacdo gel possui acdo reolégica, ou seja, devido a sua viscosidade,
mantém em suspensdao os residuos oriundos da instrumentacio, reduzindo a formacgdo de
smear layer. Essa propriedade também facilita a instrumentacdo, pois ao lubrificar as
paredes do canal, reduz o atrito entre o instrumento e a parede, diminuindo a fratura de
instrumentos. A formulagdo gel mantém o principio ativo do digluconato de clorexidina em
contato com 0s microrganismos por mais tempo, inibindo o crescimento microbiano
(Vianna et al., 2004).

Entretanto, CL ndo apresenta capacidade de dissolver tecidos organicos (Okino

et al., 2004; Mohammadi & Abbott, 2009) e tem pouca ou nenhuma acdo sobre
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endotoxinas (Oliveira et al., 2007; Gomes et al., 2009, 2012; Endo, 2011; Endo er al.,
2012, 2013), mas sua a¢do permanece ativa mesmo na presenca de sangue (Denton, 1991) e
matéria organica (Gelinas & Goulet, 1983).

Devido ao amplo espectro de ac¢do antimicrobiana e a incapacidade de
dissolucao de tecidos organicos pela CL, foi proposto um protocolo de irrigagdo em que
NaOCl seria utilizado na instrumentagdo, seguido de EDTA, e CL seria utilizada como
irrigante final (Zehnder et al. 2006 ).

Portanto, a associagdo de NaOClI e CL foi preconizada, principalmente, pela
atividade antimicrobiana prolongada (substantividade) da CL (Vianna & Gomes, 2009) e
capacidade de dissolucdo de tecidos e efetividade antimicrobiana do NaOCl.

Kuruvilla & Kamath (1998) observaram que o efeito antimicrobiano da
associagdo de NaOCl 2,5% e CL 0,2% foi maior quando comparado a utilizacdo isolada
dessas substancias, resultado também observado por Zamany et al. (2003) e Flach (2011).

Contudo, a associacdo de NaOCl a CL pode induzir a formagcdo de um
precipitado laranja-castanho, resultando em smear layer quimica recobrindo os tibulos
dentindrios, o que pode interferir na adesdo ou justaposicdo do material obturador
(Vivacqua-Gomes et al., 2001; Prado et al., 2012). Além disso, este precipitado pode
promover mudanca na coloracdo dos dentes (Basrani et al., 2007; Bui et al., 2008; Akisue
et al., 2010) e possui capacidade citotoxica (Burkhardt-Holm et al., 1999). Prado et al.
(2013) recomendam irrigacdo abundante com dgua destilada para remoc¢do de todo NaOCl
do interior dos canais, de maneira que a CL possa ser utilizada, seja como irrigante final ou
MIC.

Diferentes trabalhos tém avaliado a associacdo de NaOCl a irrigacdo final com
CLL ou mesmo comparado a utilizacdo dessas substancias isoladamente quanto a sua
efetividade antimicrobiana.

Vahdaty et al. (1993) avaliaram in vitro o efeito desinfetante da CL 0,2% e 2%,
NaOCl 0,2% e 2%, e SF em tdbulos dentinarios. Raizes de incisivos bovinos foram
preparadas em formato cilindrico, esterilizadas e infectadas com E. faecalis. Os canais
radiculares foram irrigados e amostras de dentina foram removidas nas profundidades de

100, 100-300 e 300-500 um, a fim de verificar a presenca e a quantidade de
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microrganismos resistentes. CL e NaOCl foram igualmente eficientes como agentes
antimicrobianos contra E. faecalis em concentracdes similares até uma profundidade de 100
um no interior dos tibulos dentindrios.

Kuruvilla & Kamath (1998) compararam a efetividade antimicrobiana do
NaOCl 2,5% e CLL 0,2%, associados ou ndo, no PQM. Os autores concluiram que a
associagdo de NaOCl 2,5% e CL 0,2% apresentou maior efetividade antimicrobiana que o
emprego isolado da cada solucdo, sendo o resultado estatisticamente diferente apenas para
0 NaOCl isolado.

Leonardo et al. (1999) analisaram in vivo a atividade antimicrobiana e residual
da CL 2% como SQA, utilizando 22 dentes com necrose pulpar e lesdes periapicais visiveis
radiograficamente. Apds abertura corondria, foi realizada a primeira coleta com cone de
papel estéril. Os canais foram instrumentados utilizando CLL 2% e a cavidade selada com
cimento de 6xido de zinco e eugenol. Apds 48 horas, foi realizada segunda coleta. Houve
reducdo de 100% de Streptococcus mutans e 77,78% de microrganismos anaerdbios. Os
autores observaram que CL previne a atividade microbiana com até 48 horas de efeitos
residuais, sugerindo um possivel efeito sinérgico com a MIC sobre microrganismos em
areas inacessiveis a instrumentacdo ou ainda em possiveis reinfec¢des ou infecgdes
secunddrias apds a instrumentacdo, especialmente nos tibulos dentinérios.

Ferraz et al. (2001) avaliaram a atividade antimicrobiana e a limpeza dos
tdbulos dentindrios promovidas pela CLG 2% em natrosol, NaOCl 5,25% e CLL 2%, como
SQA. Setenta dentes humanos foram contaminados com E. faecalis por 7 dias e a atividade
antimicrobiana foi avaliada pela turbidez de tubos contendo meio BHI. A limpeza dos
tdbulos dentindrios foi avaliada por microscopia eletronica de varredura. Os resultados
mostraram que CLG 2% teve maior nimero de tubos negativos, sem diferencga estatistica
entre as solugdes testadas. CLG 2% produziu melhor limpeza da superficie do canal
radicular, com quase todos os tibulos dentindrios abertos e as demais solugdes testadas
apresentaram smear layer recobrindo a abertura dos tibulos dentindrios. Assim, sugeriu-se

que CLG 2% possui potencial para ser utilizada como SQA durante o PQM.
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Ferguson et al. (2002) observaram que NaOCl 5,25% e CL foram efetivos
contra C. albicans, relatando concentracdo inibitéria minima de <10ug/mL e <0.63ug/ mL,
respectivamente.

Weber et al. (2003) avaliaram in vitro o efeito da ativacdo ultra-sOnica passiva
do NaOCl 5,25% e CL 2% sobre sua atividade antimicrobiana residual. Noventa e quatro
dentes humanos extraidos foram instrumentados e irrigados com NaOCl 5,25% e CL 2%,
recebendo ou ndo ativacdo ultra-sonica por 1 minuto. O contetido dos canais radiculares foi
transferido para placas inoculadas com Streptococcus sanguinis e os halos de inibicao de
crescimento foram analisados. Os autores verificaram que o efeito residual da CL € superior
ao do NaOCl com ou sem ativacao final com ultra-som, podendo chegar até 168 horas.

Menezes et al. (2004a) avaliaram a efetividade das SQA NaOCl 2,5% e CL 2%
na eliminacio de microrganismos do canal radicular. Dentes humanos foram contaminados
com C. albicans e E. faecalis por 7 dias. Foram realizadas coletas de amostras
microbioldgicas antes e apés o PQM. Ambas as SQA foram efetivas na eliminagdo de C.
albicans ap6s o PQM, sem diferenca estatistica significante. Entretanto, na eliminagdo de
E. faecalis, a CL 2% foi estatisticamente mais efetiva que o NaOCl.

Silva et al. (2004) avaliaram histopatologicamente o efeito do PQM realizado
com diferentes SQA sobre LPS inoculado em dentes de cdes. As SQA utilizadas foram
solu¢do de NaOCl 1%, 2,5% e 5%, CLL 2% e SF. Apds 60 dias de avaliagdo, observou-se
que todos os grupos demonstraram alteracdes moderadas em dentina e cemento, presenca
de reabsorcoes Osseas e espessura do ligamento periodontal aumentada, entretanto, sem
diferenca estatistica entre eles. O infiltrado inflamatério foi estatisticamente menos intenso
nos canais radiculares irrigados com NaOCl 5% e CLL 2%. Contudo, nenhuma das SQA
conseguiu inativar completamente os efeitos deletérios do LPS. Os autores concluiram que
PQM com diferentes SQA ndo inativa completamente endotoxina.

Dametto et al. (2005) avaliaram a atividade antimicrobiana da CLG 2%, CLL
2% e NaOCl 5,25% sobre Enterococcus faecalis. Oitenta raizes humanas foram
contaminadas com E. faecalis por 7 dias e trés coletas dos canais radiculares foram
realizadas: antes da instrumentacdo, imediatamente apds a instrumentagdo e 7 dias apos a

instrumentacdo. CLG 2% e CLL 2% reduziram significativamente a quantidade de
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microrganismos imediatamente e apds 7 dias da instrumentacdo. NaOCl 5,25% também
reduziu a quantidade de E. faecalis logo apds a instrumentacdo, entretanto, apds 7 dias
houve aumento do nimero de microrganismos.

Berber (2005) testou in vitro a utilizacdo de SQA no preparo mecéanico (CLG
2%, CLL 2%, NaOCl 5,25%, 2,5% e 0,5% e SF) e técnicas de instrumentacdo (hibrida;
cérvico-apical - FOP-UNICAMP; instrumentagdo rotatéria com HERO 642) na reducdo de
E. faecalis no canal radicular e nos tdbulos dentindrios. Para tanto, 270 raizes de pré-
molares inferiores foram autoclavadas e contaminadas por 21 dias com E. faecalis. Em
seguida, foram divididas em 18 grupos nos quais as técnicas de instrumentacdo foram
testadas variando as SQA. Amostras bacterioldgicas do canal radicular foram coletadas
antes e imediatamente apds o PQM, as quais foram cultivadas a fim de determinar as
unidades formadoras de colonia. Apds instrumentacdo, as raizes foram seccionadas em 3
blocos: apical, médio e cervical. Amostras de dentina foram removidas seqiiencialmente
com brocas tronco-conicas e as raspas foram coletadas em tubos com BHI e plaqueadas em
BHI agar-sangue. Na luz do canal radicular, todas as substancias, inclusive SF, quando
associadas a instrumentacdo mecanica, promoveram redu¢cdo de quase 100% nas coletas
microbioldgicas, imediatamente apds o PQM. Nas coletas resultantes das raspas de dentina,
em todos os tercos, técnicas e profundidades, NaOCl 5,25% e CLG 2% obtiveram os
melhores resultados na reducdo bacteriana nos tibulos dentindrios, seguidos de NaOCl
2,5%, CLL 2% e NaOCl 0,5%. Concluiu-se que, NaOCl 5,25% e CLG 2%, associados as
técnicas cérvico-apical da FOP-UNICAMP e HERO, foram mais efetivos na eliminacio de
E. faecalis nos tibulos dentindrios e canal radicular.

Berber et al. (2006) avaliaram a efetividade do NaOCl 0,5%, 2,5% e 5,25%
como SQA durante a técnica de instrumentacao manual e rotatéria em 180 dentes humanos
previamente contaminados durante 21 dias com E. faecalis. Amostras foram coletadas antes
e apds a instrumentacdo. Antes do preparo, utilizou-se a técnica do cone de papel para
coleta. Apds, os dentes foram seccionados em trés partes e as raspas de dentina foram
removidas com brocas para avaliacdo dos tercos. Na técnica da coleta utilizando-se cone de
papel, todas as solucdes testadas foram efetivas na reducdo de E. faecalis, sem diferenca

estatistica entre elas. Em todas as profundidades e ter¢os dos canais radiculares avaliados e
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para todas as técnicas utilizadas, NaOCl 5,25% mostrou-se mais efetivo. As técnicas de
instrumentacdo testadas tiveram o mesmo desempenho. Observou-se que, especialmente
em altas concentragdes, NaOCl foi capaz de descontaminar os tdbulos dentindrios,
independente da técnica de instrumentacdo utilizada.

Vianna et al. (2006a) avaliaram in vivo a redug¢do microbiana apés PQM de
canais radiculares com necrose pulpar. Trinta e dois dentes unirradiculares foram divididos
em dois grupos, utilizando NaOCl 2,5% ou CLG 2%. Foram realizadas coletas antes e apds
a instrumentagdo para posterior identificacdo de microrganismos pelas técnicas molecular e
de cultura. NaOCl foi capaz de reduzir 75% e a CL 50% do conteido microbiano pela
cultura. Pela técnica molecular, a reducao foi de 99% com o NaOCl e 96% com a CL. Os
autores concluiram que o NaOCl ndo tem apenas capacidade de eliminar os
microrganismos, mas também de remover células do canal radicular.

Martinho & Gomes (2008) demonstraram in vivo que o PQM, utilizando
NaOCl 2,5% como SQA e instrumentacdo com limas manuais, promoveu reducdo de
59,99% nos niveis de endotoxina presentes nos canais radiculares.

Gomes et al. (2009a) observaram que NaOCl 2,5% e CLG 2% nao foram
efetivos na elimina¢c@o de endotoxina em canais radiculares com infec¢do primdria. Antes
do PQM, o valor médio de LPS foi de 272 EU/mL e 152,46 EU/mL, sendo reduzido para
86 EU/mL e 85 EU/mL para NaOCl 2,5% e CLG 2%, respectivamente. Dessa forma, maior
eliminacdo de endotoxina foi observada quando empregado NaOCl 2,5%.

Martinho et al. (2010a) avaliaram in vivo a efetividade do PQM com NaOCl
2,5% associado ao EDTA 17% e instrumento rotatério de niquel-titinio em remover
endotoxina de canais com infec¢do primdria e periodontite apical. Os autores observaram
que endotoxinas estavam presentes em 100% dos canais radiculares investigados (19/19)
antes (S1) e apds o PQM (S2). O conteudo de endotoxina foi significativamente reduzido
em S2 (98,06%) em comparagdo com S1, concluindo que o PQM com NaOCl 2,5%, EDTA
17% e instrumento rotatdrio de niquel-titanio foi eficaz em reduzir a carga de endotoxina de
canais com infeccao primadria e periodontite apical.

Perochena et al. (2011) avaliaram o efeito de NaOCl (1%, 2.5% e 5%) e CL 2%

sobre biofilme dental formado in sifu, considerando diferentes tempos de exposi¢do a SQA
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(5, 15 e 30 min), volumes de NaOCl e CL 2% (500ul e ImL), espessura do biofilme e drea
de limpeza, segundo andalise do biofilme em microscépio confocal de varredura laser com
corante laranja de acridina. Foram encontrados altos valores de dissolucdo do biofilme e
dentina limpa ap6s utilizacdo do NaOCl 5% durante 5 e 15 minutos e com todos os grupos
de NaOCI durante 30 minutos. CL 2% ndo dissolveu biofilme e nem atuou na limpeza
dentindria quando comparada ao NaOCl.

Endo (2011) avaliou a efetividade do PQM na reducdo de endotoxinas de 15
dentes com insucesso da terapia endodOntica. As amostras foram coletadas antes (C1) e
ap6és o PQM (C2) utilizando limas manuais e CLG 2%. Em C1, endotoxina foi detectada
em 100% das amostras (3,96 EU/mL). Houve reducao de 60,6% do conteido de endotoxina
ap6s o PQM. Concluiu-se que o PQM com CLG 2% seguido de EDTA 17% foi eficiente na
reducdo de microrganismos e endotoxinas dos canais radiculares, mas nao foi capaz de
eliminar LPS.

Endo et al. (2012) observaram que o PQM com CLG 2% foi mais efetivo na
reducdo de bactérias (99,61%) que endotoxinas (60,6%).

Marinho et al. (2012) verificaram que a reducdo dos niveis de endotoxina dos
canais radiculares pode ser obtida pela ampliacdo apical, no entanto, o PQM do canal
radicular foi capaz de reduzir, mas ndo de eliminar endotoxina.

Neelakantan et al. (2013), avaliando a efetividade de diferentes SQA sobre
biofilme de E. faecalis, observaram que NaOCl 3% apresentou atividade antibacteriana
superior a CL.

EDTA (é4cido etilenodiamino tetra-acético) tem sido utilizado na terapéutica
endodontica desde 1957, quando Ostby o indicou para a instrumentagdo de canais atrésicos.
A solucdo apresenta acdo quelante (Heling et al., 1965; Seidberg & Schelder, 1974;
Kennedy et al., 1986; Sen et al., 1995; Kuga et al., 1999; Yamashita et al, 2003),
biocompatibilidade aos tecidos periapicais (Ostby, 1957; Segura et al., 1997) e capacidade
de limpeza (Baker et al., 1975; Mccomb & Smith, 1975; McComb et al., 1976; Brancini et
al., 1983; Goldberg et al., 1986; Calt & Serper, 2000).

Associacdo de EDTA 17% ao NaOCl (McGurkin-Smith et al., 2005; Young et

al., 2007; Ozdemir et al., 2010), tem se mostrado eficaz, visto que NaOCI isolado nio é
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capaz de remover matéria inorganica, papel que o EDTA desempenha com éxito, enquanto
NaOCl remove matéria organica, aumentando assim a capacidade de limpeza do canal
radicular, principalmente quanto a remog¢ao de debris e smear layer. Além disso, associacdo
de EDTA aos protocolos de PQM com NaOCI tem demonstrado efetividade na redugdo do
contetido microbiano e de endotoxinas dos canais radiculares infectados in vivo (Ozdemir et
al., 2007; Martinho et al., 2010a,b).

A exposicdo da parede dentindria com NaOCI isolado ou associado ao EDTA
promove desorganizacdo morfologica da matriz organica dentindria com perda de estrutura
na drea proxima ao canal radicular, isso ocorre devido a desnaturacdo protéica que essa
substancia gera no coldgeno dentindrio.

CL seguida de EDTA ndo promove alteracdo morfologica na estrutura
dentindria quando visualizada por meio de microscopia de polarizagdo, assim, essa
associacdo ndo interfere na qualidade do substrato dentindrio e ndo prejudica a adaptacao
do cimento obturador a dentina radicular (Moreira et al., 2009). Além disso, irrigagdo com
EDTA permite maior remoc¢ao de smear layer quando CL € utilizada no PQM (Menezes et
al., 2002).

Beltz et al. (2003) analisaram NaOCI nas concentracdes de 1,3%, 2,6% e 5,25%
e EDTA 17% frente a capacidade de dissolu¢do de tecido pulpar bovino e dentina. Os
resultados demonstraram que, independente da concentracio, NaOCl removeu os
componentes organicos do tecido pulpar e dentina, efetivamente. EDTA foi capaz de
solubilizar os componentes inorganicos da dentina.

Menezes et al. (2003) avaliaram, por meio de microscopia eletronica de
varredura, a capacidade de limpeza e remocdo de smear layer e debris das paredes de
canais radiculares preparados e irrigados com NaOCl 2,5%, CL 2% e SF. Observou-se que
a utilizagdo de EDTA diminuiu significativamente smear layer para todas as substincias
avaliadas em todos os tercos radiculares. Quando EDTA nao foi utilizado, somente no
grupo NaOCl 2,5% verificou-se quantidade significativamente maior de smear layer.
Exceto para CL 2%, o uso de EDTA diminuiu significativamente a quantidade de debris.
Concluiu-se que apés PQM, faz-se necessdrio a utilizacdo de EDTA, a fim de promover

melhor limpeza das paredes dos canais radiculares.
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Mobnika & Froner (2006) observaram que a associacdo de NaOCl 1% e EDTAC
17% (EDTA acrescido de Cetavlon) removeu completamente smear layer das paredes
dentindrias, enquanto NaOCl 1% e CLG 2% ndo foram eficientes.

Brito et al. (2009), comparando trés diferentes técnicas de irrigacdo (agulhas
NaviTips, sistema EndoActivator, sistema EndoVac), associados ao NaOCl e EDTA, ndo
observaram diferencga entre as técnicas testadas.

Prado et al. (2013) avaliaram, por meio de microscopia eletronica de varredura
e espectroscopia de dispersdo de elétrons, os protocolos de irrigacdo, considerando a
formacdo de smear layer quimica. Nos grupos onde CLG foi utilizada isoladamente ou em
associagdo com EDTA, écido citrico, 4dcido fosférico e CLL, nio foi observada formacgdo de
smear layer quimica. Os autores sugerem que, nos casos em que se deseja associar
hipoclorito e CL, o protocolo utilizando dcido fosférico € mais vidvel, pois ndo demonstrou
formacdo de smear layer quimica.

A utilizagdo de MIC tem por finalidade, principalmente, reduzir ou eliminar o
conteido microbiano e endotdoxico resistente ao PQM. Entretanto, nenhuma MIC
demonstra capacidade de eliminar microrganismos patogénicos presentes no sistema de
canais radiculares, principalmente nos casos de dificil resolucdo, como periodontite apical
persistente e flare-up (Bystrom et al., 1985; @rstavik & Haapasalo, 1990; Chong & Pitt
Ford, 1992; Lopes & Siqueira, 2004). Recomenda-se a utilizacio de MIC em casos
especificos como dpice aberto, exsudato persistente, sintomatologia periapical (dor a
palpacdo/percussdo), além de tempo insuficiente para finalizagdo do procedimento e fadiga
do paciente ou do cirurgido-dentista durante o procedimento (Gomes et al., 2009).

HC tem sido amplamente utilizado como MIC devido as suas propriedades
fisicas, biologicas e antimicrobianas (Bystrom et al., 1985; Valera et al., 2010) que derivam
da sua dissociagdo em ifons célcio e fons hidroxila (Spangberg, 1994). Estudos in vivo
indicam que MIC a base de HC leva a reducio ou elimina¢do dos microrganismos presentes
nos canais (Bystrom et al., 1985; @rstavik et al., 1991; Sjogren et al., 1991; Rocas &
Siqueira, 2011). Porém, in vitro, HC demonstra menor eficicia (DiFiore, 1983; Safavi et
al., 1990; Estrela et al., 1999; Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2002; 2003a,b, 2006b,
2009).
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Assim, a utilizagdo de medicacdo alternativa como a CL, seria uma opcao de
tratamento, pois esta possui atividade antimicrobiana frente a microrganismos resistentes
como Enterococcus (Siqueira & Uzeda, 1996; Siren et al., 1997; Molander et al., 1998;
Waltimo et al., 1997, 1999; Haapasalo et al., 2000; Gomes et al., 2001; Vianna et al., 2004;
Dametto et al., 2005; Gomes et al., 2006b; Vianna et al., 2008).

A atividade antimicrobiana da CL deve-se a sua natureza catibnica que
promove aderéncia ao composto anidnico da superficie microbiana, capaz de alterar a
integridade de sua membrana plasmética, modificando sua permeabilidade, promovendo a
precipitacdo de proteinas citoplasmaticas e alterando o balanco osmotico, além de
modificar o metabolismo, crescimento e divisao da célula (Ferraz et al., 2001).

A associagdo de CLG 2% ao HC tem por finalidade combinar as propriedades
antimicrobianas apresentadas por cada uma destas substincias. HC induz a formacgio de
tecido duro, promove dissolu¢cdo de tecido orgénico e neutralizagdo de endotoxina e tem a
capacidade de preencher o canal radicular, prevenindo sua recontaminagdo (Safavi &
Nichols, 1994; Gomes et al., 2002). Entretanto, HC ndo € igualmente eficaz contra todos os
microrganismos encontrados no canal radicular (Gomes et al., 2002). A adicdo da CLG 2%
ao HC poderia aumentar a atividade antimicrobiana e promover maior substantividade,
fazendo desta associacdo uma medica¢cdo mais eficiente contra microrganismos resistentes
como E. faecalis e C. albicans, mesmo apds sua remocdo. No preparo desta medicacgdo,
preconiza-se a proporcdo de 1:1 entre HC e CLG 2%, a fim de se obter uma pasta de facil
insercdo no canal radicular e que apresente igual concentracdo de ambas as substincias
(Bueno, 2010).

Quanto a a¢do antimicrobiana, a associagdo de CLG 2% ao HC tem apresentado
resultados promissores. Seu desempenho foi similar ao da CLG 2% e superior ao
apresentado pela utilizacdo isolada do HC. Os beneficios desta associacdo foram
evidenciados por Gomes et al. (2006b, 2009) e Bueno (2010).

Dentre os beneficios desta associacdo, pode-se destacar também a obtengdo de
uma pasta de maior consisténcia, a qual atua como barreira fisica e impede a
recontamina¢do do canal durante sua utilizacdo. O pH alcancado por esta associagdo €

maior que aquele obtido pela utilizacdo isolada da CLG 2%, podendo auxiliar no combate a

36



reabsorcdo inflamatdria interna e externa (Beltes et al., 1997). A adi¢do da CLG 2% ao HC
promove maior substantividade a formulagdo, devido a sua capacidade de adsorcdo a
dentina, contribuindo para manuten¢do da reducdo de microrganismos no canal radicular
mesmo ap0ds sua remog¢do (Tanomaru et al., 2002; Bueno, 2010).

Além disso, HC tem sido preconizado para neutralizacdo de endotoxina
bacteriana (Estrela et al., 1995; Tanomaru et al., 2002), enquanto CL ndo atua sobre ela
(Tanomaru et al., 2002; Silva et al., 2004; Vianna et al., 2007; Gomes et al., 2009a; Endo,
2011; Endo et al., 2012, 2013). Entretanto, Signoretti et al. (2011) demonstraram in vitro
que a CL melhorou as propriedades do HC em reduzir o nivel de endotoxina dos canais
radiculares.

Aibel & Stevens (1999) analisaram a capacidade da CL 1,2% em inativar LPS,
utilizando método de produgdo de IL-6 em cultura de macréfagos estimulados por LPS e
LPS tratado com CL 1,2% por 40 minutos. Os resultados demonstraram que a CL 1,2%
promoveu pouca ou nenhuma inativagcdo do LPS.

Buck et al. (2001), avaliando o efeito de SQA e HC na degradacdo do LPS,
observaram que dgua apirogénica, EDTA 15%, etanol 95%, CL 0,12%, CL 0,12%
associada ao NaOCl 2,6% e NaOCl 2,6% demonstraram pouco ou nenhum efeito sobre
LPS. Por outro lado, suspensdo aquosa de HC 24,6 mg/mL e a associacdo de CL 0,12%,
etanol 95% e NaOCl 2,6% inativaram LPS pela hidrélise de ligacdes éster das cadeias de
acidos graxos do lipidio A.

Basrani et al. (2002) avaliaram in vitro a atividade antimicrobiana residual de
diferentes MIC na dentina humana. CLG 0,2%, CLG 2%, CLL 2%, HC, HC + CLG 0,2%
foram inoculados em 98 raizes e mantidas no canal radicular durante 7 dias. Apds, foram
inoculados nos canais E. faecalis por 21 dias. Amostras de dentina foram coletadas com o
auxilio de broca Gates-Glidden e o crescimento bacteriano foi avaliado por
espectrofotometria apds 72 horas de incubacdo em BHI. As densidades opticas foram
significativamente menores para os grupos CLG 0,2%, CLG 2% e CLL 2%, quando
comparadas aos demais grupos. Os autores concluiram que CL 2% possui atividade

antimicrobiana residual sobre E. faecalis por 7 dias.

37



Ferreira et al. (2002) observaram in vitro que HC 10% e CL 2%, utilizadas
isoladamente, demonstraram ac¢@o antimicrobiana contra Fusobacterium nucleatum,
Prevotella nigrescens, Clostridium perfringens e Bacteroides fragilis. CL demonstrou
maior efetividade quando comparada ao HC.

Rosa et al. (2002) observaram que HC e digluconato de -clorexidina
demonstraram ac¢io antimicrobiana contra Prevotella nigrescens, Fusobacterium nucleatum
e Clostridium perfringens. CL, mesmo em baixas concentra¢des, promoveu eliminagdo de
bactérias anaerdbias, com maior efetividade quando comparada ao HC.

Tanomaru et al. (2003) observaram que o PQM com solugdes de NaOCl e CL
nao foi capaz de inativar os efeitos da endotoxina em induzir resposta inflamatéria com
reabsor¢do Ossea na regido periapical de caes, entretanto, quando foi utilizado HC como
MIC, este foi capaz de inativar os efeitos induzidos pela endotoxina.

Menezes et al. (2004b) avaliaram a atividade antimicrobiana da CLG 2%, CLG
2% + HC, natrosol, CLL 2% e HC sobre diferentes cepas de C. albicans, utilizando método
de diluicio em 4gar. Suspensdes contendo 10° células de diferentes cepas de C. albicans
foram semeadas em placas preparadas com as substancias, por meio de inoculador de Steers
e, apos 24 horas de incubagdo a 37°C, verificou-se a concentragdo fungicida minima.
Observou-se que a associacdo CLG 2% + HC, em menor concentragdo, apresentou melhor
acdo sobre as cepas estudadas e concluiu-se que esta foi a medicagcdo mais efetiva.

Ercan et al. (2006) avaliaram in vitro a efetividade da CLG 2%, HC em agua
destilada e CLG 2% + HC em oitenta dentes humanos unirradiculares contaminados com E.
faecalis e C. albicans por 5 dias. O grupo controle foi tratado apenas com SF estéril.
Amostras de raspas de dentina foram coletadas com brocas Gates-Glidden apos 7, 15 e 30
dias. CLG 2% e CLG 2% + HC foram significativamente mais efetivas contra E. faecalis e
C. albicans que a pasta de HC, sem diferenca estatistica entre elas. Entretanto, os autores
sugerem que para suportar esses resultados in vitro, estudos in vivo sdo necessarios.

Gomes et al. (2006b) investigaram in vitro a atividade antimicrobiana de CLG
2%, HC associado a dgua estéril e HC + CLG 2% sobre microrganismos presentes em
canais radiculares, utilizando teste de difusdo em &gar e teste de contato direto. Os

microrganismos utilizados foram: Candida albicans, Staphylococcus aureus, Enterococcus

38



faecalis, Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis e Prevotella intermedia.
CLG 2% apresentou os maiores halos de inibi¢cdo, levando apenas 1 minuto para inibir
100% dos microganismos testados. Concluiu-se que a CLG 2% e o HC + CLG 2%
apresentaram atividade antimicrobiana superior ao HC manipulado com 4gua estéril.

Vianna et al. (2007) avaliaram in vivo o efeito de procedimentos endoddnticos
sobre microrganismos e endotoxinas. Trinta e dois dentes humanos unirradiculares com
infeccdo endodontica e lesdes periapicais foram instrumentados com limas manuais,
utilizando CLG 2% como SQA, e divididos aleatoriamente em 3 grupos de acordo com a
MIC utilizada: pasta de HC, CLG 2% e HC + CLG 2%. Foram realizadas coletas das
amostras antes e apoés o PQM e apds 7 dias da MIC. Foi utilizado teste de cultura para os
microrganismos e teste turbidimétrico LAL para quantificagao de endotoxina. Apés o PQM
houve reducdo de 99,9% no nimero de microrganismos e de 44,4% da quantidade de
endotoxinas. Apos 7 dias do uso da MIC, ainda foram encontrados microrganismos em
54,1% dos casos, e a quantidade de endotoxina foi reduzida em apenas 1,4% dos casos.
Nao houve diferenca estatistica significante entre as MIC. Concluiu-se que o PQM foi
responsavel pela maior redu¢do da quantidade de microrganismos e endotoxinas.

Ferreira et al. (2007) verificaram que HC foi efetivo contra Prevotella
nigrescens, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces israelii, Clostridium perfringens e
Enterococcus faecalis. Entretanto, E. faecalis foi menos susceptivel ao HC, quando
comparado aos demais microrganismos.

Oliveira et al. (2007) demonstraram in vitro que as solu¢des de NaOCl 2,5% e
5,25% e CL 2% nao foram capazes de inativar LPS em canais radiculares. Por outro lado, a
utilizagdo de solucdo de HC e polimixina B, como agentes irrigantes, reduziram
significativamente o nivel de endotoxinas nos canais radiculares.

Gurgel-Filho et al. (2007) verificaram que o PQM com CLG 2% reduziu em
100% a contaminacdo por E. faecalis. Apés 14 dias de medicacdo de HC houve
crescimento de bactérias, sem diferenca estatistica entre os grupos.

Gomes et al. (2009b) observaram que CL utilizada isoladamente ou associada
ao HC foi capaz de se difundir nos tibulos dentindrios e alcancar a superficie externa da

raiz, na presenga ou auséncia de cemento, exercendo acio antimicrobiana.
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Valera et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana do NaOCl associado a
diferentes MIC (HC, CLG 2%, HC + CLG 2%) sobre C. albicans e E. faecalis inoculados
em canais radiculares. Os autores verificaram que todas as MIC foram capazes de promover
diminui¢do significativa no nimero de microrganismos, entretanto, somente HC + CLG 2%
foi capaz de eliminar completamente 0s microrganismos.

Rocas & Siqueira (2011) avaliaram, por meio de métodos moleculares, o efeito
antimicrobiano do PQM associado a MIC em canais radiculares de dentes com lesdo
periapical. Foram coletadas amostras de 24 canais radiculares necréticos, antes do PQM
(S1), apés PQM com NaOCl 2,5% (S2), e apé6s MIC por 7 dias com pasta de HC com
glicerina (CHG) ou paramonoclorofenol canforado/glicerina (CHPG) (S3). A presenca de
bactérias, archaea e fungos foi analisada por meio de PCR e a identificacdo bacteriana foi
realizada por meio de checkerboard de captura reversa para 28 patégenos endoddnticos.
Todas as amostras foram positivas em S1 para bactérias, mas negativas para archaea e
fungos. De modo geral, 46% das amostras de S2 e 62,5% das amostras de S3 foram
negativas para bactérias por PCR. As amostras de S2 e S3 foram negativas em 50% e 58%
dos canais no grupo de CHG e em 42% e 67% dos canais no grupo CHPG,
respectivamente. Em S2 e S3, Propionibacterium acnes e Streptococcus spp. foram mais
prevalentes. Concluiu-se que o conteudo microbiano foi reduzido substancialmente apds
PQM e MIC.

Signoretti et al. (2011), avaliando in vitro a influéncia da CLG 2% sobre pH,
liberacdo de célcio e capacidade do HC em reduzir endotoxinas, concluiram que CL ndo
interfere nas propriedades quimicas do HC, sendo capaz de aumentar sua capacidade de
reducdo de endotoxina em canais radiculares.

Endo et al. (2013) monitoraram clinicamente a efetividade do PQM e de MIC
na reduc@o de microrganismos presentes nos canais radiculares de dentes com insucesso do
tratamento endoddntico. Quinze dentes foram instrumentados e medicados com HC + CLG
2%, HC + SF e CLG 2%. As amostras microbioldgicas e de endotoxinas foram coletadas
apds remoc¢ao de guta-percha (S1), apés PQM utilizando CLG 2% (S2), e apds utilizacdo de
MIC (S3) nos tempos de 7 e 14 dias. Bactérias cultivaveis foram recuperadas dos canais

radiculares infectados nos 3 momentos das coletas, contadas e identificadas por meio de
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cultura e PCR. Contetdo microbiano diminuiu significativamente de S1 para S2. Nenhuma
diferenca significativa foi encontrada entre S2 e S3 entre os trés grupos experimentais.
PQM e uso de MIC promoveram redugdes significativas (médias de 99,61% e 99,57%,
respectivamente) do nimero de bactérias em comparacao com S1. Um total de 110 isolados
clinicos foram recuperados pela técnica de cultura, incluindo 32 diferentes espécies e 7
diferentes géneros. Onze espécies bacterianas foram detectadas dos 13 primers espécie-
especificos. Concluiu-se que a microbiota de dentes com insucesso do tratamento
endoddntico € composta por bactérias Gram-positivas, embora bactérias Gram-negativas
tenham sido detectadas por meio de método molecular. Além disso, observou-se que o
PQM foi mais eficaz que a MIC na desinfec¢do dos canais radiculares.

Com base na literatura, observa-se que ainda ndo foram encontrados SQA,
regime de irrigagdo e MIC que sejam, a0 mesmo tempo, efetivos contra microrganismos €
endotoxinas, tanto na luz do canal radicular, quanto nos tubulos dentinirios. Tal fato

motivou a realizac¢do deste trabalho.
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3. PROPOSICAO

Objetivo geral

Avaliar in vitro a efetividade do PQM com diferentes SQA e da MIC sobre E.
faecalis, E. coli, C. albicans e endotoxina de E. coli, tanto na luz do canal radicular quanto

nos tubulos dentindrios.

Objetivos especificos

a) Investigar a presenca de endotoxina de E. coli nos canais radiculares apds
utilizacdo de diferentes SQA e MIC;

b) Investigar a presenca de DNA de E. faecalis, E. coli e C. albicans nos canais
radiculares apds utilizagdo de SQA e MIC;

¢) Investigar a acdo do PQM e MIC sobre E. faecalis, E. coli e C. albicans em

canais radiculares.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP, tendo sido aprovado sob protocolo n°

008/2010, cujo certificado de aprovagdo encontra-se no Anexo .

4.1 Preparo dos espécimes

4.1.1. Seleciao dos espécimes

Foram utilizados dentes humanos extraidos unirradiculares (n=520),
provenientes do Banco de Dentes da Faculdade de Odontologia de Araraquara da
Universidade Estadual Paulista - UNESP.

Em sua selecdo, alguns critérios foram respeitados:

a) Ser permanente, possuir rizogénese completa, comprimento radicular de, no minimo, 15
mm, canal Unico, reto e acessivel, verificado quando radiografado nos sentidos vestibulo-
lingual e mésio-distal.

b) Foram descartados os dentes que possuiam curvatura, calcificacdes, bifurcacdes ou
qualquer anomalia anatdmica em suas raizes.

Todos os dentes foram limpos por meio da remocdo dos tecidos moles e
calculos aderidos com auxilio de curetas Gracey (S. S. White Artigos Dentérios Ltda., Juiz
de Fora, MG, Brasil). Os dentes foram seccionados proximo a jun¢do cemento-esmalte com
disco de carborundum (Carbodent, Gysi S.A., Buenos Aires, Argentina) acoplado a um
mandril em micromotor, descartando-se as coroas e padronizando o comprimento dos
remanescentes radiculares em aproximadamente 15 mm.

As 520 raizes foram submetidas a PQM inicial, armazenadas em SF estéril e

congeladas em freezer a -20°C até sua utilizag@o.

4.1.2 Preparo quimico-mecanico inicial

N

Todos os espécimes foram submetidos a instrumentacdo prévia para

padronizacdo do didmetro dos canais radiculares, de acordo com a técnica descrita a seguir.
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Foram utilizadas brocas Gates-Glidden n°3 para preparo da regido de entrada do conduto (3
mm). A partir da exploraciao do canal radicular e forame apical com lima tipo K (Kerr) #10
(Maillefer, Ballaigues, VD, Suica), foi realizada a instrumentacdo inicial dos canais
radiculares. Raizes com didmetro menor que a lima K #10 ou maior que a lima K #20
foram descartadas.

O PQM inicial foi realizado desde o didmetro anatdmico inicial até a lima K
#20 (Maillefer, Ballaigues, VD, Suica) em toda a extensdo do canal. Os canais foram
irrigados com 5 mL de solucdo de NaOCl 1% a cada troca de lima, com auxilio de seringa
estéril e apirogénica de 5 mL (Injex, Ourinhos, SP, Brasil) e agulha estéril e apirogénica 20
x 5,5 mm (BD, Curitiba, PR, Brasil) e irrigados com 5 mL de SF estéril e apirogénica,
aspirados e secos com cone de papel absorvente estéril e apirogénico n°® 20 (Maillefer,
Ballaigues, VD, Suica).

Ap6s instrumentacdo inicial, os canais radiculares foram irrigados com 5 mL de
solugdo de tiossulfato de s6dio 5% a fim de neutralizar a acdo da SQA, irrigados com 3 mL
de EDTA 17% para remocao da smear layer e sofreram uma nova irrigacdo com solugdo de
fosfato tamponado por 10 minutos, seguida de 4gua destilada estéril por 1 hora para

remocdo dos possiveis residuos de EDTA e NaOCl.

4.1.3 Vedamento apical e impermeabilizacao externa das raizes

Os canais radiculares foram secos com cones de papel absorvente estéreis e
apirogénicos n° 20 no comprimento do remanescente radicular por 1 minuto e foi realizado
vedamento da regido apical das raizes utilizando resina composta fotopolimerizavel (Z-100,
3M, Dental Products, St Paul, EUA) e impermeabilizacdo externa de todo comprimento das
raizes, com duas camadas de adesivo epoxi Araldite de presa rdpida (10 minutos)
(Brascola, Tabodo da Serra, SP, Brasil), com auxilio de pincel, exceto na regido da

embocadura do canal.
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4.1.4 Inclusao dos espécimes em placas de poliestireno

Os procedimentos citados a seguir foram realizados no interior de uma camara
de fluxo laminar (Veco, Piracicaba, SP, Brasil), a qual foi primeiramente submetida a
desinfeccdo com élcool 70% e incidéncia de luz ultravioleta por trinta minutos. Todos os
materiais e instrumentos utilizados foram esterilizados e apirogenizados previamente a sua
utilizagao.

Todos os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em placas de
poliestireno de 24 pocos (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA), com 5
espécimes em cada placa, a fim de evitar contaminac@o cruzada entre os espécimes durante
sua manipulacdo. A fixacdo foi realizada nos pocos mais externos (borda) com resina
acrilica quimicamente ativada (Classico Artigos Odontolégicos, Sao Paulo, SP, Brasil),
recobrindo os espécimes em aproximadamente 10 mm a partir do seu dpice. Todas as
placas foram fechadas e embaladas individualmente para esterilizacdo em gis de 6xido de

etileno (ACECIL Central de Esterilizagdo Com. Ind. Ltda., Campinas, SP, Brasil) a 56°C.

4.2 Modelo de contaminacao

Os procedimentos descritos a seguir foram realizados no interior de uma
camara de fluxo laminar, a qual foi previamente submetida a desinfec¢do com dlcool 70% e
incidéncia de luz ultravioleta por trinta minutos. Todos os materiais e instrumentos

utilizados foram previamente esterilizados.

4.2.1 Semeadura dos microrganismos

Foram utilizadas cepas-padrao liofilizadas de Candida albicans (ATCC 18804),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Escherichia coli (ATCC 25922), os quais foram
semeados em caldo Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA), caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Difco, Detroit, EUA) e caldo TSB (Triptic Soy Broth, Difco, Detroit, EUA),
respectivamente, por 48 horas. A seguir, a partir da cultura em caldo, as cepas foram

semeadas em placas de Petri contendo dgar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) para
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C. albicans, dgar Mitis Salivarius (Difco, Detroit, EUA) para E. faecalis e 4gar MacConkey
(Difco, Detroit, EUA) para E. coli. Placas contendo C. albicans e placas contendo E. coli
foram incubadas em estufa microbioldgica a 37°C por 48 horas. Placas contendo E.

faecalis foram incubadas em estufa de CO; 5% a 37°C por 48 horas.

4.2.2 Preparo das suspensoes de microrganismos

Em camara de fluxo laminar, apds crescimento dos microrganismos em placas
de Petri, foram preparadas suspensdes de cada microrganismo, separadamente, em SF
estéril e apirogénica, contendo 10° células/mL, as quais foram padronizadas em
espectrofotometro, utilizando-se comprimento de onda de 530 nm, 760 nm e 590 nm e
densidade optica de 0,284, 0,298 e 0,324 para C. albicans, E. faecalis e E. coli,

respectivamente.

4.2.3 Contaminacao dos espécimes com E. faecalis, E. coli e C. albicans

O modelo de contaminacdo dos espécimes utilizado no presente trabalho foi
adaptado a partir do modelo de contaminac@o proposto por Molina (2008).

Os canais radiculares dos 520 espécimes, previamente esterilizados, foram
primeiramente contaminados, com auxilio de micropipeta de precisdo, com 10 pL de
suspensdo contendo E. coli (10° células/mL) em SF estéril e apirogénica. Os canais
receberam mais 10 pL. de BHI caldo e foram selados com tampao de algoddo estéril
embebido em BHI caldo. Os espécimes foram mantidos em estufa microbiologica a
37+1°C, em umidade relativa, por 7 dias. Apds, foram adicionados nos canais radiculares 5
uL de suspensio contendo E. faecalis (10° céls/mL), 5 puL de suspensdo contendo C.
albicans (10° céls/mL) e mais 10 pL de BHI caldo. Os canais foram novamente selados
com tampao de algodao embebido em BHI caldo estéril.

As placas foram fechadas e vedadas com fita adesiva e mantidas em estufa a
37+1°C por mais 21 dias, totalizando 28 dias de contaminagdo. Durante este periodo, foram

adicionados 20 pL de meio de cultura estéril (BHI caldo) no interior dos canais radiculares
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a cada 2 dias. Em seis pocos do centro de todas as placas foram colocados chumacos de
algodao umedecidos em dgua destilada estéril para manutencdo da umidade das mesmas.
Ap6s o periodo de 28 dias de contaminagdo, em ambiente asséptico, cada placa
contendo seus espécimes foi individualmente colocada em camara de vidro acoplada a
bomba a vicuo (Tecnal, TE-058, Piracicaba, SP, Brasil), a qual foi acionada por 20
minutos, na pressao negativa de #650mmHg. Tal procedimento foi previamente testado em
estudo piloto, tendo demonstrado promover maior crescimento de UFC/mL (unidade
formadora de colonia por mililitro) em meio de cultura BHI dgar, quando comparado ao

grupo que ndo foi submetido a pressdo negativa.

4.2.4 Coleta de confirmaciao da contaminacao

No interior da camara de fluxo laminar, apds o periodo de contaminacio, foi
realizada coleta do conteudo dos 400 espécimes, individualmente, para confirmagdo da
contaminacdo dos canais radiculares. Para tanto, foi primeiramente coletada a amostra de
endotoxina, seguida da amostra microbioldgica. Para realizacdo da coleta foram utilizados
5 cones de papel absorvente estéreis e apirogénicos (Maillefer, Ballaigues, VD, Suica),
individualmente, no comprimento da raiz por 1 minuto, dos quais um cone foi utilizado
para coleta de endotoxina e os quatro cones restantes para a coleta microbioldgica.

Os cones utilizados na coleta das amostras de endotoxina foram transferidos,
individualmente, para tubos de vidro apirogénicos (Lonza Co., Walkersville, MD, EUA),
contendo 4gua reagente de lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) (Lonza Co.,
Walkersville, MD, EUA) e seis microesferas de vidro também apirogénicas. As amostras
foram armazenadas a -20°C, como recomendado pelo fabricante, para realizagdo dos testes
em bloco, pelo método turbidimétrico de LAL, a fim de verificar a permanéncia e
quantificar as endotoxinas presentes no canal radicular, como descrito posteriormente.

Os cones utilizados nas coletas das amostras de microrganismos foram
transferidos para tubos tipo Eppendorf estéreis contendo meio de transporte VMGA 1II. A
partir do seu conteudo, foram realizadas diluicdes decimais seriadas e aliquotas de 100 uL

foram semeadas em triplicata em placas contendo dgar Enterococcosel, dgar Sabouraud
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dextrose e dgar MacConkey, para verificagdo do crescimento de E. faecalis, C. albicans e
E. coli, respectivamente, por meio da contagem de UFC/mL. As placas de &gar
Enterococcosel, meio seletivo para deteccdo de espécies de Enterococcus spp., foram
incubadas em 5% CQO,, a 37°C, por 2 dias. As placas de dgar Sabouraud-dextrose acrescido
de 0,1% de cloranfenicol, meio seletivo para deteccdo de espécies de leveduras, foram
incubadas por 4 dias a temperatura ambiente e depois incubadas em 10% CO,, a 37°C, por
2 dias. As placas de dgar MacConkey foram incubadas em 10% CO,, a 37°C, por 2 dias.
Também foi realizada confirmacdo do crescimento microbiano por meio do
método de coloracdo de Gram e visualizagdo em microscopia de luz, além de testes
bioquimicos especificos (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, Franga), posteriormente
descritos. A partir do contetido do mesmo tubo tipo Eppendorf contendo quatro cones com
amostra microbiolégica por espécime, foi realizada a andlise molecular, posteriormente

descrita.

4.3 Efetividade de diferentes substincias quimicas auxiliares e medicacoes intracanais
sobre suspensao de E. faecalis, E. coli, C. albicans e endotoxina inoculada em canais

radiculares

4.3.1 Divisao dos grupos

Placas contendo todos os espécimes (n=520), devidamente preparados, foram
divididas aleatoriamente em grupos de acordo com a SQA utilizada durante o PQM, com e
sem o uso de EDTA 17% (Figuras 1 e 2): SF estéril e apirogénica (controle); NaOCl
5,25%; CLG 2%; NaOCl 5,25% seguida de irrigacdo final com CLL 2%.

Os espécimes ndo irrigados com EDTA 17% foram analisados quanto a
susceptibilidade dos microrganismos e endotoxina frente as SQA utilizadas durante o
PQM, por meio dos métodos de 1) cultura seletiva- identificacdo fenotipica, 2) andlise
molecular (PCR — reacdo em cadeia da polimerase), 3) microscopia confocal e 4)
quantificacdo de endotoxina pelo teste LAL.

Os espécimes irrigados com EDTA 17% foram divididos em grupos de acordo

com a MIC utilizada: SF estéril e apirogénica (controle), CLG 2%, HC + CLG 2% (1:1),
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HC + SF (9:1). Em seguida, também foram analisados quanto a susceptibilidade dos
microrganismos e endotoxina frente as SQA utilizadas durante o PQM associadas a MIC,
por meio dos métodos de 1) cultura seletiva- identificacdo fenotipica, 2) andlise molecular,

3) microscopia confocal e 4) quantificagdo de endotoxina pelo teste LAL.

- EDTA

Contaminagio Grupo SQA 17% MIC
1 (n=10) - SF
2 (n=30) SF esteril ¥ CLG 2%

apirogénica
3 (n=30) (COntrOle) + HC + CLG 2%
4 (n=30) + HC + SF
5 (n=30) + CLG 2%
6 (n=30) + HC + CLG 2%
NaOCl 5,25%
Suspensio de E. 7 (n=30) + HC + SF
faecalis, E. coli e 8 (n=10) - SF
. 9 (n=30) + CLG 2%
C. albicans
10 (n=30) CLG + HC + CLG 2%
11 (n=30) 2% + HC + SF
12 (n=10) - SF
13 (n=30) NaOCl 5.25% + CLG 2%
14 (n=30) seguido de + HC + CLG 2%
15 (n=30) irrigagdo com + HC + SF
16 (n=10) CLL 2% - SF
Figura 1 - Distribuicdo dos espécimes, utilizados para andlise microbioldgica por

cultura seletiva- identificacdo fenotipica/molecular e quantificagdo de
endotoxina, nos grupos experimentais, de acordo com a SQA e MIC
utilizadas (n=400)
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L Numero de EDTA
Contaminagio espécimes (r) SQA 17% MIC
6 + CLG 2%
6 SF estéril + HC + CLG 2%
6 apirogénica + HC + SF
6 (controle) + SF
6 - SF
6 + CLG 2%
6 + HC + CLG 2%
Suspensdo de 6 NaOCl 5,25% + HC + SF
E. faecalis, E. 6 + SE
colie C. 6 - SE
) 6 + CLG 2%
albicans
6 LG + HC + CLG 2%
6 2% + HC + SF
6 + SF
6 - SF
6 + CLG 2%
6 NaOC}d5’2(i5% + HC + CLG 2%
seguido de
6 irrigacdo com + HC + SF
6 CLL 2% + SF
6 - SF

Figura 2 - Distribuicdo dos espécimes, utilizados para andlise por microscopia
confocal, de acordo com a SQA e MIC utilizadas (n=120)

4.3.2 Instrumentacao dos canais radiculares

Os canais de todos os espécimes foram instrumentados por meio da técnica
cérvico-apical modificada pela FOP/UNICAMP, abaixo descrita, utilizando SQA

COI’I‘CSpOI’lantC a0 S€u grupo:

1) Pré-alargamento dos 2/3 iniciais do canal radicular, onde empregou-se a seqii€éncia de
limas rotatdrias abaixo:

a. Largo 2 (750 RPM);

b. Hero 20.06 (Micromega, Besangon, Franca) (350 RPM);

c. Gates-Glidden #5 (750 RPM);

d. Gates-Glidden #4 (750 RPM);
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e. Gates-Glidden #3 (750 RPM);

f. Gates-Glidden #2 (750 RPM).
2) Paténcia apical com lima K (Maillefer, Ballaigues, VD, Suica);
3) Determinagdo da lima anatdmica inicial com lima K;
4) Instrumentagdo do canal por meio de técnica rotatdria, utilizando a seqiiéncia de limas de
NiTi — Mtwo (Mtw0®, VDW, Munich, Alemanha). A instrumentacgdo foi realizada seguindo
a sequéncia recomendada pelo fabricante: Mtwo 10/.04; Mtwo 15/.05; Mtwo 20/.06; Mtwo
25/.06; Mtwo 30/.05. A introducao de cada instrumento foi realizada em toda extensdo do
comprimento real de trabalho, com movimentos leves, inserindo e removendo a lima do
canal radicular, evitando qualquer forca no sentido apical. Foi mantida uma velocidade
permanente de rotagdo, isto €, 300 RPM;
5) Verificacdo da paténcia apical a cada troca de lima.

No PQM, foi empregado um conjunto de limas endodOnticas estéreis e
apirogénicas, sendo estas utilizadas para a instrumentacdo de trés espécimes. Antes da
introducdo de cada instrumento, 2 mL da SQA correspondente ao grupo estudado era
introduzido no canal radicular. Apds cada instrumentagdo, o canal era irrigado com 5 mL
de SF estéril e apirogénica, a fim de auxiliar na remo¢do da substancia anteriormente
utilizada. Ao final da instrumentacdo, antes da colocacdo do EDTA 17%, 10 mL de SF foi
utilizada para garantir a remocdo da SQA. Nos grupos irrigados com NaOCl, apds
utilizacdo do EDTA, o canal foi novamente irrigado com 2 mL de NaOCl que foi removido
com 10 mL de SF.

A solucdo de NaOCl 5,25% foi manipulada pela Drogal Farmicia de
Manipulag¢do Ltda. (Piracicaba, SP, Brasil). A diluicdo do NaOCI foi realizada com 4gua
estéril, sem adicdo de conservantes. Devido a instabilidade do NaOCl, o mesmo foi
manipulado em pequenas proporg¢des, 24 horas antes de sua utilizacao.

CLG 2% (Endogel, Itapetininga, SP, Brasil) consistiu em uma base de gel de
natrosol 1% e gluconato de clorexidina 2% em pH 7,0.

CLL 2% também foi manipulada pela Drogal Farmacia de Manipulacdo Ltda.

(Piracicaba, SP, Brasil), com 4gua estéril.
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Previamente a sua utilizagdo, a esterilidade de todas as substancias (NaOCl,
CLG, CLL e SF) foi testada, pelo método de cultura, a fim de evitar contaminacido do canal
radicular, sendo somente utilizadas quando atestassem cultura negativa, ou seja, auséncia
de microrganismos.

A irrigacdo foi realizada com auxilio de seringas apirogénicas de 5 mL (Injex,
Ourinhos, SP, Brasil) e agulha apirogénica 20 x 5,5 mm (24 G 3/4, BD, Curitiba, PR,
Brasil). A aspiracdo do contetudo do canal radicular foi realizada com agulha metélica 20/30
acoplada a um intermedidrio unido a mangueira da bomba a vicuo (Nevoni, NSR Ind.
Com. Rep. Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil), sob aproximadamente 558,8 mmHg de pressao

negativa. Apds 7 dias da realizacdo dessa instrumentacdo, todos os espécimes foram

novamente instrumentados com a mesma técnica e SQA correspondente ao seu grupo.

4.3.3 Coletas do conteado do canal radicular

No interior da cdmara de fluxo laminar, foram realizadas coletas do canal
radicular em diferentes momentos apds a contaminacdo dos espécimes (confirmagdo da
contaminacdo), imediatamente apds a instrumentacdo endodOntica; apds 7 dias de
instrumentacdo endodoOntica; apds a segunda instrumentacdo endodontica; apds 7 dias de
MIC; ap6s 14 dias de MIC e apds 30 dias de MIC. Todas as coletas dos canais radiculares
foram realizadas da mesma maneira, conforme anteriormente descrito no item ‘“‘coleta de
confirmacdo da contaminacdo”. A Figura 3 apresenta o fluxograma de todas as coletas

realizadas no presente trabalho.
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Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
confirmacéao da imediatamente 7 dias ap6s 1°
contaminacéao apés 1° PQM PQM

|
v
| (:)I:ata 4 t Coleta § 14Cdt?leta 6'
mediatamente ’ : 2 : ias apés
ap6s 2° PQM 7 dias apos MIC MIC
|
¥
Coleta 7
30 dias apés
MIC

Figura 3 - Fluxograma das coletas

Imediatamente apés o PQM, foi realizada coleta do conteddo do canal
radicular, e os mesmos procedimentos de coleta para andlise fenotipica (isolamento,
identificacdo e contagem de colonias) e para anélise molecular foram realizados, bem como
a coleta para o teste LAL de quantificagdao de endotoxina de E. coli.

Ap6és a coleta imediata, foram inoculados 20 pL de SF estéril e apirogénica nos
canais e foram posicionados tampdes de algodao estéril e apirogénico embebidos em SF
estéril e apirogénica na embocadura de todos os espécimes. As placas contendo os
espécimes foram incubadas novamente pelo periodo de 7 dias a 37°C em estufa
microbiologica. Apds este periodo, novas amostras foram coletadas, com os mesmos
procedimentos e cuidados da coleta anterior, a fim de verificar a permanéncia de
microrganismos vidveis e endotoxina de E. coli no interior dos canais radiculares
decorridos os 7 dias da instrumentacdo. Imediatamente apds essa coleta, foi realizada uma
nova instrumentacdo com a SQA correspondente ao grupo e realizada nova coleta.

Em seguida, todos os espécimes foram irrigados com 10 mL de SF estéril e

apirogénica e aspirados. Os grupos com auséncia da utilizacdo de 4cido etilenodiamino
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tetra-acético 17% (EDTA, lodontec, Porto Alegre, RS, Brasil) tiveram seus espécimes
preenchidos com SF estéril e apirogénica.

Os demais espécimes foram inundados com 3 mL de EDTA 17%, por 3
minutos, sob agitacdo com lima K #15 e trocas de aproximadamente 1 mL a cada minuto
para remocdo da smear layer. EDTA foi removido sob irrigacdo com 10 mL de SF estéril e
apirogénica. Os canais radiculares foram secos com cones estéreis e apirogénicos de papel
absorvente n° 30 (Maillefer, Ballaigues, VD, Suica), no comprimento do remanescente
radicular por 1 minuto, e receberam a MIC correspondente ao seu grupo: CLG 2%; HC +
CLG 2% (1:1); HC + SF estéril e apirogénica (9:1).

Ap6s preenchimento dos canais radiculares com a MIC, tampdes de algodao
estéril e apirogénico, embebidos com a MIC correspondente, foram posicionados na
embocadura dos canais e as placas foram novamente fechadas, seladas com fita adesiva e
mantidas em estufa microbiolégica a 37+1°C e umidade relativa por 30 dias. Durante esse
periodo, a medicagdo foi removida com auxilio de lima K #30 e SF estéril e apirogénica e,
em seguida, foram realizadas trés coletas do contetido do canal radicular: ap6s 7 dias de

MIC; ap6s 14 dias de MIC e apds 30 dias de MIC, conforme descrito anteriormente.

4.3.4 Processamento das amostras

O processamento das amostras foi realizado no laboratério de Microbiologia da
disciplina de Endodontia da FOP-UNICAMP. Os meios de cultura foram utilizados na
forma de p6 desidratado e suplementos seletivos pré-fabricados, que foram preparados de
acordo com as orientac¢des do fabricante.

O meio de transporte VMGA III (Viability Medium Gotemborg Agar) foi
preparado de acordo com a férmula original (Moller, 1966; Dahlén et al., 1993), o qual é
capaz de suportar microrganismos anaerdbios estritos e facultativos sem favorecer seu
crescimento. Sua consisténcia € semi-sOlida em temperatura ambiente e semi-fluida acima
de 30°C. E indicado para amostras pequenas, como aquelas coletadas por meio de pontas

de papel absorvente no interior de canais radiculares, como realizado no presente trabalho.
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O conteudo das coletas foi processado pelos métodos LAL, cultura, bioquimico,
PCR (técnica de reacdo em cadeia da polimerase) e microscopia confocal, descritos a

seguir.

4.3.4.1 Quantificacao de endotoxina de E. coli pelo método turbidimétrico do lisado de

amebocito de Limulus (LAL)

Todos os procedimentos foram realizados em camara de fluxo laminar
recoberta com duas camadas de gaze apirogé€nica. Todo material utilizado apresentava-se
apirogénico (livre de endotoxinas), proveniente da Lonza (Walkersville, MD, EUA). Outros
materiais, como pingas clinicas e vidros contendo esferas de vidro (utilizados para coleta)
foram submetidos a 200°C por calor seco (estufa) pelo periodo de 4 horas, previamente a
sua utilizacdo, a fim de despirogeniza-los.

Para quantificacdo da endotoxina de Escherichia coli inoculada no interior dos
canais radiculares e verificacdo de sua possivel eliminacdo por meio da utilizacdo de SQA e
MIC, foi utilizado o método turbidimétrico de LAL: teste Pyrogent® 5000 (Lonza,
Walkersville, MD, EUA) - uma preparacao de lisado de amebdcito de Limulus, o qual
consiste em um ensaio cinético quantitativo para deteccio de endotoxina de bactérias
Gram-negativas.

O kit Pyrogent-5000 compreende: 1) Pyrogent-5000 LAL reagente; 2)
endotoxina liofilizada de Escherichia coli 055:B5; 3) tampdo de reconstituicdo Pyrogent-
5000.

Para realizacdo dos testes foram utilizados: 1) 4dgua reagente LAL (Lonza,
Walkersiville, MD, EUA); 2) hidréxido de sddio 0,1 N ou 4acido cloridrico 0,1 N,
dissolvido em 4gua reagente LAL, para ajuste do pH da amostra, caso necessario; 3) tubo
de vidro descartdvel e apirogénico para diluicdo; 4) microplaca estéril e apirogé€nica
descartdvel (96 pocos — 12 colunas e 8 fileiras) (Corning Costar Corporation, Cambridge,
MA, EUA); 5) multipipetador de 8 canais; 6) reservatério para reagente (Lonza,

Walkersiville, MD, EUA); 7) leitor de microplacas (Ultramark, Bio-Rad Laboratories,
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Japdo); 8) software WinKQCL® (Lonza, Walkersiville, MD, EUA); 9) crondémetro e

agitador vortex.

4.3.4.1.1 Extracao de endotoxina do cone de papel

A partir dos cones de papel utilizados, individualmente, para realizacdo das
coletas dos canais radiculares, as amostras de endotoxina foram reconstituidas em 1 mL de

agua de LAL e extraidas sob agitacdo mecanica em vortex por 60 segundos.

4.3.4.1.2 Padronizacao da diluicao das amostras

Devido a sua sensibilidade, o teste LAL pode ser afetado por muitos fatores,
como a presenca de outros materiais bioldgicos além da endotoxina. Fatores de inibigdo
devem ser evitados, para isso foi realizada a adicdo de uma concentracdo conhecida de
endotoxina de E. coli (0,1 EU/mL) (unidade de endotoxina por mililitro) as amostras. Este
procedimento, denominado Spike, possibilita verificar possiveis interferéncias na
quantificacdo de endotoxinas.

A adi¢do de 0,1 EU/mL de endotoxina foi realizada na amostra mde e em 4
dilui¢des (1:10, 1:100, 1:1000 e 1:10000) de 14 amostras coletadas dos canais radiculares
(2 iniciais — C1, 2 apds instrumentacdo — C2, 2 previamente a reinstrumentacdo — C3, 2
apods a reinstrumentacido — C4, 2 apds 7 dias da colocacdo da MIC — C5, 2 apds 14 dias da
colocacdo da MIC — C6 e 2 ap6s 30 dias da colocagdo da MIC — C7), por espécime. Em
seguida, os testes foram realizados em duplicata, sendo da mesma amostra - 2 pogos
contendo 100 pL da amostra mae ou suas dilui¢des; e 2 pocos contendo 100 pL amostra +
0,1 EU/mL de endotoxina (spike).

Para comprovar que ndao houve qualquer tipo de interferéncia (inibi¢do ou
desenvolvimento) da amostra com o reagente de LAL, a concentracdo de endotoxina
recuperada dos pogos contaminados, calculada pelo software, deveria estar compreendida
entre 50% - 200%, valor este denominado controle positivo do produto (PPC). A amostra

- e~ 1 . L, ~
mae e sua diluicdo 10~ foram as que apresentaram maiores nimeros dentro do padrdo do
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PPC, assim, a diluicio 10 foi selecionada para a realizacio dos testes de todas as amostras

através do método turbidimétrico. Os testes foram realizados como descrito a seguir.
4.3.4.1.3 Padronizacao da curva padrao

O estabelecimento de uma curva padrdo com quantidades de endotoxina
conhecidas foi necessdrio para determinar a concentracdo de endotoxinas em quantidades
desconhecidas (Figura 4).

A curva foi preparada utilizando solu¢do concentrada 100 EU/mL e suas

dilui¢des: 10 EU/mL, 1,0 EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL (Tabela 1).

1

0,01 0,1 1 10 100

100 -

0,01 0,10 1,00 10,00 100,00

Figura 4 - Curva padrdo para o método turbidimétrico (concentragdo: EU/mL)
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Tabela 1- Estabelecimento das diluicdes da curva padrdo nas concentragdes 10 EU/mL, 1,0
EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL

Tubo Concentracao de Volume de dgua Volurnf‘: de sglggﬁo de\
Endotoxina reagente LAL (mL) enc%otoxma adicionado a
(EU/mL) agua reagente LAL
1 10 0,9 0,1mL de 100 EU/mL solugdo
2 1 0,9 0,1mL de 10 EU/mL solucao
3 0,10 0,9 0,1mL de 1,0 EU/mL solugdo
4 0,01 0,9 0,1mL de 0,10 EU/mL
solu¢do

No tubo 1, preparou-se a solugdo contendo 10 EU/mL de endotoxina por adi¢do
de 0,1mL de 100 EU/mL de endotoxina estoque em 0,9mL de dgua reagente LAL. Essa
solucdo foi vigorosamente agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do
procedimento;

Para o tubo 2, transferiu-se 0,1mL da solu¢do de endotoxina 10 EU/mL em
0,9mL de dgua reagente LAL, resultando em 1,0 EU/mL. A solucdo foi vigorosamente
agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do inicio do procedimento;

Para o tubo 3, transferiu-se 0,ImL da solucdo de endotoxina 1,0 EU/mL em
0,9mL de dgua reagente LAL, resultando em 0,10 EU/mL. Essa solucdo foi vigorosamente
agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do procedimento;

Para o tubo 4, transferiu-se 0,1 mL da solu¢dao de endotoxina 0,10 EU/mL em
0,9mL de dgua reagente LAL, resultado em 0,01 EU/mL. Essa solu¢do foi vigorosamente
agitada em vortex por pelo menos 60 segundos antes do inicio do procedimento.

A eficiéncia da curva padrdo deve ser maior ou igual a 0,98, valor este
denominado de (r>0,98). Caso o valor encontrado estivesse abaixo desse valor aceitdvel,
o operador deveria realizar a calibracdo até que atingisse o nivel aceitdvel para realizar os

testes com todas as amostras.
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4.3.4.1.4 Realizacao do teste Pyrogent-5000

Inicialmente, 100 pL do blank (dgua de LAL) foram depositados em duplicata
na placa de 96 pocos (Figura 5). Em seguida, 100 pL de cada ponto da curva padrdo nas
diferentes concentracdes (100 EU/mL, 10 EU/mL, 1,0 EU/mL, 0,10 EU/mL e 0,01 EU/mL)
foram distribuidos em duplicata (Figura 5). Apos, 100 pL. das amostras e seus respectivos
controles (PPC), ambos em duplicata, foram depositados com reagente de LAL (Figura 5).
Para cada pogo do controle positivo, foram adicionados 10 pL de 0,1 EU/mL de endotoxina
de E. coli (spike). Foram adicionados 100 pL do reagente de LAL reconstituido em todos
0s pocos, quando a placa encontrava-se posicionada no leitor. O leitor de microplacas com
software WinKQCL® foi programado em 340 nm, 37°C e 100 leituras, para monitoramento
automdtico até o desenvolvimento de uma aparéncia de turvacdo. Em seguida, a leitura foi
iniciada, levando aproximadamente 60 minutos para o seu término. O tempo necessdrio
antes do desenvolvimento da turvacdo (tempo de reagdo) € inversamente proporcional a

quantidade de endotoxina presente na amostra.
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Figura 5 - Distribuicdo das amostras: B= blank; D1= 0,01 EU/mL, D2= 0,10
EU/mL; D3= 1,0 EU/mL; D4= 10 EU/mL; D5= 100 EU/mL; A=
amostra; AC= amostra-controle
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4.3.4.1.5 Calculo da concentracao de endotoxina

H4 diversos métodos para determinar a concentracdo de endotoxina nas
amostras. De forma continua, durante todo o ensaio, o leitor de microplacas (software
WinKQCL) foi monitorado na absorbancia de 340 nm de cada orificio da microplaca.
Usando a leitura de absorbancia inicial de cada orificio como seu préprio blank, o leitor
determina o tempo necessdrio para que a absorbancia aumente a 0.03 unidades. Este tempo
¢ denominado “tempo de reacdo”. O software WinKQCL executa automaticamente uma
correlacdo linear log/log do “tempo de reacdo” de cada padrdo com a concentracdo de
endotoxina correspondente. Os cdlculos foram realizados em uma planilha do Excel

fornecida pelo fabricante.

4.3.4.2 Analise microbioldgica classica

A atividade antimicrobiana das SQA e MIC utilizadas foi avaliada por meio do
isolamento e contagem de UFC/mL de E. faecalis, C. albicans e E. coli do interior dos
canais radiculares. A fim de auxiliar na identificacdo microbiana, também foram realizadas
analise da morfologia macroscopica colonial, anélise da morfologia microscopica celular e

identificacio primaria dos microrganismos por meio de testes bioquimicos.

4.3.4.2.1 Analise da morfologia colonial

Ap6s incubagdo, foi analisada a morfologia das colonias em todas as placas
iniciais (Placa mae) em estereomicroscépio (Lambda Let 2. Atto Instruments Co., Hong
Kong, China), em aumento de 10 vezes. A andlise das colonias foi realizada de acordo com
as suas caracteristicas macroscopicas na placa, observando-se: tamanho, cor, forma,

textura, elevacdo, borda, superficie e opacidade.

4.3.4.2.2 Analise da morfologia celular

A caracterizacdo morfoldgica celular foi realizada por meio da leitura das

laminas, as quais receberam estas colonias e foram submetidas a0 método de coloracdo de
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Gram (Newprov, Pinhais, PR, Brasil). Apds fixar o in6culo sobre a ldmina junto a chama,
adicionou-se corante cristal violeta. Apds um minuto, a lamina foi lavada com 4gua para
retirar o excesso de corante. Colocou-se lugol, o qual foi removido apés um minuto com
alcool etilico e, em seguida, a lamina foi novamente lavada com dgua. Colocou-se safranina
e apOs um minuto retirou-se seu excesso com dgua. Sob microscopia ptica, determinou-se
se 0 microrganismo era Gram-negativo (coloragdo rosa) ou Gram-positivo (coloracio

violeta).

4.3.4.2.3 Quantificacao celular

Em todas as coletas, tubos tipo Eppendorf contendo as amostras do canal
radicular foram agitados por 60 segundos no interior da cdmara de fluxo laminar. Aliquotas
(100 pL) das diluicdes decimais seriadas do conteudo coletado do canal radicular foram
semeadas em triplicata em placas contendo meio de cultura seletivo para cada
microrganismo e foi realizada contagem de E. faecalis, C. albicans e E. coli, sendo os
dados expressos em UFC/mL.

Para avaliacdo do crescimento microbiano, as placas de dgar Enterococcosel,
meio seletivo para detec¢do de espécies de Enterococcus spp., foram incubadas em 5%
CO,, a 37°C, por 2 dias. As placas de dgar Sabouraud-dextrose acrescido de 0,1% de
cloranfenicol, meio seletivo para detec¢do de espécies de leveduras, foram incubadas por 4
dias a temperatura ambiente e depois incubadas em 10% CO,, a 37°C, por 2 dias (Vianna et
al., 2005a). As placas de dgar MacConkey foram incubadas em 10% CO,, a 37°C, por 2

dias.

4.3.4.2.4 Analise bioquimica

A fim de auxiliar na identificacdo dos microrganismos, foram utilizados
métodos de identificacdo pré-fabricados, ou seja, testes bioquimicos em miniatura, os quais
sdo comercializados em Kits padronizados pela Biomérieux (BioMérieux S.A.,
Marcyl Etoile, Franca). Estes testes bioquimicos possuem reagentes que evidenciam, pela

mudanca de cor, em determinados periodos, as exigéncias nutricionais € compostos
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especificos produzidos pelos microrganismos e fornecem gabaritos para finalizar a
identificacdo, os quais podem ser verificados no site “http://industry.biomerieux-
usa.com/industry/watertesting/api/apiweb.htm”.
Os Kits padronizados utilizados para a especificacdo primdria dos
microrganismos isolados foram:
* API Strep (BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Franca) para estreptococos (cocos Gram-
positivos, catalase-negativa)
* API 20 E (BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Franga) para enterobactérias (Bacilos entéricos
Gram-negativos, catalase-positiva, oxidase-negativa).
* API AUX (BioMérieux SA, Marcy-1'Etoile, Fran¢a) para identificar espécies de Candida.
Todos os tubos tipo Eppendorf com o conteido das coletas em meio de
transporte VMGA 111, imediatamente apds a retirada das aliquotas para quantificacdo

microbioldgica, foram estocados em freezer -70°C para realizacdo das andlises por PCR.

4.3.4.3 Analise microbiolégica molecular

PCR (técnica de reacdao em cadeia da polimerase) simples foi utilizada para
verificar a presenca de DNA de E. faecalis, C. albicans e E. coli no interior dos canais

radiculares apds utilizacdo de SQA e MIC.

4.3.4.3.1 Extracao do DNA

A extracdo de DNA foi realizada com o QIA amp DNA kit (QIAGEN,
Chatsworth, CA, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.3.4.3.2 Reacao de PCR

A reagdo de PCR foi processada na quantidade de 25 pL. de uma mistura de
reagentes (Master Mix) contendo as quantidades especificadas na Figura 6 para 1,5 pL de

DNA da amostra.
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Reagentes Quantidade (uL)
Tampao (10 x Reaction buffer, Invitrogen Life Technology, Sdo Paulo,
; 2,5
SP, Brasil)
DNTPs (Invitrogen Life Technology, Sao Paulo, SP, Brasil) 0,5
MgCl, (Invitrogen Life Technology, Sdo Paulo, SP, Brasil) 1,25
H,O MiliQ 17,625
Primer Forward 100 uM (Invitrogen Life Technology, Sdo Paulo, SP, 075
Brasil) ’
Primer Reverse 100 pM (Invitrogen Life Technology, Sao Paulo, SP, 075
Brasil) ’
Taq Platinum (Invitrogen Life Technology, Sao Paulo, SP, Brasil) 0,125

Figura 6 - Proporcdes dos reagentes no Master Mix

A Taq DNA Polimerase escolhida foi a Platinum® Taq DNA Polymerase
(Invitrogen Life Technology, Sdo Paulo, SP, Brasil) a qual pode ser acrescentada
diretamente na mistura da reacdo (Master Mix), evitando a necessidade de hot start.

A selecdo dos primers para identificacdo dos microrganismos foi realizada com
base na literatura cientifica (Figura 7). Apesar de terem sido utilizados oligonucleotideos
descritos na literatura, os ciclos de termociclagem, temperaturas, propor¢des € quantidade
de reagentes foram testados, considerando a estrutura do Laboratério de Microbiologia
aplicada a Endodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP.

Assim, para determinar a temperatura de anelamento ideal, reacdes de PCR
contendo primers espécie-especificos (Figura 7) foram realizadas em um aparelho
termociclador convencional (MJ96G, Biocycler Termocicladores, Curitiba, SC, Brasil) e
submetidas a véarios gradientes de temperatura, utilizando amostras ATCCs correspondentes
e baseadas na literatura de suporte. Além das amostras, foram utilizados como controle
positivo o DNA gendmico purificado dos microrganismos investigados e como controle

negativo agua MiliQ estéril.
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Espéci Primer: Seqiiéncia de nucleotideo
spécie . ~
Regido .Referencms . Reacdo
Comprimento do Amplicon
e Desnaturacdo inicial: 95°C por 2 min
5" GTT TAT GCC GCA TGG CAT AAG AG 3 036 ciclos de:
E. 5" CCG TCA GGG GACGTT CAG ¥ Desnaturag@o: 95°C por 30s
faecalis Siqueira et al., 2004 Anelamento: 60°C por 1min
310 bp Extensdo: 72°C por 1 min
Elongamento: 72°C por 2 min
® Desnaturacdo inicial: 95°C por 2 min
5" GCC GGT GAC GAC GCT CCA AGA GCT G 3 |e35 ciclos de:
C 5" CCG TGT TCA ATT GGG TAT CTC AAG GTC 3’ | Desnaturacio: 95°C por Imin
albicans Kan, 1993 Anelamento: 55°C por 30s
158 bp Extensdo: 72°C por Imin
Elongamento: 72°C por 10 min
® Desnaturacdo inicial: 95°C por 1 min
5" CTA CGT GCC AGC AGC CGC GG ¥ ®35 ciclos de:
5" CTC ACG ACACGA GCTGACGA ¥ Desnaturag@o: 95°C por 1 min
E. coli Nasidze et al., 2009 Anelamento: 62°C por 1min
570 bp Extensdo: 72°C por 1min
Elongamento: 72°C por 2 min

Figura 7 - Dados sobre as reagdes e primers espécie-especificos utilizados para cada microrganismo
investigado

4.3.4.3.3 Eletroforese

As amostras, apds reacdo de PCR (produtos da amplificacdo), foram
conservadas a 4°C ou analisadas imediatamente por eletroforese. Utilizou-se gel de agarose
a 1% (Invitrogen Life Technology, Sdo Paulo, SP, Brasil) em tampao de Tris-borato EDTA
(pH 8,0) e corado com brometo de etidio (5pg/mL, Invitrogen Life Technology, Sao Paulo,
SP, Brasil).

Foi incluido em cada gel, um padrdo de peso molecular de 100 bp (DNA
ladder, Invitrogen Life Technology, Sdo Paulo, SP, Brasil). Apds o término de cada corrida
(60 volts por 1 hora), as bandas foram observadas com auxilio de um transiluminador de
luz ultravioleta. A documentacido fotografica dos géis foi obtida com o sistema Image
Master-VDS (Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra) e a captura das imagens foi

realizada pelo programa LISCAP Image Capture Software.
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4.3.4.4 Analise microbiolégica por microscopia confocal

4.3.4.4.1 Procedimentos de preparo e coloracio dos espécimes

Cento e vinte espécimes foram instrumentados de acordo com o protocolo
preconizado para cada grupo, irrigados com e sem EDTA 17%, e analisados por
microscopia confocal quanto a susceptibilidade dos microrganismos frente as SQA
utilizadas durante o PQM e MIC.

No interior da camara de fluxo laminar, imediatamente apds o periodo de
exposicdo as SQA e MIC, os espécimes foram irrigados duas vezes com SF estéril, por 1
minuto cada. Em seguida, foram fragmentados, no sentido longitudinal do remanescente
radicular, com o auxilio de cinzel e martelo, gerando duas hemi-secg¢des.

Os espécimes foram colocados, individualmente, em pogos de microplaca e
corados com 100 pL da solucio Live/Dead” BacLight Bacterial Viability Kit 17012
(Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, EUA), sendo, para tanto, gotejada sobre o espécime.
Ap6s aplicacdo do corante, a placa foi fechada e envolta em papel laminado, a fim de
realizar a difusdo dos corantes no espécime sob auséncia de luz e em temperatura de £30°C
por 20 minutos, segundo recomendacdes do fabricante. Cada espécime foi processado e
analisado individualmente, imediatamente apds o periodo de exposi¢do as SQA e MIC.

Para o preparo do corante Live/Dead” BacLight foram adicionados 1,5 uL do
componente A e 1,5 puL do componente B a 0,97 mL de solu¢do salina 0,85%,
imediatamente antes de sua utilizagdo, sendo o mesmo mantido em local protegido da luz e
do calor durante todos os procedimentos.

Live/Dead® BacLight Bacterial Viability Kit consiste na combinac¢do de SYTO-
9 e iodeto de propidio. O SYTO-9 € um corante fluorescente de 4cido nucléico que marca
em verde microrganismos vidveis e ndo vidveis. O iodeto de propidio € um corante
fluorescente de acido nucléico que marca em vermelho e penetra apenas as células com

membranas danificadas, assim, apenas as células ndo vidveis sio visualizadas.
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4.3.4.4.2 Analise em microscopia confocal a laser

Para andlise por meio de microscopio confocal, foi utilizada uma laminula de
vidro sobre a superficie de todos os espécimes, individualmente.

As amostras coradas foram examinadas em microscopia confocal de varredura a
laser (MCVL Leica TCS-SP5 AOBS, Leica Microsystems CMS, Mannheim, Alemanha),
equipado com laser de Argdnio e laser de Hélio-Nednio, usando lente objetiva de 63 vezes
de aumento, com 6leo de imersdo. Os comprimentos de onda de absor¢do e emissdo
utilizados foram 480/500 nm para SYTO-9 e 490/635 nm para iodeto de propidio,
respectivamente. As imagens foram obtidas por meio do software Leica Application Suite-
Advanced Fluorescence (LAS AF, Leica Microsystems CMS, Mannheim, Alemanha) sob
resolucao de 1024 x 1024 pixels. Foram escaneados, no minimo, cinco campos 6pticos,
aleatoriamente escolhidos, por cada hemi-secc¢do radicular, sendo portanto observadas 10
areas por espécime.

As imagens foram registradas pelo microscépio confocal a cada seccdo do
espécime, adquiridas seqiiencialmente, sempre com os mesmos ajustes de gama, brilho e

contraste para todas as amostras.

4.3.4.4.3 Analise quantitativa

A fim de avaliar a distribuicio do biofilme, as fotomicrografias foram
transferidas para o software ImageJ® (Research Services Branch, Bethesda, MD, EUA),
onde foram analisadas quantitativamente.

Os canais de imagem foram separados conforme seu constituinte verde (SYTO-
9, células vidveis) e vermelho (iodeto de propidio, células ndo vidveis). As imagens foram
tratadas com contraste, a fim de discriminar os microrganismos marcados do plano de
fundo. O niimero de microrganismos (E. faecalis e E. coli) nas imagens foi estimado por
meio de um contador celular automatico (Plugin, ITCN-Image-based tool for counting
nuclei, versao 1.6) no software Image)

(http://www .bioimage.ucsb.edu/downloads/automatic-nuclei-counter-plug-infor-imagej).
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As particulas com largura de 5 pixels, distancia minima de 2,5 pixels e valor de limiar 10
foram contadas. O valor de limiar foi selecionado com base em tamanhos bacterianos
tipicos (Malic et al., 2009). A contagem de C. albicans foi realizada manualmente. A
andlise estatistica foi realizada no programa SAS (SAS Institute Inc., versao 9.0, Cary, NC,
EUA), utilizando-se ANOVA, seguido pelo teste de Tukey, em nivel de significancia de
5%.

4.4 Analise estatistica

Os dados foram tabulados utilizando-se software Excel versao 2007 e a andlise

estatistica foi realizada por meio de software R versao 2.7.2.
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S. RESULTADOS

5.1 Analise microbioldgica classica

5.1.1 Comprovacao do modelo experimental de contaminacao

Estudo piloto, para comprovacao do modelo experimental de contaminacao pela
inoculacdo de E. coli, E. faecalis e C. albicans durante 28 dias no interior de canais
radiculares, foi realizado por meio do cédlculo de UFC/mL dos microrganismos presentes e
por andlise em microscopia eletronica de varredura (Figura 8), os quais atestaram a
validade do modelo de contaminag¢do utilizado.

Por meio desses testes, em todo o periodo experimental, ndo foi observada
contamina¢do por espécies microbianas diferentes daquelas utilizadas no presente estudo,
em todos os espécimes avaliados. Observou-se também a presencga, bem como a viabilidade
de E. faecalis, C. albicans e E. coli em todos os espécimes, nos diferentes momentos de

avaliagdo.
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Figura 8 - Fotomicrografias em MEV (aumento de 2500x) para confirmagdo da contaminacio de
canais radiculares ap6s 28 dias de inoculacdo com E. coli, E. faecalis e C. albicans: A)
tergo cervical, B) terco médio, C) terco apical

5.1.2 Quantificacao celular

Para realizacdo da andlise estatistica, utilizou-se o teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, o qual tem por objetivo observar se as diferentes k amostras provéem da
mesma populacdo ou de populagdes idénticas em relagdo as médias. Este teste supde que a
varidvel tenha distribuicdo continua e exige mensura¢do, no minimo, em nivel ordinal.
Sendo assim, os dados foram classificados em escala ordinal, realizando-se comparagdes

entre elas, considerando o nivel de 5% de significincia.
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A andlise dos resultados obtidos a partir da quantificacdo celular mostrou
diferenca estatistica significante (p-valor = 2,02 x 10™) entre os grupos (1 a 16), na
metodologia de cultura, ao longo das 7 coletas e entre os microrganismos (Apéndice I).

Na andlise dos grupos (1 a 16) em relacdo a coleta 1, foi possivel verificar que
houve diferenca significante entre os grupos, sendo calculado p-valor de 9,389 x 10'°. Na
analise dos grupos (1 a 16) em relagdo a coleta 2, houve diferenca significante (p-valor =
0,01518). Considerando a coleta 3, os grupos (1 a 16) diferiram significativamente entre si,
apresentado p-valor de 0,04569. Considerando a coleta 4, observou-se diferenca
significante entre os grupos (1 a 16) (p-valor de 5,606 x 10°). Considerando as coletas 5, 6
e 7, individualmente, houve diferenca significante entre os grupos (1 a 16), com p-valor de
1,887 x 10'8, 2,391 x 10 e 6,436 x 10'8, respectivamente (Apéndice I).

Como se pode observar na tabela 2, onde estdo representados os p-valores de
cada uma das andlises da metodologia de cultura, a andlise das coletas dentro de cada grupo
(exceto o grupo 5), individualmente, foi estatisticamente significante. Pode-se observar
também que hd repeticdo dos p-valores, o que se deve ao fato de que nos grupos 11, 12, 13,
14 e 15, dentro da metodologia cultura, apenas a primeira coleta apresentou a varidvel
resposta diferente de zero, sendo todas as demais nulas. Nota-se que nesta metodologia,
apenas dentro do grupo 5 ndo houve diferenca significante entre as coletas. Como se
considerou o nivel de significancia de 5%, ha evidéncias suficientes para rejeitar as
hipéteses nulas, ou seja, as coletas dentro dos grupos 1, 2, 3,4, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,

15 e 16 diferiram significativamente entre si.
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Tabela 2 -

Andlise de comparacdo das

coletas dentro dos 16 grupos
de acordo com a metodologia
de cultura (p-valor)

Cultura
Coletas no grupo 1 0,0009118
Coletas no grupo 2 0,01246
Coletas no grupo 3 2,51x 107
Coletas no grupo 4 0,006985
Coletas no grupo 5 0,2301 *ns
Coletas no grupo 6 0,001536
Coletas no grupo 7 0,0277
Coletas no grupo 8 2x 10"
Coletas no grupo 9 8x 10"
Coletas no grupo 10 6,25 x 10°
Coletas no grupo 11 2x 10"
Coletas no grupo 12 2x 10"
Coletas no grupo 13 2x 10"
Coletas no grupo 14 2x 10"
Coletas no grupo 15 2x 10"
Coletas no grupo 16 4,106 x 10"

*ns — diferenca nfo significante; G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG
2%), G3 (SF, EDTA, HC+CLG 2%), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA,
CLG 2%), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG 2%), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG 2%, EDTA, CLG 2%), G10 (CLG 2%,
EDTA, HC+CLG 2%), G11 (CLG 2%, EDTA, HC+SF), G12 (CLG 2%, sem EDTA,
sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG 2%), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA,
HC+CLG 2%), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem
EDTA, sem MIC)

Na analise do grupo 1 (PQM com SF, auséncia de EDTA e auséncia de MIC)
(Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlacdo entre as 7 coletas,
observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlagcdo entre as coletas, neste
grupo, em relacdo a primeira coleta, houve diminuicdo de microrganismos na segunda
coleta, aumento na terceira coleta, diminui¢do na quarta coleta, aumento na quinta coleta,

diminui¢do na sexta coleta e aumento na sétima.
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Na andlise do grupo 2 (PQM com SF, presenca de EDTA e MIC de CLG 2%)
(Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlacdo entre as 7 coletas,
observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlagcdo entre as coletas, neste
grupo, em relacdo a primeira coleta, houve diminuicdo de microrganismos na segunda
coleta, aumento na terceira coleta e diminui¢ao na quarta coleta. Na quinta, sexta e sétima
coletas observou-se auséncia total de microrganismos.

Na andlise do grupo 3 (PQM com SF, presenca de EDTA e medicacdo de HC +
CLG 2%) (Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlagdo entre as 7
coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacdo entre as
coletas, neste grupo, em relacdo a primeira coleta, houve diminui¢do de microrganismos na
segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminui¢do na quarta, quinta e sexta coletas e
aumento na sétima.

Na andlise do grupo 4 (PQM com SF, presenca de EDTA e MIC de HC + SF)
(Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlacdo entre as 7 coletas,
observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlagcdo entre as coletas, neste
grupo, em relacdo a primeira coleta, houve diminuicdo de microrganismos na segunda
coleta, aumento na terceira coleta e diminui¢ao na quarta coleta. Na quinta, sexta e sétima
coletas observou-se auséncia total de microrganismos.

Na andlise do grupo 5 (PQM com NaOCl 5,25%, presenca de EDTA e MIC de
CLG 2%) (Apéndice 1), na metodologia de cultura, considerando a correlagdo entre as 7
coletas, ndo foi observada diferenca estatistica significante (p >0,05). Na correlagdo entre
as coletas, neste grupo, em relacdo a primeira coleta, houve auséncia total de
microrganismos na segunda coleta, aumento na terceira coleta e auséncia total na quarta,
quinta, sexta e sétima coletas.

Na andlise do grupo 6 (PQM com NaOCl 5,25%, presenca de EDTA e MIC de
HC + CLG 2%) (Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlacio entre
as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacdo entre as
coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve auséncia total de microrganismos
na segunda coleta, aumento na terceira coleta e auséncia total na quarta, quinta, sexta e

sétima coletas.
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Na andlise do grupo 7 (PQM com NaOCl 5,25%, presenca de EDTA e MIC de
HC + SF) (Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlacdo entre as 7
coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacio entre as
coletas, neste grupo, em relacdo a primeira coleta, houve auséncia total de microrganismos
na segunda coleta, aumento na terceira coleta e auséncia total na quarta, quinta, sexta e
sétima coletas.

Na andlise do grupo 8 (PQM com NaOCl 5,25%, auséncia de EDTA e auséncia
de MIC) (Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlacdo entre as 7
coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacdo entre as
coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve auséncia total de microrganismos
na segunda coleta, aumento na terceira coleta e auséncia total na quarta, quinta, sexta e
sétima coletas.

Na andlise do grupo 9 (PQM com CLG 2%, presenga de EDTA e MIC de CLG
2%) (Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlag@o entre as 7 coletas,
observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlag@o entre as coletas, neste
grupo, em relagdo a primeira coleta, houve auséncia total de microrganismos na segunda
coleta, aumento na terceira coleta (presenca de microrganismos em 10% dos espécimes) e
auséncia total na quarta, quinta, sexta e sétima coletas.

Na andlise do grupo 10 (PQM com CLG 2%, presenca de EDTA e MIC de HC
+ CLG 2%) (Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlagdo entre as 7
coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacdo entre as
coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve auséncia total de microrganismos
na segunda coleta, aumento na terceira coleta (presenca de microrganismos em 6,6% dos
espécimes) e auséncia total na quarta, quinta, sexta e sétima coletas.

Na andlise do grupo 11 (PQM com CLG 2%, presenca de EDTA e MIC de HC
+ SF) (Apéndice 1), na metodologia de cultura, considerando a correlacio entre as 7 coletas,
observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlagcdo entre as coletas, neste
grupo, em relacdo a primeira coleta, houve auséncia total de microrganismos na segunda,

terceira, quarta, quinta, sexta e sétima coletas.
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Na andlise do grupo 12 (PQM com CLG 2%, auséncia de EDTA e auséncia de
MIC) (Apéndice I), na metodologia de cultura, considerando a correlagdo entre as 7 coletas,
observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlagcdo entre as coletas, neste
grupo, em relagdo a primeira coleta, houve auséncia total de microrganismos na segunda,
terceira, quarta, quinta, sexta e sétima coletas.

Na andlise do grupo 13 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigagdo com
CLL 2%, presenca de EDTA e MIC de CLG 2%) (Apéndice 1), na metodologia de cultura,
considerando a correlagdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante
(p<0,05). Na correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacdo a primeira coleta, houve
auséncia total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e sétima
coletas.

Na andlise do grupo 14 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigagcdo com
CLL 2%, presenca de EDTA e MIC de HC + CLG 2%) (Apéndice I), na metodologia de
cultura, considerando a correlacdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica
significante (p<0,05). Na correlagdo entre as coletas, neste grupo, em relagdo a primeira
coleta, houve auséncia total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e
sétima coletas.

Na andlise do grupo 15 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigagdo com
CLL 2%, presenca de EDTA e MIC de HC + SF) (Apéndice I), na metodologia de cultura,
considerando a correlagdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante
(p<0,05). Na correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacdo a primeira coleta, houve
auséncia total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e sétima
coletas.

Na andlise do grupo 16 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigagdo com
CLL 2%, auséncia de EDTA e auséncia de MIC) (Apéndice I), na metodologia de cultura,
considerando a correlagdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante
(p<0,05). Na correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relagdo a primeira coleta, houve
auséncia total de microrganismos na segunda, terceira, quarta, quinta, sexta e sétima

coletas.
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Estas e demais correlacOes, considerando a andlise dos grupos, podem ser

observadas no Apéndice 1.

5.2 Analise microbiolégica molecular

A andlise microbiolégica molecular pelo método de PCR convencional
demonstrou presenca de DNA de E. coli, E. faecalis e C. albicans em todos os espécimes
testados em relacdo a todas as coletas, SQA e MIC utilizadas.

Considerando a comparagdo entre os grupos (1 a 16), entre os microrganismos e
entre as 7 coletas dentro do mesmo grupo, ndo houve diferenca estatistica significante nesta

metodologia (Figura 9).
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Figura 9 - Resultado da metodologia de PCR, considerando todos os grupos, microrganismos e coletas. G1
(SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA,
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG 2%), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG 2%), G7 (NaOCl,
EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG 2%, EDTA, CLG 2%), G10
(CLG 2%, EDTA, HC+CLG 2%), G11 (CLG 2%, EDTA, HC+SF), G12 (CLG 2%, sem EDTA,
sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG 2%), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG
2%), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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5.3 Analise microbioldgica por microscopia confocal

5.3.1 Fotomicrografias representativas

As fotomicrografias representativas da andlise microbiologica por meio de

microscopia confocal estdo apresentadas no Apéndice II.

5.3.2 Analise dos dados

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software SAS (SAS
Institute Inc., version 9.0; Cary, NC, EUA), aplicando nivel de significancia de 5%. Os
dados que ndao assumiram padrdo de distribuicdo normal de erros foram transformados,
como sugerido pelo software. A comparacdo dos dados de quantificacdo de células, apds
PQM imediato ou apds diferentes periodos de MIC, foi realizada por meio de andlise de
variancia a um critério, seguido de teste de Tukey (fator de estudo: tratamento). A andlise
dos dados de quantificacdo de células, referente ao PQM imediato, foi realizada utilizando
andlise de variancia a um critério, seguido de teste de Tukey (fator de estudo: tratamento).
A andlise dos dados de quantificacdo de células, referente aos tratamentos com MIC, foi
realizada utilizando andlise de variancia a dois critérios, seguido de teste de Tukey (fatores
de estudo: tratamento e tempo de medicacdo).

Comparando-se todas as SQA e MIC, o niimero de células vidveis diminuiu
entre os grupos imediato e apds 7, 14 e 30 dias de MIC, com diferenca estatistica
significante (p <0,05), encontrando-se menor numero de células vidveis no grupo de

medicacdo apds 30 dias (Figura 10).
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Figura 10 - Quantificacio de células vidveis apés PQM imediato e
diferentes periodos de MIC, obtida por andlise
computadorizada  (células/pol’). Letras distintas
indicam diferenca estatistica significante. ANOVA a
um critério, Tukey, p< 0,05

Comparando-se todas as SQA e MIC, o nimero de células ndo vidveis diminuiu
entre os grupos imediato e apos 7 e 14 dias de MIC, com diferenga estatistica significante
(p <0,05). Apds 30 dias de MIC, o nimero de células ndo vidveis mostrou discreto
aumento, entretanto, ndo diferiu estatisticamente dos grupos de 7 e 14 dias de MIC (p

>0,05) (Figura 11).
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Figura 11 - Quantificacdo de células ndo vidveis apés PQM
imediato e diferentes periodos de MIC, obtida por
andlise computadorizada (células/pol’). Letras
distintas indicam diferenca estatistica significante.
ANOVA a um critério, Tukey, p< 0,05

Comparando-se todas as SQA e MIC, o niimero de células totais (vidveis e nido
vidveis) diminuiu entre os grupos imediato e apds 7 e 14 dias de medicacdo, com diferenca
estatistica significante (p <0,05). Entre 14 e 30 dias de MIC, houve discreta diminui¢do do

nimero de células, sem diferenca estatistica significante (p >0,05) (Figura 12).
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Figura 12 - Quantificacdo de células totais apés PQM imediato
e diferentes periodos de MIC, obtida por andlise
computadorizada (células/pol®). Letras distintas
indicam diferenca estatistica significante. ANOVA
a um critério, Tukey, p< 0,05

Apés PQM com SF, o nimero de células vidveis diminuiu entre os grupos
imediato e apds 7 e 14 dias de medicagdo, com diferenca estatistica significante (p <0,05).
Entre 14 e 30 dias de MIC, houve discreta diminuicdo do nimero de células vidveis, sem
diferenca estatistica significante (p >0,05) (Figura 13). O nimero de células ndao vidveis
diminuiu entre os grupos imediato e apds 7 dias de medicagdo, sem diferenga estatistica
significante (p >0,05). Entre 7 e 14 dias de MIC houve diminui¢do do nimero de células
ndo vidveis, com diferenca estatistica significante (p <0,05). Entre 14 e 30 dias de MIC, o
nimero de células ndo vidveis mostrou discreto aumento, sem diferenca estatistica

significante (p >0,05) (Figura 13) (Apéndice II).
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Figura 13 - Quantificacdo de células vidveis e ndo vidveis apds PQM imediato com SF e apds
diferentes periodos de MIC, obtida por andlise computadorizada (células/pol®). Letras

distintas indicam diferenca estatistica significante. ANOVA a um critério, Tukey, p<
0,05

Na comparacdo entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, sem a
utilizacdo de MIC, houve diminui¢do tanto de células vidveis quanto de células ndo vidveis
no grupo com EDTA 17%.

Na comparagdo entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, com a
utilizacdo de diferentes protocolos de MIC, houve maior reducdo de células vidveis no
protocolo de EDTA 17% seguido de medica¢dao de HC + CLG 2% ap6s 30 dias.

Na comparagdo entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, com a
utilizacdo de diferentes protocolos de MIC, houve maior reducio de células ndo vidveis no
protocolo de EDTA 17% seguido de medicacdo de CLG 2% ap6s 30 dias.

Na comparagdo entre os grupos de SF com ou sem EDTA 17%, com a
utilizacdo de diferentes protocolos de MIC, houve maior redugdo de células totais no
protocolo de EDTA 17% seguido de medicacdo de CLG 2% ap6s 30 dias.

Apés PQM com CLG 2%, o nimero de células vidveis diminuiu entre os
grupos imediato e apds 7 dias de MIC, ocorrendo discreto aumento apds 14 dias de
medicacdo, e diminui¢do apds 30 dias de medicacdo, com diferenca estatistica significante
(p <0,05) (Figura 14). Nao houve diferenca estatistica significante entre os grupos de 7 e 14

dias ap6s medicagdo (p >0,05). O nimero de células ndo vidveis diminuiu entre os grupos
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imediato e apds 7, 14 e 30 dias de MIC, com diferenca estatistica significante (p <0,05).
Entre os grupos imediato e de 7 dias de medicacdo e entre os grupos de 14 e 30 dias de

medicacdo ndo houve diferenca estatistica significante (p >0,05) (Figura 14) (Apéndice II).
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Figura 14 - Quantificacdo de células vidveis e ndo vidveis apés PQM imediato com CLG 2% e
ap6s diferentes periodos de MIC, obtida por anilise computadorizada (células/pol?).
Letras distintas indicam diferenca estatistica significante. ANOVA a um critério,
Tukey, p< 0,05

Na comparacdo entre os grupos de CLG 2%, com ou sem EDTA 17%, sem a
utilizacdo de MIC, houve diminui¢cdo de células vidveis e discreto aumento de células ndo
vidveis no grupo com EDTA 17%.

Na comparacdo entre os grupos de CLG 2%, com a utilizacdo de diferentes
protocolos de MIC, houve maior reducdo de células vidveis no protocolo de medicacdo de
HC + CLG 2% ap6s 30 dias.

Na comparacdo entre os grupos de CLG 2%, com a utilizacdo de diferentes
protocolos de MIC, houve maior reducdo de células ndo vidveis no protocolo de medicacdo
de CLG 2% apés 30 dias.

Na comparacdo entre os grupos de CLG 2%, com a utilizacdo de diferentes
protocolos de MIC, houve maior reducdo de células totais no protocolo de medicacdo de

HC + SFap6s 30 dias.
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Apb6s PQM com NaOCl 5,25%, o nimero de células vidveis diminuiu entre os
grupos imediato e apos 7, 14 e 30 dias de MIC, com diferencga estatistica significante (p
<0,05) (Figura 15). Entre os grupos de 7 e 14 dias de medicacdo ndao houve diferenca
estatistica significante (p >0,05). O nimero de células ndo vidveis diminuiu entre os grupos
imediato e apds 7 dias de medicacdo, com diferenca estatistica significante (p <0,05).
Observou-se aumento de células ndo vidveis apds 14 e 30 dias de MIC, sem diferenca
estatistica significante entre esses grupos (p >0,05) (Figura 15) (Apéndice II).

Apb6s PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigacdo com CLL 2%, o niimero de
células vidveis diminuiu entre os grupos imediato e apds 7, 14 e 30 dias de MIC, com
diferenca estatistica significante (p <0,05) (Figura 15). Entre os grupos de 7 e 14 dias de
medicacdo ndo houve diferenca estatistica significante (p >0,05). O nimero de células nao
vidveis diminuiu entre os grupos imediato e apds 7 dias de medicacdo, com diferenca
estatistica significante (p <0,05). Observou-se aumento de células ndo vidveis apds 14 e 30

dias de MIC, com diferenca estatistica significante (p <0,05) (Figura 15) (Apéndice II).
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Figura 15 - Quantificacio de células vidveis e ndo vidveis apés PQM imediato com NaOCl 5,25%
e NaOCl 5,25% seguido de CLL 2% e apds diferentes periodos de MIC, obtido por
andlise computadorizada (células/pol®). Letras distintas indicam diferenca estatistica
significante. ANOVA a um critério, Tukey, p< 0,05

Na comparacdo entre os grupos de NaOCl 5,25%, com ou sem EDTA 17%,
sem a utilizacdo de MIC, houve diminui¢do de células vidveis e discreto aumento de células
ndo vidveis no grupo com EDTA 17%.

Na comparagdo entre os grupos de NaOCl 5,25%, com a utilizacdo de
diferentes protocolos de MIC, houve maior reducido de células vidveis no protocolo de

medicacdo de CLG 2% ap6s 30 dias.
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Na comparagdo entre os grupos de NaOCl 5,25%, com a utilizacdo de
diferentes protocolos de MIC, houve maior reducio de células ndo vidveis no protocolo de
medicacdo de HC + SFapés 30 dias.

Na comparagcdo entre os grupos de NaOCl 5,25%, com a utilizacdo de
diferentes protocolos de MIC, houve maior reducdo de células totais no protocolo de
medicacdo de HC + SF ap6s 30 dias.

Na comparacdo entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigacdo final
com CLL 2%, com ou sem EDTA 17%, sem a utilizacdo de MIC, houve aumento tanto de
células vidveis quanto ndo vidveis no grupo com utilizacdo de EDTA 17%.

Na comparacdo entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigacdo final
com CLL 2%, com a utilizacdo de diferentes protocolos de MIC, houve redu¢do de células
vidveis no protocolo de medicacdo de HC + CLG 2% apés 30 dias.

Na comparacdo entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigacdo final
com CLL 2%, com a utilizacdo de diferentes protocolos de MIC, houve redu¢do de células
ndo vidveis no protocolo de medicacdo de CLG 2% apd6s 30 dias.

Na comparacdo entre os grupos de NaOCl 5,25% seguido de irrigacao final
com CLL 2%, com a utilizacdo de diferentes protocolos de MIC, houve redugdo de células
totais no protocolo de medicacdo de HC + SF ap6s 30 dias. Demais correlacdes podem ser

observadas nas Tabelas 3 a 6.
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Tabela 3 - Quantificacdo de células vidveis, ndo vidveis e totais nos grupos, considerando
. . . e . z . 2 Z1: .
PQM imediato, obtida por andlise computadorizada (células/in”, média + desvio-

padrdo, n=6)
SQA B Vidveis N0 vidveis Totais
Controle (sem PQM) - 8,03 +0,85 A 2,56 +0,47 A 10,59 + 0,88 A
SF ; 424+084B  2,08+036AB 632+1,11B
SF + 271£094C  122£0559B  3,93+151C
CLG 2% ; 1,80£0,60D  097+037B  2,77+1,02C
CLG 2% + 1,58+£045D  1,05£026B  2,63+0,66C
NaOCl 5,25% ; 2,17+0,93D,C  127+036B  344+1,12C
NaOCl 5,25% + CLL 2% ; 138£0,62D  1,02£0,50B  2,40+1,00C
NaOCl 5,25% + 1,32£0,60D  1,37£023B  2,69+0,65C
NaOCl 5,25% + CLL 2% + 1,57£0,61D 279+ 1,18 A 4,36+ 1,53B,C

Letras distintas indicam diferenca estatistica significante entre os grupos. ANOVA a um

critério, Tukey, p< 0,05
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Tabela 4 - Quantificacdo de células vidveis nos grupos, considerando MIC em diferentes tempos,
obtida por anilise computadorizada (células/in®, média + desvio-padrio, n= 6)

EDTA

SQA 17% MIC 7 Dias 14 Dias 30 Dias
SF - | cLG2% 1,05+0,18 Aa 0,44 +0,08 B,a 0,46 +0,09 B,a
SF - | HC+SF 0,98+0,22 Aa 0,54+0,12B,a 0,39 +0,05B,a
SF - | HC + CLG 2% 0,52+0,17 Ab 0,19+0,05B,b,c  0,12+0,03B,b
SF + | HC+SF 0,20+0,13 Ac 0,19+0,03Abc  0,08+0,03B,b
SF + | CLG2% 0,38+0,15Ab,c  0,18+0,06Bbc  0,09+0,04B,b
SF + | HC+CLG 2% 0,40 + 0,08 A,b,c 0,10+ 0,03 B,b 0,07 +0,04B,b
CLG 2% + | CLG2% 0,16 0,03 Ac 0,20+ 0,06 Abc  0,14+0,04 Ab
CLG 2% + | HC+SF 0,18 0,05 Ac 0,12+0,08 Abc  0,09+0,03Ab
CLG 2% + | HC + CLG 2% 0,22 +0,04 Ac 0,21 +0,05 Ac 0,06 + 0,02 B,b
NaOCl 5.25% + | CLG2% 0,16+0,06 ABc  022+0,07Ac 0,12+0,03 B,b
NaOCl 5.25% + | HC+SF 0,17 +0,12 Adc 0,26 +0,05 Ac 0,15+0,07 Ab
NaOCl 5.25% + | HC + CLG 2% 0,59 +0,09 A,b 0,26 +0,10 B,c 0,14 +0,04 B,b
gigczqu,%% + + | HC+SF 0,24+0,07Ac  0,14+0,07A,.Bbc 0,10+0,04 B,b
gigczqu,%% + + | CLG2% 0,28 + 0,08 Ac 0,16 0,09 Abc  0,08+0,03B,b
NaOCl 5,25% + + | HC + CLG 2% 0,41 £0,17 A,b,c 0,25 + 0,03B,c 0,06 £ 0,03 B,b

CLL 2%

Letras maidsculas indicam diferenca estatistica significante entre os tempos de medicac¢do. Letras
mindsculas indicam diferenca estatistica significante entre os grupos. ANOVA a dois critérios,

Tukey, p< 0,05
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Tabela 5 - Quantificagdo de células nio vidveis nos grupos, considerando MIC em diferentes

tempos, obtida por andlise comy

putadorizada (células/inz, média + desvio-padrao, n=6)

EDTA

SQA jthy MIC 7 Dias 14 Dias 30 Dias
SF = | CLG 2% 147£020Aa  0,36+005Ba 043%0,12B.ab
SF - | HC+SF LI1£0,11Ab  040£008Ba  035+0,11 Bab
SF - | HC + CLG 2% 1,02£0,16Ab  0,78+0,10Bb  0,73+0,12Ba
SF + | HC+SF 0,57+021 Ac  025+0,18Ba  021+0,08B,b
SF + | cLG 2% 053+£0,18Ac  029+0,15Ba  0,19+0,07Bb
SF + |HC+CLG2% | 077+025Acd  029+0,10Ba  0,25+0,07Bb
CLG 2% + | cLG 2% 0,52+0,08Ac  033+0,16Ba 0,18 +0,06B,b
CLG 2% + | HC+SF 0,55+£0,07Ac  035+0,12Ba  0,19+0,09B,b
CLG 2% + |HC+CLG2% | 091+0,18Aab 022+0,10B,a  0,32£0,05Bb
NaOCl 5,25% + | cLG 2% 092£0,17Aab  121£028Ac  1,29+037 Ac
NaOCI 5,25% + | HC+SF 126£028 Aab  146+047Ac  1,10£0,13 Ac
NaOCl 5,25% + |HC+CLG2% | 1,13£0,16 Aab 080+020Abc  1,35+036 Ac
oaoci>:23% + + | HC+SF 0,76£0,12Abd  070£0,05Ab  0,99+0,12 Ac
oaoct>:23% + + | cLG2% 0,79+0,15Abd  0,65+0,06Ab  0,72+0,15Ac
NaOCI 5,25% + + | HC+ CLG 2% 0,87+£0,07Abd  122+023Ac  1,10+0,13 Ac

CLL 2%

Letras maidsculas indicam diferenca estatistica significante entre os tempos de medicacdo. Letras
mintsculas indicam diferenca estatistica significante entre os grupos. ANOVA a dois critérios,

Tukey, p< 0,05
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Tabela 6 - Quantificacdo de células totais nos grupos, considerando MIC em diferentes tempos,
obtida por anilise computadorizada (células/in®, média + desvio-padrio, n= 6)

SQA El];T%A MIC 7 Dias 14 Dias 30 Dias
SF - | cLG2% 2,52+0,84Aa  080+0,11Ba  0,89+0,16B,a
SE - | HC +SF 2,09+0,56 A,a  094+025Ba  0,74+0,18B,a
SF - | HC+ CLG 2% 1,54 £0,22Ab  0,97+0,24Ba  0,85+0,13B,a
SE + | HC+SF 0,77+0,19Ac  044+0,13B,b  0,29+0,15B,b
SF + | CLG2% 091+022Acd 047+0,15Bb  028+0,12B,b
SE + | HC+CLG 2% 1,17+0,28Ac,d  0,39+0,12B,b 0,32 +0,06B,b
CLG 2% + | CLG2% 0,68 +0,09Ac  0,53+0,31B,b  0,32+0,03B,b
CLG 2% + | HC+SF 0,73+0,15Ac 047+021Bb  0,28+0,04B)b
CLG 2% + | HC+CLG 2% 1,L13£0,05Ad  043+0,13B,b 0,38 +0,04B,b
NaOCl 5.25% + | CLG2% 1,08 £0,16A,d 1,43 +0,26A,c 1,41 £0,39A,c
NaOCl 5.25% + | HC+SF 1,43£0,13A,d 1,72 +0,48Ac 1,25 +0,13Ac
NaOCl 5.25% + | HC+CLG 2% 1,72£0,00Ab 1,06 +£0,17Aa,c 1,49 +0,35Ac
gigczqu’%% + + | CLG2% 1,00£0,11Ad 0,84+022Aa 1,00+0,11 Aac
gigczqu’%% + + | HC+SF 1,00+ 0,06A,d  0,83+0,08A,a  1,07+0,10A,a,c
NaOCl 5,25% + + | HC+CLG 2% 1,28+0,08A,d  1,47+021Ac  1,16+0,13Aa,c

CLL 2%

Letras maidsculas indicam diferenca estatistica significante entre os tempos de medica¢do. Letras
mintsculas indicam diferenca estatistica significante entre os grupos. ANOVA a dois critérios,

Tukey, p< 0,05
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5.4 Quantificacao de endotoxina de E. coli

A andlise dos resultados da metodologia de quantificacdo de endotoxina entre
os grupos (1 a 16) demonstrou diferenca estatistica significante (p-valor = 0,0001093)
(Apéndice III).

A andlise entre as 7 coletas dentro de cada um dos 16 grupos, individualmente,
demonstrou diferenga estatistica significante na maioria das andlises (grupos 1, 4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 e 16), exceto nos grupos 2 e 3 que apresentaram p-valores de
0,2798 e 0,08539, respectivamente.

Na andlise entre os grupos, em relacdo as coletas 1 e 2 (Apéndice III) ndo foi
observada diferenca estatistica significante, sendo calculado p-valor de 0,3232 e 0,6717,
respectivamente. Na andlise entre grupos, em relacdo a coleta 3 (Apéndice III) foi possivel
verificar que houve diferenca significante entre os grupos, sendo calculado p-valor de 3,589
x 10, No grupo 4 (Apéndice III) nio foi observada diferenca estatistica significante, sendo
calculado p-valor de 0,05458. Ainda na andlise entre grupos, em relacdo as coletas 5, 6 e 7
(Apéndice III), foi possivel verificar que houve diferenca significante entre os grupos,
sendo calculado p-valor de 0,003026, 8,664 x 10° e 3,939x10’7, respectivamente.

Na analise do grupo 1 (PQM com SF, auséncia de EDTA e auséncia de MIC)
(Apéndice III), na metodologia de quantificagcdo de endotoxina, considerando a correlacio
entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacio
entre as coletas, neste grupo, em relacdo a primeira coleta, houve diminui¢ao do contetido
de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminuicdo na quarta coleta,
aumento na quinta coleta, diminuicao na sexta coleta e aumento na sétima.

Na andlise do grupo 2 (PQM com SF, presenca de EDTA e MIC de CLG)
(Apéndice III), na metodologia de quantificagdo de endotoxina, considerando a correlacao
entre as 7 coletas, ndo foi observada diferenca estatistica significante (p>0,05). Na
correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve diminui¢do do
conteido de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminui¢do na

quarta, quinta e sexta coletas e aumento na sétima.
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Na andlise do grupo 3 (PQM com SF, presenca de EDTA e medicacdo de HC +
CLG 2%) (Apéndice III), na metodologia de quantificacdo de endotoxina, considerando a
correlacdo entre as 7 coletas, ndo foi observada diferenca estatistica significante (p>0,05).
Na correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relag@o a primeira coleta, houve diminuicao
do contetdo de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta e diminui¢do na
quarta, quinta, sexta e sétima coletas.

Na anélise do grupo 4 (PQM com SF, presenca de EDTA e MIC de HC + SF)
(Apéndice III), na metodologia de quantificacdo de endotoxina, considerando a correlacio
entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacdo
entre as coletas, neste grupo, em relagdo a primeira coleta, houve redugcdo do conteido de
endotoxina na segunda, terceira e quarta coletas. Na quinta, sexta e sétima coletas,
observou-se aumento do conteido de endotoxina.

Na andlise do grupo 5 (PQM com NaOCl 5,25%, presenca de EDTA e MIC de
CLG 2%) (Apéndice III), na metodologia de quantificacdo de endotoxina, considerando a
correlacdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na
correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve diminui¢do do
conteido de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminui¢do na quarta,
quinta e sexta e aumento na sétima coleta.

Na andlise do grupo 6 (PQM com NaOCl 5,25%, presenca de EDTA e MIC de
HC + CLG 2%) (Apéndice III), na metodologia de quantificacio de endotoxina,
considerando a correlagdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante
(p<0,05). Na correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relagdo a primeira coleta, houve
reducdo do conteido de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta,
diminui¢do na quarta, aumento na quinta e sexta e diminui¢do na sétima coleta.

Na andlise do grupo 7 (PQM com NaOCl 5,25%, presenca de EDTA e MIC de
HC + SF) (Apéndice I1I), na metodologia de quantificacio de endotoxina, considerando a
correlagdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na
correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacao a primeira coleta, houve diminui¢do do

conteido de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira coleta, diminui¢do na
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quarta e quinta, aumento na sexta e a sétima manteve-se com nivel de endotoxina similar a
sexta coleta.

Na andlise do grupo 8 (PQM com NaOCl 5,25%, auséncia de EDTA e auséncia
de MIC) (Apéndice III), na metodologia de quantificacdo de endotoxina, considerando a
correlagdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na
correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacao a primeira coleta, houve diminui¢do do
conteido de endotoxina na segunda, terceira, quarta e quinta coletas, na sexta e sétima
coletas houve aumento.

Na andlise do grupo 9 (PQM com CLG 2%, presenga de EDTA e MIC de CLG
2%) (Apéndice III), na metodologia de quantificacio de endotoxina, considerando a
correlacdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na
correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve diminui¢do do
conteido de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminui¢do na quarta,
aumento na quinta, diminui¢do na sexta e aumento na sétima coleta.

Na andlise do grupo 10 (PQM com CLG 2%, presenca de EDTA e MIC de HC
+ CLG 2%) (Apéndice I1T), na metodologia de quantificacdo de endotoxina, considerando a
correlacdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na
correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve diminui¢do do
conteido de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminuicdo na quarta e
aumento na quinta, sexta e sétima coletas.

Na andlise do grupo 11 (PQM com CLG 2%, presenca de EDTA e MIC de HC
+ SF) (Apéndice III), na metodologia de quantificacdo de endotoxina, considerando a
correlacdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na
correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve diminui¢do do
contetddo de endotoxina na segunda, aumento na terceira, diminui¢ao na quarta, aumento na
quinta, diminui¢do na sexta e aumento na sétima coleta.

Na andlise do grupo 12 (PQM com CLG 2%, auséncia de EDTA e auséncia de
MIC) (Apéndice III), na metodologia de quantificacdo de endotoxina, considerando a
correlacdo entre as 7 coletas, observou-se diferenca estatistica significante (p<0,05). Na

correlacdo entre as coletas, neste grupo, em relacio a primeira coleta, houve diminui¢do do
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conteido de endotoxina na segunda coleta, aumento na terceira, diminui¢do na quarta,
aumento na quinta, diminuicio na sexta e aumento na sétima coleta.

Na andlise do grupo 13 (PQM com NaOClI 5,25% seguido de irrigagcdo com
CLL 2%, presenca de EDTA e MIC de CLG 2%) (Apéndice III), na metodologia de
quantificacdo de endotoxina, considerando a correlacdo entre as 7 coletas, observou-se
diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacdo entre as coletas, neste grupo, em
relacdo a primeira coleta, houve diminui¢do do contetido de endotoxina na segunda, terceira
e quarta coletas, aumento na quinta, diminui¢do na sexta e aumento na sétima coleta.

Na andlise do grupo 14 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigagdo com
CLL 2%, presenga de EDTA e MIC de HC + CLG 2%) (Apéndice III), na metodologia de
quantificacdo de endotoxina, considerando a correlacdo entre as 7 coletas, observou-se
diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlacdo entre as coletas, neste grupo, em
relacdo a primeira coleta, houve diminui¢do do contetdo de endotoxina na segunda coleta,
aumento na terceira, diminuicao na quarta, quinta e sexta e aumento na sétima coleta.

Na andlise do grupo 15 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigagdo com
CLL 2%, presenca de EDTA e MIC de HC + SF) (Apéndice III), na metodologia de
quantificacdo de endotoxina, considerando a correlacdo entre as 7 coletas, observou-se
diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlagdo entre as coletas, neste grupo, em
relacdo a primeira coleta, houve diminui¢do do contetdo de endotoxina na segunda coleta,
aumento na terceira, diminuicao na quarta, quinta e sexta e aumento na sétima coleta.

Na andlise do grupo 16 (PQM com NaOCl 5,25% seguido de irrigagdo com
CLL 2%, auséncia de EDTA e auséncia de MIC) (Apéndice III), na metodologia de
quantificacdo de endotoxina, considerando a correlacdo entre as 7 coletas, observou-se
diferenca estatistica significante (p<0,05). Na correlagdo entre as coletas, neste grupo, em
relacdo a primeira coleta, houve diminui¢do do contetdo de endotoxina na segunda coleta,

aumento na terceira, diminuicao na quarta, aumento na quinta, sexta e sétima coletas.
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5.5 Analises microbioldgica classica, molecular e de quantificaciao de endotoxina

Na andlise de comparacdo entre as metodologias de cultura, endotoxina e PCR,
verificou-se p-valor de 2,2 x 10™°, o qual mostrou diferenca estatistica significante. Com
isso, fez-se necessdrio realizar o desdobramento desta andlise, sendo, para tanto, realizada
uma andlise para cada metodologia, separadamente (Tabela 7), onde foram consideradas as
varidveis: dezesseis grupos, trés microrganismos e sete coletas.

Houve diferenca significante entre os grupos dentro das metodologias de
cultura (p-valor = 2,02 x 10™) e endotoxina (p-valor = 0,0001093) (Tabela 7), sendo assim,
foi realizado o desdobramento das andlises por grupo, individualmente, dentro de cada uma
dessas metodologias. Para a metodologia de PCR, a diferenca nao foi significante.

Considerando as trés metodologias (cultura, LAL e PCR), ndo foi observada
diferenca significativa nas metodologias de quantificacdo de endotoxina e PCR (Tabela 7),
comprovando-se que a diferenca detectada na andlise conjunta foi devido aos grupos dentro
da metodologia de cultura.

Em relacio a andlise entre os microrganismos testados, houve diferenca
significante apenas na metodologia de cultura, com p-valor de 3,47 x 10", Para a
metodologia de PCR, a diferenca ndo foi significante. Foi possivel verificar também que
houve diferenca significante entre as coletas dentro das metodologias de cultura (p-valor =
2,2 x 10" e endotoxina (p-valor 2,897 x 10™"°). Para a metodologia de PCR, a diferenca

nao foi significante.

Tabela 7 - Andlise individual por metodologia considerando 16
grupos, 3 microrganismos e 7 coletas (p-valor)

Grupo Microrganismo Coleta
Cultura 2,02x10”  347x10™ 2,2x107°
Endotoxina  0,0001093 - 2,897 x 107
PCR *ns *ns *ns

*ns = diferenca nao significante
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5.5.1 Correlacio entre coletas por grupo

A Tabela 8 apresenta os p-valores da andlise entre coletas por grupo,
considerando as metodologias de cultura, endotoxina e PCR. Dentro de cada grupo,
separadamente, foram correlacionadas as sete coletas entre si. Esse desdobramento foi
realizado devido ao resultado da andlise entre os grupos ter demonstrado diferenca

significante tanto entre grupos quanto entre coletas.

Tabela 8 - Andlise de comparagdo das coletas dentro dos 16 grupos de acordo
com cada metodologia (p-valor)

Cultura Endotoxina PCR
Coletas no grupo 1 0,0009118 0,002466 *ns
Coletas no grupo 2 0,01246 0,2798 *ns *ns
Coletas no grupo 3 2,51 x 107 0,08539 *ns *ns
Coletas no grupo 4 0,006985 0,00356 *ns
Coletas no grupo 5 0,2301 *ns 0,01909 *ns
Coletas no grupo 6 0,001536 0,1584 *ns *ns
Coletas no grupo 7 0,0277 2,97 x 10”7 *ns
Coletas no grupo 8 2x 10" 3,353 x 10™ *ns
Coletas no grupo 9 8x 10" 1,633 x 10°° *ns
Coletas no grupo 10 6,25 x 10° 4,823 x 10" *ns
Coletas no grupo 11 2x 107 5,404 x 10° *ng
Coletas no grupo 12 2x 107 1,402 x 107 *ng
Coletas no grupo 13 2x 10" 0,01078 *ns
Coletas no grupo 14 2x 107" 0,0004732 *ns
Coletas no grupo 15 2x 107 0,002762 *ng
Coletas no grupo 16 4,106 x 10" 0,000224 *ns

*ns — diferenca ndo significante; G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA,
CLG 2%), G3 (SF, EDTA, HC+CLG 2%), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl,
EDTA, CLG 2%), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG 2%), G7 (NaOCl, EDTA,
HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG 2%, EDTA, CLG 2%), G10
(CLG 2%, EDTA, HC+CLG 2%), G11 (CLG 2%, EDTA, HC+SF), G12 (CLG 2%,
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG 2%), G14 (NaOClI,
CLL 2%, EDTA, HC+CLG 2%), G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16
(NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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5.5.2 Correlacio entre grupos por coleta

Inicialmente, foi realizada uma andlise considerando os grupos dentro de cada
coleta, correlacionando as metodologias cultura, endotoxina e PCR entre si. As trés
metodologias em questdo diferiram significativamente entre si. A andlise dos grupos (1 a
16) em relagdo a coleta 1 e as trés metodologias mostrou-se estatisticamente significante (p-
valor= 4,57 x 10'14). Em relagdo a coleta 2, também foi significante, com p-valor de
0,01557. Na coleta 3, ndo houve diferenca significante entre os grupos, sendo o p-valor de
0,050531. Na coleta 4, a diferenga entre os grupos foi significante, sendo p-valor de 1,204 x
10°. Na coleta 5, também foi possivel verificar diferenca significante entre os grupos (p-
valor= 6,915 x 10™®). Na coleta 6, houve diferenca significante, com p-valor de 2,054 x 10"
' Na coleta 7, também houve diferenca significante (p-valor de 2,433 x 107).

Como na andlise descrita acima foram consideradas as trés metodologias em
conjunto, demais andlises foram realizadas a fim de correlacionar os grupos dentro de cada

coleta, separando-as por metodologia (Tabela 9).

Tabela 9 - Comparacdo dos 16 grupos dentro de cada coleta, individualmente,
considerando cada metodologia separadamente (p-valor)

Cultura Endotoxina PCR
Grupos na coleta 1 9,389 x 10'° 0,3232 *ns *ns
Grupos na coleta 2 0,01518 0,6717 *ns *ns
Grupos na coleta 3 0,04569 3,589 x 107 *ns
Grupos na coleta 4 5,606 x 10°° 0,05458 *ns *ns
Grupos na coleta 5 1,887 x 10 0,003026 *ns
Grupos na coleta 6 2,391 x 10" 8,664 x 107 *ns
Grupos na coleta 7 6,436x 10° 3,939 x 107 *ns

*ns = diferenca nao significante
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6. DISCUSSAO

6.1 Confirmacao da contaminacao

Na primeira coleta (confirmag¢do do crescimento microbiano), em todos os
grupos avaliados (1 a 16), foi observado crescimento de E. coli, E. faecalis e C. albicans e
presenca de endotoxina de E. coli em todos os espécimes, confirmando o modelo de
contaminacdo proposto por Molina (2008). Este modelo de contamina¢do baseia-se na
associagdo destes trés microrganismos, estabelecendo o periodo de contaminacdo de 28 dias
para E. coli e 21 dias para C. albicans e E. faecalis.

Entretanto, no presente trabalho, apds o periodo de 28 dias de contaminagio, os
espécimes foram ainda submetidos a pressdo negativa por 20 minutos, a fim de promover
maior penetracdo e consequente crescimento de microrganismos. Tal procedimento
demonstrou, em estudo piloto, ser efetivo, quando comparado aos resultados de espécimes

que nao foram submetidos a pressdo negativa.

6.2 Acao da solucao fisiologica sobre microrganismos e endotoxina

No presente trabalho, por meio do método de cultura, observou-se que PQM
com SF, na auséncia ou presengca de EDTA, foi efetivo na reducdo do conteido de
microrganismos do canal radicular, entretanto, ndo foi capaz de elimind-los. Quando a
avaliagc@o foi realizada por meio de microscopia confocal, observou-se que PQM com SF
também promoveu reducdo de microrganismos nos tubulos dentindrios. Por meio do
método de PCR, observou-se presenca de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os
espécimes testados, apés PQM. Estes resultados demonstram que a utilizacdo de uma SQA,
mesmo biologicamente inerte, como a SF, associada a instrumentagdo e irrigacdo/aspiracao
efetivas dos canais radiculares, pode promover a redu¢do de microrganismos. Estes
resultados corroboram com aqueles encontrados por Ferraz et al. (2001), Menezes et al.
(2004a), Gomes et al. (2008), Martinho et al. (2010a), Endo (2011) e Endo et al. (2012,
2013).
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O instrumento endodontico utilizado no presente trabalho, no preparo mecanico
dos canais radiculares, foi o sistema rotatério Mtwo, o qual demonstra adequada capacidade
de corte e excelente capacidade de remoc¢do de debris dentindrios, devido ao angulo de
corte positivo e a conformacdo de sua seccdo transversal, comprovado por diferentes
autores (Foschi et al., 2004; Schifer et al., 2006; Vahid et al., 2009; Martinho et al.,
2010a).

Além disso, com a sequéncia de limas rotatdrias utilizada no presente trabalho
obteve-se didmetro apical referente a lima #30. Esse didmetro anatdmico do canal radicular
promove ampliacdo suficiente para possibilitar a chegada da SQA no terco apical (Foschi et
al., 2004; Usman et al., 2004).

Observou-se também, em avaliacdo por microscopia confocal, uma maior
reducdo do conteido de microrganismos nos tibulos dentindrios quando, no PQM com SF,
associou-se EDTA 17%, comparado ao protocolo onde EDTA 17% ndo foi utilizado. Este
resultado pode estar associado a utilizacao deste agente quelante, o qual promoveu remog¢ao
da smear layer e aumento da permeabilidade dentindria, facilitando a atuacdo da SQA nos
tdbulos dentindrios. Segundo Love (1996) e Buck et al. (2001), smear layer atua como uma
barreira fisica, reduzindo a agdo das SQA, solugdes irrigadoras e MIC nos tubulos
dentindrios.

Por meio do método de cultura, observou-se que logo apés PQM com SF, a
qual ndo possui atividade antimicrobiana, os microrganismos, que sobreviveram a
instrumentacdo e irrigacdo, recontaminaram o canal radicular. Segundo Bystrom &
Sundqvist (1981, 1983), isso ocorre porque ndao houve uma completa eliminagdo dos
microrganismos, mas sim uma reducdo microbiana na luz do canal. Devido a isso, tém sido
preconizados protocolos que utilizem SQA com efetiva atividade antimicrobiana no
preparo dos canais radiculares.

Por meio do método de cultura, observou-se que na auséncia de MIC ocorreu
aumento de microrganismos no canal radicular. Este resultado estd associado a proliferacao
de microrganismos presentes no interior dos tubulos dentindrios, os quais conseguiram
sobreviver ao PQM, recontaminando a luz do canal. Assim, na tentativa de eliminar

microrganismos resistentes ao PQM, diferentes protocolos de utilizacdo de MIC tém sido

100



propostos. Gomes et al. (2009) recomendam a utilizacio de MIC em casos especificos
como dpice aberto, exsudato persistente, sintomatologia periapical (dor a palpacdo ou
percussdo), além de tempo insuficiente para finalizacdo do tratamento endodontico e fadiga
do paciente ou cirurgido-dentista.

Apb6s PQM com SF observou-se, por meio do método de cultura, que a MIC de
CLG 2% foi efetiva na eliminac¢do de microrganismos dos canais radiculares, comprovando
sua efetividade antimicrobiana. Entretanto, por meio do método de PCR, observou-se
presenca de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, apds
utilizacdo da MIC, mesmo tendo o método de cultura demonstrado auséncia de
microrganismos. A medicacdo de CL tem se mostrado uma opg¢ao efetiva de tratamento
devido a sua atividade antimicrobiana, substantividade e baixa citotoxidade. Outros estudos
in vitro € in vivo também tém comprovado a efetividade da CL como MIC na reducio do
nimero de microrganismos (Basrani et al., 2002; Menezes et al., 2004b; Ercan et al., 2006;
Gomes et al., 2006c; Vianna et al., 2006a,b; Manzur et al., 2007).

Apb6s PQM com SF observou-se, por meio do método de cultura, que a MIC de
HC + SF também foi efetiva na eliminacdo de microrganismos dos canais radiculares,
comprovando sua efetividade antimicrobiana. Entretanto, por meio do método de PCR,
observou-se presengca de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes
testados, apds utilizacdo da MIC, mesmo tendo o método de cultura demonstrado auséncia
de microrganismos. HC tem sido utilizado como MIC devido as suas propriedades fisicas,
bioldgicas e antimicrobianas (Bystrom et al., 1985; Gomes et al., 2006c; Valera et al.,
2010). Outros autores também observaram reducdo ou elimina¢do de microrganismos apds
a utilizacdo desta medicacdo (Bystrom et al., 1985; @rstavik et al., 1991; Sjogren et al.,
1991). Entretanto, estudos in vitro em dentes humanos infectados (Estrela ef al., 1999) e
dentes bovinos infectados (Safavi et al., 1990; Gomes et al., 2003b) demonstraram que HC
ndo promoveu elimina¢do de microrganismos.

Por meio do método de cultura, observou-se que a MIC de HC + CLG 2%,
utilizada por diferentes periodos de tempo (7, 14 e 30 dias), ndo foi efetiva na desinfeccao
dos canais radiculares previamente instrumentados com SF. Por meio do método de PCR,

observou-se presenca de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes
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testados, apos utilizacdo da MIC. Vianna et al. (2007) também ndo observaram grande
redu¢do de microrganismos quando esta medicac¢do foi utilizada por 7 dias, em canais
instrumentados com CLG 2%. Entretanto, outros autores concluiram que essa associacao €
mais eficaz que a medicacao de HC em dgua estéril contra E. faecalis inoculado no interior
de tibulos dentinarios (Evans et al., 2003; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2006¢, 2009b),
devido, principalmente, a associagdo das propriedades antimicrobianas de ambas as
substancias.

Observou-se também, em avaliacdo por microscopia confocal, apés PQM com
SF e EDTA 17%, que as MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF, ap6s 30 dias,
promoveram reducdo do conteido de microrganismos nos tubulos dentindrios. Utilizando
diferentes metodologias, outros estudos também demonstraram a efetividade da CL
(Basrani et al., 2002; Menezes et al., 2004b; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2006c;
Vianna et al., 2006a,b; Manzur et al., 2007) e do HC (Barthel et al., 2002; Lynne et al.,
2003; Ercan et al., 2006; Valera et al., 2010) na redu¢do ou eliminacdo de microrganismos
nos canais radiculares.

Por meio do método de LAL, observou-se que PQM com SF, na presenca ou
auséncia de EDTA, foi efetivo na redu¢do do contetdo de endotoxina, entretanto, ndo foi
capaz de elimind-lo. Essa reducdo parece estar relacionada principalmente ao desempenho
da instrumentacdo endodontica utilizando limas rotatdrias € ao fluxo e refluxo da solucdo
irrigadora, os quais promovem remog¢ao de debris dentindrios.

Estudos in vivo utilizando limas manuais tém demonstrado que o PQM tem
reduzida capacidade em remover endotoxina dos canais radiculares com necrose pulpar e
presenca de lesdo periapical (Vianna et al., 2007; Martinho & Gomes 2008). Entretanto, a
utilizac@o de instrumentos rotatdrios parece aumentar a efetividade da remocgao/reduciao de
endotoxinas do interior dos canais radiculares (Martinho et al., 2010a).

Tanto no grupo avaliado apds 7 dias do PQM com SF, quanto no grupo de
auséncia de MIC durante 7, 14 e 30 dias, o conteido de endotoxina aumentou, o que se
deve a recontaminacdo do canal radicular por microrganismos que sobreviveram a

instrumentagdo. A medicagdo de HC + CLG 2% promoveu redugdo do contetido de
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endotoxina, enquanto as medicagdes de HC + SF e a medicacdo de CLG 2% nao
demonstraram essa capacidade.

A reducdo de endotoxina observada no presente grupo apds medicacao de HC +
CLG2% também pode estar associada a instrumentacdo prévia com SF, a qual ¢ uma
substancia que ndo tem acdo antimicrobiana e, consequentemente, nio atua na morte
celular. Por meio da utilizacdo de SQA com efetividade antimicrobiana, ocorre morte
celular e maior liberagdo de endotoxinas. Assim, a redug¢do de microroganismos e
endotoxinas obtida por meio da irrigacdo com SF estd associada a instrumentacdo e ao
fluxo e refluxo durante a irrigacdo e aspiragdo. Estas manobras facilitam a remoc¢do da
dentina superficial das paredes do canal radicular, removendo assim o conteido de
endotoxina ligado a ela.

Contrariando os resultados do presente estudo, Vianna et al. (2007) ndo
observaram efeito sinérgico na associacdo HC + CLG2% contra endotoxinas ou
microrganismos apds 7 dias de sua utilizacdo. Valera et al. (2010) observaram que HC, e

HC + CLG 2% foram efetivos na redugdo de E. coli e endotoxina, sendo HC mais efetivo.

6.3 Acdo da CLG 2% sobre microrganismos e endotoxina

Observou-se, por meio do método de cultura, que PQM com CLG 2%, na
presenca ou auséncia de EDTA 17%, foi efetivo tanto na reducdo quanto na eliminagdo de
microrganismos dos canais radiculares. Por meio de avaliacio por microscopia confocal,
PQM com CLG 2% promoveu redu¢do do conteddo de microrganismos nos tubulos
dentindrios. Por meio do método de PCR, observou-se presenca de DNA dos
microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, ap6s PQM. Estes resultados se
devem ao amplo espectro de ac¢do antimicrobiana e efeito residual da CL, os quais
favorecem a desinfec¢do do sistema de canais radiculares.

A ac¢do antimicrobiana da CL advém de sua capacidade em se ligar a regides
eletronegativas da bactéria e atacar a membrana citoplasmdtica bacteriana, causando
prejuizos na bicamada de fosfolipidios, perda do equilibrio osmoético e liberacdo do

material intracelular (Vianna et al., 2006a). Seus efeitos residuais perduram por até 168
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horas (Weber et al., 2003). Isso ocorre devido a sua capacidade em se adsorver aos tecidos
duros dentdrios com graduada e prolongada liberagdao em niveis terapéuticos (Dametto et
al., 2005).

No PQM, a CLG 2% também facilita a instrumentacio, devido a lubrificagdo
do canal e consequente diminuicao do atrito do instrumento endoddntico contra as paredes
do canal radicular. Ainda, durante a instrumentacdo, a CLG 2% propicia uma superficie
radicular mais limpa, devido a menor formacdo de smear layer, quando comparada ao
NaOCl e a CLL (Ferraz et al., 2001, 2007).

Observou-se, por meio do método de cultura, que mesmo apds 30 dias, periodo
em que os canais nio receberam MIC, ocorreu auséncia de microrganismos nos canais, o
que pode ser atribuido a acdo residual da CL utilizada no PQM. Por meio do método de
cultura, observou-se ainda que, aliada ao PQM com CLG 2%, a utilizacdo de MIC de CLG
2%, HC + CLG 2% e HC + SF se mostrou efetiva na elimina¢do de microrganismos do
canal radicular. Em avaliacdo por microscopia confocal, apés PQM com CLG 2%, a
utilizacdo de medicacdo de CLG 2%, HC + SF e HC + CLG 2%, ap6s 30 dias, foi efetiva
na reducdo do contetido de microrganismos dos tibulos dentindrios, mas ndo foi capaz de
elimina-lo. Entretanto, por meio do método de PCR, observou-se presenca de DNA dos
microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, apds utilizacdo das MIC,
mesmo tendo o método de cultura demonstrado auséncia de microrganismos.

Tais substancias tém sido utilizadas como MIC devido, principalmente, a sua
acdo contra microrganismos presentes no sistema canais radiculares. Diferentes trabalhos
tém atestado a efetividade antimicrobiana da CL (Siqueira & Uzeda, 1996; Siren et al.,
1997; Waltimo et al., 1997, 1999; Molander et al., 1998; Haapasalo et al., 2000; Gomes et
al., 2001; Vianna et al., 2004; Gomes et al., 2006¢, 2009b), do HC (Barthel et al., 2002;
Lynne et al., 2003; Ercan et al., 2006; Valera et al., 2010) e da associagdo de HC + CL
(Barthel er al., 2002; Evans et al., 2003; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2006¢c, 2009b)
como MIC na desinfec¢do de canais radiculares, embora alguns trabalhos ndo tenham
obtido bons resultados com essa associacao (Portenier et al., 2002; Barbin et al., 2008) e
outros tenham observado atividade antimicrobiana mais pronunciada na formulacio

contendo apenas HC quando comparado a CL + HC (Lynne et al., 2003).
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Por meio do método de LAL, observou-se que PQM com CLG 2%, na presenca
ou auséncia de EDTA, promoveu reducdo de endotoxina do canal radicular, entretanto, nao
conseguiu elimind-la. Corroborando com esse resultado, Endo (2011) observou que PQM
com CLG 2% seguido de EDTA 17% foi eficiente na reducdo de endotoxina dos canais
radiculares, mas ndo foi capaz de elimind-la. Tanomaru et al. (2002) e Silva et al. (2004)
também observaram que a CL nio foi capaz de eliminar endotoxina.

As MIC CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF, no presente estudo, ndo
promoveram redu¢do ou eliminacdo de endotoxina. Corroborando com este resultado,
Vianna et al. (2007) observaram in vivo que 7 dias apds a utilizagdo das MIC de HC, CLG
e sua associagdo, endotoxina foi reduzida em apenas 1,4%.

Outros trabalhos t€ém comprovado a acdo do HC na eliminacdo do LPS (Estrela
et al., 1995; Tanomaru et al., 2002). Entretanto, sabe-se que a baixa difusdo de ions
hidroxila através da dentina infectada, ou mesmo a capacidade tampdo da dentina podem

impedir a acdo da pasta de HC (Haapasalo et al., 2000).

6.4 Acao do NaOCl 5,25% sobre microrganismos e endotoxina

Observou-se, por meio dos métodos de cultura e microscopia confocal, que
ap6s PQM com NaOCl 5,25%, na presenca ou auséncia de EDTA 17%, houve reducdo de
microrganismos nos canais radiculares e tubulos dentindrios, respectivamente. Por meio do
método de PCR, observou-se presenca de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os
espécimes testados, apds PQM. Este resultado deve-se a efetividade antimicrobiana e
capacidade de dissolucdo de tecidos, inerentes ao NaOCl.

NaOCl tem sido utilizado como SQA, devido, principalmente, a sua efetividade
antimicrobiana, a qual advém da combinacdo do cloro com proteinas da membrana celular,
formando compostos que interferem no metabolismo da célula (Boucher, 1979) e induzem
o rompimento de sua membrana (Mc Donnel & Russel, 1999). Quando NaOCl entra em
contato com a matéria organica, ocorrem reacdes quimicas de saponificag¢do, neutralizacao
e cloraminacdo. O 4cido hipocloroso e os fons hipoclorito apresentam atividade de

hidrolizar e degradar aminodcidos. A reacdo de cloraminacio entre o cloro e o grupamento
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amina dos aminodcidos, com a formac¢do de cloraminas, interfere no metabolismo celular.
O cloro, o qual € um oxidante forte, apresenta acdo antimicrobiana pela inibicao enzimadtica
bacteriana, a partir de uma oxidacdo irreversivel dos grupos sulfidrila de enzimas
bacterianas essenciais (Barbin, 1999).

NaOCl tem sido utilizado, em endodontia, em diferentes concentragdes, como
0,5%, 1%, 2%, 2,5% e 5,25%. Suas propriedades estdo relacionadas a sua concentragao,
assim, sua efetividade antimicrobiana é diretamente proporcional a quantidade de acido
hipocloroso presente na solugdo (Boucher, 1979). Especialmente em altas concentracoes,
como 5,25%, NaOCl € capaz de descontaminar os tibulos dentindrios em todas as
profundidades e tercos dos canais radiculares (Berber et al., 2006).

Corroborando com o presente trabalho, outros estudos, também utilizando
microscopia confocal, observaram a efetividade antimicrobiana do NaOCI. Chévez et al.
(2010) observaram eliminacdo de 91% de E. faecalis pela agao de NaOCL. Perochena et al.
(2011) observaram dissolu¢do do biofilme e dentina limpa apds utilizagdo de NaOCl 5%.

Entretanto, apesar do NaOCl 5,25% ter reduzido o conteido microbiano
imediatamente apds a instrumentacgdo, o qual foi observado por meio do método de cultura,
ap6s 7 dias ocorreu aumento do nimero de microrganismos. Dametto ef al. (2005) também
observaram recontamina¢do do canal radicular ap6s 7 dias do PQM.

Observou-se, por meio do método de cultura, que, aliada ao PQM com NaOCl
5,25%, a utilizacao de MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF mostrou-se efetiva na
eliminacdo de microrganismos nos canais radiculares. No grupo com auséncia da utilizacao
de MIC, mesmo apds 30 dias, ndo houve recontaminacdo dos canais radiculares, o que pode
ser atribuido a acdo antimicrobiana do NaOCl 5,25%, durante o PQM, o qual é capaz de
descontaminar o canal e dissolver debris. Entretanto, por meio do método de PCR,
observou-se presenca de DNA dos microrganismos avaliados, em todos os espécimes
testados, ap0s utilizacao das MIC, mesmo tendo o método de cultura demonstrado auséncia
de microrganismos.

Observou-se, por meio de microscopia confocal, que aliada ao PQM com
NaOCl 5,25%, a utilizacdo de MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF mostrou-se

efetiva na reducdo de microrganismos nos tibulos dentindrios. Corroborando com o
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presente trabalho, Valera et al. (2009) observaram que HC e CLG 2%, isoladamente,
promoveram reducdo de microrganismos, mas ao contrdrio dos resultados do presente
trabalho, a MIC de HC + CLG 2% foi capaz de eliminar completamente os
microrganismos.

No presente estudo, por meio do método de LAL, observou-se que PQM com
NaOCl 5,25%, na presenca ou auséncia de EDTA 17%, foi efetivo na reduc¢do do conteudo
de endotoxina, entretanto, ndo foi capaz de elimind-lo. Apesar de sua atividade
antimicrobiana, 0 NaOClI ndo tem demonstrado acdo efetiva na eliminagcdo de endotoxinas
(Martinho & Gomes, 2008; Gomes et al., 2009a). Oliveira et al. (2007) também
observaram in vitro que as solu¢des de NaOCl 2,5% e 5,25% nao foram capazes de inativar
LPS em canais radiculares.

As medicagdes de CLG 2%, HC + CLG 2% e HC + SF ndo promoveram
reducdo ou eliminacdo de endotoxina em canais irrigados com NaOCl 5,25%. Entretanto,

Estrela et al. (1995) e Tanomaru et al. (2002) observaram efetividade do HC na eliminacao

do LPS.

6.5 Acido do NaOCl 5,25% seguido de CLL 2% sobre microrganismos e endotoxina

Por meio do método de cultura, observou-se que PQM com NaOCl 5,25%
seguido de irrigacdo com CLL 2%, na presenca ou auséncia de EDTA 17%, foi efetivo na
eliminacdo de microrganismos do canal radicular. Por meio de avaliacdo por microscopia
confocal, observou-se que NaOCl 5,25% seguido de irrigagdo final com CLL 2% foi
efetivo na reducdo de microrganismos presentes nos tibulos dentindrios. Entretanto, por
meio do método de PCR, observou-se presenca de DNA dos microrganismos avaliados, em
todos os espécimes testados, apdés PQM.

PQM com NaOCl 5,25% e wrrigagdo final com CLL 2% tem por finalidade a
associagdo das propriedades antimicrobianas dessas duas substdncias, bem como a
substantividade da CL e capacidade de dissolucao de tecidos do NaOCl. A CL mantém sua
acdo desinfetante mesmo na presenca de residuos organicos, enquanto o0 NaOCl demonstra

menor atividade antimicrobiana na presenca de matéria organica (Gelinas & Goulet, 1983).
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Para Vianna & Gomes (2009), a associagdo de NaOCl e CL ndo demonstra atividade
antimicrobiana superior a CL utilizada isoladamente. Entretanto, Zamany et al. (2003) e
Flach (2011) demonstraram que essa associa¢ao resultou em aumento da desinfeccdo dos
canais radiculares, o que pode levar a um resultado clinicamente relevante.

Entretanto, a literatura aponta que materiais endoddnticos podem reagir
quimicamente no interior dos canais radiculares, levando a deposicdo do produto dessa
reacdo em suas paredes. NaOCl em associagdo com CL pode produzir um precipitado
marrom-alaranjado, identificado como para-cloroanilina (Basrani et al., 2007; Basrani et
al., 2009; Basrani et al., 2010). Esse precipitado pode promover a formacdo de smear layer
quimica recobrindo os tibulos dentinérios (Akisue et al., 2010), bem como levar a alteracao
da coloragdo dentéria, tendo mostrado ser citotéxico e carcinogénico (Burkhardt-Holm et
al., 1999; Basrani et al., 2007).

No presente grupo, smear layer quimica decorrente do uso de NaOCI seguido
da irrigacdo com CLL 2%, pode ndo ter sido depositada, ou ter sido removida pela irrigacao
abundante com SF, ou mesmo, quando presente, ndo ter interferido negativamente na
capacidade da SQA em limpar os tdbulos dentindrios. Este resultado corrobora com
Thomas & Sem (2010) e Nowicki & Sem (2011), os quais ndo observaram a formacdo de
para-cloroanilina na associac¢do entre NaOCl e CL.

Observou-se, por meio do método de cultura, que a associacdo do NaOCl
5,25% seguida de irrigacdo final com CLL 2%, no PQM, a protocolos de medicagdo com
HC+ SF, CLG 2% e HC + CLG 2% foi efetiva na eliminacdo de microrganismos dos canais
radiculares. Por meio de avaliagdo por microscopia confocal, observou-se que PQM com
NaOCl 5,25% seguido de irrigacdo final com CLL 2%, associados a medicacdo com HC +
SF, CLG 2% e HC + CLG 2% foi efetivo na reducdo de microrganismos dos tubulos
dentinérios. Entretanto, por meio do método de PCR, observou-se presenca de DNA dos
microrganismos avaliados, em todos os espécimes testados, apds utilizacdo das MIC,
mesmo tendo o método de cultura demonstrado auséncia de microrganismos. Diferentes
trabalhos tém demonstrado a efetividade antimicrobiana de tais MIC frente a
microrganismos associados as patologias pulpares e periapicais, como CL (Ercan et al.,

2006; Gomes et al., 2006c; Vianna et al., 2006a,b; Manzur et al., 2007), HC (Sjogren et al.,
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1991; Lynne et al., 2003) e HC + CL (Barthel et al., 2002; Evans et al., 2003; Ercan et al.,
2006).

No grupo com auséncia da utilizagdo de MIC, mesmo apds 30 dias, foi
observada, por meio do método de cultura, auséncia de microrganismos, o que pode ser
atribuido a acdo antimicrobiana do hipoclorito 5,25%, durante o PQM, o qual,
especialmente em altas concentracdes, pode ser capaz de descontaminar os tibulos
dentinérios e dissolver debris, como observado por Berber et al. (2006), e também a acdo
residual da CL utilizada na irrigacao final, a qual consiste na capacidade em se adsorver aos
tecidos duros dentdrios com graduada liberacdo (Dametto et al., 2005), prolongando seu
efeito antimicrobiano.

Por meio do método de LAL, observou-se que o PQM com NaOCl 5,25%
seguido de irrigacdo com CLL 2%, na presenca ou auséncia de EDTA 17%, foi efetivo na
reducdo do contetido de endotoxina, entretanto, ndo foi capaz de elimind-lo. Apesar de sua
atividade antimicrobiana, NaOCl nao tem demonstrado acdo efetiva sobre endotoxinas
(Martinho & Gomes, 2008). Da mesma forma, ndo tem sido observada atividade efetiva da
CL na eliminacdo de endotoxina (Tanomaru et al., 2002; Endo, 2011).

Diante da incapacidade do NaOCI (Oliveira et al., 2007; Martinho et al., 2008)
e da CL (Oliveira et al., 2007; Vianna et al., 2007) em eliminar o contetido de endotoxina, a
reducdo de endotoxina observada no presente grupo parece ndo estar relacionada apenas a
SQA, mas principalmente a acdo mecénica dos instrumentos endodonticos e ao fluxo e
refluxo da solucdo irrigadora, os quais promovem remog¢ao de debris dentinérios.

Também nao foi observada efetividade das MIC de CLG 2%, HC + CLG 2% e
HC + SF na redu¢do ou eliminacdo de endotoxina. Enquanto a literatura afirma que a CL
tem pouca ou nenhuma ac¢do sobre endotoxinas (Okino et al., 2004; Oliveira et al., 2007,
Endo, 2011), estudos tém comprovado a a¢do do HC na eliminacdo do LPS (Estrela et al.,
1995; Tanomaru et al., 2002). Entretanto, a ineficacia do HC sobre endotoxina, observada
no presente estudo, pode estar relaciona a baixa difusdo de ions hidroxila através da dentina

infectada, a qual pode impedir sua agdo.
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6.6 Consideracoes finais

O objetivo principal da terapia endoddntica é eliminar, ou ao menos reduzir, o
nimero de microrganismos, € ainda remover o tecido pulpar infectado ou necrético
presente no interior do sistema de canais radiculares (Thomas & Sem, 2010). Para tanto,
instrumentos manuais e/ou rotatérios sao utilizados concomitantemente as SQA e solugdes
irrigadoras, no PQM dos canais radiculares.

A MIC tem por finalidade potencializar a sanificacdo do sistema de canais e
tdbulos dentindrios (Bystrom & Sundqvist, 1981, 1983; Bystrom et al., 1985; Sundqvist,
1998; Gomes et al., 2009b), sendo fundamental sua utilizacdo em canais radiculares com
exsudato persistente e sintomatologia periapical (dor a palpagdo/ percussdao) (Gomes et al.,
2009b).

Devido a importancia de microrganimos e endotoxinas na etiologia de
patologias pulpares e periapicais, torna-se fundamental avaliar a acdo de diferentes SQA e
MIC sobre os mesmos, a fim de obter um tratamento endodontico mais efetivo. Assim,
diferentes trabalhos tém sido desenvolvidos, testando a efetividade de diversos protocolos
de instrumentacdo, irrigacao e tempos de MIC.

O presente estudo foi desenvolvido a fim de investigar a efetividade de
diferentes protocolos de irrigacdo e de MIC por 7, 14 e 30 dias sobre o conteudo de
microrganismos € endotoxina, tanto na luz do canal (avaliada por meio de técnicas de
cultura, PCR e quantificacdo de endotoxina), quanto nos tibulos dentindrios (avaliada por
meio de microscopia confocal), analisando tanto a presenca ou auséncia de
microrganismos, mas também se as células microbianas continuaram vidveis frente aos
diferentes protocolos utilizados. Para tanto, foram utilizadas 520 raizes, sendo que em 400
foram empregadas as metodologias de cultura, PCR e quantificacdo de endotoxinas, e nas
demais 120 foi realizada andlise por meio de microscopia confocal.

Por meio da metodologia de cultura, observou-se reducdo considerdvel e
mesmo elimina¢do de microrganismos, imediatamente apds diferentes protocolos de PQM.
Berber et al. (2005) também observaram reducao de quase 100% da cultura microbiol6gica

imediatamente ap6s PQM.
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Entretanto, no presente trabalho, pelo método de cultura, apés 7 dias do PQM,
ocorreu recontaminacao dos canais pelos microrganismos, indicando que o PQM foi capaz
de eliminar microrganismos da luz do canal, mas estes continuavam presentes nos ttubulos
dentindrios. Observou-se ainda, apds diferentes protocolos de MIC, redu¢do ou mesmo
eliminacdo dos microrganismos apds 7, 14 ou 30 dias de sua utilizacdo. Vianna et al.
(2007) ndo observaram grande redu¢do de microrganismos apds 7 dias de medicagdo, assim
como Berber (2008), 14 dias apds a utilizacdo das mesmas medicacdes testadas no presente
estudo.

Entretanto, por meio da metodologia de PCR, observou-se a presenca de DNA
de todos os microrganismos ap0s utilizagdo de SQA e MIC, mesmo nos grupos que
apresentaram auséncia de microrganismo pelo método de cultura.

Quando esses mesmos protocolos de PQM e MIC foram avaliados, por meio da
metodologia de microscopia confocal, observou-se que nenhuma substancia foi capaz de
eliminar microrganismos presentes no interior dos tubulos dentindrios, observando maior
reducdo de microrganismos apdés PQM e apds 30 dias de MIC, quando comparado a 7 ou
14 dias de sua utilizagao.

Observou-se ainda, por meio da metodologia de LAL, que nenhum protocolo de
PQM e MIC foi capaz de eliminar endotoxina, entretanto, maior reducio de endotoxina foi
observada imediatamente apds a realizacdo do PQM, ocorrendo aumento de endotoxina
ap6s 7 dias do PQM. MIC néo foi capaz de eliminar o conteiido de endotoxina.

Dessa forma, pdode-se observar que mesmo naqueles protocolos de PQM e MIC
que apresentaram auséncia de microrganismos pelo método de cultura, ocorreu presenca de
microrganismos pelo método confocal, presenca de endotoxina pelo método LAL e
presenca de DNA pelo método PCR.

Estes resultados atestam que as SQA e MIC utilizadas no presente trabalho
foram eficientes na redu¢do de microrganismos presentes na luz do canal radicular.
Entretanto, nenhuma das SQA e MIC, estas ainda que por 30 dias no interior nos canais
radiculares, foi capaz de eliminar microrganismos presentes no interior dos tuibulos

dentinérios, corroborando com Gomes et al. (2009b) que afirmam que a efetividade do
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PQM e da MIC dependem da vulnerabilidade das espécies microbianas presentes no
sistema de canais radiculares.

Verifica-se ainda a importancia da utilizagdo de SQA com efetiva capacidade
antimicrobiana e acdo residual, principalmente diante do recente advento da instrumentacao
rotatdria, onde novos instrumentos confeccionados com uma liga de NiTi melhorada (M-
Wire) foram langados no mercado. Estes t€ém como proposta serem de uso unico no canal
radicular, simplificando a sequéncia de tratamento (De-Deus et al., 2010; Biirklein ef al.,
2012) e, comparados aos sistemas rotatorios que empregam mdultiplos instrumentos, t€ém
demonstrado serem também efetivos na reduc¢do microbiana (Alves et al., 2012).
Entretanto, sua utilizagdo diminui ainda mais o tempo de instrumentacido e,
consequentemente, o tempo de contato da SQA com os substratos presentes nos canais
radiculares (Brum, 2013).

A MIC, ao contribuir para redu¢do do conteido de microrganismos, também
demonstra sua importincia na terapéutica endodontica, principalmente naqueles casos com
exsudato persistente, dor a percussdo e/ou palpacdo, que indicam a presenca de
microrganismos no sistema de canais radiculares.

Os resultados do presente trabalho demonstram a importancia do PQM para o
sucesso do tratamento endodontico, pois nem a medicacdo por 30 dias foi capaz de reduzir
o conteudo microbiologico/endotdxico dos tibulos dentinarios. Por meio da instrumentacao
adequada do canal radicular em toda a sua extensdo, paténcia e ampliacdo foraminal,
principalmente nos casos de dentes com necrose pulpar, e do uso de uma SQA com ampla
atividade antimicrobiana, acdo residual e baixa citotoxicidade, espera-se reduzir
consideravelmente o nivel de microrganismos e endotoxinas nos canais radiculares. Este
estado de limpeza é complementado com a obturacdo hermética dos canais radiculares,
selamento apical por meio de cimento endodontico com adequada propriedade fisica e
antimicrobiana e selamento corondrio por meio de uma restauracio corondria definitiva ou
confecgdo de prétese imediatamente apds o término do tratamento endodontico.

Dessa forma, busca-se com o selamento corondrio e apical, evitar a entrada de
novos microrganismos no interior do canal radicular, além da entrada de nutrientes que

levem a proliferacdo dos microrganismos existentes no interior dos tubulos dentindrios,
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propiciando ambiente desfavordvel a manutencdo da infeccdo e, consequentemente, o

restabelecimento/manutencdo da saide periapical.
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7. CONCLUSOES

Baseando-se nos resultados obtidos e nas condi¢des experimentais deste estudo,

pode-se concluir que:

e Preparo quimico-mecanico com clorexidina 2%, hipoclorito de sédio 5,25%
e hipoclorito de sédio 5,25% seguido de clorexidina liquida 2% reduziu E. coli, E. faecalis,

C. albicans e endotoxina de E. coli.
e Medicacdes intracanais de clorexidina gel 2%, hidréxido de célcio associado
a solucdo fisiolégica e hidréxido de cdlcio associado a clorexidina gel 2% reduziram E.

coli, E. faecalis e C. albicans.

e Preparo quimico-mecanico e medicagdo intracanal ndo eliminaram

endotoxina de E. coli.

e Apds preparo quimico-mecinico e medicagdo intracanal, observou-se

presenca de DNA de E. coli, E. faecalis e C. albicans.

e Menor redug¢do microbiana ocorreu nos tubulos dentinarios comparada a luz

do canal radicular.
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APENDICE

Apéndice I — Analise microbiologica classica (cultura)
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Coleta

Perfis médios dos resultados da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas. G1 (SF, sem
EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl,
EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem
MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG,
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG),
G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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Perfis médios da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas, considerando C. albicans.
G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA,
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG,
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl,
CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl , CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem
EDTA, sem MIC)
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Perfis médios da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas, considerando E. coli. G1
(SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA,
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG,
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%,
sem EDTA, sem MIC)
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Perfis médios da metodologia de cultura dos 16 grupos ao longo das 7 coletas, considerando E. faecalis.
G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA,
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG,
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%,
sem EDTA, sem MIC)
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Grupos

Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 1 da metodologia de cultura, utilizando a
distancia euclidiana e o método hierarquico das médias das distancias. G1 (SF, sem EDTA, sem
MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl,
EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem
EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA,
HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl,
CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 2 da metodologia de cultura, utilizando a
distancia euclidiana e o método hierdrquico das médias das distincias. G1 (SF, sem EDTA,
sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5
(NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG),
G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%,
EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA,
HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 3 da metodologia de cultura, utilizando a
distancia euclidiana e o método hierarquico das médias das distancias. G1 (SF, sem EDTA,
sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF),
G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF),
G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA,
HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl,
CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL
2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 4 da metodologia de cultura, utilizando
a distincia euclidiana e o método hierarquico das médias das distdncias. G1 (SF, sem
EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA,
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl,
EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10
(CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem
MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLGQG),
G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)

150



Fusao
6e+06 8e+06
| |

4e+06
I

2e+06
I

0e+00
L

11

Grupos

Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 5 da metodologia de cultura, utilizando a
distancia euclidiana e o método hierarquico das médias das distancias. G1 (SF, sem EDTA, sem
MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5
(NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11
(CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA,
CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF),
G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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Grupos

Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 6 da metodologia de cultura,
utilizando a distancia euclidiana e o método hierarquico das médias das distancias. G1
(SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4
(SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7
(NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA,
CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem
EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%,
EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%,
sem EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 7 da metodologia de cultura, utilizando a distancia
euclidiana e o método hierarquico das médias das distancias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2
(SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA,
CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem
MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12
(CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%,
EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA,
sem MIC)
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Apéndice II — Analise microbiolégica por microscopia confocal

Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo imediato. A) Controle positivo (auséncia de tratamento);
B) SF; C) SF, EDTA 17%; D) CLG 2%; E) CLG 2%, EDTA 17%
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Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo imediato. A) NaOCl 5,25%; B) NaOCl 5,25% + CLL
2%, EDTA 17%; C) NaOCl 5,25% + CLL 2%; D) NaOCl 5,25%, EDTA 17%
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Ea

Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pdés medicagdo (7 dias). A)SF, CLG 2%; B)SF, EDTA
17%, CLG 2%; C)SF, HC+SF; D)SF, EDTA 17%, HC+SF; E)SF, HC+CLG 2%; F)SF, EDTA 17%, HC +

CLG 2%




Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pds medicagdo (14 dias). A)SF, CLG 2%; B) SF,
EDTA 17%, CLG 2%; C)SF, HC+SF; D)SF, EDTA 17%, HC+SF; E)SF, HC + CLG 2%; F) SF, EDTA 17%,
HC + CLG 2%




Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo p6s medicacdo (14 dias). A) CLG 2%, EDTA 17%, CLG 2%; B)
CLG 2%, EDTA 17%, HC+SF; C) CLG 2%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; D) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, CLG 2%; E)
NaOCl 5,25%, EDTA 17%, HC+SF; F) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; G) NaOCl 5,25%, CLL 2%,
EDTA 17%, CLG 2%; H) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC+SF; I) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC +

CLG 2%
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Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo pés medicacdo (30 dias). A)SF, CLG 2%; B)SF, EDTA
17%, CLG 2%; C)SF, HC+SF; D) SF, EDTA 17%, HC+SF; E) SF, HC + CLG 2%; F)SF, EDTA 17%, HC +
CLG 2%




Fotomicrografias em MCVL representativas do grupo p6s medicagdo (30 dias). A) CLG 2%, EDTA 17%, CLG 2%; B) CLG
2%, EDTA 17%, HC+SF; C) CLG 2%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; D) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, CLG 2%; E) NaOCl
5,25%, EDTA 17%, HC+SF; F) NaOCl 5,25%, EDTA 17%, HC + CLG 2%; G) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, CLG
2%; H) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC+SF; I) NaOCl 5,25%, CLL 2%, EDTA 17%, HC + CLG 2%

160



Apéndice III - Quantificacao de endotoxina
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Coleta

Perfis médios da metodologia de quantificacdo de endotoxina considerando os 16 grupos ao longo das 7
coletas. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA,
HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8
(NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG,
EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl,
CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA,
sem MIC)
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Grupos

Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 1 da metodologia de quantificacdo de
endotoxina, utilizando a distincia euclidiana e o método hierarquico das médias das distancias.
G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF,
EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl,
EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG,
EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13
(NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCI,
CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 2 da metodologia de quantificacdo de endotoxina,
utilizando a distancia euclidiana e o método hierdrquico das médias das distancias. G1 (SF, sem EDTA,
sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl,
EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA,
sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12
(CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA,
HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 3 da metodologia de quantificacdo de
endotoxina, utilizando a distincia euclidiana e o método hierdrquico das médias das
distancias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA,
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA,
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG,
EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG, sem
EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%, EDTA,
HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem EDTA,
sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 4 da metodologia de quantificagdo de
endotoxina, utilizando a distancia euclidiana e o método hierdrquico das médias das
distancias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA,
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA,
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9
(CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12
(CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl],
CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl,
CLL 2%, sem EDTA, sem MIC)

165



Fuséao
600 800 1000
| |

400
|

200
|

Grupos

Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 5 da metodologia de quantificagdo de
endotoxina, utilizando a distdncia euclidiana e o método hierarquico das médias das
distancias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA,
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA,
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG,
EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG,
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%,
EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem
EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 6 da metodologia de quantificagdo de endotoxina,
utilizando a distancia euclidiana e o método hierdrquico das médias das distancias. G1 (SF, sem
EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA, HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5
(NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA, HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl,
sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG, EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA,
HC+SF), G12 (CLG, sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl,
CLL 2%, EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem
EDTA, sem MIC)
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Dendrograma dos 16 grupos considerando coleta 7 da metodologia de quantificagdo de
endotoxina, utilizando a distincia euclidiana e o método hierdrquico das médias das
distancias. G1 (SF, sem EDTA, sem MIC), G2 (SF, EDTA, CLG), G3 (SF, EDTA,
HC+CLG), G4 (SF, EDTA, HC+SF), G5 (NaOCl, EDTA, CLG), G6 (NaOCl, EDTA,
HC+CLG), G7 (NaOCl, EDTA, HC+SF), G8 (NaOCl, sem EDTA, sem MIC), G9 (CLG,
EDTA, CLG), G10 (CLG, EDTA, HC+CLG), G11 (CLG, EDTA, HC+SF), G12 (CLG,
sem EDTA, sem MIC), G13 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, CLG), G14 (NaOCl, CLL 2%,
EDTA, HC+CLG), G15 (NaOCl, CLL 2%, EDTA, HC+SF), G16 (NaOCl, CLL 2%, sem
EDTA, sem MIC)
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