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2. RESUMO

Este trabalho teve como proposta avaliar in vifro a propriedade antimicrobiana de
varias substancias guimicas. As solucdes irrigadoras intracanais testadas foram:
a) hipoclorito de sédio e b) clorexidina utilizados como irrigantes intracanais. Os
medicamentos intfracanais testados foram: ¢) clorexidina gel 2%, d) hidroxido de
calcio e e) associacdo da clorexidina gel 2% e hidroxido de calcio. A atividade
antimicrobiana das substancias foi avaliada frente a microrganismos aerdbios,
anaerodbios facultativos e anaerdbios estritos. Para realizagao deste trabalho foram
empregadas duas metodologias: Método de Difusdo em Agar e Método do
Contato Direto. Pdde-se verificar que dentre os irrigantes testados, NaOCl a
5,25%, clorexidina gel e liguida 2% e clorexidina liquida 1% necessitaram de 1
minuto ou menos para eliminar os microrganismos testados. As pastas de
Ca(0OH), com paramonociorofenol canforado apresentaram os maiores halos de
inibicdo e necessitaram de menores tempos para eliminar os microrganismos
aerobios e anaerdbios facultativos. A associagdo da clorexidina gel 2% com
Ca(OH), apresentou menor atividade que a clorexidina gel 2% e maior atividade
que a pasta de Ca(OH), com agua destilada. Concluimos que todos irrigantes e
medicamentos intracanais testados tiveram atividade antimicrobiana, sendo que

esta atividade variou de acordo com as formulagbes empregadas.
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3. ABSTRACT

The aim of the present work was to evaluate in vitro the antimicrobial property of
various medicaments. The intracanal irrigating solutions testes were a) sodium
hypochlorite and b) chiorhexidine. The intracanal medicaments were ¢) 2%
chlorhexidine gel, d) calcium hydroxide combined with several vehicles, and e}
calcium hydroxide combined with 2% chiorhexidine gel. The antimicrobial activity of
the substances was evaluated against aerobic, facultative anaerobic and strict
anaerobic microorganisms. For the accomplishment of this work Agar Diffusion
Method and Broth Dilution Test methodologies were used. |t could be verified that
amongst the tested irrigants the 5.25% NaOCI, and the 2% chlorhexidine needed
1 min or less to eliminate the tested microorganisms. The Ca(OH); pastes with
CMCP presented the largest inhibitions growth zones and needed a shorter length
of time to eliminate the aerobic and facultative anaerobic microorganisms. The 2%
chiorhexidine ge! combined with Ca(OH)2 presented intermediate antimicrobial
activity, being smaller than 2% chlorhexidine gel and larger than the Ca(OH), with
sterile water. We concluded that all tested irrigants and intracanal medicaments

showed antimicrobial activity, which varied in accordance with their formulations.
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4. INTRODUGAO

Atualmente existem mais de 500 espécies bacterianas reconhecidas como
habitantes naturais da cavidade oral (Jung ef af, 2000). Entretanto, a microbiota
dos canais radiculares e estruturas relacionadas constitui um grupo restrito de
aproximadamente 150 espécies bacterianas identificadas. Canais radiculares
infectados abrigam tipicamente uma microbiota mista, geralmente em
combinagdes de 4 a 6 espécies por canal, com grande prevaléncia de anaerdbios
estritos (Sundgvist, 1992; Gomes ef al, 1998). As bactérias anaerdbias
facultativas s@o mais resistentes as substancias auxiliares utilizadas no preparo
quimico- mecanico e medicamentos infracanais que o©s anaerdbios estritos,
podendo persistir mais freqUentemente em canais radiculares apos a terépia
endodontica (Molander ef af, 1998).

Com intuito de remover as bactérias, subprodutos bacterianos e substratos
organicos, ha uma incessante busca de técnicas de instrumentagéo e de
substancias auxiliares & terapia endodéntica, pois 08 microrganismos no interior
dos canais radiculares ndo podem ser alcancados pelas células de defesa do
hospedeiro (Takahashi, 1998).

Para limpar todo o complexo sistema de canais radiculares, faz-se
necessaric o uso de solucdes quimicas com acdo antimicrobiana e capacidade
de dissolugdo(Bystrom & Sundqvist, 1985) ou a remocgao (Ferraz et al,, 2001 ¢) de
tecido organico. A biomecanica dos canais radiculares constitui-se de uma fase
mecanica e de uma fase quimica aplicadas simultaneamente. A agio fisica &

21
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devido a movimentac&o hidraulica (irrigacao e aspiragao), gue remove do interior
dos canais radiculares detritos que estejam dissolvidos ou em suspensio. A acdo
guimica é devido a atividade antimicrobiana e a propriedade de dissolu¢do de
tecidos organicos e inorganicas (Barbin, 1999).

Ao longo da histdria da Endodontia, inimeras solugdes quimicas auxiliares
da instrumentacdo tém sido defendidas e empregadas: a) compostos
halogenados: solugbes de hipoclorito de sédio; b) tensoativos anidnicos: lauril
sulfato de sédio e o lauril dietileno glicol éter sulfato de sodio, ¢} tensoativos
catidnicos: cetavion (brometo de cetiltrimetitaménio), cloreto de cetiitrimetilaménio,
biosept (cloreto de cetiipiridino) e zefirol (cloreto de benzalcdnio), d) tensoativos
neutros:; tween 80; e} quelantes: EDTA e salvizol; f) acidos: &cido citrico; @)
peréxidos: perdxido de hidrogénio e perdxido de uréia; h) associacbes efou
misturas: detergente anidnico + nitrofurazona (tergentoiffuracin), detergente
anibnico + hidroxido de caicio (irrigocal e tergidrox), detergente anidénico + EDTA,
hipoclorito de sodio alternado com perdxido de hidrogénio, hipoclorito de sodio +
gcido cifrico, detergente catibnico + EDTA = EDTA-C, perdxido de uréia+ EDTA +
carbowax (RC-prep) neutralizado com hipoclorito de sodio a 5%, e perdxido de
uréia + tween 80 + carbowax neutralizado com solucdo de Dakin. Além dessas
soluches podem ser utilizadas: a agua destilada, soro fisiologico e égua com
hidroxido de caicio (0,14%) e clorexidina (Pécora et af, 1999). Muitas delas ndo
30 mais utilizadas, ficando apenas registradas na literatura especializada.

O hipoclorito de sédio (NaOC!) tem seu uso consagrado a mais de 70 anos,
mostrando-se efetivo como agente desinfetante (Bloomfield & Miles, 1979). A
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solugd@o de hipoclorito de sédio, devido ao seu equilibrio dinamico pode estar
demonstrada pela seguinte rea¢io quimica:
NaOCl + Hy0 <> NaOH + HOCl <> Na" + OH + H"+ OCT’

O NaOC! (hipociorito de sédio, sal) reage com moiécula de agua (Hx0)
formando NaOH (hidrdxido de sédio, base forte) e HOCI {acido hipocioroso, acido
fraco). O hidréxido de sddic atua como solvente orgénico e de gordura, formando
sabdo (reacéo de saponificagdo). O acido hipocloroso possui efeito antimicrobiano
por liberar cloro nascente, que se liga ao grupamento NH dos aminoacidos,
formando as cloraminas, interferindo no metabolismo celuiar. Além disso, inibe a
funcao enzimatica bacteriana, a partir de uma oxidagao irreversivel dos grupos SH

(sulfidrila) de enzimas bacterianas essenciais (Estrela, 2000).

A clorexidina tem sido utilizada como um agente antimicrobiano efetivo,
sendo utilizado como irrigante ou medicagao intracanal (Kennedy ef al, 1967,
Delany et al, 1982; Komorowski ef af, 2000; Lenet ef a/, 2000). Tem sido
avaliada devido as propriedades de inibir o crescimento de bactérias comumente
encontradas em infecgBes endododnticas (Cervone ef af., 1990), por apresentar
efeito antimicrobiano residual (substantividade) (White ef af., 1997), possuir baixa
citotoxidade (Ohara ef al, 1993; Jeansonne & White, 1984, Tanomaru ef al
2002). Pode ser empregada na forma liquida ou geil. Na forma gel, quando o
veiculo & ¢ natrosol (base de hidroxietilcelulose), este é hidrossoluvel. A forma gel
pode impedir a formagdo da camada de smear layer durante a instrumentacéo

dos canais radiculares (Ferraz et al,, 2001 a, b).



A clorexidina constitui-se de molécula catidnica, que ao se unir a
compostos anidnicos, como sulfatos livres, radicais fosfatos e carboxilicos da
pelicula e glicoproteinas salivares, promove redugio na adsorsao de proteinas a
superficie dentdria que é requerida para a formac&o da pelicula adquirida. Em
virtude de sua natureza altamente catidnica, apresenta elevada afinidade pela
parede celular bacteriana, alterando as estruturas da superficie dessa parede. A
membrana citoplasmatica fica destruida, havendo formagdo de vesiculas e
precipitac@o do citoplasma, com alteracio no equilibrio osmético ceiular (Rolla &
Melsen, 1975; Lindhe, 1985). O aumento da concentracdo da droga diminui a
atividade intracelular dos microrganismos patogénicos, levando a liberagdo efou
desnaturacdo das enzimas protecliticas que constituem a membrana celular

microbiana (Helgeland et a/., 1871).

O Preparo-Quimico-Mecanico (PQM) reduz grande parte da microbiota dos
canais radiculares infectados. Enfretanto, se os microrganismos permanecerem em
nimero suficiente e em ambiente favoravel, poderdo multiplicar-se e restabelecer a
contaminacdo clinica do espaco pulpar (Bystrdm et af, 1885 Ando & Hoshino,
1990). Desta forma, entre sessbes de atendimento, faz-se conveniente preencher o
canal radicufar com uma medicacdo intracanal adeguada que apresente
propriedades antimicrobianas e que funcione como barreira fisica (Chong & Pitt Ford,
1992; Estrela ef al, 2001), além da presenca de efelivo selamento coronario

(Friedman ef af, 1586).
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Alguns autores como Bystrém ef al. (1985) e Safavi ef al. {1990) acreditam
gue 0 usc de uma medicacdo intracanal aumenta o efeito antimicrobiano
conseguido pelo PQM. Além dissc, a medicacéo intracanai possui como objetivos
atuar como barreira fisico-quimica contra infecgéo e ou reinfecgao por bactérias da
saliva, reduzir a inflamacédo perirradicular, solubilizar matéria organica, neutralizar
produtcs toxicos, controlar a exsudagio persistente, controlar a reabsorgio
dentaria externa inflamatoria e estimular a reparagdo por tecido mineralizado
{Siqueira & Lopes, 1999).

Varias substéncias tém sido utilizadas como medicacdo intracanal: a)
derivados fendlicos como o eugenol, paramonociorofenot (PMC), PMC canforado
(PMCC), cresatina, cresol, cresoto e timol, b) aldeidos representados pelo
formaldeido e glutaraldeido; c¢) haldides representados peic iodo e cloro
(hipocloritos); d} bases e hidroxidos representada pelo hidréxido de célcio; e)
corticdides como a hidrocortisona, a prednisolona e a dexametasona; f)
antibidticos sozinhos ou combinados com outras drogas; g} combinagdes como as
associagbes de corticosterdides com antibidticos, PMC-furacin, hidréxido de
caicio-PMC e tricresol-formol (Siqueira & Lopes, 1999); e h) clorexidina (Delany et
al., 1982). Como no caso dos irrigantes muitas dessas substéncias estio em
desuso.

O hidroxido de calcio passou a ser empregado comc medicacdo intracanal
em dentes com necrose pulpar com os trabathos de Heithersay (1975). Foi
Bystrom ef al.  (1985) que incrementaram seu uso apds demonstrar que essa

substéncia apresentava melhores resultados que o fenol e o PMCC.
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As propriedades do hidréoxido de calcio derivam de sua dissociacio idnica
em ions calcio e ions hidroxila, sendo que as agbes destes jons promovem
propriedades bioldgicas sobre os tecidos, e antimicrobianas, sobre as bactérias.
Os fons Ca' s&o responsaveis pelo efeito antiinflamatdrio diminuindo a
permeabilidade dos capilares, agem também como barreira fisica através dos
tibulos. Os fons OH s30 responséaveis pela elevagdo do pH do meio, o qual
influencia o transporte quimico das proteinas da membrana. Vérias proteinas
presentes na superficie da membrana celular sdo especializadas no transporte de
acidos e bases pela membrana. A regulacéo de pH celular € fundamental, uma
vez que mudangas de pH podem desgovernar e afetar o metfabolismo celular,
atuando na ioniza¢ao de grupos de proteinas pela desconfiguracdo e alteracéo
das suas atividades. O metabolismo celular depende do pH para a atividade
enzimatica, altera o substrato e afeta o crescimento e a proliferagdo celular
(Estrela ef a/. 1993). Outra forma de acao antimicrobiana do hidréxido de caicio foi
demonstrada por Safavi & Nichols {1993, 1994) e Barthel ef al. (1996). Safavi &
Nichols ({1983), estudando o efeilto do hidréxido de calcic scbre o
fipopolissacarideo (LPS) bacteriano, demonstraram que os ions hidroxila podem
hidrolisar o LPS presente na parede celular das bactérias, degradando o lipidio A
e neutralizando seu efeito residual apds a lise celular. Estrela et al. (1994)
reportaram que o hidroxido de calcio inibe enzimas bacterianas, funcio esta que
pode se reverter caso o pH retorne a niveis acidos. Os ions hidroxila ativam
enzimas teciduais como a fosfatase alcalina, o que pode iniciar ou favorecer a
mineralizacao {(Mitchell & Shankwalker, 1958; Tronstad ef a/ 1981, Tronstad,
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1991). Acredita-se que os ions caicio s&o necessarios para a atividade do sistema
complemento imunoldgico, quando em abundancia no tecido, poderiam auxiliar
essa reacdo, ativando uma ATPase calcio-dependente, que €& associada a
formacéo de tecido mineralizado (Tronstad et al. , 1981).

A pasta de hidroxido de calcio tem sido preparada com varios veiculos:
solucdo aquosa, metilcelulose, heximetilcelulose, solugdo fisiologica, solucdo
anestésica, glicerina, polietilenoglicol, propilenoglicol, dleo de oliva. {Berk, 1950,
Laws, 1962; Maisto & Capurro, 1964; Holland et al., 1978, 1983, Stamos ef af,
1985; Lopes ef al, 1986; Bramante ef a/.,, 1986; Silva et a/,, 1991; Fava, 1993;
Leonardo ef al,1993; Estrela ef a/., 1995; Lopes et al. 1996; Estrela & Pesce,
1988, 1997). Além dos veiculos, substancias adicionais tém sido inseridas no
intuito de metlhorar suas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo adi¢do
de iodoformio para aumentar a radiopacidade, PMMC para acrescentar atividade
antimicrobiana. A clorexidina em associacdo com o hidroxido de célcio pode ser
promissora com relacdo a atividade antimicrobiana (Gomes ef al. 1999), visto que
existem microrganismos gque conseguem sobreviver a pH elevados (8-11,5), como
por exemplo o Enterococcus faecalis.

O tempo necessario para que os irrigantes e a pasta de hidréxido de céicio
atuem sobre microrganismos considerados resistentes a agentes antimicrobianos,
tem sido questionado e ainda nao esta bem definido. Este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade antimicrobiana de medicamentos utilizados como
irrigantes endoddnticos e medicaco intracanal. Para isso foram realizados cinco
experimentos distintos empregando duas metodologias: ¢ teste de difuséo em
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agar e o teste de diluicdo em caldo (teste do contato direto). Dos cinco trabalthos
apresentados dois foram publicados, sendo ¢ capitulo 1. /n vitro antimicrobial
activity of several concentrations of sodium hypochiorite and chiorhexidine
gluconate in the elimination of Enferococcus faecalis (International Endodontic
Journal, 2001;34: 424-8) e o capitulo 3: /n vitro antimicrobial activity of calcium
hydroxide pastes and their vehicles against selected microorganisms (Brazifian
Dental Journal, 2002; 13:155-681). Os outros capitulos foram enviados para
pericdicos internacionais, sendo que o Capitulo 2 foi enviado para o periddico Oraf
Surgery, Oral Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology and Endodontics. Os
Capitutos 4 e 5 foram enviados para o International Endodontic Journal, Além
dessas publicacdes todos os trabalhos foram apresentados na Reunido Anual de
Pesquisa Odontologica (SBpQO) sob forma de Painel e os resumos estdo
publicados em portugués na revista da SbpQO e em inglés no Journal of Dental
Research.

Pequenas diferengas podem ser encontradas entre os artigos ja publicados e
0s capitulos desta Dissertacgo, pois as sugesites realizadas por parte dos
avaliadores dos Periddicos e da Banca do Exame de Qualificacgo foram acatadas
oy esclarecidas com o objetivo de methorar a qualidade deste trabatho e torna-lo

mais facilmente reproduzivel.
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4. PROPOSICAQ

O proposito deste estudo foi avaliar in vifro a acdo antimicrobiana de vérias
substancias quimicas para serem utilizadas como irigantes intracanais ou
medicag¢bes intracanais atraves de duas metodologias (teste de difusdo em agar e
contato direto) frente a microrganismos aerdbios, anaerdbios facultativos e
anaerobios estritos. As solugbes irrigadoras testadas foram: hipoclorito de sédio
(0,5%, 1,0%, 2,5%, 4,0% e 5,25%) e clorexidina gel e liquida (0,2%, 1,0% e 2,0%).
Os medicamentos intracanais testados foram: clorexidina gel 2% e as pastas de
hidroxido de calcio associadas a agua destilada, soluglo salina, solucdo

anestésica, glicerina, polietilenoglicol, paramonociorofenol canforado (PMCC),

PMCC associado & glicerina e a clorexidina gel 2%.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. CONTATO DIRETO

5.1.1. Materiais

5.1.1.1.Microrganismos

a) Aerdbios:

Candida afbicans (NTCC 3736)

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

b} Anaerdbio facultativo:

Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

¢} Anaerdbios estritos: isolados clinicamente dos canais radiculares.
Porphyromaonas endodontalis

Phorphyromonas gingivalis

Prevotella intermedia/ nigrescens

5.1.1.2. Meios de cuitura

Brain Heart infusion Broth (BHI) - Oxoid, Unipath Lid, Basingstoke, UK

Fastidious Anaerobe Broth (FAB) — Lab M, Bury, UK

Brain Heart Infusion Agar (BHIA) - Oxoid, Unipath Lid, Basingstoke, UK

Fastidious Anaerobe Agar (FAA) — Lab M, Bury, UK
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5.1.1.3. lrrigantes testados
clorexidina gel 0,2%
clorexidinagel 1%
clorexidina gel 2%

gel de natrosol (hidroxietilcelulose) — (grupo controle)
clorexidina liquida 0,2%
clorexidina liquida 1%
clorexidina liquida 2%
solug&o salina (grupo controle)
hipoclorito de sddic 0,5%
hipoclorito de sodioc 1%
hipoclorito de sédio 2,5%
hipoclorito de sédio 4%

hipoclorito de sodio 5,25%

5.1.1.3. Medicacdes testadas

Ca(OH), + agua destilada

Ca{OH), + glicerina

Ca(0OH); + PMCC + Glicerina

Ca(OH), + PMCC + Polietilenoglicof (Calen PMCC ®)
Ca(OH), + Polietilenoglicol (Calen ®)

Ca{OH), + Clorexidina gel 2%
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Como controle das medicagdes intracanais foram usados:
agua destilada

glicerina

PMCC

PMCC + Glicerina

PMCC + Polietilenoglicol

Polietitenoglicol

Natrosol

5.1.2. Método

A metodologia empregada no capitulo 1 foi uma adaptacdo da metodologia
adotada por SIQUEIRA & UZEDA (1998). Nos capitulos 2, 4 e 5 foi ufilizada a

metodologia do capitulo 1.

5.1.2.1. Preparacéo do in6culo
Para padronizag@o do indculo utilizou-se da metodologia empregada por Koo ef
al. 1999.

Os microrganismos aerébios (C. albicans, S. aureus) e o microrganismo
facultativo (E. faecalis) foram subcultivados em pilacas de Brain Heart infusion
Agar (BHI), incubados em atmosfera de O» para os aerdbios € 10% COz para o
facultativo, por 24/48 horas. Os microrganismos anaerdbios estritos (P
endodontalis, P. gingivalis e P. intermedia/nigrescens) foram subcuitivados em
placas de Fastidious Anaerobe Agar (FAA) enriquecidos com 5% sangue de
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carneiro desfibrinado (EBEFARMA, Araras, SP) e incubados em cémara de
anaerobiose (Don Whitley Scientific, Bradford, UK) em atmosfera de 80% Nz, 10%
CO2, 10% H; por 48 horas.

Apos o crescimento em meio soélido, coibnias isoladas de C. afbicans, S.
aureus e E. faecalis foram suspensas em tubos contendo 5 mi de BHI caldo. Apos
agitacdo mecanica, a suspensdo foi ajustada no espectrofotdmetro com
absorbancia de 800 nm, até atingir a concentracio (transmitancia 90) equivalente
a 0.5 da escala de McFarland (1,5 x 10° UFC). Para P. endodontalis, P. gingivalis
e P. intermedia/nigrescens foram suspensas em tubos contendo 5 mbL de
Fastidious Anaerobe Broth (FAB). Apds agitacdo mecanica, a suspensio foi
ajustada no espectrofotdbmetro com absorbancia de 800 nm, até atingir a
concentracao (transmiténcia 80) equivalente a 1.0 da escala de McFarland (3,0 x

10° UFC).

5.1.2.2. Efeito antibacteriano dos irrigantes testados

Um mbL de cada agente irrigante, medicacao ou controles foi colocade no fundo
dos pocos de placas de cultura de células contendo 24 pocos (Corning Cell
Culture Cluster, Corning, NY). A seguir, 2 mL do indculo bacteriano foram
colocados em contato com as substancias testes. Aguardaram-se 0s tempos de
15 s, 30 s, 45s, 1min, 3 min, 5 min, 10 min, 25 min, 20 min e 30 min, 1 horg, 2
horas, 4 horas, & horas, 8 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas e 7 dias. Apds cada
periodo, foi retirade 1 mL de cada pocgo e levade para tubos contendo 2mli
{Capitulo 1) ou 3 mL de BHI (para os microrganismos aerobios e facultativos) e
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FAB (para os microrganismos anaerobios estrifos) os quais continham os
neutralizadores dos irrigantes ou medicagbes intracanais (0,6% de tiosulfato de
sodio, para hipoclorito de sddio, 0,5% de Tween 80 e 0,07% de lecitina para
clorexidina e 0,5% de acido citrico para hidréxido de calcia) { SIQUEIRA ef al,
1998).

Todos os tubos foram incubados a 37°C em condigbes gasosas especificas
para permitir o crescimento microbiano (24 horas para aerdbios em estufa de Oy,
48 horas para facultativo em estufa de CO, e 7 dias para anaerobios estritos em
cabine de anaerobiose}. Aliquotas (10 L) foram plagueadas em placas de BHI
agar ou FAA (de acordo com a necessidade nutricionat dos microrganismos)
acrescidos de 5% de sangue de cameiro desfibrinado. A interpretacdo dos
resultados foi realizada através da turbidez do meio e do crescimento nas placas
de agar sangue. A pureza das culturas positivas foi confirmada através da
morfologia das colonias nas placas de agar sangue, coloracdo de Gram, e por
métodos bioquimicos utilizando kits de identificacdo microbiana (E. faecalis: Api 20
Strep, S. aureus. APl 20 Staph, C.albicans: APl C AUX e P. endodontalis, P.
gingivalis e P. infermedia/nigrescens: Rap!D 32 A — todos da bioMérieux SA,

Marcy-I'Etoile, Franca ou o RAPID ANA [l da Remel inc., Lenexa, KS, USA).




A. Colénias puras (24/48h); B. Diluiggo em meio de cultura liguido; C. Agitagdo; D. Padronizagéo do indculo; E, Manipulagio das
pastas de hidréxido de calcio. F. Seringa hipodérmica estéril para medir as substancias; G. Colocagéo de 1 ml da substéncia teste no
fundo do pogo das culturas de células (24- welis-Costar); H. Retirada de 2 mL do indculo; | Colocagio das 2 mb em contaic com 1mL
com a subsincia a ser testada; J. Remogio de 1 mL do well apds tempos testes; L., Colocagio de 1 mi do well am tuba contendo 3
mi de meio de cultura com solucdo neutraiizadora das substancias testadas; M. Subcultura {1mL} em 3 mL de meio de cultura caldo;
N.Incubagdo em condicdes gasosas apropriadas; 14, Tubos tesles; O. 10 uL sende Inoculados em piacas de agar sangue;
B.Plagueamante; Q. Incubaglo; R. Leitura em meio lguide (tubidez do meio); $. Leitura em maeio sélide (morfologia das coldnias)
T.Colorago de Gram; U. Teste de catalase; V. Testes bioguimicos padronizados.

Fig 4.1.1. Etapas do método do contato direis.
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5.2. DIFUSAO EM AGAR

5.2.1. Materiais

5.2.1.1.Microrganismos:
52.11.1.  Aerbbios:
Candida albicans (NTCC 3736)
Baciflus subtilis (ATCC19659)

Staphylococcus aureus (ATCC 25923)

5.2.11.2.  Anaerdbios facultativos:
Actinomyces naesfundii (M104)
Enterococcus faecalis (ATCC 29212)
Streptococcus sobrinus 6715
Streptococcus sanguis (ATCC 10556)

Streptococcus mutans OMZ-175

5.2.1.1.3.  Anaerdbios estritos isolados dos canais radiculares:
Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas endodontalis

Prevotella denticola

Prevotella intermedia/nigrescens



5.2.1.2. Meios de cultura

Brain Heart Infusion Broth (BHI) - Oxoid, Basingstoke, UK
Brain Heart Infusion Agar (BHIA) - Oxoid, Basingstoke, UK
Fastidious Anaerobe Agar (FAA) - Oxoid, Basingstoke, UK

Mueller-Hinton Agar (MHA) - Oxoid, Basingstoke, UK
5213 Substancias testadas:

52.13.1.  Clorexidina gel 2%

52132 Pastas de hidréxido de calcio preparadas com:

» H>0 destilada (9:7)

o salina {9.7)

» giicerina PA (9:7)

» propilenoglicol (9:7)

» anestésico (fidocaina a 2% sem vaso constritor) {9:7)
 paramonoclorofens! canforado {comercial} (9:7)

« glicerina+paramonociorofenct canforado (65% canfora, 35%
paramonoclorofenol) (2:1:1)

» Clorexidina gel 2% (1:1)

40




« 522 Métodos

5221, Preparacao do inoculo

A atividade antimicrobiana foi realizada pelo método classico de difuséo em agar,
com algumas modificacdes, € posterior leitura dos halos de inibicdo de crescimento
microbiano.

Os organismos aerdbios e facultativos foram subcultivados em placas de
BHIA e incubados por 18-24 h a 37°C {em atmosfera de O, para aerdbios e 10%
CO, para facuitativos). Os organismos anaerdbios estritos foram subcultivados em
placas de FAA + 5% sangue de carneiro desfibrinado (EBEFARMA, Araras, SP) e
incubados em camara de anaerobiose (Don Whitley Scientific, Bradford, UK) em
atmosfera anaerébia de 80% N;, 10% CO,, 10% H. por 48 h. O meio de cultura
FAA foi usado para o cultivo dos anaerdbios por ser um meio ndo-seletivo que
favorece o crescimento destes microrganismos, ndo sendo necessaric inciuir
hemina e menadiona por ja conter estas substancias em sua férmula (GOMES
1995; GOMES et af. 19%4a.b; 1996a,b.c). Ele &€ bastanie semethante em sua
composicdo ao Wilkens-Chalgren Agar, que € utilizado em testes de sensibilidade
antimicrobiana para ¢s anaerobios.

Apds crescimento em meio solido, coldnias isoladas de aerdbios e
facultativos foram suspensas em tubos contendeo 5 mi. de solucéo estéril de NaCl a
0.89%. Apés agitagdo mecanica, a suspensdo era ajustada em espectrofotdmetro
com absorbancia de 800 nm, até atingir a concentracdo equivalente a 0.5 da escala
de McFarland (1,5 x 10° bactéria/mL) de acordo com Koo st a/. (1999).
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Para as bactérias estritamente anaerdbias coldnias suspensas em solucdo
estéril de NaCl a 0.89% até atingir a concentragéo equivalente a 1 da escala de
McFarland. Tais indculos foram utilizados por promoverem crescimento
semiconfluente de todos 0s microrganismos testados, de acordo com Koo ef af.

(1999).

5.2.2.2. Preparo das camadas de agar e do indcuio

Para avaliar a atividade antimicrobiana das substancias testadas frente as bactérias
aerdbias, facultativas e levedura, foram utilizadas piacas de 140 mm de diametro.
Para o teste com bactérias anaerobias estritas, foram utilizadas placas de 80 mmde
diametro. Foram realizadas seis repeticdes para cada cada pasta contra cada

microrganismo testado.

52221, Bactérias aerobias, facultativas e levedura

Utilizou-se o método de camada dupla.

Inicialmente foram preparadas piacas (140 x 25mm) contendo 40 mL de MHA gue
serviram de base para a camada de inbculo (seed), que era preparada a seguir.
Cinglienta mi de BHIA eram preparados e autoclavados em frascos de vidro com
tampas rosqueaveis. Durante o processo de resfriamento, quando o BHIA atingia
45°C, ainda em estado liquido, se adicionava 500l do indculo microbiano e se
promovia agitacdo uniforme do conjunto. O BHIA passava a ter, portanto, 1% de

indculo microbiano, e era entdo distribuido sobre a camada sdlida de MHA .
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52222, Bactérias anaerdbias estritas

Para as bactérias anaerdbias estritas foi utilizada somente uma camada de meio
de cultura, a qual o indculo bacteriano foi plaqueado diretamente (camada seed).
Estudos pilotos foram feitos para determinar qual a methor concentragido da
suspenséo bacteriana e a técnica de inoculacido que permitisse crescimento semi-
confluente dos organismos a serem testados (Koo et a/., 1999). Nestes estudos foi
observado que ©0 método da camada dupla associada com 1% do indculo nas
concentracdes de 0,5 e 1 na escala de McFarland, n&o produziam crescimento das
bactérias anaerdbias estritas. Isto pode ocorrer devido sensibilidade térmica de tais
bactérias e necessidade de ter uma concentragdo mais elevada de células
bacterianas para haver crescimento (Gomes, 1995; Gomes, ef al., 1895).

Placas de 80 mm foram preparadas com 50 mL de FAA + 5% de sangue de
carneiro desfibrinado. Apos a solidificacdo do agar, as placas foram colocadas em
atmosfera de anaerobiose por 24 horas para serem pré-reduzidas. A seguir, 150ul
do indculo bacteriano foi plaqueado, de forma uniforme, diretamente sobre o meio

de cultura com o uso de um swab de madeira estéril.

5.223. Colocacédo dos tubos de inox sobre a superficie do agar

Apods a solidificacdo dos meios de cultura, tubos de inox com & mm de largura
interna, 8 mm de largura externa e 10 mm de altura, foram colocados sobre a
superficie do agar. Cada tubo foi preenchido com 40 ulL de cada solugdo a ser

testada. As placas foram entio mantidas por 2 h & temperatura ambiente para
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permitir a difus@o das substancias testadas no agar (as placas contendo os indculos
de anaerdbios estritos foram conservadas em jarros anaerdbios & temperatura
ambiente). A manipulacdo das placas contendo culturas anaerdbias estritas foi feita
sob o fluxo continuo de nitrogénic para reduzir o tempo de exposi¢cdo de tais

bactérias a atmosfera ambienta.

5224, Incubacao
As placas foram entéo incubadas a 37 °C em condigdes gasosas apropriadas por

periodo de tempo adeguado.

52.25. Leitura dos halos de inibicdo
A primeira leitura para os organismos tais como Candida albicans, Bacillus subtilis e
Staphylococcus aureus foi feita apés 24 h de incubagdo a 37 °C. A primeira leitura
dos organismos facultativos como Strepfococcus e Actinomyces foi feita apos 48 h
de incubacdo a 10% de CO, Finaimente, a primeira leitura para as bactérias
anaerdbias estritas {Porphyromonas e Prevotella) foi feita apds 7 dias de incubagéo
em atmosfera de 80% H», 10% CO», 10% No.

Apds o periodo de incubacgio foi adicionado as placas (exceto as contendo
FAA + sangue} 5 mL de gel de agar a 1% acrescentado de cloreto de
trifeniltetrazdiico (T1C) a 0,5% com a finalidade de otimizar a leitura das placas.
Apods a solidificacdo do meio (5 min sobre toatha com gelo), as placas foram

incubadas a 37°C por 15 min e realizadas as leituras das placas. A utilizacéo do
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TTC facilita a leitura dos halos de inibigdo por apresentar uma coloragdo
avermethada em contraste com area de crescimento microbiano.

Os raios das areas de inibicdo microbiana corresponderam & menor
distancia entre a superficie externa do cilindro e o inicio da regi&o de crescimento
microbiano, os quais foram medidos com o auxilio de paguimetro milimetrado, em
pelo menos dois sentidos.

A atividade antimicrobiana das soluctes foi testada trés vezes, em diferentes

tempos, usando sempre triplicatas.
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A. Colonias puras (24/48h); B. Diluigio em meio de cultura liquido; C. Agitacao; ). Padronizaggo do indculo; E. ColocagBo de 1 ml do
inbcuto e cada 100 mbL de meic ds cultura (BRI 4gar] 2 45 *C; F. Colocag@o da camada ssed (meio + microrganisma) sobre a
camada base (Miller Hinton) ja solidificada; G. Semeadura diretamente sobre a placa de agar sangue; H.Colocagdo dos cilindros sobre
as placas ja solidificadas; L Colocagho da substancia (40 ub) a ser testada no inferior do cilindro; J, L, M. incubagio em condicdes
gasosas apropriadas (apés espera de 2 horas); N, O, P. Halos de inibigdo de crasciments microbiano.

Fig 4.2.1. Etapas do método de difusdo em agar. E, F, J, L, N. somente para microrganismos aerébios e anaerdbios
facultatives. G, M, O, P. Somenie para anaerdbios esfritos.
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Abstract

Aim The aim of this study was to assess, in vifro, the effectiveness of several
concentrations of NaOC! (0.5%, 1%, 2.5%, 4% and 525%) and two forms of
chiorhexidine gluconate (gel and liquid) in three concentrations {0.2%, 1% and 2%)
in the elimination of Enterococcus faecalis.

Methodology A broth dilution test using 24-well cell cutture plates was performed
and the time taken for the irrigants to kill bacterial cells was recorded. 24h- Isolated
colonies of pure cultures of E. faecalis grown on 10% sheep blood + Brain Heart
Infusion (BHI) agar plates were suspended in sterile 0.89% NaCl solution. The cell
suspension was adjusted spectrophotometrically to match the turbidity of a
McFariand 0.5 scale. One mL of each tested substance was placed at the bottom
of wells of 24-well cell culture plates (Coming, NY), including the control group
(sterile water). Six wells were used for each time period and irrigant concentration.
Two mbL of the bacterial suspension were ultrasonically mixed for 10 s with the
irrigants and ieft to stand different periods of time, viz. for 10, 30, and 45 s, for 1, 3,
5, 10, 20, and 30 min; and for 1 and 2 h. After each period of time, 1 mL from each
well was fransferred to tubes containing 2 mbL of freshly prepared BHI +
neutralisers in order to prevent a residual action of the irrigants. All tubes were
incubated at 37°C for 7 days. The tubes considered to have positive growth were
those, which presented medium turbidity during the incubation period. Data were
analysed statistically by the Kruskal-Wallis test, with the level of significance seat at

p<0.05.



Resuits All irrigants were effective in killing E. faecalis, but at different times.
Chiorhexidine in the liquid form at all concentrations tested (0.2%, 1% and 2%) and
NaOCI (5.25%) were the most effective irrigants. However, the time required by
0.2% chiorhexidine liquid and 2% chlorhexidine gel to promote negative cultures
was only 30 s and 1 min, respectively.

Conclusions In the conditions of this in vitro study all tested irrigants possessed
antibacterial activity, the time required to eliminate £. faecalis depended on the

concentration and type of irrigant used.
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Introduction

Complete debridement and disinfection of the puipal space are considered to be
essential for predictable long-term success in endodontic treatment. Residual
puipal tissue, bacteria, and dentine debris may persist in the irregularities of root
canal systems, even after meticulous mechanical preparation (Abou-Rass &
Piccinino 1982). Therefore, several irrigant solutions have been recommended for
use in combination with canal preparation. However, the efficacy of these
procedures also depends upon the vulnerability of the involved species. Anaerobic
bacteria, especially black-pigmented Gram-negatives, have been linked to the
signs and symptoms of endodontic disease (Gomes ef al. 1896a) but facultative
bacteria, such as Enfterococcus faecalis, have also been isolated from
pathologically-involved root canals, being considered one of the most resistant
species in the oral cavity and a possible cause of failure of root canal treatment
(Gomes et al. 1996b).

An immigant serves to flush out debris from within the instrumented root
canals, dissolve organic tissue remnants, disinfect the root canal space and
provide lubrication during instrumentation, without causing irritation to biological
tissues (Cheung & Stock 1993, Ingle et al. 1984). Sodium hypochlorite (NaOCl)
has become the most popular agent for endodontic irrigation, even though its
optimum working concentration has not been universally agreed (Cheung & Stock
1993). Chiorhexidine giuconate, a less malodorous and toxic agent, has been
suggested as an irrigant based on its antibacterial effects, substantivity and lower
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cytotoxicity than NaOCI whilst demonstrating efficient clinical performance
(Leonardo et a/. 1999).

The purpose of this study was to assess in vitro the effectiveness of NaOClJ
and two forms of chlorhexidine gluconate (liquid and gel) at different concentrations

in the elimination of E. faecalis.

Materials and methods

The irrigants tested in the elimination of E. faecalis were several concentrations
(molecutar weight) of NaOCI (0.5%, 1%, 2.5%, 4% and 5.25%) and two forms of
chlorhexidine giuconate (gel and liquid) in three concentrations (0.2%, 1% and
2%). All irrigants were prepared by the same drugstore {Drogal Farmacia de
Manipulacdo Ltda., Piracicaba, Brazil). NaOC! and chlorhexidine liquid at different
concentrations were diluted with sterile water without preservatives, manipulated in
small portions one day before the tests. Chlorhexidine gel consisted of gel base
{1% natrosol - hydroxiethyiceliulose) and chlorhexidine gluconate.

Isclated 24 h colonies of pure cultures of E. faecalis (ATCC 29212) grown
on 10% sheep blood + Brain Heart Infusion (BHI, Oxoid, Basingstoke, UK) agar
plates were suspended in sterile 0.89% NaCI solution. The cell suspension was
adjusted spectrophtometrically to match the turbidity of a McFarland 0.5 scale (1.5
x 10% cfu / mi).

One mL of each tested substance was placed at the bottom of wells of 24~
well cell culture plates (Corning, New York, USA), including the control group
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(sterile water). Six wells were used for each time period and irrigant concentration.
Overall, 792 wells were used, comprising 726 for all the test irrigants and 66 for the
control group. Two mL of the bacterial suspension were ultrasonically mixed for 10
s with the irrigants and left to stand different periods of time, viz. for 10, 30, 45 s;
for 1, 3, 5, 10, 20, and 30 min; and for 1 and 2 h. After each period of time, 1 mL
from each well was transferred to tubes containing 2 ml of freshly prepared BHI +
neutralisers in order to prevent continued action of the irrigants. For eliminating the
carrier over effect of NaOCl was used 0.6% sodium thiosulphate, and 0.5% Tween
80 + 0.07% lecithin was used for chlorhexidine {Siqueira ef a/. 1998b). All tubes
were incubated at 37°C for 7 days. The tubes considered to have positive bacterial
growth were those that presented medium turbidity matching the turbidity of a
McFarland 4 scale {12 x 10° cfu/ mL) during the incubation period. The purity of the
positive cultures was confirmed by Gram staining, by colony morphology on BHi
agar + blood and by the use of a biochemical identification kit (APl 20 Strep ~
BioMéuriex SA, Marcy-1'Etoile, France).Data were analysed statistically by the

Kruskal-Wallis test, with the level of significance set at p<0.05.

Results

Table 1 shows the contact time required by each tested irrigant to produce 100% of

inhibition growth of E. faecalis.
All irrigants were effective in killing the bacteria tested, but at different times.
Chiorhexidine gluconate liquid {1% and 2%) and NaOCI (5.25%) took significantly
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less time (>30 s) to eliminate E. faecalis than the other irrigants tested. However,
the time required by chiorhexidine liquid (0.2%) and chlorhexidine gel (2%) to
produce negative cultures was only 30 s and 1 min respectively.

When used at 0.2% concentration, chiorhexidine gel destroyed bacterial
cells after 2 h of contact, as opposed to only 15 min when used at 1.0%
concentration.

The antimicrobial activity of NaOCi was related to its concentration, i.e.,
higher concentrations took less time to inhibit bacterial growth than iower
concentrations.

Alt specimens in the control group yielded positive cultures and E. faecalis

was always recovered from all positive cultures.

Table 6.1.1.Contact time required by each tested irrigant to produce negative

cultures (i.e. 100% inhibition growth) of £. faecalis.

Irrigants Contact time

0.2% chiorhexiding gs! 2h a
1.0% chlorhexidine gel 15 min ab
2.0% chiorhexidine gel 1 min b
0.2% chlorhexidine liquid 30s b
1.0% chlorhexidine fiquid <30s b
2.0% chlorhexidine liquid <30 s b
0.5% sodium hypochlorite 30 min ab
1.0% sodium hypochiorite 20 min ab
2.5% sodium hypochilorite 10 min b
4.0% sodium hypochiorite 5 min b
5.25% sodium hypochlorite <30 s b

different letters mean significance differences (p< 0,05%) — Kruskal-Wallis test
Number of tests performed using the irrigants: 726
Number of tesis performied using sierile water (control group). 68
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Discussion

Laboratory tests of any kind are only the first steps in a study of the effectiveness
of irrigants. Antimicrobial activity of an in vifro environment depends upon the pH of
the substrates in plates or tubes, sensitivity of the drug, bacterial source (wild
strains or coilection species), the number of bacteria inocuiated, incubation time,
and the metabolic activity of the microorganisms. On the other hand, the duration
of effectiveness of the drug, temperature, contamination and possible leakage of
the agent into the mouth must be considered while working in vivo (Updegraff &
Chaug 1977, Ayan ef al. 1999).

Enterococcus faecalis, a facultatively anaerobic Gram-positive coccus, has
been implicated in persistent root canal infections {(Engstrém 1964, Cavaileri ef af.
1989, Gomes et al. 1996b, Molander et al. 1998) and has been used in several
previous studies on the efficacy of endodontic irrigants {Shih ef a/. 1970, Parsons
et al. 1980, Vahdaty ef al. 1993, Siqueira ef al. 1997, Heling & Chandler 1998,
Siqueira ef al. 1888a, Ayhan ef a/. 1999), especially for its high level of resistance
to a wide range of antimicrobial agents (Heath ef a/ 1996). In the present study we
used ATCC strain because it was also utilised in previous in vitro studies
investigating the antibacterial effects of endodontic irrigants (Siqueira ef af. 1997,
1998a, Gomes ef a/. 1999, Ferraz et al. in press).

Sodium hypochlorite solution is to-date, the most commonly employed root
canal irrigant. However, no general agreement exists regarding its optimal

concentration, which ranges from 0.5% to 5.25%. Kozol ef a/. {1988) evaluated the
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toxic effects of NaOCI and observed that 0.025% was a safe concentration for
clinical use, maintaining the antimicrobial action without harmful effects on the
periapical tissues. Many studies (Spangberg et al. 1973, Bystrom ef af 1983)
recommend its use at the concentration of 0.5% in order to obtain acceptable
cytotoxic and bactericidal levels. According to a standard undergraduate text book
(Harty 1990), 2.5% is the most favoured concentration.

NaOCIl provides good tissue solvent action {(Grossman & Meiman 1941,
Senia ef al. 1975, Moorer & Wesselink 1982), has a broad spectrum of
antimicrobial activity (Spangberg ef al. 1973, Bystrom et af 1983, Jeansonne &
White 1994, Barnard ef af. 1996, Siqueira ef a/ 1998a, Ayhan ef a/. 1999), acts as
a lubricant for instrumentation and can flush ioose debris from root canals (Abou-
Rass & Piccinino 1982, Baumgartner & Mader 1987, Baumgartner & Cuenin 1992).
The major disadvantages of NaOC! are its cylotoxic effect if injected into the
periapical tissues (Spangberg et al 1973, Pashley et al. 1985, Spangberg et af
1988), its foul smell and taste, its ability to bleach clothes, and its potential for
causing corrosion {Neal ef a/. 1983, Busslinger ef al. 1998). It is also known 1o
produce allergic reactions (Kaufman & Keila 1889).

Exactly how NaOCI destroys microorganisms has never been demonstrated
experimentatly. The disinfecting efficiency of NaOCI depends on the concentration
of undissociated hypochlorous acid (HCIO) in solution. HCIO exerts its germicidal
gffect by an oxidative action on sulphydryl groups of bacterial enzymes. As
essential enzymes are inhibited, important metabolic reactions are disrupted,
resulting in the killing of the bacterial celils (Dychdala 1991). However,
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microorganisms such as E. faecalis are resistant to NaOC|, especially at low
concentrations (Baumgartner & Cuenin 1992, Heling & Chandler 1998, Ayan ef a/.
1999). For instance, 0.5% NaOCI took 30 min to inhibt microbial growth, as
demonstrated in the present work. On the other hand, the use of NaOCI at high
concentrations is undesirable because it is an irritant to periapical tissues
(Spangberg et al. 1973), even though its antimicrobial action is proportional to its
concentration.

The present results showed that 5.25% was the most efficient concentration
of NaQCl assessed, Killing the bacterial cells in less than 30 s, in agreement with
previous studies (Senia ef al. 1975).

Chiorhexidine gluconate is a cationic bisguanide that seems to act by
adsorbing onto the cell wall of the microorganism and causing leakage of
intracellular components. At low chiorhexidine concentrations, small molecular
weight substances will leak out, especifically potassium and phosphorous, resulting
in a bacteriostatic effect. At higher concentrations, chiorhexidine has a bactericidal
effect due to precipitation and/or coagulation of the cytoplasm, probably caused by
protein cross-linking (Fardal & Turmbull 1986).

Chiorhexidine gluconate has been used in endodontics as an irrigant
solution, but aiways in a liquid presentation. Chiorhexidine gef was evaluated as an
intracanal medication, demonstrating good performance (Siqueira & Uzeda 1597).
The gel base for chiorhexidine gluconate, was the natrosol gel (hydroxyethyl
cellulose, pH 5.5) used as a base for chlorhexidine gluconate, which is soluble in
water and widely used to thicken shampoos, gels and soaps. The gel formulation
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may keep the “active principle” of chlorhexidine gluconate in contact with the
microorganisms for longer, inhibiting their growth

In a previous study (Gomes ef a/. 1999) that tested the antimicrobial activity
of several irrigants, including chlorhexidine gluconate (in gel and solution) and
different concentrations of NaOC! against selected endodontic microorganisms, by
means of the agar diffusion method, chiorhexidine gel was more efficient than the
liquid presentation at equivalent concentrations, although no significant difference
was detected. in addition, the growth inhibition haloes produced by both forms of
2% chiorhexidine were significantly larger than those created by all concentrations
of NaOCl, including 5.25%. All microbial species tested in that study were sensitive
to chiorhexidine gluconate, either in gel or in solution, at both tested
concentrations. Chiorhexidine demonstrated to be a powerful antimicrobial agent,
in agreement with the results of previous studies (Delany ef al. 1982, Ringel et al.
1982, Jeansonne & White 1994).

The results of the present study confirm those obtained by Ohara et al.
(1993), although these investigators only used chiorhexidine in a liquid formulation.
In both experiments, the antimicrobial activity of chlorhexidine gluconate was
superior to that of NaOCl, except for 0.2% chiorhexidine gluconate gel, which took
almost 2 hours to produce negative cultures. The present investigation tested the
antimicrobial activity of chiorhexidine and NaOCi through direct contact with the £
faecalis suspension and showed that chiorhexidine liquid killed the bacterial cells
more rapidly than chiorhexidine gel, specially the 0,2% chiorhexidine in liquid
formuiation and the gel formulation at the same concentration, which were
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statistically different. Althougth there was not satistcally diferences, the 1,0 % and
2,0% chiorhexidine in liquid formulation eliminated £. faecalis in shorter length of
time than the gel formulations. This fact could be explained owing to fact that the
ultrasonic used in the present research mixed the microorganisms in a broth
medium and the irrigants sheaking the the 24-well cell plates ultrassonically for 10
seconds, it could not be enought to mix equally the tested irrigants.

Our present work showed contrasted results with Gomes ef al. (1999), when
the gel fromulation showed better results than the liquid formulation. This fact can
be explained by the methodologies used; in this study, chiorhexidine liquid mixed
very well with the bacterial suspension, immediately exerting its antimicrobial
action, whereas the gel formuiation, which is more difficult to mix, prevented direct
contact between bacterial cells and chlorhexidine, thus requiring a longer time fo
act against the microorganisms. in the agar diffusion method, the gel formulation
kept the active agent in contact with the inoculated media for a longer time,
producing the largest inhibition zones. However, during root canal filing the
antimicrobial irrigant used should also act as lubricant, remove the smear layer, be
water-soluble and be biocompatible with periapical tissues. A gel formulation has
all these advantages (Ferraz et al. in press).

The time required to eliminate £ faecalis depended on the concentration
and type of irrigant used. The present study confirmed the antimicrobial activity of
chiorhexidine and sodium hypochlorite, and aiso provided new data on the
properties of chlorhexidine gel as an endodontic irrigant. Studies using
chlorhexidine gel are indicated, especially with respect to its mechanical properties.
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Further studies involving wild and collection strains, not only of £. faecalis but aisc
of other endodontically-related bacteria, might be informative. it should be
emphasised that, as with most in vitro studies, the present findings remain to be
confirmed clinically.

in the conditions of this in vitro study, using plactonic cells of E. faecalis, it is
possible to conclude that NaOCI, fiquid/gel chiorexidine gluconate in all tested
concetrations could be used as irriganting solution, except the 0,2% chiorexidine

gluconate, which could exceed the necessary time of a root canal preparation.
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Abstract

The aim of this study was o investigate in vitro the antimicrobia! activity of 0.2%,
1% and 2% chlorhexidine gluconate (gel and liquid), against endodontic pathogens
and compare the resuits with the ones achieved by 0.5%, 1%, 2.5%, 4% and
5.25% NaOCI. A broth dilution test was performed; the timing for irrigants to Kill
microbial cells was recorded and statistically analysed. The 2.0% geifliquid
chlorhexidine eliminated Staphylococcus aureus and Candida albicans in 15 s,
while the gel formulation killed Enterococcus faecalis in 1 min. All tested irrigants
eliminated Forphyromonas endodontalis, Porphyromonas gingivalis and Prevotella
intermedia/ nigrescens in 15 s. The timing required for 1.0% and 2.0%
chlorhexidine liquid to eliminate all microorganisms was the same necessary to
5.25% NaOClI. In the conditions of this in vifro study, it is possible to conclude that
NaQCI, liquid/ge! chlorexidine gluconate in ali tested concetrations could be used
as irriganting solution, except the 0,2% chlorexidine gei, which the required time

to eliminate E. faecalis could exceed the timing of a root canal preparation.
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Introduction

One of the primary objectives of the endodontic therapy is the microbial reduction,
which, in turn, will promote the normal healing process into the periodontal tissues
(6).

Anaerobic bacteria, especially black-pigmented Gram-negatives, have been
linked to the signs and symptoms. However, facultative bacteria, such as
Enterococcus faecalis have been considered one of the most resistant species in

the oral cavity, and a possible cause of failure of root canal treatment (12).

Apart from the decrease in the number of microorganisms (24}, it is also
important to reduce the debris, which is higher in canals prepared without irrigating
solutions (11). Therefore, an endodontic irrigant should exhibit powerful
antimicrobial activity, dissolve organic tissue remnants, disinfect the root canal
space, fiush out debris from the instrumented root canals and provide {ubrication

(15).

Sodium hypochlorite (NaQCl) in several concentrations has been widely
used as irrigant of choice (32, 10). NaOCl provides good tissue solvent action (26,
21), has a broad spectrum of antimicrobial activity (29, 7, 16, 2, 27), acts as a
lubricant for instrumentation and can flush locse debris from root canals (1, 3, 4).

Chiorhexidine is widely used as a mouth rinse in the prevention and treatment
of pericdontal diseases and dental caries (8). lts use has been suggested in

endodontics as irriganting solution (9) or intracanal dressing (28). The antimicrobial
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effect of chiorhexidine is related to the cationic molecule binding to negatively
charged bacterial cell walls, thereby altering bacterial osmotic equilibrium (14).

The purpose of this study was to investigate /n vifro the antimicrobial activity
of 0.2%, 1% and 2% chlorhexidine gluconate in gel and liquid formulations against
several endodontic pathogens and compare the results with the ones achieved by

0.5%, 1%, 2.5%, 4% and 5.25% sodium hypochiorite.
Materials and Methods
The methodology used was adapted from Gomes ef al. (13).

The intra-canal irrigants tested were two presentation forms of chiorhexidine
gluconate {gel and liquid) in three concentrations (0.2%, 1.0%, 2.0%), and sodium
hypochlorite {0.5%, 1%, 2.5%, 4% and 5.25%). The same manufacturer prepared
all irrigants {(Proderma Farmacia de Manipulagao Ltda., Piracicaba, SP, Brazil).
NaGCI and chiorhexidine liquid at different concentrations were diluted with steriie
water without preservatives. Chlorhexidine gel consisted of gel base {1% natrosol)
and chiorhexidine giuconate. The 0.89% sterile saline and the 1% natrosol were
used as controls.

The species of microorganisms used in this experiment were Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Candida albicans NTCC 3736, Staphylococcus aureus
ATCC 25923 grown on Brain Heart infusion (BHI, Lab M, Bury, UK) and
Porphyromonas  gingivalis, Forphyromonas endodontalis and Prevotella
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intermedia/Prevotella nigrescens grown on Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Lab
M, Bury, UK), both added 5% sheep blood. All microorganisms were previously
subcultured onto appropriate culture media and gaseous conditions for 48 h.
Facultative strains were individually inoculated into tubes containing 5ml Brain
Heart Infusion (BHI, Lab M, Bury, UK) sterile suspension, which were adjusted
spectrophotometrically at 800 nm {O.D.ge0) to match the turbidity of 1.5x10%fu mL™
{equivalent to 0.5 McFarland standard). Strict anaerobic microorganisms were
individually inoculated into tubes containing SmL of Fastidious Anaerobe Broth
(FAB, Lab M, Bury, UK) sterile suspension, which were suspended
spectrophotometrically at 800 nm (0.D.sx ) to match the turbidity of 3.0 x 10° cfu
mL™" (equivalent to 1 McFarland standard), according to Koo ef al. (1999),

Six wells were used for each time period, irrigant and microorganism
respectively. Overall, 5616 wells were used, comprising 4752 for all the test
irrigants (432 for each irrigant and each control group).

One mbL of each tested irrigants was placed at the bottom of wells of 24-weli
cell culture plates {Corning, NY, USA, ref No. 3524, well Vol. 3,2 mL}, including
the controls groups (sterile saline and natrosol). Two mb of the microbial
suspension were ultrasonically mixed for 10 s with the irrigants and left to stand
different periods of time, viz. for 15, 30, and 45 s; for 1,3,5, 10, 15, 20 and 30 min;
and for 1 and 2 h. After each period of time, 1 mL from each well was transferred to
tubes containing 3 mi of freshly broth medium pius neutralizers (Tween 80 plus
0.07% lecithin was used for chiorhexidine and 0.6% sodium thiosulphate for

NaQCl) in order to avoid a residual action of the tested irrigants (13). All tubes
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were left at 37°C for 7 days in appropriate gaseous condition for microbial growth.
After this period, 10 uL of each tube was inoculated on agar plates and left at 37°C
for 24-48 days in appropriate gaseous condition for investigate all possible
bacterial growth. The purity of the positive cultures were confirmed by Gram
staining, by colony morphology on blood agar plates and by the use of biochemical
identification kits (APl 20 Strep BioMérieux SA, Marcy-{'Etoile, France; APl C AUX
BioMeérieux SA, Marcy-I'Etoile, France: API 20 Staph BioMérieux SA, Marcy-
I'Etoile, France; RapiD ANA Il System, Remel Inc., Lenexa, KS, USA). The time
spent by each irrigant to produce total microbial inhibition growth was recorded,
transformed in seconds, and analysed statisticatly by Kruskal-Wallis test, with

significance level set at p < 0.05.

Results

Samples adherence and normality were tested using GMC program (USP,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil), demonstrating that the data were non-parametric. Then
the samples were compared using Kruskal-Wallis test (BioEstat program, CNpQ,
2000, Brazil), with significance level at p< 0.05. The data were retransformed in
seconds, minutes and hours in order to make the comparisons of results easier.
The letters in tables show diferent values (statisticaly speaking). The capital ietter

shows the differences in the same the line and the lower case in the same column.
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Table 1 shows the contact time required for chiorhexidine gluconate gelfliquid
concentrations to produce negative cultures against all tested microorganisms.
Chiorhexidine liquid in all concentrations and the 2.0% chiorhexidine gel eliminated
the facuftative microorganism (E. faecalis) and the aerobic- (S. aureus and
C.albicans) microorganisms in 1 minute or less. It was necessary 15 s to all tested
chiorhexidine kill the Gram-negative strict microorganisms (Porphyromonas
gingivalis, Porphyromonas endodontalis and Prevotella intermedia/ nigrescens).

Analysing the performance of chlorhexidine against E. faecalis, the 1.0% and
2.0%, in liquid formulations, spent a shorter length of time (15 s) than 0.2 %
chiorhexidine gel, which showed the longest timing {2 h) to inhibit the microbial
growth. However, analising the columns of S. aureus and C. albicans there was not
statistically different from the necessary timing to eliminate these microorganisms,
except to 1,0% concetration, which eliminated the S. aureus in 30 s and C. albicans
in15s.

Table 2, which shows the contact time required for sodium hypochiorite in
different concentrations to produce negative cultures against all tested
microorganisms. The 0.5% and 1.0% sodium hypochlorite showed statistically
different a longer length of time than the other tested concentrations (30 min and
20 min respectively) to eliminate the Gram-positive facultative- and aerobic-
microorganisms. The 5.25% sodium hypochiorite showed the best performance,
statisticaly different, killing the same microorganisms in 15 s. The same timing,

15s, was observed to all sodium hypochiorite to kill the Gram-negative strict
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anaerobic microorganisms, there was not statistically differences beteween the
required time for all tested NaOCI concentrations eliminate these microorganisms.

Saline and natrosol, which were the control groups, did not produce inhibition

growth against any of the microorganisms tested.
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Table 6.2.1: Contact time required for chlorhexidine gluconate in different concentrations, in liquid and gel

formulations to produce negative cultures (ie: 100% inhibition of growth) against all tested microorganisms

6L

Microorganisms 5. aureus E. fascalis C.albicans F. endodontalis  P. gingivalis P.intermedia/
nigrescens

0.2% chlorhexidine gel 5 —{ 10 min a A 1—2h & A 5 10mina A 15sab 15saB 15saB
1.0% chlorhexidine gel 15 —|30sah 10— t8min abA 15sh R 15sal 5sal 15sak
2.0% chlorhexidine gel t5sbB W0s—{1min boA 15s0B 15saB 15saB 18sab
0.2% chilorhexidine liquid thsbtl 15—]30s cdi 15808 15sab 15sa R 16sa8
1.0% chlorhexidine liquid 15sbA 155 dA 15sh B BsuA 15sa A Bsah
2.0% chiorhexidine liquid 1HsbA 1B5s da 15sb B 16sah 1588 A 15sa A
8. sacond
min: minute
h: hour

Different ietters (from a to d, and A to 13) mean different values
Capital letter shows the line statistical analisys {Kruskal-Wallis p<0.05)

Lower case shows the colum statistical analisys {(Kruskal-Wallis p<0.05)



Table 6.2.2: Contact time required for sodium hypochlorite in different concentrations to produce negative cultures

(ie: 100% inhibition of growth) against all tested microorganisms

18

Microorganisms S. aureus E. faecalis C.albicans P.endodontalis P. gingivalis F.intermedia/
nigrescens

(.5 % sodium hypochlorite 20 —|30min a A 20—|{30min aA  20—|30min aA 15saB 15s5aB Beab
1.0 % sodium hypochlorite 15 —i20min abA 15— 20min ab A  18—]20min abA HSeal 15s5ab 15sal
2.5% sodium hypochlotite 5—[10min bcA 5— 10min boA 5] 10min bcA 15sal 15888 Bsal
4.0 % sodium hypochlorite 3—5min cdh 3—|5min cdA 3—|5min cdA 1Beah 15888 15eah
5.25 % sodium hypochiorite 185s8 d A 158 dA 188 d A 15sa A 15sa i 15s5ah
8. second
min: minute
h: hour

Different letters (from 2 to ¢, and A to B) mean different values
Capital letter shows the line statistical analisys (Kruskal-Wallis p<0.05)

Lowsr case shows the colum statistical analisys (Kruskal-Waillis p<0.05)



Discussion

Sodium hypochlorite solution is, to date, the most commonly employed root canal
irrigant, but no general agreement exists regarding its optimal concentration, which
ranges from 0.5 to 5.25%. Many studies recommend the use of 0.5% NaQOCl in
order to obtain acceptable cytotoxic and bactericidal levels (7). However, according
to our in vitro results, it takes at least 30 min to eliminate the aerobic and the
facultative microorganisms. The best performance was achieved by the 5.25%
sodium hypochiorite, which killed microorganisms in seconds. Our results agreeing
with those achieved by Gomes ef al. (13}, when reported the required time for
irriganting solutions to eliminate E. faecalis. Senia et al. (26) also found similar
results.

The antimicrobial action time of the 2.0% chlorhexidine gel was similar to the
1.0% and 2.0% liquid formulations (15 s), being statistically different only against £.
fagcalis, which spent a little tonger (1 min). Chlorhexidine, either in gel or in
solution formulations, demonstrated to be a powerful antimicrobial agent, in
agreement with the resuits of previous studies (25, 186, 13).

The 2.0% chlorhexidine gluconate (in both presentation forms) and the 5.25%
sodium hypochiorite showed similar performance, agreeing with the studies of
Jeansonne & White {18) and Gomes et al. (13).

It cannot be forgotten that the major disadvantages of NaOC! are its cytotoxic
effect if injected in the periapical tissues (29, 23, 30, 31), its foul smell and taste,

the fact that it bleaches clothes, and its corrosive potential (22, 5). It is alsc known
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to produce allergic reactions (17). Therefore, an equally effective, but safer irrigant
is desirable (33).

Chlorhexidine does not dissolve organic tissue (19). On the other hand, such
viscosity increases the mechanical removal of the organic tissues, which
compensate the inability of the chlorhexidine gel to dissolve them. Moreover, it is a
less malodorous and toxic agent than NaOCI and does not induce significant
inflammatory responses (32). Hence, the chiorhexidine has a great potential to be
used as a routine endodontic irrigant, based on its antimicrobial effects, and
substantivity, demonstrating efficient clinical performance (20). Moreover, its use is
probably more appropiated in cases of open apex and reported allergy fo bleaching
solutions.

Although the antimicrobial activity of chlorhexidine liquid is equal or superior
to chlorhexidine gel, depending on the methodology used (13), it seems that the
gel formulation brings more clinical advantages. Strictly speaking, it makes
instrumentation easier, maintains the active principle in contact with the dentine
walls for a long period of time, and decreases the smear tayer formation, which
does not happen with the liquid formulation (10).

As can be observed all tested irrigants showed antimicrobial activity, which is
related to imigant type, concentration and presentation form, as well as the
microbiat susceptibility. Regarding the chiorhexidine results the formulations (gel or
liquid) had influence in the antimicrobial activity.

in the conditions of this in vitro study, it is possibie to conclude that NaOC|,
fiquid/get chiorexidine gluconate in all tested concetrations could be used as
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irriganting solution, except the 0,2% chlorexidine gel, which the required time to

eliminate E. faecalis could exceed the timing of a root canal preparation.
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Abstract

The aim of this study was to investigate in vitro the antimicrobial activity of calcium
hydroxide in combination with several vehicles against some microorganisms
commonly isolated from root canals. Antimicrobial activity was determined by the
agar diffusion method. Stainless-steel cylinders were placed on each inoculated
agar medium. The test medicaments and their controls were placed inside the
cylinders. The zones of growth inhibition were measured and recorded after the
incubation period for each plate and the results were analysed statistically. The in
vitro antimicrobial effects of the medications was ranked from strongest to weakest
as follows: Ca(OH), + CMCP + glycerine, Ca(OH), + CMCP, Ca(OH), + Glycerine,
Ca(OH), + anaesthetic, Ca{OH); + saline, Ca(OH), + H.0, Ca(OH), +
polyethyleneglycol. The pastes with CMCP showed significantly larger mean zones
of inhibition when compared with the ones with aqueous or viscous vehicles. it was
concluded that the type of vehicle utilised affects the diffusion ability and the

antimicrobiat activity of calcium hydroxide.




Introduction

The role of bacteria and their degradatory by-products in the initiation and
perpetuation of pulpal and periapical disease has been well established. Most
infecting bacteria, together with their principal substrate of necrotic pulp debris,
may be removed by routine endodontic procedures such as instrumentation and
irrigation of the pulp space, and the use of an intracanal medicament with
antimicrobial activity. Nevertheless, this is not always fully achieved in clinical
practice. The anatomical complexities of many root canals, and consequent
limitations of access by instruments, irrigants and intracanal medications are well-
recognised factors (1). Despite the antimicrobial proprieties of the
Chemomechanical preparation and the intracanal dressings, the elimination of the
microorganisms may not be uniform due to the vuinerabiiity of the involved species
2).

Even though the anaerobic bacteria, especially black-pigmented Gram-
negatives, have been linked to the signs and symptoms (3,4), facultative bacteria,
such as Enferococcus faecalis have being considered one of the most resistant
species in the oral cavity and a possible cause of failure of root canal treatment
(2,5).

it has long been recognised that the antibacterial effects of biomechanical
procedures can be enhanced by the subsequent placement of an antimicrobial
intracanal medication such as caicium hydroxide (6). Calcium hydroxide (Ca(CH).)
was first introduced as a pulp capping agent in 1930 by Hermann and since then its

95



use in endodontic therapy has increased. Today it occupies a position as one of the
most versatile medications in dentistry, especially for its use as an intracanal
dressing. Moreover, calcium hydroxide is considered to fulfil many of the properties of
an ideal root canal dressing due to its moderate antibacterial action, its ability to
induce hard tissue formation and to cause intracanal occlusion, and its tissue
dissolving capability (7).

For calcium hydroxide to act effectively as an intracanal dressing it should
ideally occupy all the pulp space thereby diffusing into areas inaccessible to
instruments. {ts effectiveness is linked to the diffusion of hydroxyl ions through the
dentinal tubules and accessory canals into areas where bacteria and their by-
products may be harboured. In addition to acting as a physical barrier, the calcium
hydroxide dressing may both prevent root canal re-infection and interrupt the nutrient
supply to the remaining bacteria. Its alkalising pH (around 12.5) promotes a
destructive effect on cell membranes and protein structure (8).

Recent studies have reviewed the classification and clinical indications of
various formulations of calcium hydroxide (9,10) and their mechanisms of
antimicrobial activity (11), clearly indicating that even though this medication has
been used for more than 80 years, there are still many guestions to be answered
regarding its antimicrobial action.

The agar diffusion method has been widely used to test antimicrobial
activities of endodontic medicaments and sealers (12,13). It allows direct
comparison of intracanal medicaments against the test microorganisms, indicating
which medication has the potential to eliminate bacteria from the root canal system.
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The purpose of this study was to assess in vitro the antimicrobial activity of
calcium hydroxide associated with several formuiations against aerobes and
facultatively and strictly anaerobic microorganisms commonly isolated from the root

canals. The antimicrobial activity of the vehicles was also examined.

Material and methods

The microorganisms used in this experiment were two aerobes, six facuttative
anaerobic bacteria, and four black-pigmented Gram-negative anaerobes commonly
isolated from infected root canals, as follows: Candida albicans (NTCC 37386),
Bacillus subtilis (ATCC 19659), Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus sanguis ATCC 10556,
Streptococcus sobrinus 6715, Streptococcus mutans OMZ 175, Actinomyces
naesiundii M104, Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas  endodontalis,
Prevotella intermedia/nigrescens and Prevotella denticola. The last four
microorganisms were isolated from clinical trials. The aerobes and facultative
anaerobes were Kindly donated by the Center of QOral Biology, University of
Rochester, NY, USA

Each microbial strain was evaluated against calcium hydroxide pastes
prepared with the following vehicles: a) sterile distilled water (aqueous vehicie); b)
sterile saline (aqueous vehicle); ¢) anaesthetic solution (agueous vehicle, 3%
carbocaine (mepivacaine) with no vasoconstrictor — Sterling Drug, New York, NYY;

d) glycerine (viscous vehicle); d) polyethyleneglycol {viscous vehicle, proprietary
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brand: Calen™ - 8.8 .White Artigos Dentarios, Rio de Janeiro, RJ, Brazil); e)
camphorated parachlorophenol (CMCP, Frank's paste, 2:1); f) CMCP + giycerine
(2:1:1). Distilled water, a physiologic solution of 0.89% sterile saline, anaesthetic
solution, glycerine, polyethyleneglycol, CMCP and CMCP + giycerine (1:1) were
used as controls.

The calcium hydroxide pastes were prepared using calcium hydroxide
powder (Mallinckrodt Inc., Phillipsburg, NJ, USA)._The consistency of the pastes
was similar to that of toothpaste, with a viscosity of 3501 cP at 0.1 rpm (Brookfield
Digital Reometer, model DV-lII-{V, Sd0 Paulo, SP, Brazil) and pH 12.5 determined
with a pH meter (Analion, pH digital PM 805, Ribeirdo Preto, SP, Brazil). Calen is
the proprietary brand of Leonardo & Leal's paste, with the following formulation:
calcium hydroxide (2.5 g), zinc oxide (0.5 g}, hydrogenised colophony (0.05 g} and
polyethyleneglycol 400 (12.75 mL). This is the only proprietary brand of a calcium
hydroxide paste containing this viscous vehicle {(10).

All microorganisms were previously subcultured in appropriate culture media
and under gaseous conditions to confirm their purity.

Aerobe and facultative strains were individually inoculated into tubes
containing 5 mbL of a sterile 0.89% saline solution. The suspension was adjusted
spectrophotometrically to match the turbidity of a McFarland 0.5 scale. Five
hundred pL of each test microorganism suspension were inoculated into glass
bottles containing 50 mL of BHI Agar at 46°C, vortexed, and poured onto 130 mm-

plates containing a previously set layer of Mueller Hinton (MH) agar (Oxoid, Unipath
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Ltd, Basingstoke, UK).

For the anaerobes, isolated colonies were suspended to reach 1.0 on the
McFarland scale. Sterile swabs were dipped into the bacterial suspension and
inoculated onto pre-reduced 70 mm-plates containing 5% sheep-blood-Fastidious
Anaerobe Agar (FAA - Lab-M, Bury, UK). The inoculum procedures used were
appropriate to provide a semi-confiuent growth of the tested microorganisms.

Sterilised stainless-steel tubes of 8.0 x 1.0 x 10 mm (inner diameter, 6 mm)
were added to the surfaces of the media and filled with 40 pyb of each test
substance and its control. The plates were kept for 2 hours at room temperature to
allow the diffusion of the agents through the agar and then incubated at 37'C under
appropriate gaseous conditions and for an appropriate period of time: aerobes, 24
h; facufiatives, 24-48 h in a CO; incubator {Jouan, Saint Herblain, France), in an
atmosphere of 10% CO,, and anaerobes in the anaerobic work station (Don
Whitley Scientific, Bradford, UK) in an atmosphere of 5-10% H,, 10% CO-,, 80-85%
N for 7 days. Zones of inhibition of microbial growth around the cylinder containing
the tested substances were measured and recorded after the incubation period.
The inhibitory zone was considered to be the shortest distance (mm) from the outer
margin of the cylinder to the initial point of the microbial growth. When the pastes did
not produce inhibition microbial zones the cilinder containing the pastes were
removed and a sample each them was inoculated on agar plates to confirm the
antimicrobial activity by direct contact. Six replicates were made for each
microorganism. Analysis of variance was used to determine the differences in

susceptibility o intracanal medication between microbial species.
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Results

The letters in tables show diferent values (statisticaly speaking). The capital letter
shows the differences in the same the line and the lower case in the same column.
Table 1 shows the mean area of the zones of microbial growth inhibition (in mm)
provided by calcium hydroxide associated with several vehicles. Zones of microbial
inhibition equal zero mean that the medication had antimicrobial action by direct
contact, however, without halo formation.

All calcium hydroxide pastes were inhibitory at least by direct contact
against all microbial strains tested (Table 1).

Based on the averages of the diameters of the zones of microbial growth
inhibition, the antimicrobial effects of the Ca(OH)2 pastes could be ranked from the
strongest to weakest according to the vehicle group, as follows: Ca{OH), + CMCP
+ glycerine, Ca(OH); + CMCP, Ca(OH), + Glycerine, Ca(OH), + anaesthetic,
Ca(OH)z + saline, Ca{OH): + H,0, Ca(OH), + polyethyleneglycol. The pastes with
CMCP in formulation showed significantly larger mean zones of inhibition
{8.42mm) when compared with the ones with aqueous {(0.25 mm) or viscous
vehicles (0.27 mm) (p<0.05) (Figure 1).

The aqueous and viscous vehicles such as water, saline, anaesthetic,
glycerine and polyethyleneglycol had no antimicrobial action by direct contact. On
the other hand, the CMCP and CMCP plus giycerine showed average of inhibition
zones of microbial growth of 6.18 mm and 8.75 mm respectively (Table 2}.

The susceptibility of individual microorganism to the calcium hydroxide
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pastes was varied. All microorganisms were more susceptible to calcium hydroxide
prepared with CMCP. E. faecalis was the most resistant (3.95 mm), followed by B.
subtilis {5.15 mm) and A. naeslundi M104 (5.6 mm), while the anaerobic P.
endodontalis (15.6 mm), followed by Porphyomonas gingivalis (13.75 mm) and
Prevotella intermedia/nigrescens (12 mm), was more susceptible to pastes with
CMCP. However, B. subtilis and C. afbicans showed some susceptibiiity to all

calcium hydroxide pastes (Figure 2).

Tabie 8.3.1. Mean area of the zones of microbial growth inhibition (in mm) provided
by calcium hydroxide associated with several vehicles {zero means

inhibition by direct contact)

Ca{OH). + Ca Bs Sa Ef Ssa 8s Sm An Pg Pe PVPn P d
sterile water 23 05 0 y 0 0 0 0 0 0 0 Q
Saline 2686 10 0 0 0 0 0 0 ] 0 0 0
Anaesthetic

solution 26 10 O 0 0 0 0 0 ) 0 0 4]
Glycering 28 10 0 0 0 0 0 o 0 0 0 0
Polyethyleneglycol 1.7 87 0 0 O 0 0 0 o b 0 o
CMCP 35 38 47 07 205 15 15 25 55 82 50 50

CMCP +glycerine 113 65 117 72 120 102 113 87 220 250 190 156

C. a.: C.albicans; B. s.. B. subtilis; S. a.: S. aureus; E. f.. E. faecalis; S. sa.:
S.sanguis; S. 8§ S. sobrinus; S. m.: 8. mutans; A.n.. A.naeslundii; P.g: P.gingivalis;
P.e: P. endodontalis; P.i/P.n.: P. intermedia/ nigrescens; P. d: P. denticola
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Table 6.3.2. Mean area of the zones of microbial growth inhibition {in mm) provided

by the substances used to manipulate the calcium hydroxide pastes.

Ca{OH) + Ca Bs Sa ET Ssa 8s Sm An P.g. Pe PyPn P d
sterile water * * * * * * * * * * * *
Saline * * * * * * * * * * * *
anaesthetic solution  * * * * * * * * * * * *
Glycerine * * * * * * * * * * * *
polyethyleneglycol ® * * * * * * * * * * *
CMCP 40 30 53 30 60 60 25 50 110 125 100 B0

CMCP+ glycerine 45 35 70 50 135 135 50 50 13.0 150 120 8.0
* Without inhibition in direct contact

C. a.: Calbicans; B. s.. B. subtilis; S. a.: S. aureus, E. f.: E. faecalis; 8. sa.:
S.sanguis; S. s: S. sobrinus; S. m.: S. mutans; A.n.: A.naeslundii; P.g: P.gingivalis;
F.e: P. endodontalis; P.i/ n: P. intermedia/ nigrescens; P. d: P. denticola.

Ca (OH)2 +
agueous I
vehicles
Ca(OH)2 + I
viscous vehicles
Ca (OH)2 with
formulation
D 2 4 6 g 10
Figure 8.3.1. Average values of growth inhibition zones (in mm) by different formulations of

Ca(OH); paste against all microorganisms tested.
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15.8

F. gingivaiis
3.75

A. naesiundii

S. mutans Ca {OH); + aqueous vehicles

[/ Ca {OH); + viscous vehicles
S. sobrinus

585 | Ca (OH)z with CMCP in formutation

S.sanguis

E. faccalis
S. aureus _
B. subtilis

C. albicans 7 228

0 5 10 15 20

Figure 8.3.2.  Average values of growth inhibition zones {in mm) by Ca{OHj), pasie in
combination with severai vehicles against all microorganisms tested.

Discussion

Common clinical scenarios as exudation, haemorrhage, perforation, root resorption,
trauma or incomplete root formation may indicate the use of intfracanal medicaments.
In these situations it is beneficial to clean and shape the canals and place the
Ca(OH), paste densely into the full length of the canal, in order to increase the

efficacy of the antimicrobial effect (8).
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The calcium hydroxide antimicrobial action is mainly related to the alkaline
pH {(OH ions). The change of dentinal pH caused by hydroxyl ions is slow and
depends on several factors that can alter the rate of ionic dissociation and
diffusion, such as the level of hydrosoiubility of the vehicle employed, difference in
viscosity, acid-base characteristics, dentinal permeability, and leve! of existing
calcification (14). The lethal effects of hydroxyl ions on bacterial cells are probably
due to the damage to the bacterial cytoplasmatic membrane, protein denaturation,
and damage to the DNA (11). The time needed for calcium hydroxide to optimally
disinfect the root canal system is still unknown and might be related to the type of
microorganism involved, location of the microorganism in the root canal system,
presence or absence of the smear layer and presence or absence of root canal
exudation.

Moreover, Ca(OH), should ideally be placed so that it occupies the apical
regions in sufficient quantities to permit its biological effect to be exerted in close
proximity to the appropriate tissues. In many clinical situations the correct
placement of Ca(OH), paste into the root canal system may be hindered due 1o
anatomical irregularities. In most cases, Ca{OH). should be combined with a liquid
acting as a carrier mechanism since some researchers have found that techniques
that deliver dry calcium hydroxide powder alone are difficult or impossible to use in
smaller, curved canals (15). In general dental practice, sterile water or saiine are
among the most commonly used carrier agents and are aiso effective in delivering

hydroxyl ions (8).
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According to Fava and Saunders (10) the vehicles plays a most important role
in the biclogical action of calcium hydroxide, which is determined by the velocity of
ionic dissociation in Ca™ and OH’ ions. The aqueous vehicles are represented in this
work by sterile water, sterile saline and anaesthetic solutions, although this category
also includes Ringer's solution, methylcellulose and carboxymethyicelluiose, and
anionic detergent solutions such as sodium lauryt diethylenoglycol or sodium lauryl
sulphate. Generally agueous solutions promote a rapid ion liberation and shouid be
used in clinical situations involving intense exudate, and dental replantation, among
others, being the best vehicle for Ca(OH), powder (8). Although acidic, with a pH
ranging from 4 to 5, local anaesthetics provide an adequate mixing agent, as the
caicium hydroxide is a very strong base minimally affected by the acid (18).

Viscous vehicies (glycerine, polyethyleneglycol, propytenegiycol) are also
water-soluble substances that release Ca™ and OH ions more slowly for extended
periods. it should be used for redressing, because the paste may remain in the root
canal for a longer period. Several investigators have claimed that calcium hydroxide
pastes containing viscous vehicles such as glycerine incorporate more Ca(OH), than
aqueous vehicles in order o achieve a toothpaste consistency, and their delivery into
canals with & Lentulo spiral is a superior method of placement for length and density
(15). Pastes containing oily vehicles (olive oil, camphor, metacresylacetate, eugenol)
have restricted application, and their use has been reported in those clinical situations
that require a very slow ion dissociation, for example, a permanent root filling for

perforation defects after internal resorption (10). Although the slow ion dissociation
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promoted by the camphorated parachlorophenol, it is a substance with strong
antimicrobial activity, being consider a therapeutic adjuvant and not a vehicle.

in the present study ali calcium hydroxide pastes mixed with inert vehicles
had antimicrobial action, but just by direct contact, in agreement with previous
studies (17). Other studies have also reported the failure of calcium hydroxide to
eliminate enterococci effectively (6,2) as they tolerate very high pH values, varying
from 9 to 11. In the present study, Enferococcus faecalis was the microorganism
showing the smaliest inhibition zone against all tested intracanal medications, while
strict anaerobes such as FPorphyromonas endodontalis, P. gingivalis and Prevotelia
intermedia/nigrescens showed the fargest inhibition zones.

Pastes prepared with aqueous vehicles had a lower antimicrobial action.
Glycerine (a viscous vehicle) mixed with Ca(OH). produced larger zones of microbial
growth inhibition compared to the aqueous vehicles. On the other hand,
polyethyleneglycol {(also a viscous vehicle) showed the weekest antimicrobial action,
confirming a previous study (18). The in vifro ineffectiveness of calcium hydroxide
mixed with inert vehicles may be related to the fact that culture media possess buffer
substances in their formutations and due to the vehicle diffusion ability. Therefore,
although calcium hydroxide could have diffused across the medium, the pH levels
reached were not sufficient to present inhibitory activity (11).

Some in vivo studies have indicated that killing of microbes in the canal can be
achieved more refiably with calcium hydroxide paste mixed with aqueous vehicle than
with other medicaments tested (6). it may be explained by the filling ability of these
pastes, which may be more relevant in preventing recontamination than the chemical
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effect. Because calcium hydroxide has low water solubility, it is slowly dissolved in
saliva, thus remaining in the canal for a long period of time and delaying the bacterial
progression toward the apical foramen. The present study has showed that Ca{OH)-
pastes kill bacteria by direct contact, that means that the remaining
microorganisms in contact with this medication in the root canal will be eradicated if
they were not tolerant to this medication .

As verified in the present study, using the difusion agar method, the
superior in vitro antimicrobial activity of calcium hydroxide associated with
camphorated paramonochiorhopehol (CMCP) has long been recognised. The
addition of glycerine to Frank's paste seems to enhance its antimicrobial action
since glycerine helps the diffusibility of Ca(OH), + CMCP (17), what was aiso
observed in the present study.

in conclusion, even though calcium hydroxide is widely used as intracanal
medication for the treatment of apical periodontitis, it cannot be considered as a
universal intracanal medicament, since it is not equally effective against all bacteria
found in the root canal. The association of caicium hydroxide to CMCP aiming to
improve its antimicrobiai property should be avoided, as this vehicle can be
irritating to periapical tissues (8). Another medication or association, such as 2%
chiorhexidine gel should be considered, which is biocompatible with periapicaf
tissues, has a wide spectrum of antimicrobial activity with prolonged action and
diffuses through the dentinal tubules {12,19).

The first step in a study of the effectiveness of intracanal medicaments is
the laboratory test. /n vifro research to determine the antimicrobial activity
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depends on the sensitivity of the drug, bacterial source (wild strains or collection
species), the number of bacteria inoculated, pH of the substrates in plates or tubes,
agar viscosity, storage conditions of the agar plates, incubation time and the
metabolic activity of the microorganisms. On the other hand, the duration of
effectiveness of the drug, temperature, contamination and possibie leakage of the
agent into the mouth must be considered while working in vivo (20).

The present study confirmed some published data on the in vitro
antimicrobial activity of calcium hydroxide associated with several vehicles (9, 14,
17) and also provided new data on the susceptibility of endodontic related
microorganisms to the intracanal medicaments tested.

On the basis of the results obtained and of the experimental conditions used
in this study, we conclude that the type of vehicle utilised affects the diffusion ability
and the antimicrobial activity of calcium hydroxide, However, In vitro results must
be analysed carefully before its extrapolation to the clinical conditions. Research is
in progress to evaluate the antibacterial effectiveness of these pastes as intracanal

medications using other in vitro tests and also in vivo modeis.
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Resumo

Atividade antimicrobiana in vifro das pastas de hidroxido de calcio e seus veiculos

sobre microrganismos especificos

O objetivo deste trabalho foi investigar in vifro a atividade antimicrobiana do
hidréxido de calcio em combinacdo com varios veiculos contra alguns
microrganismos freqientemente isolados dos canais radiculares. A atividade
antimicrobiana foi determinada pelc método de difusdo no agar. Cilindros de ago
inoxidave! foram colocados sobre as placas de agar ja inoculadas, dentro dos
guais 0s medicamentos testados e seus controles foram introduzidos. As zonas de
inibicdo do crescimento microbiano foram medidas e anotadas apds o periodo de
incubacdo de cada placa e os resultados foram analisados estatisticamente. A
atividade antimicrobiana in vitro dos medicamentos testados, em ordem
decrescente, foii Ca(OH); + PMCF + dglicerina, Ca(OH), +PMCF, Ca(OH), +
glicerina, Ca{OH),; + anestésico, Ca{OH), + salina, Ca(OH), + H0, Ca(OH); +
poiietilenoglicol. Pastas com veiculos oleosos produziram as maiores zonas de
inibicdo, quando comparadas com as com veiculos aguosos ou VISCOSOS.
Concluimos que a habilidade de difusdo e a atividade antimicrobiana do hidroxido

de calcio estdo relacionadas com os tipos de veicutos utilizados.

UNITERMOS: medicacao intracanal, hidréxido de calcio, microrganismos
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Abstract

Aim The aim of this study was 1o investigate the contact time and susceptibility of
some microorganisms commonly isolated from root canals to calcium hydroxide
combined with several vehicles by the direct contact method.

Methodology A broth dilution test was performed. The calcium hydroxide
combined with: 1) sterile water, i) glycering, iii) camphored monochlorphenol
(CMCP) + glycerine, iv) polyethyleneglycol, and v) CMCP + polyethylenegiycol.
The microbial suspensions were mixed with the pastes and and left to stand
different periods of time, viz. For 15 s, 30 s; for 1,3 ,5 ,10 ,15 and 30 min; for 1, 2,
4 6, 8,12, 24 and 48 h; and for 7 days. After each period of time, 1 mL from each
well was transferred to tubes containing broth medium plus calcium hydroxide
neutralisers, which were left at 37°C for 7 days. 10 yl. of each tube was inoculated
in agar plates for investigation of possible microbial growth. The timing for each
medicament o produce total microbial growth was recorded and statistically
analysed.

Results The timing for pastes {¢ elimate the aercbic and facultative anaerobic
microorganisms ranged from 6 to 24 hours, and strict anaerobic microorganisms
were inhibted from 30 seconds to 5 minutes. The microbial susceptibility couid be
ranked from the strongest to the weakest as follows: Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Porphyromonas gingivalis, and
Porphyromonas endodontalis and Prevotelfla infermedia (in the same level).
Conciusions The timing for pastes eliminate the endodontic pathogens depend on

paste formulation.
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introduction

Control and elimination of endodontic infections are achieved by the combined
action of several hosts and treatment factors. The spreading of the infection is
limited by the hosts defence system or systemic antibiotic therapy.
Chemomechanical preparation and local medicaments kill microorganisms in root
canal system (Haapasalo ef al. 2000).

Although irrigating solutions with strong antimicrobial activity decrease the
number of microorganisms during the instrumentation, it has been shown that a
small part of the microorganisms may still survive (Bystrom & Sundqvist 1981,
1983, Gomes et al. 1996). Moreover, the complex anatomy of root canals provides
opportunity and & good environment for growth, multiplication of these
microorganisms (Biffi & Rodrigues 1989, Gomes et al. in press). Then when it is
necessary more than one clinical visit, it is beneficial to clean and shape the canals
and place the Ca({OH), paste densely into the full length of the canal, in order to avoid
microbial growth (Spangberg 1994).

Calcium hydroxide is considered to possess many of the properties of an
ideal root canal dressing (Beltes ef a/1997). It acts as a physical barrier, also
preventing root canal re-infection and interrupting the nutrient supply to the remaining
bacteria (Siqueira & Lopes 1999). Caicium hydroxide also activates the hydrolytic
enzyme alkaline phosphatase, which is closely related to the process of tissue
mineralization (Seltzer & Bender, 1879). ifs high pH promotes the antimicrobial

properties, which is related to the release of hydroxy! ions in agueous environment.
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However, ideal timing is required for effective destruction of microorganisms, acting in
direct or indirect contact in dentinal tubules (Estrela ef al. 1988). The hydroxy! ions
probably cause damage to the baclerial cytoplasmic membrane, in protein
denaturation, and DNA of bacterial cells. (Siqueira & Lopes, 1998). The calcium
hydroxide can absorb carbon dioxide in the root canal (Kontakotis ef a/, 1995), and
thus some CO. — dependent bacteria will not survive in this environment.
Therefore, the use of an intracanal medication will disturb established nutritional
interrelationships, eliminating some bacteria that might be essential to the growth
of others or leaving some bacteria whose presence will prevent the growth of others
(Gomes et &/, in press).

Recent studies have reviewed the classification and clinical indications of
variocus formulations of calcium hydroxide (Fava & Saunders 1998) and their
mechanisms of antimicrobial activity (Siqueira & Lopes 1999), clearly indicating
that even though this medication has been used for more than 80 years, there are
stilt many questions to be answered regarding its antimicrobial action.

The purpose of this study was to evaluate in vifro the susceptibility of some
microorganisms commoniy isolated from root canals, and the time required for
them to be eliminated by calcium hydroxide combined with several vehicles using

the direct contact method.

118




Materials and Methods

The methodology was adapted from Gomes et al. (2001).

The species of microorganisms used in this experiment were Enferococcus
faecafis ATCC 29212, Candida albicans NTCC 3736, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, grown on Brain Heart infusion (BHI, Lab M, Bury, UK) and
Porphyromonas  gingivalis, Porphyromonas endodontalis and Prevotella
intermedia/Prevotella nigrescens, grown on Fastidious Anaerobe Agar (FAA, Lab
M, Bury, UK), both added 5% sheep blood. All microorganisms were previously
subcuitured onto appropriate culture media and gaseous conditions for 48 h.
Aerobes and facultative strains were individually inocuiated info tubes containing
5mi Brain Heart Infusion (BHI, Lab M, Bury, UK) sterile suspension, which were
adjusted spectrophotometrically at 800 nm - O.D.gyw to match the turbidity of
1.5x10%fu mL" (equivalent to 0.5 McFarland standard). Strict anaerobic
microorganisms were individually inoculated into tubes containing 5mi of
Fastidious Anaerobe Broth (FAB, Lab M, Bury, UK) sterile suspension, which were
suspended spectrophotometrically at 800 nm - 0.D.sp0 to match the turbidity of 3.0
x 10° cfu mL™ (equivalent to 1 McFarland standard), according to Koo et al. (1998).
The microbial strain were evaluated against calcium hydroxide pastes prepared

using calcium hydroxide powder {Labsynth, Produtos para laboratorios Lida, Sao
Paulo Brasil) mixed with:

1. sterile water
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2. glycerine (Chemco, Industria e comércio Lida, Campinas ,SP, Brazii)

3. polyethyleneglycol (proprietary brand: Calen™. S.S. White Artigos
Dentarios, Rio de Janeiro, Brazil):

4. camphorated monochtorphenol pius glycerine - Frank's paste (CMCP —
Biodindmica, Quimica e Faramacéutica Ltada., Ibipord, PR, Brazil: Glicerine —
Chenco, Industria e Comércio Ltada. Campinas, SP, Brazil)

5. polyethyleneglycol plus camphorated monochlorphenol {proprietary brand:
Calen PMCC™, S.S. White Artigos Dentarios, Rio de Janeiro, Brazil).

The pastes were mixed to be similar to toothpaste, using the ratio of 9 parts of
powder for 7 parts of liquid, as the ones used by Gomes ef af (2002). Calen™ and
Calen PMCC™ are the proprietary brand of Leonardo and Leal's paste, with the
following  formulation:  calcium  hydroxide (25g), zinc oxide (05 g),
hydrogenizedcolophony (0.05 g) and polyethyleneglycol 400 (12.75) (Fava &
Sauders, 1999).

Sterile  water, physiologic solution of 0.89% sterile saline, glycerine,
polyethyleneglycol, CMCP, CMCP plus polyethyleneglycol, CMCP plus Glycerine
were used as controls.

Six wells were used for each time period, microorganism, and caicium
hydroxide paste respectively. Overail, 6912 wells were used, comprising 2880 for

all the tested pastes, and 4032 for control groups (576 for each medicament or

each control group).
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One mL of each medicament was placed at the bottom of 24-well celt cutture
plates (Corning, NY, USA, ref. No. 3524, well Vol. 3,2 mL), inciuding the contro!
groups. Two mL of the microbial suspension were ultrasonically mixed for 10 s with
the Ca (OH) 2 pastes and and left to stand different periods of time, viz. for 15 s, 30
s; for 1,3 ,5 ,10 15 and 30 min; for 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 and 48 h; and for 7 days.
After each period of time, 1 mL from each well was transferred to tubes containing
3 mL of freshly broth medium to which 0.5% citric acid was added in order to avoid
a carrier over effect of the Ca(OH) ». All tubes were left at 37°C for 7 days in
appropriate gaseous condition. 10 ul of each tube was inoculated on agar plates
and left at 24-48 h in appropriate gaseous condition. The purity of the positive
cultures was confirmed by Gram staining, by colony morphology on blood agar
plates and by the use of biochemical identification kits (API 20 Strep BioMérieux
SA, Marcy-I'Etoile, France; AP C AUX BioMérieux SA, Marcy-'Etoile, France; APl
20 Staph BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France; Rapid ANA Il System, Remel
INC., Lenexa, KS). The time required for each medicament to produce total
microbial inhibition growth was recorded, transformed in seconds, and analysed

statistically using Kruskal-Wallis test, with significance level set at p <0.05.
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Resulis

Samples adherence and normality were tested using GMC program (USP,
Ribeirdo Preto, SP, Brazil), demonstrating that the data were non-parametric. Then
the samples were compared using Kruskal-Wallis test (Biostat program, CNpQ,
2000, Brazil), with significance level at p< 0.05. The data were retransformed in
seconds, minutes and hours in order to make the comparisons of results easier.
The letters in tables show diferent values (statisticaly speaking). The capital letter
shows the differences in the same the line and the lower case in the same column.

Table 1 shows the contact time required for caicium hydroxide combined
with several vehicles to produce negative cultures (i.e.. 100% inhibition of growth)
against the tested microorganisms.

All calcium hydroxide pastes were able to eliminate Porphyromonas
endodontalis and Prevotella intermedia/nigrescens in 30 s, without statistics
differences between thr tested pastes. Porphyromonas gingivalis was a little more
resistant, being killed between 30 s and 5 min.

Pastes associated with camphorated monochlorphenot (CMCP) plus
glycerine showed the shortest time to eliminate Candida albicans, taking on
average 6 h.

Calcium hydroxide pastes combined with CMCP plus glicerine exhibited the
best performance to eliminate E£. faecalis, spending 12 h to produce negative

cultures, while the other tested pastes needed 24h.
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The pastes that used viscous vehicles, such as glycerine and
polyethyieneglycol, showed the same performance against Staphylococcus
aureus, needing 12 h, while the others spent a slightly shorter tength time (8 h).

As a whole, pastes made with CMCP took less time to kill the tested
microorganisms than the ones prepared with viscous (glicerine and
polyethyleneglycol) and agueous vehicles (sterile water).

Gram -positive aerobic and facultative anaerobic microorganisms were more
resistant to calcium hydroxide pastes,and the necessary time for their elimination
ranged from 6 to 24 h. On the other hand, Gram-negative strict anaerobic
microorganisms were eliminated in 5 minutes or less.

The microorganisms susceptibility could be ranked from the weakest to the
strongest as follows: Porphyromonas endodontalis and Prevotelfa intermedia/
nigrescens {both showing the same susceptibility), Porphyromonas gingivalis,
Staphylococcus aureus, Candida afbicans and Enterococcus faecafis.

Table 2 shows the contact time required for the contro! groups (vehicles) to
produce negative cultures against all tested microorganisms. Sterile water, saline
solution, glycerine and polyethyleneglycol were inert, allowing free microbial growth
in the medium. CMCP+glycerine and CMCP+polyethyleneglycol were effective

against all tested microorganisms, needing only 30 s to kill ail of them.
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Table 6.4.1. The contact time required by several calcium hydroxides combined with several vehicles to produce negative

cultures (i.e.. 100% inhibition growth) against the tested microorganisms.

Microorganisms Staphytococcus Enterococcus Gandida albicans Porphyromonas  Porphyromonas gingivalis Provolells
Ca(OM, + FUrBHS faecalis endodontalis intetmadia
Sterile water -~ 8h bA 12-j2dhai 12—{24hah 30sab 30sch Nsal
Glycerin 8128 Al 12-~|24hahA 12Z-|24hah 30s5acC 3| 5min g BC 0saC
CMOP + Glycerin 6—|8 hAB 8- 12hbA 4-—|6hbEBC 0sab Ws—|1TminpeCl  30sals
CMCP + polyethylenegiycol 68 hbAB 12-|24hah 6—|8hbAB 0sal 3 | 3 min ab BC Wsal
polyethyleneglyool B—f12ha il 12-—j24hah 12-—|24hah 0sal 5 mina BO Wsal
s second
i minuie
h: hour

Different letters ( from & to ¢, and A to D) mean different vaiues

Capital letter shows the line statistical analisys (Kruskal-Wallis p<0.05)

Lower ca se show s the colum statistical analisys (Kruskal-\Wallis p<0.G8)
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Table 6.4.2. The contact time required by the control groups to produce negative cultures (i.e.: 100% inhibition

growth) against all tested microorganisms.

Microorganisms Staphylococcus Enterococcus Candida albicans Porphyromonas Porphyromonas Prevolslla

Controls aureus sndadontalis gingivalis intermedia

Sterile water - - - - - .

0.85% saline solution - - - -

Glygerin

CMCP + Glycerin 30s 30s 30s 30s 30s 30s
polyethyleneglycol - - - - - -
CMCP + polyethylenegtycol 30s 30s 30s 30s 30s 30s
cMeP 30s 30s 30s 30s 30s 30s

§: second



Discussion

The type of vehicle used to prepare calcium hydroxide pastes has a direct
relationship with the concentration and the speed of ionic liberation as well as with
the antimicrobial effect. Differences in the velocity of ionic dissociation are directly
related to these vehicles. Furthermore, it is important to consider that viscosity is a
measurement of the inner friction of a fluid, so that a solution flows easily when it
has fow viscosity. Paste is considered chemically to be a colloid (a solid dispersed
into a liguid). Therefore, the kind of vehicle used may facilitate or inhibit the ionic
dispersion from the paste. The lower the viscosity, the higher the ionic dissociation
(Fava & Saunders, 1999).

Calcium hydroxide has been associated with several substances, such as
saline solution, camphored monochlorphenol, Otosporin™ (hydrocortisone,
neomycim polymixin B), chirorhexidine, sodium laury! suphate, among others
(Estrela et al. 2001). Vehicles commonly used are agueous, viscous or oily.

Agueous vehicle rapidly dissociates calcium hydroxide in Ca’™™ and OH,
promoting a high degree of solubility when in contact with tissue and fiuids, being
easily reabsorbed by macrophages. Some viscous vehicies are also water soluble,
but more slowly, probably because of their molecular weight. QOily vehicles are non-
water-soluble substances that promote the lowest solubility and diffusion of the

paste within the tissues (Fava & Saunders 1999).
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The pastes made with the vehicies (sterile water, glicerine,
polyethyleneglycol) and the therapeutic adjuvant (CMCP) used in the present study
were effective against all tested microorganisms, though this action happened in
different timings. Pastes manipulated with glycerine and propyleneglycol (the
proprietary brand: Calen™) needed more time to eliminate all microorganisms than
the others tested pastes, agreeing with the findings of Safavi ef al. (2000). They
reported that high concentrations of glycerine and propyleneglycol used as
vehicles might decrease the effectiveness of calcium hydroxide, making slowly the
delivery of hydroxy! ions.

The pastes with CMCP in formulation showed the best antimicrobial action,
especially due to its strong antimicrobial properties. The camphor, which is in
CMCP formulation is considered an essential oil with low solubility in water,
allowing a slow realise of calcium hydroxide pastes ions (Fava & Saunders, 1999).

Siqueira & Uzeda (1998) had used a similar methodology and reported the
superior in vitro antimicrobial activity of calcium hydroxide associated with CMCP
and glycerine. Gomes ef al. (in press) also advocated this fact, even though they
had used another methodology. Our resuits showed that CMCP is an effective
antimicrobial agent, killing the microorganisms in less than 1 min. However it has
citotoxic action when in contact with periapical tissues (Holland et al. 1899, Chang
et al. 1999). Moreover, Block et al. {1981) verified that the CMCP altered dog puip
tissue and rendered it antigenically active, and a specific humoral response was
produced. The association of Ca{OH), plus CMCP also was evaluated, showing

the worst inflammatiory response (Fujii & Machida, 1991).
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The microorganisms used in our work were those most associated with
endodontic symptomatology, such as the Gram-negative anaerobes, and the ones
associated with endodontic failures, such as Enterococcus faecalis and Candida
albicans (Gomes ef al. 1996). Our results agree with the clinical findings, regarding
the great resistance of the Gram-positive microorganisms to the endodontic
procedures, especially to the calcium hydroxide-based intracanal medicaments.

The time required for calcium hydroxide pastes to inhibit the microorganisms
commonly isolated from the root canal system was established in the present
research. However, it is necessary to remember that this is an in vifro study and
the necessary time to produce the same result in vive might be related to the
presence or absence of root canal exudation, the type of microorganisms involved,
the location of the microorganisms in the root canal system, and the presence or
absence of smear layer (Gomes ef ai. in press).

Anocther important fact is that the dentin may interfere in the effectiveness of
calcium hydroxide {Haapasalo ef a/. 2000; Han et af., 2001). The hydroxyl ions
must diffuse intc dentin and promote levels higher than the strong buffering
capacity of dentine to be lethal to bacteria. Moreover, the dentinai tubules can act
as a reservoir for bacteria that can resuit in re-infection (Behnen et af. 2001).

The majority of the works on calcium hydroxide antimicrobial activity used
the agar diffusion method, which only indicate the medicaments’ potential to
eliminate the bacteria in the local environment of the root canal system (Gomes ef
al. in press), but not their action timing. The method used in present research is the
direct contact test, which relies on direct and close contact between the test
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microorganism and the tested material (Weiss et al. 1996). According to Estrela ef
al. (1999) such a method is more precise to analyse medications than the agar
diffusion. in the latter, the medicaments dissociate and diffuse differently through
the media. Strictly speaking, the direct contact test method, which uses a liquid
culture medium, allows all medicaments to have the similar diffusion conditions.

in the present study, in vitro, all tested calcium hydroxide pastes showed
antimicrobial action. However, it cannot be forgotten that, in vivo, the success of
such medicament depends on the presence or absence of the smear layer, the
buffering effect of the dentine, the type and location of the microorganism involed,
and finally on their direct contact with the medicament, so that it can exert the

antimicrobial action.

Conclusion

Under the experimental conditions of this study it is possible to conclude that the
timing for calcium hydroxide pastes eliminate the endodontic pathogens depend on
the paste formulation. The sftrict anaercbic microorganisms were the most
susceptible microorganisms and the facultative anaerobic microorganism was the

most resistant,
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Abstract

Aim: The aim of this study was to investigate the antimicrobial activity of calcium
hydroxide paste, 2% chlorhexidine gluconate gel and of these medicaments
combined against endodontic pathogens.

Methodology: Two methods were used: a) agar diffusion test: the zones of growth
inhibition were measured, recorded after the incubation period; and b) the direct
contact test: the microbial suspension were mixed with the medicaments in broth
media and left to stand different periods of time, viz. For 15 s, 30 s; for 1,3 .5 ,10
;15 and 30 min; for 1, 2, 4, 6, 8, 12, 24 and 48 h; and for 7 days. After each period
of time, 1 mi from each well was transferred to 3 mi of the specific broth medium
plus medicaments’ neutralisers. All tubes were left at 37°C for 7 days. 10 ulL of
each tube were inoculated in agar plates for investigation of possible microbial
growth. The time required for each medicament to produce microbial growth was
recorded, transformed in seconds and analised statilstically.

Results: 2% gel chiorhexidine showed inhibitory microbial growth zones from 4.33
to 21.67 mm, and needed 1 minute or less to inhibit all tested microorganisms.
Ca{OH)2 pastes inhibited the microorganisms only in direct contact and needed
from 30 s to 24 hours to kill the tested microorganisms. The 2% chiorhexidine gel +
calcium hydroxide produced inhibitory zones from 2.84 to 6.5 mm, and needed
from 30 s to 6 hours to eliminate the microorganisms.

Conclusion: The 2% chiorhexidine gel + calcium hydroxide combined decreased
the antimicrobial activity of the 2% chiorhexidine gel and increased the

antimicrobial activity of the calcium hydroxide.

139




Introduction

One of the major factors associated with endodontic failure is the persistence of
microbial infection in the root canal system and periradicular area (Nair et af.
1990).

The chances of a favourable outcome with root canal treatment are
significantly higher eradicating the microorganisms effectively before sealing the root
canal system. However, microorganisms may persist in the root canal after root
filing, increasing the risk of treatment fail (Bystrdm ef al. 1987, Sjdgren et al. 1991).

The intracanal dressing tend to be effective against microorganisms which
may have resisted the root canal preparation. Besides, medicaments control
persistent exudate and desfructive action of osteoclasts present in external dental
resorption (Estrela ef al. 1995).

Calcium hydroxide is regarded to have many of the properties of an ideal root
canal dressing, mainly due to its alkaline pH (Tronstad et af. 1981, Tormeck ef al.
1983). i is bactericidal (Safavi ef al., 1985), and neutralises the remaining tissue
debris in the root canal system (Hasseigren ef a/. 1888). Calcium hydroxide aiso
promotes alkalinising osteogenic environment on the surrounding tissues through
the continuous release of OH ions (Beltes ef al. 1997).

Estrela ef al. (1995) advocated that calcium hydroxide inhibit bacterial enzymes
by means of hydroxyl ions of the bacteria's cytoplasmic membrane, generating the
antibacterial effect. it actives tissue enzymes, such as alkaline phosphatase, which
leads to the mineralising effect. The chemical and biological dynamics that occur in

141



the ionic dissociation of calcium hydroxide and its effect through tissue and bacterial
cellular alterations deserve careful discussion and investigation,

Chiorhexidine has been widely used in periodontics (Greenstein ef al. 1986). it
has antimicrobial activity against Gram-negative and Gram-positive microorganisms.
The antimicrobial effect of chiorhexidine is related to the cationic molecule binding to
negatively charged bacterial cell walls, thereby altering the cell's osmotic equitibrium
{Greenstein et al. 1986). its use in endodontics has been proposed as an imrigant
(Delany et al. 1982, Ringel et al. 1982, Jeansone & White 1994, Ferraz ef a/. 2001)
as well as an infracanal medicament (Siqueira & Uzeda 1897, Sukawat & Srisuran
2002, Gomes ef al. in press). Ohara et al. (1993) evaluated the antibacterial effects of
six irrigants against anaerobic bacteria and reported that chiorhexidine was the most
effective. Ferraz ef al. (2001) also advocated the antimicrobial property of 2%
chiorhexidine gluconate gel. When used as an intracanal medicament, chlorhexidine
was more effective than calcium hydroxide agaist Enferococcus faecalis infection in
dentinal tubules (Heling ef a/ 1992, Aimyroud et al. 2002, Gomes et al. in press).

The objective of this study was to investigate the antimicrobial activity of caicium
hydroxide pastes, 2% chiorhexidine gluconate gel and both intracanal medicaments
combined against the selected microorganisms: Enferococcus faecalis,
Staphylococcus  aureus, Candida albicans, Porphyromonas endodontalis,

Porphyromonas gingivalis and Prevotella intermedia /nigrescens.
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Materials and Methods

The substances tested were:

- Calcium hydroxide plus sterile water {9:7);

- 2.0% chlorhexidine gluconate gel;

- Calcium hydroxide plus 2.0% chiorhexidine gluconate gel (1:1).

The caicium hydroxide pastes were prepared using calcium hydroxide P.A.
(Labsynth Produtos para Laboratério LTDA, Diadema, SP, Brazil). The consistency
of the pastes was similar to that of toothpaste, with a viscosity of 3501 cp. at 0.1
rom {Brookfield Digital Reometer, mode! DV-ii-IV, S&o Paulo-SP, Brazit). The
2.0% chlorhexidine gluconate gel was manufactured (Proderma Farmacia de
Maniputacdo lLida., Piracicaba, SP, Brazil). Chlorhexidine gel consisted of
chiorhexidine gluconate and a gel base, the 1% natrosol, which is a
hydroxiethylceliulose (water soluble). The 0.89% sterile saline and natrosol (1.0%)
were used as controis.

The species of microorganisms used in this experiment were two aerobes, one
facultative and three strict anaercbic microorganisms commonly isolated from
infected root canals, as follows: Candida albicans (NTCC 3736), Staphylococcus
aureus (ATCC 25823), Enterococcus faecalis {ATCC 20212) grown on Brain Heart
Infusion (BHI, Lab M, Bury, UK) and Porphyromonas endodontalis, Porphyromonas
gingivalis and Prevotella infermedia/nigrescens grown on Fastidious Anaerobe Agar

{FAA, Lab M, Bury, UK). in both media 5% defibrinate sheep biood were added.




Agar diffusion method

The methodology used was the same used from Gomes ef al. (2002). All
microorganisms were previously subcultured in appropriate culfure media and
under gaseous conditions to confirm their purity.

The aercbes and the facultative anaerobic strains were individually
inoculated into tubes containing 5 mL of sterile 0.89% saline solution. The
suspension was adjusted spectrophotometrically at 800 nm (O.D.gx ) to match the
turbidity of 1.5x10°% ¢fu mL™ (equivalent to 0.5 McFarland standard). Five hundred
ul. of each test microorganism suspension was inocutated in glass bottles containing
50 m{ of BHI Agar (Lab M, Bury, UK) at 46°C, mixed and poured onto 130 mm-
plates containing a previously set fayer of Mueller Hinton agar (Oxoid, Unipath Ltd,
Basingstoke, UK).

The isolated anaerobic microorganisms were suspended
spectrophotometrically at 800 nm - O.D.s00 to match the turbidity of 3.0x10%¢fu mL™
{equivalent to 1 McFariand standard). Sterile swabs were dipped into the bacterial
suspension and inoculated on pre-reduced 70 mm-plates containing 5% sheep-
blood-Fastidious Anaerobe Agar (FAA - Lab-M, Bury, UK). The inoculum procedures
used were appropriate to provide a semi-confluent growth of the tested
microorganisms.

Sterilized stainiess-steel fubes of 8.0 x 1.0 x 10 mm (inner diameter, 8 mm)
were added 1o the surfaces of the media and filled with 40 pyL of each test
substance and controis. The plates were manteined for 2 h at room temperature in
apropriated gaseous conditions to allow the diffusion of the agents through the

144




agar and then incubated at 37°C again under appropriate gaseous conditions for
an appropriate period of time: aerobes, 24 h; facultative, 24-48 h in a COzincubator
(Jouan, Saint Herblain, France), in an atmosphere of 10% CO, and anaerobes in
the anaerobic workstation {Don Whitley Scientific, Bradford, UK) in an atmosphere
of 10% Ha, 10% CO,, 80% N, for 7 days.

Zones of inhibition of microbial growth around the cylinder containing the
tested substances were measured and recorded after the incubation period. The
inhibitory zone was considered to be the shortest distance (mm) between the outer
margin of the cylinder and the initiaf point of the microbial growth. Six replicates were
made for each microorganism. Kruskal-Wallis test was used io determine the

differences in susceptibility to intracanal medication between microbial species.

Direct contact method

All microorganisms were subcultured onto appropriate culture media and gaseous
conditions for 48 h. Facultative strains were individually inoculated into tubes
containing 5mb Brain Heart Infusion sterile suspension {Lab M, Bury, UK), which
were adjusted spectrophotometrically at 800 nm {O.D g0 ) to match the turbidity of
1.5x10° cfu mi”’ {equivalent to 0.5 McFarland standard). Strict anaerobic
microorganisms were individually inoculated in tubes containing 5mL Fastidious
Anaerobe Broth (FAB, LabM, Bury, UK) sterile suspension, which was adjusted
spectrophotometrically at 800 nm - (0.D.sw ) to match the turbidity of 3.0x10° cfu

mL™" (equivalent to 1 McFartand standard).



Six wells were used for each time period, microorganism, and calcium
hydroxide paste respectively. Overall, 2880 wells were used, comprising 1728 for
alt the tested pastes, and 1152 for control groups {i.e. 576 for each medicament or
each control group).

One mL of each tested substance was placed at the bottom of 24-well cell
culture plates (Corning, NY, USA, ref. No. 3524, well Vol. 3,2 mi), including the
controi groups (sterile saline and natrosol). Two mL of the microbial suspension
were ultrasonically mixed for 10 s with the medicaments and left to stand different
periods of time, viz. for 15 s, 30 s; for 1,3 ,5,10 ,15 and 30 min; for 1,2, 4,6, 8, 12,
24 and 48 h; and for 7 days. After each period of time, 1 mL from each well was
transferred to tubes containing 3 mL of freshly broth medium to which the
neutraliser was added in order to avoid medicaments’ residual action. The 0.5%
citric acid was used to neutralise calcium hydroxide, 0.5% Tween 80 pius 0.07%
lecithin was used to neutralise chiorhexidine and both medicaments combined
(Almyroud et al. 2002, Gomes et al. 2001). All tubes were left at 37°C for 7 days in
appropriate gaseous condition. 10 i of each tube was inoculated on agar plates
and left at 24-48 h in appropriate gaseous condition. The purity of the positive
cultures was confirmed by Gram staining, by colony morphology on blood agar
plates and by the use of biochemical identification kits (APl 20 Strep BioMérieux
SA, Marcy-'Etoile, France; AP C AUX BioMérieux SA, Marcy-'Etoile, France; API
20 Staph BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France; Rapid ANA II System, Remei

INC., Lenexa, K8, USA). The time required for each medicament to produce total
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microbial inhibition growth was recorded, transformed in seconds, and analysed

statistically using Kruskal-Wallis test, with significance level set at p < 0.05.

Results

The ietters in tables show diferent values (statisticaly speaking). The capital letter
shows the differences between the line and the lower case between the column.
Agar diffusion method

Means of microbiat inhibition growth (in mm) produced by 2.0% chlorhexidine gel,
calcium hydroxide paste and both intracanal medicament combined against all
microorganisms tested are shown in Table 1. Calcium hydroxide pastes did not
produce inhibitory zones (0 mm) against any of the tested microorganisms,
inhibiting the microorganisms only in direct contact. However, 2% gel chiorhexidine
demonsirated the strongest antimicrobial action, showing the largest inhibitory
growth zones, which ranged from 4.33 to 21.67 mm. it is important to mention that
the association of 2% chlorhexidine gel + calcium hydroxide also affected the
microbial growth, producing inhibitory zones ranging from 2.84 to 6.5 mm against
all the microorganisms tested.

The strict anaerobes {Porphyromonas gingivalis, Prevotella
intermedia/nigrescens and Porphyromonas endodontalis)j were the most
susceptible microorganims, showing the largest inhibition zones, which ranged
from 0 to 21.67 mm. On the other hand, the aerobes and facultative (Candida

albicans, Staphyiococcus aureus, Enterococcus faecalis) microorganisms were
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more resistant to ali medicaments used, producing inhibition zones ranging from G

to 9.67mm.

Direct contact method

Table 2 shows the mean contact time required for 2.0% chlorhexidine gel, calcium
hydroxide paste and their association to produce 100% of microbial inhibition of
growth.

The 2.0 % chiorhexidine gel took 1 min or less to eliminate all tested
microorganisms. The calcium hydroxide pastes needed from 30 s to 24 hours to kill
the tested microorganisms, while the association of both these medicaments
medicaments tocok from 30 s to 6 hours to eliminate the same microorganisms.

The strict microorganisms were more susceptible than the aerobes or the
facultative anaerobic microorganisms. Porphyromonas gingivalis, Prevoiella
intermedia/nigrescens and Porphyromonas endodontalis were eliminated in less
than 1 min.

Candida afbicans {an aerobe microorganism) and Enterococcus faecalis (a
facultative microorganism) showed similar susceptibility, being killed in 24 h by
calcium hydroxide pastes, in 1 h by the combined medicaments (20 %
chiorhexidine gel + calcium hydroxide) and 15 s by 2.0 % chiorhexidine gel.

Staphylococcus aureus were eliminated in 8 h by caicium hydroxide pastes

and in & hours by the combined medicaments mentioned above.
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Table 6.5.1. Means of microbial inhibition of growth (in mm) produced by 2.0% chlorhexidine gel, calcium hydroxide

paste and both as intracanal medicament combined against all microorganisms tested.

Microorganisms Candida  Staphylococcus Enterococcus Porphyromonas  Prevotella  Porphyromonas
afbicans aureus fascalis endodontalis  intermedia gingivalis
2.0% clovhexidine gel 500aC 967 & BO 433aC 17.83 a8 AR 2187 aA 20388 A
Calcium hydroxide O*b A D*b A 0" A OB A O*b A 0¥k A
2.0% clorhexidine gel + Ca(OH),  3.83 ab B 400a8 283abB 800 ab B 6.00 a A 650aA

* inhibition only by direct contact

Different letters (from @ 1o b, and A 10 ©) mean different values

Capital letter shows the line statistical analisys (Kruskal-Wallis p < 0.0%)

Lower ca se show s the colum statistical analisys (Kruskal-Wallis p < 0.05)
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Table 6.5.2. Means of contact time required by 2.0% chlorhexidine gel, calcium hydroxide paste and both

intracanal medicaments combined to produce 100% of microbial inhibition growth.

C. albicans 3. aureus E. fascalis P.endodontalis  P.intermedia/  P. gingivalis
Microorganisms nigrescens
2.0% clorhexidine gel 158 bA 18sb A 15sb A 168 bA 158 bA 15s8bA
15— 30s aB 15— 30sab

Calcium hydroxide’”  {2—{24haA  6-—{8aA 12 —| 24 a A 15— 30sa B

2.0% clorhexidine gel 30 min—| ThabA 4—|838A 30min~j1habA 15-—30sab

+ Ca(Or):

15—30s8aB 15308 aB

5: second

min: minute

i hour

Different letters (from & 10 b, and A to B) mean different vajues

Capital letter shows the line statistical analisys (Kruskal-Wallis p < 0.05)

Lower ca se show s the colum slatistical analisys (Kruskal-Wallis p < 0.05)



Discussion

Agar diffusion method

The agar diffusion method has been widely used to test the antimicrobial activity of
dental materials and medicaments {Al-Khatib ef al. 1990). The advantage of this
method is that it allows direct comparisons of medicaments, and the test
microorganisms, indicating which medicament has the potential to eliminate
bacteria in the local microenvironment of the root canal system.

A disadvantage of the agar diffusion test is that the result of this method does
not depend only on the toxicity of the material for the particular microorganism, but
it is highly influenced by the diffusibility of the material across the medium. A
material that diffuses more easily will probably provide larger zones of microbial
growth inhibition (al-Khatib et al. 1990, Abdulkader ef a/. 1996). However, great
care was taken to keep the plates for 2 h at room temperature under appropriate
gaseous conditions to allow the diffusion of the agents through the agar and then
incubated at 37° C again under appropriate gaseous condition {Gomes ef al.
2002).

The antimicrobiat activity of chlorhexidine has aiready been tested using the
agar diffusion method, showing that this substance is a powerful antimicrobial
agent (White ef al. 1997, Siqueira & Uzeda 1997). However, these previous studies
tested chlorhexidine in different formulations and concentrations from the one used
in the present work. Ferraz et al. (2001) tested 2% chlorhexidine gluconate gel and
reported that it has antimicrobial activity to be used as intracanal irrigant. Our
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results also verified that chlorhexidine, in gel formulation at 2%, is a powerful
antimicrobial agent, showing the largest inhibition zones, which ranged from 4.33
to 21.67 mm.

Regarding our study, calcium hydroxide pastes showed inhibition in direct
contact against all microorganisms tested. Other works have also reported similar
results (Siqueira & Uzeda. 1997, Gomes ef al 2002). Owing to the fact that caicium
hydroxide pastes have a low solubility, they do not diffuse well through the
medium.

The aim of the combined medicaments (calcium hydroxide plus 2%
chiorhexidine gel) is to add antimicrobial properties to calcium hydroxide. The
caicium hydroxide mediates the neutralisation of lipopolissacharides (Safavi &
Nichols 1994), has antiresorptive action (Tronstand ef al. 1981), and thus heips in
cleansing the root canal (Hasselgren ef al. 1988). Increasing its antimicrobial
activity, the medicament could act more effectively against resistant
microorganisms, such as Enterococcus faecalis. In our research, the pastes
manipulated with calcium hydroxide plus 2% chlorhexidine gel were effective
against Enferococcus feacalis, showing larger inhibition zones than the those
made with sterile water as a vehicle.

The kind of vehicle used to prepare the calcium hydroxide pastes has a
direct relationship with the concentration, velocity of ionic liberation and
antimicrobial effect. Furthermore, it is important {o consider that viscosity is the
measurement of the inner friction fluid. Solutions that flow easily have low viscosity
(Fava & Saunders 1999). The gel base used in the tested chiorhexidine was the
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natrosol, which is a hydroxiethylcellulose, being a water soluble vehiclie {(Fava &
Saunders, 18899). it-is a thickener non-ionic agent highly efficient, inert, largely
used to thicken shampoos, gels and soaps (Ferraz ef al., 2001). In the present
study, the medicaments that had this base showed a good diffusion in the agar

medium, producing the largest means of inhibition zones.

Direct contact method

The direct contact test relies on direct and close contact between the
microorganism and material tested, and it is independent from diffusion properties
of the tested material and the media, which is an advantage over other tests like
the agar diffusion method (Weiss ef al. 1998).

Chiorhexidine demonstrated a powerful antimicrobial agent, in agreement
with the results of previous studies (Ringel ef al. 1982, Jeansonne & White 1994,
Gomes ef al. 2001). Chiorhexidine gel killed all microorganisms tested quickly, in 1
minute or less. Enferococcus faecalis was eliminated in only one minute, agreeing
with another previous work {Gomes et al. 2001).

Some authors using different experimental methods reported that calcium
hydroxide pastes had a good antibacterial effect as a root canal dressing (Bystrom
et al, 1985). Using the direct contact method, calcium hydroxide pastes were
effective against all tested microorganisms. However, it required different timings to
eliminate the same microorganisms.

in the contact test, the required time for calcium hydroxide + sterile water
paste to kill all microorganisms was dramatically longer (it ranged from 30 s to 24
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h) than the timing for pastes made with chlorhexidine gel to produce the same
antimicrobial activity (it ranged from 30 s to 6 h). The association of 2%
chiorhexidine plus calcium hydroxide has already been tested against
Enterococcus faecalis in infected bovine root dentine, demonstrating that the
combined medicaments were effective (Almyroud et al 2002, Gomes ef al. in
press).

Researches in vitro advocated that some associations, such as calcium,
urea, and sulfate lauryl sodium reduce the antimicrobial activity of chiorhexidine
(Rolla & Melson 1975, Bonsvoll 1977). In the present study, it was possible to
observe that the antimicrobial property of chorhexidine was also reduced when
associated with calcium hydroxide. This associtation brings more antimicrobial
activity to calcium hydroxide pastes, which is questionable, specially in persistent
periapical lesions cases. However, it possesses important properties to be used as
intracanal medicament, such as biclogical properties and physical barrier.

This research emphasizes the importance of the contact between
medicament and the infecting microorganisms, in order to achieve a substantial
antimicrobial effect. Further research in vivo is required to determine the
effectiveness of the antimicrobial activity of chiorhexidine gel, calcium hydroxide

paste and both these intracanal medicaments combined.
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Conclusion

Under experimental conditions the 2% chlorhexidine gel + calcium hydroxide
combined decresased the antimicrobial activity from the 2% chiorhexidine gel and

increased the antimicrobial property of the calcium hydroxide.
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8. DISCUSSAO

Um medicamento € uma droga ou uma preparacdo com drogas de acéo
farmacoldgica benéfica, quando utilizada de acorde com suas indicagbes e
propriedades. S8o exemplos: pds, comprimidos, xaropes, pomadas, colirios,
supositorios, entre outros. Os medicamentos podem ser Simples (preparados a
partir de 1 Unico farmaco} ou Compostos (preparados a partir de vérios farmacos).
Quanto ao seu uso podem ser classificados como: medicamentos de uso externo
(aplicaveis na superficie do corpo ou nas mucosas facilimente acessiveis ao
exterior) ou medicamentos de Uso Interno (destinam a administracao no interior do

organismo por via bucal e pelas cavidades naturais) {Ansel et al, 2000).

De acordo com Ansel ef al. (2000) os medicamentos podem ser divididos em:
Oficiais (presentes nas Farmacopéias), Oficinais (preparados na prépria farmacia),
Especialidades Farmacéuticas (industrializados e sua fabricagdo obedece a
reguiamento de natureza governamental), Magistrais (prescritos para cada caso),
Placebo (substancias ou preparagdes inativas), Alopaticos {iratam as doengas
produzindo uma condi¢&o de antagonistas) e Homeopaticos (tratam produzindo

uma condi¢c&c semethante com o estado patologico a ser tratado)

As formulas ou formulacbes representam o conjunto dos componentes de uma
prescricdo ou composigdo de uma especialidade farmacéutica. Os componentes
de uma formuiacdo sdo: a) Adjuvantes: farmacos auxiliares, que podem exercer

efeito solubilizante, conservante, edulcorante e aromatizante. Em regra geral, ndo
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modificam o efeito farmacologico dos principios ativos; b) Veicuio ou Excipiente:
s&o destituidos de atividade e tém como fung¢ao dar corpo aos farmacos, diluindo-
os a concentracdo conveniente ou proporcionande maior facilidade de
administracdo. Quando fazem parte de uma formutacéo liquida sdo chamados de
veiculos e quando fazem parte de uma férmula sdlida sao chamados de excipiente

(Ansel et al., 2000).

O efeito de um medicamento depende da quantidade de substancia que
penetra no organismo, podendo atuar diretamente no iccal de sua aplicag&o ou
ser absorvido de modo que atinja os orgéos e tecidos, cuja resposta & pretendida.
Os medicamentos de uso topico sdo aqueles que se aplicam externamente, sobre
uma regido limitada do corpo, n&o proporcionando absor¢do sistémica dos seus
constituintes. Os medicamentos de uso local sdo aqueles que desempenham sua

acao em uma zona especifica do organismo (Ansel ef af., 2000).

No presente trabatho utilizamos medicamentos na forma liquida, gel e pastas,
08 quais possuem acao tocal (no interior dos canais radiculares) com a finalidade

de combater a infeccdo endodbntica.

Bactérias ou seus produtos induzindc respostas inflamatérias e imunologicas
s&o considerados 0s principais agentes etioldgicos que levam a formacdo de
guadros de necroses puipares e lesdes periapicais por fatores bacterianos de
viruléncia e estimulo da resposta do hospedeiro (Kakehashi ef al, 1965). A
eliminacao das bactérias infectantes e dos restos necréticos pulpares pode ser

realizada pelos procedimentos endodbnticos de rotina, tais como a instrumentacac
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e irrigacdo do espaco pulpar com agente antimicrobiano, € a aplicacéo de
medicamentos topicos intracanais em casos de poipas infectadas (Bystron ef afl.
1985).

Os critérios necessarios para a utilizagdo de quaisquer agentes
antimicrobianos s&o:. a suscetibilidade do microrganismo patogénico ao agente
antimicrobiano; a penetracao deste agente no sitio de infecgdo; o aicance e
manutencdo de concentragbes adequadas do agente no sitio de infeccdo e sua
baixa toxicidade as células do hospedeiro. Porém deve haver inibigdo do
crescimento ou morte dos microrganismos e ndo desenvolvimento de resisténcia
rapida ao agente antimicrobiano. Esses critérios requerem o conhecimento dos
microrganismos envolvidos na infeccdo e sua suscetibilidade aos diferentes
agentes antimicrobianos, assim como a farmacocinética deste agente (Walker,
1992; Gomes ef al. 1986).

O combate aos microrganismos n&o se restringe a luz do canal principal, mas,
também aos residentes no interior dos tubulos e ramificacbes dentindrias. Deve-se
considerar que a anatomia interna € extremamente complexa, muitas vezes
inacessivel & agéo mecanica do instrumento endoddntico, o que impde, nestas
ocasides, uma efetiva ag&o antimicrobiana e neutratizante de produtos microbianos,
acompanhada pela dissolucio tecidual, proporcionada pela substancia guimica em
associacdo com a medicacao intracanal (Holland ef af., 1979; Harrison & Madonia,
1871; Harrison & Hand, 1981; Akpta & Bechman, 1982; Costa et a/., 1986; Paiva &
Antoniazzi, 1988; Souza ef al., 1992; Pécora et al., 1993; Tanomaru Filho, 1998;
Estrela et af., 1997). A medicacdo intracanal constitui estd indicada em diferentes
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situacbes como manutengdo do saneamento conquistado durante o preparo
quimico-mecénico (controle de microrganismos gue resistiram afase do preparo de
canais infectados), refratamentos, controle de reabsorgdes radiculares,
traumatismos, apicificacdes e perfuracées (Tronstad, 1991).

Em relagdo a andlise da metodologia experimental empregada neste estudo
alguns fatores merecem ser abordados.

Os microrganismos utilizados nesta pesquisa constituiram-se daqueles
presentes em canais radiculares infectados, com distintas caracteristicas morfo-
tinto-respiratérias (cocos e bacilos; Gram positivos e negativos; aerdbios,
facultativos e anaerébios estritos; além de uma levedura). A escolha procedeu-se
também com base em microrganismos estudados em outros experimentos, sendo
estes constituidos Staphylococcus aureus (Zerloti, 1959; Pupo et al., 1994;
Marques, 1997; Ayhan et af, 1999; Estrela et af., 1998, 1999, 2000, 2001),
Enterococcus faecalis {(Winkler, 1859; Ferreira et a/., 1978; Harrison & Hand, 1981;
Bystrom & Sundqvist, 1985; Orstavik & Haapasalo, 1990; Harrison ef al., 1990,
Heling et al., 1992, Vahdty ef al, 1993, Pupo et al, 1994; Ayhan et al., 1999,
Haapasalo ef a/., 2000, Estrela et al., 1998, 1999, 2001), Bacillus subtilis {Barbosa
& Almeida, 1987; D’Arcangelc et af., 1999; Estrela ef al., 1998, 1889, 2001),
Candida albicans (Zerlotti, 1959; Barbosa & Almeida, 1987; Harrison ef a/., 1990;
Marques, 1997; Ayhan ef al, 1999; D'Arcangelo et al, 1999; Sen et al., 1999;
Estrela ef al., 1988, 1899, 2000, 2001) e anaerdbios estritos: Porphyromonas spp.
e Prevotelfa spp. (Dahlén & Hofstad, 1977; Sundqvist, 1976; Sundqvist ef af.
1979; Dahién & Bergenholtz, 1980; Sundqvist & Johansson, 1980; Griffee ef al.,
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1980; Moller ef al., 1981; Yoshida et al,, 1987; Brook ef al., 1991; Horiba et al,,
1991; Baumgartner, 1982).
Os meios de cultura, utilizados no experimento possuem as exigéncias

nutritivas de microrganismaos exigentes e, portante foram empregados para estas

avaliacbOes (Gomes ef al. 1995, 1996).

O estabelecimento dos periodos de estudo de 15,30e45s, 1 .3, 5, 10, 20
e 30 min, 1 e 2 horas para avaliar ao irrigantes deve-se ao fato de que,
geraimente, uma sessao de tratamento endoddntico demanda um intervalo de
tempo em tormno de 1 hora Deve-se ressaltar que durante esse periodo a
substancia devera ser renovada varias vezes. Qutras pesquisas investigaram
intervalos de tempo que variaram até 1 hora (Foley et af., 1983; Barbosa et af.,
1987; Nikolaus ef af.,, 1988; Harrison ef al., 1981, 1990; Orstavik & Haapassalo,
1990; Souza et al, 1992; Brisend et af., 1992; Heling et a/, 1992a; Ohara ef af,
1993; Georgopouiou ef al., 1994; Pupo ef al., 1994; Sen et al., 1999; Haapasalo ef
al., 2000).

Os pericdos de 15,30 e 458, 1 .3, 5, 10, 20 e 30 min, 1 e 2 horas, 24 ¢ 48
horas e 7 dias foram empregados para avaliar os medicamentos intracanais.
Estudou-se até 7 dias, pois esse € o periodo que normaimente a utilizacdo de
uma medicacdo intracanal permanece entre sessdes de atendimento. (Ferreira et
al., 1978; Bystrom et a/., 1985; Sjogreen ef af., 1991; Georgopouiou ef al., 1993;
Estrela et al., 1897). Entretanto, foram empregados também intervalos de tempo

menores que esse periodo, pois a intencdo foi verificar o periodo minime
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necessario para que a medicacdo enfre em contato com os microrganismos para

elimina-ios.

O estabelecimento do espectro de atividade de qualquer agente
antimicrobianc € dtil para methorar o processo de controle da infecgdo. Em geral,
ha trés tecnicas in vifro que podem ser empregadas para este propdsito — ©
método de diluicdo (como por exemplo, o teste de concentragdo inibitéria minima -
CiM), que permite determinacdoc da quantidade de agente antimicrobiano
necessaria para inibir o crescimento microbiano de determinado microrganismo; o
teste de difusdo em agar, que permite a observacio de zonas de inibicdo
adjacentes aos discos que contém o agente antimicrobiano, que podem estar
relacionadas ao seu efeito; e o método de contato direto, que fornece informagdes
qualitativas a respeito das substaéncias (Estrela, 2000). Todas as técnicas
apresentam vantagens e desvantagens. Por exemplo, o método de diluicdo {(CiM)
s6 pode ser empregado para substancias que s&o soluveis no meio de cultura.
Com relagdo ao método de difusdo em &gar, o tamanho da zona de inibigdo
microbiana depende da sclublilidade e da difusibilidade da substancia testada e,
portanto, pode n&o expressar efetivamente todo ¢ seu potencial. O métedo de
contato direto esta relacionado com a efetividade da substéncia e com sua
exposi¢ao direta com o microrganismo; parecendo ser independente de outras
variaveis (Estrela ef al., 2000).

O teste de difusdo em agar requer cuidadosa padronizacdo da densidade

do indculo, conteudo de meio, viscosidade do agar, numero e tamanho dos
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especimes contidos em cada placa (Tobbias, 1988, Weiss et a/, 1996). Para
interpretacdo dos resultados adota-se o tamanho das zonas de inibicdo do
crescimento microbiano como parametro de referéncia. A analise de substancias
gue apresentam diferentes capacidades de dissociacio e difusao através do agar
fica prejudicada, n&o oferecendo condi¢des de igualdade para comparagdo, como
no caso das pastas de hidroxido de calcio. Por isso, além desse teste utilizamos o
teste do contato direto. Os testes que utilizam meio de cultura liquido {caldo),
oferecem maiores condicées de igualdade a substancias que apresentam
dificuldade de dissociacéo e difusdo em agar. Entretanto, a forma de apresentacéo
do medicamento testado ainda pode influenciar na difuséo e dissociacdo. No
presente estudo pudemos verificar que a forma liquida da clorexidina se misturou
mais rapidamente com o inéculo, necessitando de menores tempos de contato
para eliminar os microrganismos testados que a forma gel, mesmo esta sendo
uma mistura homogénea.

Os grupos controles utilizados nestes testes apresentaram crescimento
microbiano, sendo possivel evidenciar esse crescimento através da andlise da
morfologia das cotdnias, coloracdc de Gram, teste de catalase e ftestes
bioguimicos padronizadoes.

Substéncias quimicas como os irrigantes devem possuir outras propriedades
além da atividade antimicrobiana, como dissolucdo tecidual, biocompatibilidade e
propriedades fisico-quimicas {densidade, tens@o superficial, pH, viscosidade,

condutividade, e capacidade de umectagio). Neste estudo avaliamos apenas a
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atividade antimicrobiana, tornando-se aportuno verificar na literatura outras
propriedades desejadas as substancias auxiliares utilizadas em endodontia.

Grossmann & Meiman (1941) analisaram in vitro a capacidade solvente do
hipoclorito de sédio a 5% sobre polpas dentérias recém-extraidas e verificaram
gue a dissolucio do tecido orgénico ocorria em periodo inferior a 1 hora. Kuruvila
& Kamath (1998) relatam que a clorexidina ndo possui a propriedade de
dissolugdo dos tecidos. A auséncia desta propriedade parece ser a principal
desvantagem desta substancia para ser utilizada como irrigante e aoc mesmo
tempo parece ser esta a vantagem, pois assim € menos toxica aos tecidos
periapicais.

Com relacéo as propriedades fisico-quimicas, Pécora ef al. (1999) relatam
que instabilidade das solugdes de hipoclorito de sédio permite uma rapida perda
de cloro, diminuindo o tempo de vida util dessa substancia. Esta perda ocorre
guando se reduz o pH da solugdo por meio do acido bérico ou do bicarbonate de
sodio. Outros fatores, como a elevacdo da temperatura e a luz solar também
alteram a liberacdo de cloro, favorecendo a ineficacia da solugdo. No presente
estudo as solucdes de hipociorito de sodio utilizadas foram manipuladas um dia
antes da realizacdo dos testes em pequenas quantidades, e sem a adicio de
conservantes.

A clorexidina apresenta uma importante propriedade que é a substantividade
(acdo antimicrobiana residual), comprovada por White (1997). A molécula de

clorexidina se liga a hidroxiapatita do esmalte ou dentina e a grupos anibnicos
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acidos de glicoproteinas, sendo lentamente liberada a medida que sua
concentragio no meio diminui, permanecendo assim com um tempo de atuacéo
prolongado (Rolla & Melsen, 1975).

Com rela¢do as medicacdes utilizadas nos testes, foram empregados ©
hipoclorito de sédio (0,5%, 1,0%, 2,5%, 4,0% e 5,25%) e clorexidina gel e liquida
(0,2%, 1,0% e 2,0%) para serem utilizados como irrigantes intracanais. Os
medicamentos intracanis utilizados foram a ciorexidina gel 2% e as pastas de
hidroxido de calcio associadas & &agua destilada, solucdo salina, solugéo
anestésica, glicerina, polietilenoglicol, paramonoclorofenc! canforado (PMCC),
PMCC associado a glicerina e clorexidina gel 2%.

Até o inicio da década de 40, o irigante mais utilizado nos tratamentos
endoddnticos era a agua, devido a seu baixo custo, disponibilidade e capacidade de
fubrificacdo. Porém, esta ndo possui atividade antimicrobiana. Varios tipos de
irrigantes tém sido recomendados para uso endodontico. Dentre eles se inciuem
acidos, agentes quelantes, enzimas proteoliticas, solugbes alcalinas e outros
agentes quimicos como os agentes oxidantes (Harrison, 1984). No entanto, um
irrigante que redna todas as propriedades acima citadas ainda ndo foi encontrado.

A eficiéncia de uma solucZo irrigadora ndo depende apenas de sua natureza
quimica, mas também de seu volume, temperatura, tempo de contato, tensio
superficial, profundidade de penetracao da aguiha irrigadora, calibre da aguihsa, e
tempo de fabricagéc e armazenamento da solucéo (Ingle et al., 1985).

O NaOCl pode ser encontrado em diversas concentracbes (0.5; 1; 2.5; 4,0;
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5,25%). Solugbes mais concentradas apresentam maior atividade antibacteriana,
desde que oufros fatores, como tempo de atuacdo, pH, temperatura sejam
mantidas contantes. Em relacao a presenca de matéria organica, sabe-se que o
ctoro que reage com os tecidos passa a ser consumido, implicando numa reducio
no seu efeito antimicrobiano. Para compensar esta interferéncia nos efeitos
antimicrobianos do NaOCI durante o preparo quimico-mecanico do canal radicular,
a solucio wrigadora deve ser constantemente renovada.

Durante o tratamento endodontico, tanto debris quanto solucdes irrigadoras
s&o extruidos através do forame apical (Vande Visse & Brilliant, 1975; Ferraz ef
al., 2001), atingindo tecidos periapicais vitais. Desta forma, o uso de NaOCIi como
irrigante endodéntico deve ser realizado com cuidado. A propriedade do NaOCl de
dissolver tecidos organicos € desejavel durante a sua atuagio no interior do canal
radicular contaminado, auxiliando a remocdo de restos pulpares. Porém, esta
dissolugdo ndo & seletiva, podendo danificar os tecidos periapicais, casoc os atinja.
Por isso, relatos de acidentes devido a injegdo acidental de NaOCI na regido
periapical s&0 comuns na literatura (Becking, 1991; Ehrich ef a/, 1993). E
demonstradc que danos aos tecidos periapicais ocorrem com maior frequéncia em
casos de polpa necrética € em dentes com forames apicais amplos, pois ha maior
chance de extruséo de irrigantes (Salzgeber & Brilliant, 1977).

Em estudos in vitro e in vivo, Heggers et al. (1991) avaliaram atividade
antimicrobiana e citotoxicidade do NaOCI. Os autores concluiram que NaOCI a
0,025% seria a concentracéc mais segura para ¢ uso clinico por ndo produzir
efeitos toxicos & manter propriedades bactericidas. Kozol ef af. {1988) foram ainda
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mais longe, recomendando abandono do uso da solucdo de Dakin (NaOCI 0,5%)
pois observaram gue concentracdes muito inferiores a esta ja eram capazes de
interferir na quimiotaxia de neutréfilos e causar danos a fibroblastos e células
endoteliais.

Os resuitados do presente estudo, assim como outros na literatura (Abou-
Rass & Piccino, 1982; Baumgartner & Cuenin, 1992), demonstraram que dentre as
concentracdes de NaQCl utilizadas, a de 5,25% foi a que promoveu inibicdo de
crescimento microbiano mais rapidamente contra todos os microrganismos
avaliados. Entretanto, quando foram utilizadas solucbes de NaQOClI em
concentracbes menores, principaimente 0,5% e 1%, os tempos necessarios para
eliminar os microrganismos aerdbios e facultativos foram significantemente maiores.
Apesar de Yesilsoy ef af. (1995) e Gomes ef af. (1999) terem utilizado o métedo de
difusdo em agar, a atividade antimicrobiana do hipocloritc nas mesmas
concentragbes s&o correspondenties aos nossos resultadeos. Quanto maior a
concentracdo, maior e mais rapida a atividade antimicrobiana, entretanto maior
sera a sua toxicidade {Ansel et ai., 2000).

Portanto, apesar do hipoclorito de sbdio, em diversas concentracdes, desde
sua introducdo em 1936 (Walker, 1936), ainda ser o irrigante mais utilizado na
Endodontia, outros irrigantes, menos citotdxicos € com maior espectro de agdo
contra 0s microrganismos da microbiota endoddntica, devem ser pesquisados.

0O gluconato de ciorexidina € um agente antimicrobiano de amplo espectro,
tanto para as bactérias Gram-positivas guanto Gram-negativas (Cervone et al,
1990) e apresenta substantividade {Roélla & Melsen, 1975). O seu uso tem sido
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preconizado em endodontia, principalmente como solucio irrigadora (Delany et
af., 1982; Ringel et al, 1982, Jeansonne & White, 1984). Entretanto, ela nac
possui capacidade de dissoiver matéria orgéanica como o NaOCH.

A clorexidina gel utilizada no presente estudo possui como veiculo o natrosol
{hidroxietilcelulose), que & um agente espessante néc idnico altamente eficiente,
hidrossoltvel & muito utilizado para espessamento de xampus, géis e sabonetes &
base de tensoativos anidnicos, como o digluconato de clorexiding, aocs quais
apresenta excelente compatibilidade (Ferraz ef al., 2001).

A forma liguida apresentou sua atividade antimicrobiana mais rapidamente
que a forma gel frente aos microrganismos aerdbios (C. afbicans e S. aureus) e
facultative (E. faecalis) estudados neste trabalho. Com relacdo aos
microrganismos anaerdbios estritos, tanto a forma liquida como a gel eliminaram
os microrganismos testados no mesmo intervalo de tempo. Este fato poderia ser
explicado pela agitacio aplicada (10s), em aparelho de ultra-som de bancada, a
qual poderia ndo ter sido suficiente para homogeneizar da mesma maneira as
formas gel e liquida, ficando assim mais dificil misturar a forma gel com o indculo
microbiano. Gomes et af. (1999) avaliaram a atividade antimicrobiana dos mesmos
irrigantes, porém aplicando ¢ método de difusdo em agar e observaram que a
forma gel apresentou melhores resultados que a forma liguida, fato este que foi
explicado pelo contato por maior periodo de tempo conseguido entre o gel e agar.

Ferraz et al. (2001) preconizaram a utilizacdo da clorexidina na forma gel
como irrigante endoddntico por apresentar vantagens clinicas sobre a forma
liquida, como a realizagdo de uma instrumentacdc mais facil, manutencéo do
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principio ativo em contatc com a dentina por um longo periodo de tempo e
diminuicdo da formagao de smear layer.

Varios autores compararam a clorexidina liquida ao hipoclorito de sédio.
Desta forma, cabe destacar Ringel et al (1982), que analisando a eficacia
antimicrobiana do gluconate de clorexidina a 0,2% e do hipoclorito de sédio a
2.5%, puderam observar que a clorexidina a 0,2% & um agente antimicrobiano que
pode ser utilizado como irrigante e medicagdo intracanal. Jeansone & White
(1994) analisaram a ac&o do hipoclorito de sodio a 5,25% e gluconato de
clorexidina a 2% em 62 dentes humanos. A andlise dos resultados revelou que
tanto a clorexidina a 2% quanto ¢ hipoclorito de sédio a 5,25% foram eficazes na
reducfo da microbiota do canal radicular.

Os resultados deste estudo in vitro mostraram que as solugbes de
hipociorito de sodio e a clorexidina gel e liquida poderiam ser utilizadas como
irrigantes endoddnticos pois apresentaram inibicdo de crescimento microbiano
contra todos 0s microrganismos testados. Apenas a clorexidina gel 0,2% néo
estaria indicada para este fim, visto que necessitou de um tempo maior para
eliminar o E. faecalis, podendo ultrapassar o tempo normalmente utilizado para a
realizacdo do preparo quimico mecanico.

Komorowski ef af {2000), analisaram a substantividade de algumas
substancias empregadas na irrigacao de canais radiculares, como o hipocloritc de
sadio a 5,25% e a clorexidina 0,2%. Verificaram que ap6s 5 minutos de contato
com a dentina, nenhuma das solugbes analisadas conseguiu eliminar

Enterococcus faecalis do interior de tdbulos dentinarios bovinos. Porém, quando
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empregadas como medicacdo intracanal, em que o periodo de contato da solucdo
com os tabulos dentindrios foi igual a 7 dias, a clorexidina a 0,2% apresentou
efeito sobre o microrganismo analisado, enquanto ¢ hipoclorito de sodio néo foi
capaz de eliminar os microrganismos gue ainda permaneceram no interior dos
tabulos dentindrios. Portanto, o emprego da clorexidina a 0,2% estaria mais
indicado como medicacdo intracanal e ndo como solugio irrigadora dos canais
radiculares.

Apesar de nao ter sido testado o hidroxido de calcio como agente irrigante,
vale ressaltar que ele ¢ ineficaz para esta finalidade (Estrela, 2000), geralmente
porque ¢ utilizado em um intervalo de tempo menor para agir. J& como medicagao
intracanal, € efetivo, caracterizando dois pontos: maior tempo para atuacdo e uma
maior concentracdo da substancia (Estrela, 1997).

Os efeitos biolégico e antimicrobiano do Ca(OH).; estdo relacionados a
dissociacao desta substancia em ambiente aquoso, liberando ions calcio e hidroxila.
O seu pH alcalino (12,5) tem um efeito destrutivo nas células bacterianas e nas
estruturas protéicas (Spangberg, 1994). Entretanto existem bactérias que
conseguem sobreviver num pH aicalino, como os Enferococcuss faecalis, sendo
estes implicados nos casos de insucesso da terapia endododntica (Sjogren ef af.,
1991).

Inumeras substéncias tém sido utilizadas como veiculos para o Ca(OH),,
com o objetivo methorar algumas de suas propriedades, como a acgdo
antimicrobiana, a velocidade de dissociacio idnica e propriedades fisico-quimicas,
favorecendo as condicdes clinicas para seu emprego (Fava & Saunders , 1999).
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Todavia, tem sido muito discutido qual a melhor opgdo como veiculo, visto que ele

é responsavel! por uma liberagio mais rapida ou mais lenta dos ions.

Os principais veiculos hidrossolUveis s8o: agua destilada, soro fisioldgico,
solucdo anestésica, solucdo de metiiceluiose, glicerina, polietilenoglicol e
propilenoglicol, sendo considerados veiculos aguosos e viscosos devido a
velocidade de liberagao dos ions. Os principais veiculos oleosos s&o: 6leo de oliva,

sitlicone, 6leo de papoula-lipiodol.

O paramonoclorofenol canferado (PMCC) vem sendo enquadrado como um
veiculo oleoso devido & presenca da canfora em sua composicdo, a qual foi
acrescentada por Pucci (1942) com a finalidade de neutralizar a acao irritante do
paramonoclorofenol (Estrela, 1997; Fava & Saunders, 1998). O PMCC é
constituido por uma mistura liquida, oriunda da combinacdc do
paramonoclorofenol com a canfora, em paries variaveis, 25 a 35% de
paramonoclorofenol e 65 a 75% de canfora. A canfora apresenta-se sob a forma
de cristais incolores ou massas cristaiinas fridveis e transliticidas, untuosas ao tato;
tem odor penetrante, caracteristico, e sabor amargo; € uma substancia aromatica,

muito pouco soluvel em agua (1:800).

Como pudemos verificar no presente trabatho, o PMCC é um potente agente
antimicrobiano, apresentando halos de inibigdo de crescimento e eliminando os
microganismos testados rapidamente, nac podendo entdo ser chamado de
veiculo, pois na verdade ele & um farmaco adjuvante terapéutico. Dessa forma, ©

paramonociorofenol canforado, quando empregado em associagdo ao hidroxido
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de calcio, apesar de dissociar-se lentamente (Lopes ef al, 1896), € erréneo

chama-lo de veiculo oleoso.

Com relacdo as propriedades antimicrobianas das pastas de hidroxido de
célcio, notamos que a associagao do PMCC ao hidréxido de caicio proporcionou a
formag&o de halos de inibicdo maiores que as pastas manipuladas com 0s
veiculos aquosos ou viscosos.  Os resultados do presente estudo confirmam os
achados por Difiore et af (1983), Abdulkader ef al. (1996), Siqueira & Uzeda
(19986). Entretanto muitos autores reconhecem que o PMCC é irritante para os
tecidos (Spangberg, 1894) o que limita seu uso na clinica.

A adigdo da glicerina ao PMCC aumentou a propriedade de difusdo do
medicamento no meio de cultura (agar), produzindo halos maiores que das pastas
manipuladas sé com o PMCC. Esses resultados foram semelhantes aos
encontrados por Siqueira & Uzeda (1998).

Como ja discutimos sobre metodologia empregada, teste de difusdo em agar
nao fornece condigdes de igualdade as substancias com diferentes propriedades
de difusdo. Por isso, em nossos resultados observamos que a maioria das pastas
de Ca{OH); manipuladas com: com agua destilada, soiucéo salina, glicerina e
polietilenoglicol nao produziram halos contra a maioria dos microrganismos
testados (S. aureus, E. faecalis, S. sanguis, S. sobrinus, S. mutans, A. naesiundii,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis, Prevotelfa intermedia/

nigrescens € Prevotella denticola).
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No entanto, a ndo producdo dos halos de inibicdo nem sempre pode
significar que as medicagbes ndo possuem atividade antimicrobiana, pois essas
pastas ndc possuem boa difusdo através do agar. Isto provavelmente ocorreu
devido ao fato dos meios de cultura possuirem em suas formulactes substancias
tamponadoras. Assim, mesmo que sofra difusdo, esta é lenta gragas a baixa
solubilidade da substancia, o que faz com que 0s niveis de pH alcangados pelo

meio ndo sejam elevados o suficiente para apresentar atividade antimicrobiana.

Realizamos testes complementares para verificar se a acdo por contato
direto reaimente ocorreu. Apds o periodo de crescimento microbiano, os cilindros
foram retirados das placas e nas superficies que estavam em contato com o agar
passou-se um swab e este fol plaqueado em BHI agar ou FAA. Foi observado que
nenhuma placa exibiu crescimento microbiano, confirmando a atividade

antimicrobiana das pastas por contato direto.

A necessidade em estudar a eficacia antimicrobiana de pastas de hidroxido
de calcio por acdo em contato direto sobre os microrganismos justifica-se como
suporte a varios questionamentos ainda existentes com relacdo & medicacio
intracanal. Varias substancias tém sido associadas ao hidroxido de caicio para
aumentar o efeito antimicrobiano, devendo ser analisadas inicialmente in vitro,
para posteriormente, as melhores serem selecionadas para analise in vivo.

Utilizando metodologia do contato direto, Enterococcus faecafis foi o
microrganismo gue apresentou maior resisténcia contra todos os medicamentos

testados, enquanto gue 0s anaerobios estritos Porphyromonas endodontalis, F.
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gingivalis e Prevotelfa intermedia/nigrescens foram mais sensiveis. Pode-se
extrapolar que embora as bactérias anaerdbias Gram-negativas, tais como
Prevotelia e Porphyromonas spp. possam estar associadas com 0s processos
infecciosos dolorosos, devido a presenca da endotoxina, que pode estimular a
producéo de bradicinina, um potente mediador da dor, elas sdo mais suscetiveis
as pastas de Ca(OH),. Por outro lado, bactérias facultativas como E. faecalis, que
foram associados com 0s canais assintomaticos (Gomes et al. 1996 a,b), parecem
ser mais resistentes ao tratamento endoddntico e conseqientemente relacionadas

ao insucesso do fratamento.

Alguns trabalhos relatam que o hidrdxido de calcio mostrou-se pouco efetivo
sobre o Enferococcus faecalis (Haapasaio & Orstavik, 1987; Safavi et al., 1990,
Siqueira et al, 1996). Na presente pesquisa pudemos verificar que esse
microrganismo foi 0 mais resistente ac efeitc das medicacgdes intracanais,
necessitando de maior tempo em contato com a medicacao para ser eliminado. As
criticas de que a pasta de hidréxido de calcio associada ao soro fisiologico ou
agua destilada seja inefetiva contra microrganismos aerdbios e facultativos
{principaimente o E. faecalis), devem ser revistas. Necessita-se avaliar o tempo

para que esta medicacido possa demonstrar sua efetividade, e o método de

avaliacdo empregado.

As pastas de hidréxido de calcio associadas ao PMCC necessitaram de
menor tempo em contato com os microrganismos testados. Entretanto, s6 foi

utilizado um Unico neutralizador das pastas de hidréxido de calcio, que € o acido
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citrico a 0,5% (Siqueira & Uzeda,1998). Como pudemos observar, 0 PMCC é uma
substancia com acéo antimicrobiana potente, devendo-se nos proximos estudos,
utilizar um agente neutralizador para esta substancia.

Na metodologia aplicada por Estrela (1987) n&o fol evidenciado o uso de
solugbes neutralizadoras dos efeitos residuais das mediagbes testadas.
Provaveimente por isso 0s medicamentos apresentaram agéo antimicrobiana mais
rapida, necessitando de apenas 1 minuto para as pastas de Ca(OH), associadas
ao PMCC exibirem acdo antimicrobiana contra E. faecalis.

A pasta de hidréxido de célcio foi associada com a clorexidina gel 2%, por
ser esta uma substancia antimicrobiana, gue fem sido utilizada clinicamente
devido a baixa toxicidade. Estreta (1997) avaliou a associagdo da clorexidina
liquida 1% ao hidréxido de calcio mostrando que essa associagdo eliminou a
maioria dos microrganismos testados em apenas 1 minuto ou no intervalo entre 1
a 48 horas. Gomes ef al (1999) também avaliaram essa associagdo, porém
empregando 0 método de difusdo em agar, mostrando ter bons resultados essa
associacao.

Neste estudo empregamos as duas metodologias, teste de difusdo em agar
e teste do contato direto, para avaliar a atividade antimicrobiana da associagéo da
clorexidina gel 2% ao hidroxido de calcio. No teste de difus&o em agar verificamos
que a clorexidina apresentou os maiores halos de inibig&o, o hidroxido de calcic
em veicuio aquoso teve acdo apenas por contato direto, enquanto que a
associacdo dos medicamentos obteve resultados intermediarios, concordando
com os resultados de Gomes ef al. (1999). A associacdo da clorexidina gel 2% ao
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hidroxido de calcio pode ser considerada uma pasta com veiculo hidrossoltvel,
dado gque o natrosol {veiculo do gel) € uma hidroxietilcelulose classificada por
Fava & Saunders {1999) como veiculo aquoso. Pode-se dizer que essa
associacio (clorexidina gel 2% e hidrdxido de calcio) permitiu a essa pasta uma
maior difuséo no agar, o que ndo aconteceu com as outras pastas com veiculos
hidrossoluveis.

No teste do contato direto, a associacdo do hidroxido de calcio com a
clorexidina também apresentou valores intermediarios em relag@o a inibicdo do
crescimento dos microrganismos aerdbios e facultativo. Com relagdo aos
anaerdbios estritos apresentou resultados estatisticos iguais aos da clorexidina e
da pasta de hidréxido de calcio com agua destilada. O fato é que a associacdo
pode ser um medicamento mais eficiente para ser utilizado principalmente nos
casos de refratamento onde existe a  predominancia de microrganismos
anaerobios facultativos tais como Enterccoccus spp., Actinomyces spp.,
Staphylococcus spp. e até mesmo Candida spp.{Molander et al., 1998; Sundqvist
et al., 1998).

A associacdo teria como objetivo agir como barreira fisica e ter ac&o contra o
LPS bacteriano devido & presencga do hidréxido de calcio. Além disso, visa uma
maior atividade antimicrobiana com um efeito antimicrobiano residual

(substantividade) devido a presenca da clorexidina.

QOutros testes devem ser realizados, como a verificagdo da acdo do hidrdxido

de calcio com a clorexidina sobre o LPS bacteriano, sobre biofilme simples ou
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misto, redugc&o microbiana, bem como testes de biocompatibilidade para

complementar o entendimento sobre 0 assunto.

Nas infecgdes primarias onde a infecgdo é polimicrobiana, ha predominancia
de microrganismos anaerobios estritos (Dahién & Hofstad, 1977; Sundqvist, 1976;
Sundqvist et al. 1979; Dahléen & Bergenholtz, 1980; Sundqvist & Johansson, 1980,
Griffe et al., 1980; Moller et af., 1981: Yoshida , 1987; Brook et al., 1891; Horiba et
al., 1981; Baumgartner, 1892). Enfretantc, esses microrganismos s&o

extremamente sensiveis as pastas de hidréxide de calcio com agua destilada.

Os resultados obtidos, nestes trabalhos in vifro, fornecem informagdes
importantes como: quais s80 os medicamentos mais eficazes contra determinados
microrganismos, € qual o tempo necessario para elimina-los. Entretanto, esses
dados necessitam de cuidados ao extrapolar para afericdes in vivo, pois os testes
in vitro tentam mimetizar as condicfes clinicas, mas muitas vezes, elas nao

correspondem em sua fotalidade.



7. CONCLUSAO

Com base nos métodos experimentais empregados € nos resuitados obtidos,

pode-se concluir que:

Em relag@o aos irrigantes, as soiugdes de hipoclorito de sédio (0,5%, 1,0%, 2,5%,
4 0% e 5,25%) e a clorexidina gel e liquida (1,0% e 2,0%) poderiam ser utilizadas
para este fim com relacdo a propriedade antimicrobiana, por apresentarem
inibigdo de crescimento microbiano contra todos os microrganismos testados.
Apenas a clorexidina gel 0,2% n&o estaria indicada como solugéo irrigadora visto
que necessitou de um tempo maior para eliminar ¢ E. faecalis, podendo

ultrapassar o tempo normaimente utilizado para a realizac&o de preparc quimico-

mecanico.

Em relagdo aos medicamentos intracanais estudados, a clorexidina gel 2%
apresentou maior atividadade antimicrobiana. A associacéc do hidréxido de calcio
com a clorexiding gel 2% diminuiu a atividade antimicrobiana da clorexidina,

porém potencializou a do hidrdxido de célcio.

Qs veiculos empregados para manipular as pastas de hidroxido de calcio afetaram
sua capacidade de difusdo e propriedades antimicrobianas. As pastas
manipuladas com paramonoclorofenol canforado e glicerina mostraram maior

atividade antimicrobiana e maior difus&o no teste de difus&o em &gar.
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10. 1. Meios de cultura

10.1.1. Fastidious Anaerobe Agar (FAA} — LAB M (Bury, UK)

10.1.1.1. Descricao

Meio capaz de favorecer o crescimento dos anaerdbios isolados clinicamente. As
peptonas s&o incorporadas para a maxima estimulacéo de crescimento. Amido e
bicarbonato atuam como agentes desintoxicantes, enquanto a hemina favorece a
producdo de pigmento nos “Bacferoides” produtores de pigmento preto. Vitamina
K e succinato de sbdio fornecem fatores essenciais de crescimento para alguns
anaerdbios, como também 0,1% de glicose. O nivel baixo de glicose impede a

producdo de niveis elevados de acidos e alcoois que podem inibir o crescimento

bacteriano.

10.1.1.2. Preparo

Adicionar 23,0 g do pd em 500 mi de agua deionizada. A suspensdc deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem
a 121°C por 15 min e resfriada a 47 °C. Entéo adicionar assepticamente 5% de

sangue de carneiro desfibrinado, misturar bem e distribuir nas placas de petri.

10.1.1. 3. Aparéncia

Vermelho devido & adigéoc de sangue. O meio fica escuro (reduzido) mais tarde

devido 3 adicao de redutores.
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10.1.1.4. Armazenagem

Placas: até 7 dias a 4°C no escuro.

10.1.1. 5. Inoculagédo

Em superficie.

10.1.1.6. incubagio

37 °C anaerobicamente, por periodos de 48 horas e 7 dias.

10.1.1.7. Formula

______________________________________________________________________________________________________ oL
Mistura de peptonas 23,0
Cloreto de sodio 50
Amido 1,0
Agarno. 2 12,0
Glicose 0,4
Piruvato de sédio 1,0
HCL cisteina monoidratada 1.0
Hemina 0.5
Vitamina K 0,001
L-arginina 1,0
Pirofosfato sollvel 0,25
Succinato de sddio 0,5
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10.1.2. Fastidious Anaerobe Broth (FAB) - LAB M (Bury, UK)

10.1.2.1. Descricao

Meio de cultura liquido capaz de favorecer o crescimento de bactérias anaerdbias
e facultativas. As peptonas s&o incorporadas para a maxima estimulacdo de
crescimento. Vitamina K, hemina e L-cisteina s&o também fatores de crescimento

para alguns anaerobios. L-cisteina e tioglicolato de sddio reduzem o Eh (redox) do

meio e o0 agar inibe a absorgéo do oxigénio.

10.1.2. 2. Preparo

Dispensar 14,85g do pé em 500 ml. de agua deionizada. A mistura é dispensada
em tubos que s&o deixados semiabertos durante a esterilizagdo, que é feita por

autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos sio fechados o mais rapido possivel

apos a autoclavagem.

10.1.2.3. Aparéncia

Amarelo claro.

10.1.2.4. Armazenagem

Em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20°C no escuro.
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10.1.2.5. Inoculacgéo

Se usado como meio de cultura com sangue, uma diluicdo minima de 1:10 deve

ser usada.

10.1.2.6. Incubacgao

37 °C por 24-72 horas. Tubos bem fechados.

10.1.2.7. Formula

Cloreto de sédio
Extrato de fevedura
Agarno. 1

L-cisteina

Hemina

Vitamina K
Resazurina
Bicarbonato de sédio
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10.1.3. Brain Heart Infusion Agar (BHI} - LAB M {Bury, UK}

10.1.3. 1. Descrigao

Este meio foi desenvolvido iniciaimene para o isolamenic de patégenos orais.
Com a adicéo de 5% de sangue desfibrinado, este meio permite o crescimento da
maioria dos microrganismos fastidiosos. O fosfato tamponado ajuda neutralizar os
acidos produzidos pela utilizacdo da glicose mantendo a viabilidade dos
microrganismos. Este meio ndo é recomendado para a determinacio das reacbes

hemoliticas porque contém glicose em sua composicéo.

10.1.3. 2. Preparo

Adicionar 24.5 g do p6 em 500 mi de agua deionizada. A suspensdo deve ser
mantida em repouso por 10 min. e depois agitada. F esterilizada por autoclavagem
a 121°C por 15 min e resfriada a 47 °C antes de distribuir sobre as placas. Caso

deseje adiclonar assepticamente 5% de sangue de carneiro desfibrinado, misturar

bem e distribuir nas placas de petri.

10.1.3.3. Aparéncia

Amarelo claro (sem a adicdo de sangue) ou vermelho devido a adigéo de sangue.

10.1.3.4. Armazenagem

Placas: até 7 dias a 4°C no escuro.
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10.1.3.5. Inoculagéo

Em superficie.

10.1.3.€. Incubagdo

Tempo e temperatura para cada microrganismo.

10.1.3.7. Formula

‘Infusdo de sblidos de cérebro e coraggo T 1 ?’,‘5’"““"'9& """"""""
Proteose petona 10,0

Glicose 2.0

Cloreto de sodio 50

Fosfato di-sodico 2,5

Agarn®2 12,0
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10.1.4. Brain Heart Infusion Broth (BHI) —~ LAB M (Bury, UK)

10.1.4.1. Descricao

Meio de infusdo isotdnico rico em triptose (uma mistura de carme e peptonas do
leite) promovendo uma ampla gama de substratos. Uma concentracio baixa de
glicose é utilizada para estimular o crescimento precoce. E ligeiramente

tamponado para impedir a morte réapida de algumas espécies devido a produgéo

de acido.

10.1.4.2. Preparo

Dispensar 18,5 g do pd em 500 mL de agua deionizada. A suspensAo deve ficar
em repouso por 10 minutos e depois dissolvida sob aguecimento brando antes de
ser dispensada em tubos que s&o deixados semiabertos durante a esterilizacao. A

esterilizacao & feita por autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos s&o fechados

o mais rapido possivel apos a autoclavagem.

10.1.4.3. Aparéncia

Amarelo claro.

10.1.4.4. Armazenagem

Em tubos com tampas, até 3 meses a 15-20°C no escuro.
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10. 3.4.5. Inoculag¢éo (como meio de cultura para sangue)
Usar um volume minimo de 50 mi de meio e adicionar sangue numa diluicdo de

1:10 a 1:20. Usar em conjunto com um meio de cultura anaerébico.

10.1.4.6. Incubacgéo

37 °C aerobicamente até 15 dias.

10.1.4.7. Féormula

‘Infusdo de solidos de cérebro de boi R i'.é:é'"g!‘L """""""""""
infus&o de sdlidos de coracgéo 5,0
Proteose peptona 10,0
Glicose 2.0
Cloreto de sédio 50
Fosfato di-sédico 25
PH:74 £ 0,2 T
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10.1.5. Mueller-Hinton Agar (MHA; Oxoid, Unipath Ltd, Basingstoke,

Inglaterra)

10.1.5.1. Descrigao

Meio para testes de sensibilidade antimicrobiana onde pode se utilizar todas as
técnicas estandardizadas reconhecidas internacionalmente como por exemplo ©
método de difusdo usando discos ou pocos. Este meio, usado na técnica de
Bauer-Kirby, foi adotado pelo “National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS) nos EUA como um meio ideal para teste de suscetibilidade.
O meio tem uma pequena gquantidade de timina e timidina, permitindo seu uso nos
testes de trimetropim e sufonamida para assegurar os tamanhos corretos dos
halos de inibicdo obtidos pelos antibidticos aminoglicosideos e tetraciclina. Foi

formulado como um meio para isolamento de espécies patogénicas de Neisseria.

10.1.5.2. Método para reconstituicdo
Dispensar 19,0 g do p6 em 500 mL de agua deonizada. A suspenséo deve ser
mantida em repouso por 10 mm e depois agitada. E esterilizada por autoclavagem

a 121°%C por 15 mm e resfriada a 47°C. Misturar bem e distribuir nas placas de

peftri,

10.1.5.3. Aparéncia

Amarelo clara (sem sangue).
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10.1.5.4.Armazenagem do meio preparado

Placas: até 7 dias a 4 °C no escuro.

10.1.5.5 Incculagido

Em superficie, de acordo com o NCCLS.

10.1.5.6 Incubagéo

37°C aerobicamente por 16-18 h

10.1.5.7. Formula

__________________________________________________________________________________________ oL
Carne de vaca, de infus@o desidratada 300,0
Hidrolisado de caseina 17,5
Amido 1,5
Agar no. 1 17.0
fons caicio 50-100 mg/L.

lonsmagnesio o .....20-35mgl
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10.2. Solu¢oes neutralizadoras {Siqueira ef al. 1998)

As solugdes neutralizadoras foram utilizadas nos testes com a finalidade de

neutralizar as a¢des residuais dos irrigantes ou medicacdes nos experimentos gue

utilizaram o método do contato direto.

10.2.1. Neutralizadores da clorexidina

0,5 % de Tween 80 e 0,07 % de lecitina de soja

Preparo

Previamente a esterilizacdo, deve-se adicionar 05 g de Tween 80
(Polyoxyethylene-sorbitan monooleate, Sigma, Chemical, St. Louis, USA) e 0,07
g de lecitina de soja (Proderma Farmacia de Manipulacao Ltda., Piracicaba, SP,
Brasil) em 100 ml de meio de cuitura em caldo. A suspensidc deve ficar em
repouso por 10 minutos e depois ser dissolvida sob aguecimento brando antes de
ser dispensada em tubos que sdo deixados semiabertos durante a esterilizacéo. A

esterilizagdo ¢ feita por autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos sdo fechados

o mais rapido possivel apés a autociavagem.
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10.2.2. Neutralizador do Hipoclorito de Sodio

0.6 % de tiosulfato de sddio

Prepare

Previamente a esterilizagdo, deve-se adicionar 0,6 g de tiosulfato de soédio
(Chemco Industrial e Comércio Ltda., Campinas, SP, Brasil) em 100 ml de meio de
cuitura em caldo. A suspenséo deve ficar em repouso por 10 minutos e depois ser
dissolvida sob aquecimento brando antes de ser dispensada em tubos que sao
deixados semiabertos durante a esterilizacdo. A esterilizacdo é feita por

autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos sao fechados o mais rapido possivel

apos a autoclavagem.

10.2.3. Meutralizador do hidréxido de calcio

0.5 % de acido citrico

Preparo

Previamente & esterilizagdo, deve-se adicionar 0.5 g de 4cido citrico em 100 mi de
meio de cuftura em caldo. A suspenso deve ficar em repouso por 10 minutos e
depois ser dissolvida sob aquecimento brando antes de ser dispensada em tubos
que s@o deixados semiabertos durante a esterilizacdo. A esterilizacéo € feita por

autoclavagem a 121°C por 15 min. Os tubos sédo fechados o mais rapido possive!

apods a autoclavagem.
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10.3. Kits de identificagdo microbiana

10.3.1. APl 20 Strep (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France)

10.3.1.1. Descricéo

Api 20 Strep € um método padronizado que combina 20 testes biogquimicos que
permitem a identificacdo, em grupos ou espécies, da maioria dos Strepfococcus
encontrados na microbiologia médica.

A fita do Api 20 Strep consiste em 20 microtubos contendo substratos
desidratados para demonstracdo da atividade enzimatica ou fermentacdo de
acucares.

Os testes enzimaticos s&o inoculados com uma suspensdo densa de
microrganismos, feita de uma cultura pura, que é utilizada para reidratar os
substratos enzimaticos. Os produtos metabdlicos finais produzidos durante o
periodo de incubacdo sdo revelados através de reacbes caracterizadas por
alteracdes cromaticas que ocorrem espontaneamente ou por adigdo de reagentes.

Os testes de fermentacao sdo inoculados com um meio enriquecido (API
GP Medium) que reconstituem os substratos de acucares. A fermentagdo de
carboidratos é detectada por uma mudanga no indicador de pH.

As reacbes s&0 lidas de acordo com o guadro de leitura do manual do
fabricante, e a identificacdo obtida no catalogo “Api 20 Strep Analytical Profile

index”.
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10.3.1.2. Materiais

Um Kit contém:

25 fitas APl 20 STREP

25 caixas para incubacao

25 ampolas de AP GP Medium
25 folhas de resposta

25 swabs

Produtos adicionais que nao estdo incluidos no Kit:

@

Meio para suspensao: Suspension Medium, 2 ml
Reagentes: NIN, VP 1, VP 2, ZYM A, ZYM B
Padrao de McFarland

Pipetas platicas

Oleo mineral

Catélogo: Api Staph Analytical Profile Index
Rack para ampolas

Placas de agar-sangue

Equipamentos laboratoriais requeridos:

®

Estufa de incubacdo a 37 °C
Refrigerador
Bico de Bunsen

Cabine ou jarra de anaerobiose



10.3.1.3. Procedimentos para identificagéo

Microrganismos séo cuitivados em placas de agar-sangue por 18-24 horas a 37°C,
em condi¢des aerdbicas ou anaerdbicas, de acordo com as methores condigbes
de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela
morfologia e coloragdo do Gram, producdo de catalase e requerimento gasoso.
Esses procedimentos permitem a identificagdo primaria das amostras como cocos
Gram-positivos, catalase negativos e anaerdbios facultativos.

Um swab estéril de algodao é utilizado para inoculacéo da bactéria no meio
para suspensdo “Suspension Medium” ou em &gua destilada estéril, para formar
uma suspensédo bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrao de
McFarland 4.

Cinco mL de agua sdo colocados no recipiente de incubagdo para manter a
umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estéril é entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do
Api Strep com o indculo bacteriano preparado até a metade da fita (até o teste da
arginina-ADH). A seguir, abre uma ampola de “APl GP Medium® e transfere ¢ resto
da suspensao para dentro dela, mistura bem, e preenche a segunda metade da
fita (testes de ribose-RIB até glicogénio-GLYG). O recipiente para incubacdo &
tampado, e incubado a 37 °C por 4 horas.

Apbs o periodo de incubagdo, sdo adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no
teste do piruvato de sédio (VP), ZYM A e ZYM B no teste de PYRA até LAP, e NIN
no teste HIP. Todas as reacbes sdo lidas baseadas em cores que sao classificadas

como reacies positivas e negativas de acordo com o quadro do item
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10.3.1.4. Resultados

Os resultados s&o colocados em uma folha de resposta, o0s numeros
correspondentes as reaces positivas s&o somados, e os codigos numéricos obtidos
correspondem a uma determinada espécie bacteriana e séo interpretados no

catalogo “Api Strep Analytical Profile Index’.
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10.3.2. AP! Staph (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France)

10.3.2.1. Descrigao

Api Staph {# 20 500) € um sistema de identificacdo dos géneros Sfaphlococcus e
Micrococcus utilizando testes bioquimicos padronizados. O sistema consiste de
uma tira contendo substratos desidratados em microtubos individuais. Os testes
s&o realizados adicionando a cada tubo uma aliquota do meio “Api Staph Medium®
que foi inocutado com a amostra bacteriana a ser estudada. Cada Kit contém 25
tiras, recipientes para incubac@o, ampolas de *Api Staph Medium”, folhas de
resultados e um manual do Kit. A identificacdo das amostras pode ser interpretada

no catalogo “Api Staph Analytical Profile Index” (BioMérieux, ref. 20 590).

10.3.2.2 Materiais

Produtos adicionais que néo estio incluidos no Kit:

e Reagentes: VP 1, VP2 NIT1 NITZ ZYMA ZYM B
e Padrdo de McFarland

o Pipetas platicas

¢ Swabs estéreis

s Oleo mineral

[

Catalogo: Api Staph Analvtical Profile Index
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10.3.2.3. Procedimentos para identificacéao

Microrganismos s&o cultivados em placas de agar-sangue por 18-24 horas a 37°C.
a cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloragdo do Gram,
producdo de catalase e requerimento gasoso. £sses procedimentos permitem a
identificacdo primaria das amostras como cocos Gram-positivos, catalase positiva
e aerébios ou anaerdbios facultativos.

Um swab estéril de algodao ¢ utilizado para inoculacdo da bactéria no meio
[liguido “Api Staph Medium” para formar uma suspens&o bacteriana homogénea
com a turbidez equivalente ao padrao de McFarland 0,5.

Cinco mbL de agua sé&o colocados no recipiente de incubacgio para manter a
umidade da atmosfera e a tira do Api Staph é colocada dentro da caixa.

Uma pipeta estéril & entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do
Api Staph com ¢ indculo bacteriano preparado no “Api Staph Medium”, evitando a
formac&o de bolhas. Apos preencher toda a tira, os tubos contento os testes da
arginina (ADH) e uréia (URE) sdo preenchidos com dleo mineral para promover
anaerobiose. O recipiente para incubacgéo é tampado, e incubado a 37 °C por 18-
24 horas.

Apds o periodo de incubacao, sao adicionados os reagentes VP 1 e VP 2 no
teste do piruvate de sédio (VP); NIT 1 e NIT 2 no teste do nitrato de potassio (NiT); e
ZYM A e ZYM B no teste do acido -nafttil fosfato (PAL). Todas as reacOes séo lidas
baseadas em cores que sdo classificadas como reagbes positivas e negativas de

acordo com o quadro do item 2.4. Os resultados s&o colocados em uma folha de
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resposta, 0S numeros correspondentes as reacdes positivas sdo somados, e 0s
codigos numeéricos obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e

sdo interpretados no catalogo “Api Staph Analytical Profile Index’.
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10.3.3. Api 20 C AUX (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France)

10.3.3.1. Descrigdo
Api 20 C AUX é um sistema de identificacBo preciso para a maioria dos fungos
encontrados na clinica microbiolégica.

O AP! 20 C AUX consiste em 20 microtubos contendo substratos
desidratados para demonstracio da atividade enzimatica ou fermentacdo de
agUcares. Os microtubos s&o inoculados com um meio semi-sélido e os fungos
crescerdo apenas se forem capazes de utilizar cada substrato. As reacfes sio
lidas em comparacdo com o crescimento controle e identificacdo & obtida pelo

catalogo Anafytical Profile Index ou usando um programa computadorizade de

identificag&o.

10.3.3.3. Materiais

Um Kit contém:

e 25 fitas API 20 C AUX

e 25 caixas para incubacao

¢ 25 ampolas de C Medium

s 25 folhas de resposta

Produtos adicionais que ndo estdo incluidos no Kit:

Meio para suspensdo: Suspension Medium {2 mL) ou NaCi 0,85% (2 mlL)

e Agar Sabouraud
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Padrao de McFariand #2

Pipetas plasticas

Oleo mineral

Catalogo: API 20 C AUX Analytical Profile Index ou programa computadorizado
de identificacéo
s Rack para ampolas
Equipamentos laboratoriais requeridos:
e Estufa de incubacio a 30 °C
¢ Refrigerador
» Bico de Bunsen

s (Caneta para vidro

10.3.3.4. Procedimentos para identificacido
Microrganismos s&o cultivados em placas de agar-sabouraud 18-24 horas a 37 °C,
em condigfes aerdbicas ou anaerdbicas, de acordo com as melhores condicdes
de crescimento das amostras. A cultura pura foi anteriormente confirmada pela
morfologia e coloragéo do Gram, producdo de catalase e requerimento gasoso.
Esses procedimentos permitem a identificacsio primaria das amostras como cocos
Gram-positivos, catalase negativos e anaerdbios facultativos.

Um swab estéril de algodao ¢ utilizado para inoculagio da bactéria em 2 mL

meio para suspenséo “Suspension Medium® ou em agua destilada estéril, para
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formar uma suspens&o bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao
padrao de McFarland 2. 880 colocados 100 u L no tubo “C Medium”.

Uma pipeta estéril é entdo utilizada para preencher os microtubos da tira do
APl C AUX com o indculo bacteriano preparado C Medium. Evite a formacéo de
bothas. Incubar a 30°C por 48-72 horas.
Apbés o periodo de incubacdo checar o crescimento, apds 48 h o GLU deve estar
mais turvo que o confrole (cupula “0” da galeria) para ser interpretada a leitura d e
toda galeria. Através do catalego “Analytical Profile Index” os resultados numéricos

obtidos pelas reacdes podem ser identificados.
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10.3.4. Rapid ID 32 A (BioMérieux SA, Marcy-I'Etoile, France)

10.3.4.1. Descricao

Rapid 1D 32 A & um sistema de identificacdo para anaerdbios utilizando testes
enzimaticos estandardizados e em miniauturas. Cada Kit contém 25 fitas,
recipientes para incubacao, folhas de resultados e um manual do Kit. Cada fita
consiste de 32 cupulas, 29 das quais sdo utilizadas para testes e contém
substratos desidratados. Apds o periodo de incuba¢ido de 4 horas, as reacbes

podem ser lidas visuaimente, e a identificacao obtida usando o catalogo “Rapid ID

32 A Analytical Profile index.”

10.3.4.2. Materiais

Produtos adicionais que ndo estéo incluidos no Kit:
Meio para suspensdo: Suspension Medium, 2 mi

o Reagentes: JAMES, NIT 1, NIT 2, FB

* Padrdo de McFarland

e Pipetas

» Swabs estéreis

¢ Oleo mineral

e Catalogo: Rapid ID 32 A Analytical Profile Index

e« Placas de agar-sangue com supiementos para ¢ crescimento de bactérias

anaerobias.
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Equipamentos laboratoriais requeridos:
¢ Estufa de incubacédo a 37 °C

s Refrigerador

» Bico de Bunsen

s« (Cabine ou jarra de anaerobiose

10.3.4.3. Procedimentos para identificagdo
Microrganismos sao cultivados em placas contendo Fastidious Anaerobe Agar
mais sangue de carneiro desfibrinado por 24-48 horas a 37 °C anaerobicamente.
A cultura pura foi anteriormente confirmada pela morfologia e coloragéo do Gram,
producao de catalase e requerimento gasoso.

Um swab estéril de algod&o é utilizado para inoculacéo da bactéria no meio
lliquido “Suspension Medium” ou em agua destilada estéril para formar uma
suspensdo bacteriana homogénea com a turbidez equivalente ao padrdo de
McFariand 4,0.

Uma pipeta estéril & entéo utilizada para preencher as cipulas com ¢ indculo
bacteriano preparado no “Suspension Medium”. Duas gotas de 6lec mineral sao
adicionadas a cupula URE (1.0). O recipiente para incubagdo é tampado, e
incubado a 37 °C anaerobicamete por 4 horas.

ApGs o periodo de incubacdo, sdo adicionados os reagentes NIT 1 e NIT 2 no
teste do NIT (ctpuia 0.0) para verificar a reducdo de nitratos; JAMES no teste IND

(capulal.1) para verificar a producao de indof, e FB nos testes de PAL a SerA
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(cupula 0.2 a O.E). Todas as reacSes sdo lidas baseadas em cores que sdo

classificadas como reacles positivas e negativas de acordo com o quadro do item

10.3.4.4. Resultados

Os resultados s3o colocados em uma fotha de resposta, os numeros
correspondentes as reacbes positivas sdo somados, e 0s codigos numéricos
obtidos correspondem a uma determinada espécie bacteriana e séo interpretados

no catélogo “Rapid ID 32 A Analyticai Profile index’.
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10.3.5. RapiD ANA Il (Remel Inc., Lenexa, KS, USA)

10.3.5.1 Descrigao

O sistema RaplD ANA il é um métedo miniaturizado empregado para identificacéo
bioquimica de substratos cromogénicos e convencionais, neste caso, de bactérias
anaerébias clinicamente significantes.

Cada’kit” consiste de 20 recipientes para testes de RaplD ANA |l, bloco de
anotacbes para os resultados, manual de instrucdes, manual de dados (RapiD
ANA [l System Code Compendium) e 1 frasco de reagente RaplD ANA 1.

Cada recipiente de RaplD ANA Il contém 10 cavidades com reaces
(reaches dehidratadas) e proporciona 18 scores de teste. As cavidades de 3 a 10
sao bifuncionais, contendo 2 testes diferentes na mesma cavidade. Teste
bifuncional significa que o primeiro score & obtido sem adi¢do do reagente,
mostrandoc o primeiro resultado do teste. Na mesma cavidade é observado outro
score com a adigdo do reagente fornecendo o resultado do segundo teste. A
identificacfo é obtida apds 4 horas de incubacéo.

O recipiente de teste RaplD ANA il e treagentes devem ser estocados a 2-

10° C. O fluido para inoculacdo RaplD (RaplD Inoculation Fluid), deve ser

estocado a 15-30° C, na embalagem original.
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10.3.5.2 Materiais:

a) 25 tubos fechados contendo em cada 1 mL de fluido de inoculacgo RaplD

(#25-102)
K 7,59
CaCh o 0,5g
Agua deionizada. .. ... 1000 mL

pH: 7,5-9,5.
b) 1 frasco contendo 15 mL de reagente innova Spot Indole (#30-9002).

c) 1 frasco contendo reagente suficiente para 20 recipientes de RapiD ANA Hi

Reagent

d) Ingredientes reativos:

3-fenil 4-metilaninoacrolein..................ooo e 0,01 %
Acido hidrocloridrico.................. e e e 0,1%
ACIO @CEHEO. ... oo\ oo 1%
Detergente. ... e 0,1%

e) Swabs estéreis

f) Pipetas estéreis,

g) Padréo McFarland: 3

h} Placas contende FAA + 5% de sangue de carneiro desfibrinado.

i) Jarras para anaercbiose + gerador de anaerobiose {Anaerogen-OX0ID,

Hampshire-Inglaterra) + indicadores de anaerobiose (OXOID, Hampshire-

Inglaterra) ou Cémara de anaerobiose.
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10.3.5.3 Procedimentos para identificagéo

Os microrganismos s&o subcultivados em placas contendo FAA + 5% de sangue
de carneiro por 18 a 24 horas a 37° C. As culturas puras sdo primariamente
checadas peia morfologia da coldnia, coloragdo de Gram, producio de catalase e
requerimento gasoso.

Um swab esteérit € usado para inoculagio das coldnias bacterianas no fluido
de inoculacdo RapiD. A suspens@c do microrganismo que serd testado deve
atingir no minimo ¢ equivalente ao padréo MacFariand 3 (uma suspensao com
turbidez menor que ¢ padrao MacFarland 3 pode comprometer ¢ desenvolvimento
do teste). As suspensdes s80 agitadas (se necessario) e usadas até 15 minutos
do preparo. A pelicula de protecéo do recipiente € devidamente deslocada para a
inoculacio bacteriana.

Uma pipeta esteril € introduzida na suspensao bacteriana e todo o contetido
& transferido para o recipiente de teste, na cupula do canto direito superior. O
recipiente para teste e entdo selado novamente pela pelicula de protecédo,
mantendo-0 em posigdo horizontal] em superficie plana. Este € gentilmente
inclinado, de forma que a suspensao seja distribuida uniformemente nas clpulas
superiores. Em seguida o recipiente € inclinado aproximadamente 45° C durante 4
horas.

Apbs a incubacdo do recipiente, cada cavidade € examinada quanto &

reacdo enzimatica, observando presenca ou auséncia de coloracéo, sendo este 0

primeiro resultado.
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Ao adicionarmos os reagentes nas cavidades de teste especificas, obtém-

se o segundo resultado, através da reaco do reagente e observando-se a

alteracao de cor.

O resultado obtido & comparado com o padréo, que & encontrado no

manual de dados.
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10.4. Camara de anaerobiose (Don-Whitley Scientific, Bradford, U.K.)

A camara de anaerobiose consiste em uma camara de incubagéo, feita de
resina acrilica e tem a capacidade de armazenar placas de petri de até 180 x S0
mm. O acesso a cabine feito através de portas com luvas de borracha.

Um controlador de temperatura digital indica e matém uma temperatura
constante no interior da cabine.

A cabine utiliza o sistema “Anotox” e o catalisador Palladium Deoxo “D”
para manter anaerobiose ostrita dentro da cabine e evitar a formagdo de
metabdlitos volateis toxicos. A funcdo do “Anctox’ & purificar a atmosfera pela
remocdo de acidos graxos volateis e hidrogénio sulfurico da atmosfera. A funcéo
do catalisador Palladium Deoxo “D” é catalisar rastros de oxigénio dentro da
camara via hidrogénio, o qual também esta dentro da camara. O vapor de agua
produzido pelo catalisador € removido automaticamente por um sistema de
controle de umidade. O catalisador Palladium Deoxo “D” e o “Anotox” devem ser
trocados uma vez por ano no servico de manutencdo. Se eles ficarem muito
timidos durante o uso, devem ser removidos € secados. O “Anotox’ que é feito de
material plastico deve ser seco numa incubadora com temperatura de 37°C - 60°C
por algumas horas. O saché catalisador que é feito de aco inoxidavel deve ser
seco em forno a 160 °C por uma ou duas horas.

© controle de anaerobiose no interior da cabine € feito com uma solugao de

azul de metileno ou outro indicador de reducio de oxigénio.
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A cabine apresenta um controle de umidade que permite que qualquer
excesso de umidade condensado nas placas seja canalizado para fora da camara.

A iluminacéo na cabine é feita por juzes fluorescentes.

242




10. 5. ANALISE ESTATISTICA

10.5.1. Capituio 1

10.5.1.1. Andlise estatistica: Tempo de contato necessario para cada irrigante
produzir culturas negativas contra E. faecalis
Tabela 1. Transformacao dos valores (tempos) das clorexidinas em segundos para

realizacdo dos testes estatisticos (expressos na tabela pela média de cada

sextuplicata)

irrigantes Enterococcus faecalis
Clorexidina Gel 0,2% 7200
Clorexidina Gel 1,0% 900 “
Clorexidina Gel 2,0% 60 °
Clorexidina Lig. 0,2% 207
Clorexidina Lig. 1,0% 15
Clorexidina Lig. 2,0% 150
Hipoclorito de sodio 0,5% 1800 7
Hipoclorito de sodio 1,0% 1200 °
Hipociorito de sodio 2,5% 600 °
Hipoclorito de sédio 4,0% 300
Hipoclerito de so0dio 5,25% 35T

Fonte: Tabela 1, Capitulo 1.
Nuameros sobrescritos: correspondem as colunas dos dados, na planitha do

BioEstat, utilizados para realizar os testes estatisticos.
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10.5.1.1.1 Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais {Programa GMC,

Ribeirdo Preto, SP)

Tabela 1. Frequéncias por intervalos de classe:

Intervalos de classe M-3s M-2s M-1s Med. M+1is M+2s M+3s
Curva normal 0,44 5,40 24.20 39,89 2420 5,40 0,44
Curva experimental 0,00 0.00 45 45 45 45 0,00 0,00 9,08

Tabela 2. Calcuto do Qui-quadrado: {Programa GMC, Ribeirdo Preto, SP)

Interpretacao
Graus de fiberdade 4 Distribuicdo amostral testada
Valor do Qui quadrado 54,44 Nao normal

Probabilidade de Ho 0,0000%

-3 25 -1s M 415 +25 +3s

Figt . Histograma & Curva normal

244




10.5.2. Capituio 2

10.5.2.1. Analise estatistica: Clorexidina

Tabela 1. Transformacao dos valores (tempos) das clorexidinas em segundos para

realizacdo dos testes estatisticos (expressos na tabela pela média de cada

sextuplicata)

Clorexidina S. aureus | E faecalis C. afbicans P. endodontalis | P. gingivalis | P. infermedia
Gel 0.2% 600 72007 600 ° 15° 15° 15°
Gel 1.0% 307 900 ® 159 1510 15 11 1572
Gel 2.0% 15 13 60 1515 15 16 15 17 15 18
Lig. 0.2% 15% 30 % 152 1522 152 4524
Lig. 1.0% 152 15 % 157 152 15 % 15 %
Lig. 2.0% 15 % 15 % 15 15 % 15 % 15 %

Fonte: Tabela 1, Capitulo 2.

Nameros sobrescrifos: correspondem as colunas dos dados, na planilha do

BioEstat, utilizados para realizar os testes estatisticos.
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10.5.2.1.1. Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais (Programa GMC,
Ribeirgo Preto, SP)

Tabela 1. Freqléncias por intervalos de classe:

intervaios de classe M-3s i-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s
Curva normal 0,44 5,40 2420 39,89 24 20 5,40 0,44
Curva experimental 0,00 0,00 0,00 94 44 2,78 0,00 2,78

Tabela 2. Calculo do Qui-quadrado: (Programa GMC, Ribeiréo Preto, SP)

interpretacio
Graus de liberdade 4 Distribuicdo amostral testada
Valaor do Qui guadrado 128,57 Nac normal

Probabilidade de Ho {,0000%

-3s 28 -is M +1s  +2% 3s

Fig1 . Histograma & Curva normal
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Teste Kruskal-Wallis:

10.5.2.2. Analise estatistica: hipoclorito de sédio.

Tabela 1. Transformacéo dos valores {tempos) das dos hipocloritos de sddio em

segundos para realizacio dos testes estatisticos (expressos na tabela pela média

de cada sextuplicata)

Hipoclorito de sodio | S, aureus| E faecalis | C. albicans | P. endodontalis | P. gingivalis | F. intermedia
0,5% 600" 72007 600° 15* 15° 15°¢
1,0% 307 900°® 15° 15" 15" 1512
2.5% 15" 60 157 15® 157 1518
4,0% 15" 30% 157 15% 157 184
5,25% 15% 15% 157 15% 15% 15 %

Fonte: Tabela 2, Capituio 2.

Nameros sobrescritos correspondem as

BioEstat, para realizar os testes estatisticos.
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10.5.2.2.1. Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais {Programa GMC,

Ribeirao Preto, SP)

Tabela 2: Freqiéncias por intervalos de classe:

intervalos de classe i-3s M-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s
Curva normal 0.44 5,40 24 20 39,88 24 20 5,40 0,44
Curva experimental 0,00 0,00 60,00 20.00 10,00 10,00 0,00

Tabela 3. Calculo do Qui-quadrado: (Programa GMC, Ribeirio Preto, SP)

Interpretacio
Graus e liberdade 4 Distribuico amostral testada
Valor do Qui quadrado 80,53 Nac nomal
Probabilidade de Ho 0,0000%
70

-35 28 is M +1s5 +25 +3s

Fig1 . Histograma & Curva normal
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10.5.3. Capitulo 3

10.5.3.1. Analise estatistica: Tempo de contato necessario para cada irrigante

produzir culturas negativas contra E. faecalis

Table 1. Média das zonas de inibicdo do crescimento microbiano (em mm)
promovidas pelo hidréxido de calcio associado a diversos veiculos

(Valor= 0, inibic&o por contato direto).

Ca(OH), + Ca Bs B8a L.f 8sa 8s 8m An Pg Pe P¥Pn Pd

sterile water 23 o5 ¢ ot 0° 0° o’ o® oA oY 02

Saline 2,613 11014 015 016 01? 018 019 020 321 OZE 023 02‘:

25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 a5 36
Anaesthetic solution 267 1,07 0 0 0 g Y 0 0 0 0 0

287 10% o® g% g%t o2 0% o* 0% 0% o o'

Glycerine

50 1 52 53 54 55 56 57 58 59 50
Polyethyleneglycol 17 07% 0 0 0 0 0 0 o 0 4] )
cMmeP 357 387 47% 07% 205° 15% 157 25% 55% 2@ 507 507

CMCP + glycerine (b3 65 1177 72" 1207 102%™ 1137 87% 2207 250% 190% 156

PMCC: paramonoclorofenol canforado

C. a.: C.albicans; B. s.; B. subtilis; 5. a: 8. aureus; E. {: E. faecalis; 8. sa.: S.sanguis; 8. s: 5.
sobrinus; S. m.. S. mufans; An. Anaeslundii; P.g: P.gingivalis; FP.e; P. endodontalis; P.i/P.n.: P.
intermedia/ nigrescens; P. d- P. denticoia.

Nimeros sobrescritos: correspondem as colunas dos dados, na planitha do

BioEstat, utilizados para realizar os testes estatisticos.
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10.5.3.1.1. Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais (Programa GMC,
Ribeirdo Preio, SP)

Tabela 1. Freqgliiéncias por intervalos de classe:

Intervalos de classe M-3s M-2s M-1is Med. M+1s M+2s M+3s
Curva hormal 0,44 5,40 24 20 39,89 24,20 5,40 0,44
Curva experimental 0,00 0,00 h7.14 26,16 7.14 476 4,76

Tabela 2, Calculo do Qui-quadrado: (Programa GMC, Ribeirdo Preto, SP)

Interpretacdo
Graus de liberdade 4 Distribuicio amostral testada
Valor do Qui quadrado 67.05 Nao nermal

Probabilidade de Ho 0,0000%

-35 23 -1s M +1g 428 438

Fig1 . Histograma & Curva normal

250




10.5.3.1.3. Andlise esiatistica das médias das areas de inibicdo de crescimento microbiano (em mm) promovidas pelas pastas
de hidréxido de célcio associadas a diversos veiculos.

s = : ' t

Ca(OHp+ | Ca | Bs | Sa  Ef Ssa  Ss  Sm  An  Pg | Pe PVPn, Pd

dguadestilada  2,3bcA| 056A | ObB . 0bB | ObB [ 0bB | 0bB  0bE | 0bB | 0bB | 0bB | 0bB_

26bA 10bA_ O0bB | 0bB | 0bB . 0bB | 0bB | ObB | ObB | ObB | ObB | 0bB

Solugo salina
Solugéo . 7 ;
anestesica . 26bA 10BA  ObB : 0bB  ObB  0bB | O0bB | ObB | ObB ' 0b8 | 0bB . CbB

Gglicerina  288bA 10bA  0ObB  0bB ; 0bB | 0bB | 0B & ObB  ObB | 0LB

L 0bB | 0bB

Polietitenoglicol  1.7¢A 07bcA 0bB | ObE | 0bB  ObB : 0bB « ObB | 0bB _ 0bB  ObB | ObB

[

2 PMCC BBabpciaBebA 472A 07aC 205aA 15aC 15aC 25aB 55aAB 62aA 50aAB 50aA8

FMCC + glicerina 1113 a C“D G5aD MM7at 72aD 1200810220 MM 3acCD 87aD 220ahA 2500l 180aA 168ah
PMCC: paramonoclorofenol canforado

C. a. Calbicans, B. s.. B. sublilis; S. a.; 8. aureus; k. .. E. faecalis; S. sa.: 8.sanguis; 8. s 5. sobrninus, S.m.. &,
mittans; An Anaesiundii P.g: Pgingivalls, Pe P endodontalis FPiF.n. P intermedia/ nigrescens; P d: #.

genlicola

Lelras diferentes mostram valores estatisticamente diferentes.

Letras maidscuias mostram andlise estatistica numa mesma linha Kuskal-Wallis p < 0,05),

letras minUscilas mostram andilse estatfstica numa mesma coluna (Kruskal-Wallis p < 0,053,



10.5.4, Capitulo 4

10.5.4.2.1. Analise estatistica: Hidroxido de célcio

Tabela 1. Transformacgao dos valores {tempos) das pastas de hidréxido de calcio

em segundos para realizac@o dos testes estatisticos (expressos na tabela pela

meédia de cada sextuplicata)

Ca{O?-i)2 + S. gureus | E. faecalis | C. albicans | P. endodontalis | P. gingivalis | P. intermedia
agua destilada 28800 "' | 86400° | 86400° 30° 30° 30°
Glicerina 436007 | 86400° | 86400° 30 300 " 30%
PMCC + glicerina 28800} s0™ | 21600 30 60" 30
PMCC + polietilenoglicol | 43600 | 86400 %° | 86400 %' 30% 300 % 30
Polietilenoglico! 288007 | 86400 %° | 28800 ¥ 302 180 % 30 %

PMCC: paramonoeciorofenol canforado

Fonte: Tabela 1, Capitulo 4.

Nidmeros sobrescritos; correspondem as colunas dos dados, na planilha do

BioEstat, utilizados para realizar os testes estatisticos.



10.5.4.4.1.1. Teste de aderéncia a curva normal: valores originais (Programa GMC, Ribeirdo

Preta, SP)

Tabela 1. Freqiéncias por intervalos de classe:

Intervalos de classe M-3s M-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s
Curva normai (.44 5,40 24,20 39,89 24,20 5,40 0,44
Curva experimental 0.00 0,00 0,00 50,00 26,67 0,00 23,33

Tabela 2. Calculo do Qui-quadrado: (Programa GMC, Ribeirdo Preto, SP)

Interpretacio
Graus de liberdade 4 Distribuicdc amostral testada
Valor do Qui quadrado 121,05 N&o normal
Probabilidade de Ho 0,0000%
860

Fig 1. Histograma & Curva Normal
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10.5.5. Capitulo 5

10.5.5.5.1. Analise estatistica: Associac&o do Hidroxido de caicio a Clorexidina gel

2%

10.5.5.5.1.1. Halos de inibicio
Tabela1l Medias de inibi¢ac do crescimento microbiano {(em mm) produzidas pela
clorexidina gel 2.0%, pasta de hidroxido de calcio e associacio de ambos

utilizados como medicagdo intracanal confra 0os microrganismos testados.

Microorganisms  Candida Staphylococcus Enterococcus Porphyromonas Prevotelle  Porphyromonas

albicans aureus Faecalis endodontalis  intermedia gingivalis
2.0% clothexidine ge! 5,00 9677 4,337 17,83 ¢ 2167° 20,33 °
Calcium hydroxide o~ 7 o+ ® o ® o+ ™° o+ ! o* 2
2.0% clorhexidine gel 3.83 4,00 % 283" 6,00 8,00 " 6,50 ®

+ CS(OH)g

Fonte: Tabela 1, Capituio 5

Numeros sobrescritos: correspondem as colunas dos dados, na planilha do

BioEstat, utilizados para realizar os testes estatisticos.
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10.5.5.5.1.1.1. Teste de aderéncia & curva normal: Valores originais

Tabela 1. Frequéncias por intervalos de classe:

intervalos de classe M-3s M-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s
Curva normat 0,44 5,40 24 20 39,89 24 20 5,40 0,44
Curva experimental 0,00 0,00 0,00 33,33 44 44 5,56 16,67

Tabela 2. Caiculo do Qui-quadrado:

Interpretacio
Graus de liberdade 4 Distribuicdo amostral testada
Valor do Qui quadrado 47.24 N&o nomal
Probabilidade de Mo 0,0000%

+1g 425 +3s

Fig 1. Histograma & Curva Normal
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10.5.5.5.2. Contato direto

Tabela 1. Medias dos tempos de contato (em segundos) necessarios para a
clorexidina gel 2%, pasta de hidréxido de calcio e associagioe de ambos, utilizados
como medicagdo intracanal, conira os microrganismos testados (expressos na

tabela pela media de cada sextuplicata)

S. aureus | E. faecals | C. albicans | P. endodontalis | P. gingivalis | P. intermedia
Clorexidina gel 2% 151 152 15° 154 15° 15°
Ca({OH)? +agua destilada | 28800 7 | 86400°% | 86400 ° 30 ™ 3" 30 2
Associagso 3600 ™ | 21600 " | 3600 ™ 30" 30" 30 '

PMCC: paramonoclorofeno] canforado

Fonte: Tabela 1, Capitulo 5.

Nameros sobrescritos: correspondem as colunas dos dados, na pilanilha do

BioEstat, utitizados para realizar os testes estatisticos.
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10.5.5.5.2.1. Teste de aderéncia a curva normal: Valores originais

Tabela 1. Frequéncias por intervaios de classe:

intervalos de classe M-35 | M-2s M-1s Med. M+1s M+2s M+3s
Curva normal 0,44 5,40 2420 39,89 2420 540 0.44
Curva experimental 0,00 0,00 0,00 50,00 28,87 0,00 23,33
Tabela 2. Calecuio do Qui-guadrado:
Interpretacdo

Graus de liberdade 4 DistribuicAo amostral testada

Valor do Qui quadrado 121,05 ‘Nao normal

Probabilidade de Ho 0,0000%

60

Fig 1. Histograma & Curva Normai
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10.5.6. Laudo Técnico das substancias testadas
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In vitro antimicrobial activity of several
concentrations of sodium hypochlorite and
chicrirexidine gluconate in the elimination of

Enterococcus faecalis

B. P F A Gomes, C. C. R. Ferraz, M. E. Vianna, V. B. Eerber, F B. Teixeira & F J. Souza-Filho

Endodontic Unit. School of Dentistry of Piracicaba. State University of Campinas-UNICAMP Piracicaba - SP. Brazil

Abstract

Gomss BFFA, Ferraz CCR, Vianna ME, Berber VB,
Teixeira FB, Souza-Filho F.. in vitro antimicrobiat sctivity
of several concentrations of sadium hypochiorite and chlorhex-
idine gluconate in the elimination of Enterococcus faecalis. Inter-
national Endodontic Journal, 3&, 424-428, 2001,

Aim The aim of this study was to assess, in vitro, the
effectiveness of several concentrations of NaOCl {0.5%.
1%, 2.5%. 4% and 5.25%} and two {orms of chlorhexidine
gluconate (gel and liquid} in three concentrations {0.2%.
1% and 2%} in the elimination of E. faecalfz.

Methodology A broth dilution test using 24-well cefl
culture plates was performed and the tire taken for the
irrigants to kill bacieriai cells was recorded. isolated 24 1
colonies of pure cultures of E. faecalis grown on 10%
sheep blood pius Brain Heart Infusion (BHI) agar plates
were suspended in sterile 0.85% NaCl soiution. The cell
suspension was adjusted spectrophotometrically to
match the turbidity of a McFariand 0.5 scale. One mL of
cach tested substance was placed on the boftom of wells
of 24-well celi culture plates (Corning, NY), including the

:cantrol group (sterile saline). Six wells were used foreach

time period.and irrigant concentration. Two mi of the
bacterial suspension were ultrasonically mixed for 10s

with the irrigants and placed in contact with them for 10,
30,and 455 1,3, 5.10,20.and 30 min;and 1 and 2 h.
After each period of time. 1 mL from each well was trans-
ferred to tubes containing 2 mL ol freshly prepared BHI +
neutralizers in order to prevent a residual action of the
urigants. All tubes were incubated at 37°C for 7 days.
The tubes considered 1o have positive growth were those
which presented medium turbidity during the incubation
period. Data were analysed statistically by the Kruskal-
Wallis test, with the level of significance setat P < 0.05.

Results All irrigants were effective in killing E. faecalis,
but at different times. Chlorhexidine in the liguid form at
all concentrations tested {(01.2%, 1% and 2%) and NaOCl
{5.25%) were the most effective irrigants. However, the
time required by 0.2% chlorhexidine liquid and 2% chlor~
hexidine gel to promote negative cultures was only 30s
and 1 min, respectively.

Conclusions Even though all tested irrigants pos-
sessed antibacterial activity. the time required to eliminate
E. faecalis depended on the concentration and type of
irrigans used.

Keywords: antimicrobial activity. chlerhexidine.

endodontics, sodium hypochlorite.
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Introduction

Complete debridement and disinfection of the pulpal
space are considered to be essential for predictable long-term

Correspondence: Dr Brenda P E A Gomes, Faculdade de Odontoiogia
de Piragicaba ~ UNICAMP, Endodontia. Avenida Limeira, 901 -
Piracicaba -SP. 13414018 - Brazil (fax: +0053 19430 32158 e-mail:
bpgomes@iop.unicamp.brl.
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‘success in endodontic treatment. Residual puipal tissue,

bacteria. and dentine debris may persist in the irregularities
of root canal systems, even after meticulous mechanical
preparaiion {Abou-Rass & Piccinino 1982), Therefore,
several irrigant solutions have been recommended for
use in combination with canal preparation. However.
the efficacy of these procedures also depends upon the
vulnerability of the involved species. Anaerobic bacteria.
especially black-pigmented Gram-negatives. have been linked

@ 2001 Blackwall Science Ltd
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to the signs and symptoms of endodontic disease (Gomes
et al. 1996a) but facultative bacteria, such ag Enterococcus
faecalis, have also been isolated from pathologically
involved root canals, being considered one of the most
resistant species in the oral cavity and a possible cause of
failure of root canal treatment (Gomes ef g, 1996h).

An irrigant serves to flush out debris from within the
instrumented root canals, dissclve organic tissue rem-
nants. disinfect the root canal space and provide lubrica-
ion during instrumentation. without causing irritation
1o blological tissues (Cheung & Stock 1993, ingle et al
1994). Sodium hypechlorite (NaQCl} has become the
most popular agent for endodontic irrigation, even though
its optimum working concentration has not been univer-
saily agreed (Cheung & Stock 1993). Chlorhexidine
gluconate, a less malodorous and toxic agent. has been
suggested as an irrigant based on its antibacterial effects,
substantivity and lower cytotoxicity than NaOCl, whilst
demonstrating efficient clinical performance {Leonardo
etal. 1999).

The purpose of this study was to assess in vitro the
effectiveness of NaQCl and two forms of chlorhexidine
gluconate (liquid and gel) at different concentrations in
the elimination of E. fzecalis.

Materials and methods

The irrigants tested in the elimination of E. faecalis were
several concenirations of NaOQC! {0.5%. 1%. 2.5%, 4%
and 3.23%) and two forms of chiorhexidine gluconate
(el and liquid) in three concentrations {0.2%. 1% and 2%).
All irrigants were prepared by the same manufacturer
{Drogal Farmacia de Manipulacdo Lida.. Piracicaba.
Brazil). NaOCl and chlorhexidine liquid at different
concentrations were diluted with sterile water without
preservatives: Chlorhexidine gel consisted of gel base
(1% natrosol) and chiorhexidine gluconate.

Isolated 24 h colonies of pure cultures of E. faecalis
{ATCC 29212} grown on 10% sheep biood plus Brain Heart
Infusion (BHI, Oxeid, Basingstoke, UK} agar plates were
suspended in sterile 0.85% NaCl solution. The cell sus-
pension was adjusted spectrophotometrically to match
the turbidity of a McFarland 0.3 scale (1.5 10% clu mL™).

Onemlof each tested substance was placed on the bottom
of wells of 24-well cell culture plates (Corning, NY, USA.

" ref no. 3524, well Vol. 3.2 mL), including the control Zroup

{sterile saline). Six wells were used for each time period
and irrigant concentration {i.e. from each well, only one
time period and irrigant were tested). Overall, 792 wells
were used, comprising 726 for all the test irrigants and
66 forthe control group. Two mlL of the bacterial suspension

@ 2007 Blackwel! Science Ltd

were ultrasenically mixed for 10 s with the irrigants and
placed in contact with them for 10. 30, and 455, 1, 3. 3,
10, 20, and 30 min; and 1 and 2 h. After each period
of time, 1 L from each well was transferred to tubes
containing 2 mi of freshly prepared BHI + neutralizers
in order to prevent continued action of the irrigants.
The neutralizer for NaQCl was 0.6% sodium thio-
sulphate, whiist 0.5% Tween 80 + $.07% lecithin was
used for chlorhexidine (Siqueira et al, 1998b). All tubes were
incubated at 37 °C for 7 days. The tubes considered to
have positive bacterial growth were those which presented
medium turbidity matching the turbidity of a McFarland
4 scale (12 x 10% ¢fu L) during the incubation period.
The purity of the positive cultures was confirmed by
Gram staining, by colony morphology on BHI agar +
bleod and by the use of a biochemical ideniification kit
{API 20 Strep — bioMéuriex SA. Marcy-l'Etoile. France).
The results were analysed statistically by the Kruskal-
Wallis test, with the level of significance setat P < 0.05.

Results

Table 1 shows the contact time required by each tested
irrigant to produce 100% of inhibition growth of E. faecalis.

All irrigants were effective in killing the bacteria
tested, but at different times. Chlorhexidine gluconate
liquid (1% and 2%} and NaQCl (5.25%) teck significantly
less time {>30 s} to eliminate E. faecalis than the other
irrigants tested. However, the time required by chlorhexi-
dine liquid {0.2%) and chlorhexidine gel (2%) to produce
negative cultures was only 30 s and 1 min, respectively.

When used at 0.2% concentration, chlorhexidine gel
destroved bacterial ¢ells after 2 h of contact, as oppesed
to only 13 min when used at 1.0% concentration.

Table 1 Contacttime required by each tested rrigant to produce
negative cultures {i.e. 100% inhibition growth) of E. faecalis

irrigants Contact time
0.2% chiorhexidineg gel 2h

1.0% chiorhexidine gel 15 min
2.0% chiorhexidine gel 1 min

0.2% chlorhexidine liquid 30s

1.0% chlorhexidine liquid <30s
2.0% chicrhexidine liquid <30s
0.5% sodium hypcchlorite 30 min
1.0% sodium hypochlorite 20 min
2.5% sodium hypochlorite 19 min
4.0% sodium hypochlorite 5'min
5.25% scdium hypochlorite <305

*Number of tests performed using the igrigants: 726; number of
tests performed using sterile saline (control grouph 66,
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270




WaOCi and chilorhexidine Gomes ef 3l

The antimicrobial activity of NaOC! was related to its
concentration, Le. higher concentrations took less time
o inhibit bacterial growth than lower concentrations.

All specimens it the control group vielded positive

cultures and E. faecalis was always recovered from ail

positive cultures,

Discussion

Laboratory tests of any kind are only the first steps in
a study of the effectiveness of irrigants. Antimicrobial
activity of an in vitro envirenment depends upon the pH
of the substrates in plates or tubes. sensitivity of thedrug,
bacterial source (wild strains or collection species). the
number of bacteria inoculated. incubation tire. and the
metabolic activity of the microorganisms. On the other
hand, the duration of effectiveness of the drug, temper-
ature, contamination and possibie leakage of the agent
into the mouth must be considered whilst working in vive
{Updegrafl & Chaug 1977, Avhan et al. 1999).

Enterococcus faecalis, a facultatively anaerobic Gram-
positive coccus, has been implicated in persistent root
canal infections {(Engstrém 1964, Cavalieri ef al. 1989,
Gomes etal. 1996b. Molander etal. 1998) and has
been used in several previous studies on the efficacy of
endodontic irrigants (Shih eteal. 1970, Parsons etal.
1980, Vahdaty eral. 1993, Siqueira et al. 1997, Heling &
Chandler 1998, Siqueiraet al. 1998a, Ayhan etal. 1999),
especially for its high level of resistance to a wide range of
antimicrobial agents {Heath et 4l 1996}, In the present
study we used ATCC strain because it was alse uzilized in
previous in vitre studies investigating the-antibacterial
effects of endodonticirrigants (Siqueiraezal. 1997.1998a.
Gomes et al, 1999, Ferraz et al., in press).

Sodium hypochlorite sclution is, to date, the most
commonly employed root canal irrigant. However, no
ceneral agreement exists regarding its optimal concen-
trarion. which ranges from 0.5% to 5.25%. Kozol ¢t al.
{1988) evaluated the toxic effects of NaOCl and observed
that 0.025% was a safe concentration for clinical use.
maintaining the antimicrobial action without harmful
effects on the periapical tissues. Many studies (Spangberg
etal. 1973, Bystrém & Sundgvist 1983} recommend its
use at the conceniration of 0.5% in order to obtain
acceptable eytotoxic and bactericidallevels. According to
a standard undergraduate text book (Harty 1990). 2.5%
is the most favoured concentration.

NaQC! provides good tissue solvent action {Grossmazn
& Meiman 1941, Senia et al. 1975, Moorer & Wesselink
1982), has a broad spectrum of antimicrobial activity
{Spangberg etal. 1973, Bystrom & Sundqgvist 1983.

international Endodontic Journal, 34, 424-428, 2001
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Jeansonne & White 1994, Barnard et al. 1996, Sigueira
etal. 1998a, Ayhan et al. 1999). acts as a lubricant for
instrumentation and can flush loose debris from root
canals {Abou-Rass & Piccinino 1982, Baumgartner &
Mader 1987, Baumgartner & Cuenin: 1992). The major
disadvantages of NaOCI are its cvtotoxic effect if injected
into the periapical tissues (Spangberg et #l. 1973, Pashley
etal. 1985, Spangberg etal. 1988). its foul smell and
taste, its ability to bleach clothes, and its potential for
causing corrosion (Neal etal. 1983, Busslinger efal
1998}, It is also known te produce allergic reactions
{(Kaulman & Keila 1989).

Exactly how NaOCl destroys microorganisms has never
been demenstrated experimentally. The disinfecting effi-
ciency of NaQCl depeads on the concentration of undis-
sociated hypochlorous acid (HCIO} in solution. HCIO exerts
its germicidal effect by an oxidative action on sulphydryl
groups of bacterial enzymes. As essential enzymes are
inhibited, important metabolic reactions are disrupted,
resulting in the killing of the bacterial cells (Dychdala
1991). However. microorganisms such as . faecalis
are resistant to NaQCll. especially at low concentrations
{Baumgartner & Cuenin 1992, Heling & Chandler 1998.
Ayhan etal. 1999). For instance. 0.3% NaOCl tock
30 min to destroy pacteriai cells, as demonstrated in the
present work, On the other hand. the use of NaOCl at high
concentrations is undesirable because it is an irritant to
periapical tissues {Spangberg et al. 1973). even though its
antimicrobial action is proportional to its concentration.

The present resuits showed that 5.25% was the most
efficient concentration of NaG(l assessed. killing the
bacterial celis in less than 30 s, in agreement with pre-
vious studies {Senia etal. 1975).

Chicrhexidine giuconate is a cationic bisguanide that
seems to act by adsorbing onto the cell wall of the micro-
organisin and causing leakage of intraceliular components.
At low chlorhexidine concentrations. small molecular
weight substances will leak out, especifically potassium
and phosphorous, resulting in a bacteriostatic effect, At
higher concentrations, chlorhexidine has a bactericidal
effect due to precipitation and/or coagulation of the
cytoplasm, probably caused by protein cross-linking
{Fardal & Turnbull 1986}

Chlorhexidine gluconate has been used in endodoniics
as an irrigant selution. but always in a liquid presenta-

tion. Chiorhexidine gel vras evaluated as an intracanal .

medication, demonstrating good performance (Sigueira
& Uzeda 1997). The natrosol gel (hydroxvethyi celiulose,
pH 5.5} used as a base for chiorhexidine glaconate is
soluble in water and widely used to thicken shampoos,
gels and soaps. The gel formulation may keep the ‘active

© 2601 Blackwell Science Lid
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principie’ of chiorhexidine gluconate in contact with the
microorganisms longer. inhibiting their growth,

In a previous study {Gomes ef al. 1999) that tested the
antimicrobial activity of several irrigants. including chlor-
hexidine gluconate {in gel and solution} and different
concenirations of NaQCl against selected endodontic
microorganisms, by means of the agar diffusion method,
chlorhexidine gel was more efficient than the liquid
presentation at equivalent concentrations. afthough
no significant difference was detected. In addition. the
growth inhibition halces produced by both forms of 2%
chiorhexidine were significantly larger than those created
by all concentrations of NaOClL including 5.25%. All
microbial species tested in that study were sensitive to
chlorhexidine gluconate, either in gel or in solution. at

- both tested concentrations. Chlorhexidine demonstrated

a broad spectrum of antimicrobial action. in agreement
with the results of previous studies (Delany et al. 1982,
Ringel et al. 1982, Jeansonne & White 1994;.

The results of the present study confirm those obtained
by Ohara et gl. {1993), although these investigarors only
used chlorhexidine in a liquid formulation. In both
experiments. the antimicrobial activity of chiorhexidine
gluconate was saperior to that of NaOCkL except for G.2%
chlorhexidine gluconate gel. which took almost 2 h
to produce negative cultures. The present investigation
tested the antimicrobial activity of chlorhexidine and
NaQC! through direct contact with E. fzecalis suspension
and showed that chlorhexidine liguid killed the bacterial
cells more rapidly than chlorhexidine gel: this is in con-
trast to auy previous work {Gomes et al. 1999). This fact
can be explained by the methodologies used; in this study,
chiorhexidine liguid mixed very well with the bacterial
suspension, immediately exerting its antimicrobial action,
whereas the gel formulation. which is more difficult
to mix. prevented direct contact between bacierial
cells and chiorhexidine, thus requiring a longer time to
act against the mucroorganisms, In the agar diffusion
method, the gel formulation kept the active agent in
contact with the inoculated media for a lon ger time, pro-
ducing the largest inhibition zones. However, during
root canal preparagion the antimicrobial irrigant used
should aiso act as lubricant. remove the smear laver, be
water-soluble, be biocompatible with periapical tissues,
and have contact with the microorganisms. A gel formu-

" lation has all these advantages {Ferraz et al.. in press).

Conclusions

The time required to eliminate E. fuecalis depended on the

comcentration and type of irrigant used. The present

© 2001 Blackwell Science Lid

study confirmed the antimicrobial activity of chior-
hexidine and sodium hypochlorite. and also provided
new data on the properties of chlorhexidine gel as an
endodontic irrigant. Studies using chlorhexidine gel
are indicated, especially with respect to its mechanical
properties. Further studies invelving wild and collection
strains. not only of E. faecalis but also of other endodontic-
ally related bacteria, might be informative. It shouid be
emphasized that, as with most in vitro studies, the present
findings remain to be confirmed clinically,
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The aim of this study was to investigate in vitro the artimicrobial activity of calcium hydroxide in combination with several vehicles
against some microorganisms commonly isotated from root canals. Antimicrobial activity was determined by the agar diffusion
method. Stainjess-steel cylinders were placed on each inoculated agar medium. The test medicaments and their controls were placed
inside the cylinders. The zones of growth inhibition were measured and recorded after incubation for each plate and the results were
anaiyzed statisticaily (ANOQVA). The in vitro antimicrobial effects of the medications were ranked from strongest to weakest as follows:
Caf{OH), + CMCP + glycering, Ca(OH), + CMCP, Ca{OH); + giycerine, Ca(OH); + anesthetic, Ca{OH), + saline, Ca{OH); + Hy0,
Cal(Ot), + polyethyleneglycol. The pastes with oily vehicles showed significantly larger mean zones of inhibition compared to those
with agueous or viscous vehicies. Itwas concluded that diffusion and antimicrobial activity of calcium hydroxide were affected by the

type of vehicle used.

Key Words: intracanal medication, calcium hydroxide, microorganisms.

INTRODUCTION

The role of bacteria and their by-products in the
initiation and perpetuation of pulp and periapical dis-
sases has been well established. Most infecting bacte-
ria, together with their principal substrate of necrotic
pulp debris, may be removed by routine endodortic
procedures such as instrumentation and irrigation, and
the use of an intracanal medicament with antimicrobial
activity. Nevertheless, this is not always fully achieved
in clinical practice. The anatomical complexities of
many root canals, and consequent lirmnitations of access
by instruments, irrigants and intracanal inedications are
well known (1), Despite the antimicrobial properties of
the chemomechanical preparation and the intracanal
dressings, the elimination of the microorganisms may

not be uniform due to the vulnerability of the involved
species (2).

Even though anaerobic bacteria, especially biack-
pigmented Gram-negative, have been linked tc signs
and symptoms (3,4}, facultative bacteria, such as En-
terococcus faecalis, have been considered one of
the most resistant species in the oral cavity and a
possible cause of failure of root canal treatment (2,5).

It has long been recognized that the antibacterial
effects of biomechanical procedures can be enhanced
by the subsequent placement of an antimicrobial
intracanal medication such as calcium hydroxide
(Ca(OH).) (8). Calcium hydroxide was first introduced
as a pulp capping agent in 1930 by Hermann and since
then its use in endodontic therapy has increased. Today
it is one of the most versatile medications in dentisiry,

Correspondence: Dr. Brends P.F A. Gomes, Endodontia, Faculdade de Odontologia de Piracicaba, FOP-UNICAMP, Avenida Limeira, 907, Bairro
Argiao. 13414-900 Piracicaba, SP, Brasil. Fax: +55-18-430-5218. E-muii: bpgomes@fop.unicamp.br
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especially for its use as an intracanal dressing. More-
over, calcium hydroxide is considered to fulfili many of
the properties of an ideal root canal dressing due to its
moderate antibacterial action, its ability to induce hard
tissue formation and to cause intracanal occlusion, and
its tissue dissolving capability (7).

For caicium hydroxide to act effectively as an
intracanat dressing, it shouid ideally occupy all of the
pulp space, thereby diffusing into areas inaccessibie to
instruments. Its effectiveness is linked to the diffusion
of hydroxy! ions through the dentinal tubules and ac-
cessory canais into areas where bacteria and their by-
products may be harbored. In addition to acting as a
physical barrier, the caleium hydroxide dressing may
both prevent root canal re-infection and interrupt the
nutrient supply to the remaining bacteria. iis atkalizing
pH (around 12.5) promotes a destructive effect on cell
membranes and protein structure (8}

Recent studies have reviewed the classification
and clinical indications of various formulations of cal-
ciurm hydroxide (9,10} and their mechanisms of antimi-
crabial activity (1 1), clearly indicating that even though
this medication has been used for more than 80 years,
there are still many questions 1o be answered regarding
its antimicrobial action.

The agar diffusion method has been widely used
to test antimicrobial activities of endodontic medica-
ments and sealers {12,13}. it aliows direct comparison
of intracanal medicaments against the test mieroorgan-
isms, indicating which medication has the potential to
efiminate bacteria from the root canal system,

The purpose of this study was 1o assess in vitro
the antimicrobial activity of calcium hydroxide associ-
ated with several vehicies against aerobes and faculta-
tive and strictly anaerobic microorganisras commonty
isolated from root canals. The antimicrobial activity of
the vehicles was also evaluated,

MATERIAL AND METHODS

The microorganisms used in this experiment
were twao aerobes, six faculiative anaerobic bacteria,
and four black-pigmented Gram-negative anaerobes
commonly isolated from infected root canals: Candida
albicans NTCC 3736, Bacillus subtilis ATCC 19859,
Staphylococeus aureus ATCC 25923, Enterococcus
faecalis ATCC 29212, Streptococcus sanguis ATCC
10558, Streptococcus sobrinus 6715, Strepiococcus
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mutans OMZ 175, Actinomyces naesiundii M104,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodon-
talis, Prevotella intermedia/nigrescens and Prevotella
denticola. The last four microorganisms were isolated
from clinical trials. The aerobes and facultative anaer-
obes were Kindly donated by the Center of Oral Biol-
ogy, University of Rochester, NY, USA.

Each microbial strain was evaluated against cal-
cium hydroxide pastes prepared with the following
vehicles: a) sterile distilled water {agueous vehicle); b)
sterile safine {aquesus vehicle}; ¢} anesthetic solution
(aqueous vehicle, 3% carbocaine {mepivacaine} with
no vaspconstrictor; Sterling Drug, New York, NY); d)
giycerine {viscous vehicie): d) polyethyleneglycol (vis-
cous vehicle, proprietary brand: Calen™; $.5. White
Artigos Dentdrios, Rio de Janeiro, RJ, Brazil); ) cam-
phorated paramonochloropheno! (CMCP, oily vehicle;
Frank’s paste, 2:1); f} CMCP + giycerine {(2:1:1). Dis-
titled water, (.85% sterile saline, anesthetic solution,
glycerine, polyethyieneglycol, CMCP and CMCP +
glycerine (1:1) were used as controls.

The calcium hydroxide pastes were prepared
using calcium hydroxide powder {Mallinckrodt, inc.,,
Phillipsburg, NJ, USA). The consistency of the pastes
was similar to that of toothpaste, with a viscosity of
3501 P at 0.7 rpm {Brookfield Digital Reometer, mo-
del DV-HI-IV, Sao Paule, SP, Brazil}, and pH 12.5
determined with a pH meter (Analion, pH digital PM
605, Ribeirao Preto, SP, Brazil}. Calen is the propri-
etary brand of Leonardo and Leal's paste, with the
following formulation: calcium hydroxide (2.5 g, zinc
oxide (0.5 g), hydrogenized colophony {0.05 g) and
polyethyleneglycol 400 (12.75 mi}. This is the only
proprietary brand of a caiciurn hydroxide paste contain-
ing this viscous vehicle (10).

All microorganisms were previously subcultured
in appropriate culture media and under gaseous condi-
tions to confirm their purity.

Aerobe and facultative strains were individualtly
inoculated into tubes containing 5 mi of sterile 0.85%
saline solution. The suspension was adjusted spectro-
photometrically to match the turbidity of a McFarland
0.5 scale. Five hundred pl of each test microorganism
suspension was inoculated info giass hottles containing
50 mi of BHI agar at 46°C, vortexed, and poured onto
130-mm plates containing a previously set layer of
Mueller Hinton {MH) agar {Oxoid, Unipath Lid,
Basingstoke, UK.
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Figure 1. Average values of growth inhibition zones {in mm) by Ca{OH),
paste in combination with several vehicles against all microorganisms

tested.
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Figure 2. Average values of growth inhibition zones (inmm) by Ca{OH),
paste in combination with several vehicles against all microorganisms

tested.
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micrebial inhibition {in mm}) provided by cal-
cium hydroxide associated with several vehicles.
Zones of microbial inhibition equal 1o zero mean
that the medication had antimicrobial action by
direct contact, however, without halo formation.
All calcium hydroxide pastes were inhibitory at
least by direct contact against alt microbial strains
tested (Table 1).

Based on the averages of the diameters of
the zones of microbial growth inhibition, the
antimicrobial effects of the Ca(OH),, pastes could
be ranked from strongest 1o weakest according to
the vehicle group, as follows: Ca(OH), + CMCP
+ glycerine, Ca{OH), + CMCP, Ca{OH), + giyc-
erine, Ca{OH), + anesthetic, Ca(OH), + saline,
Ca(OH); + H,0, Ca(OH}); + potyethylenegiycol.
The pastes with oily vehicles showed signifi-
cantiy larger mean zones of inhibition (8.42 mm)
compared with those with aqueous (0.25 mm) or
viscous vehicles (0.27 mm) {p<0.05) (Figure 1).

The aqueous and viscous vehicles such as
water, saline, anesthetic, glycerine and polyeth-
yieneghycol had no antimicrobial action. On the
other hand, the oily vehicles such as CMCP and
CMCP plus glycerine showed average inhibition
zones of microbial growth of 6.19 mm and 8.75
mm, respectively {Table 2).

The susceptibility of individual microor-
ganisms to the calcium hydroxide pastes was
varied. All microorganisms were more suscep-
tible te calcium hydroxide prepared with aily
vehicles. E. faecalis was most resistant (3.95
mm), followed by B. subtilis (55.15 mm) and A.
naeslundii M104 (5.6 mm), whiie the anaerobic
P. endodontalis (15.6 mm), followed by
Parptiyomonas gingivalis {13.75 mm) and
Prevetella intermedia/nigrescens (12 mm), were
more susceptible to pastes with otly vehicles.
However, B. subtilis and C. albicans showed
some susceptibility to all calcium hydroxide
pastes (Figure 2}.

DISCUSSION

Common clinical signs such as exuda-
tion, hemorrhage, perforation, root resorption,
trauma or incomplete root formation may indi-
cate the need for intracanal medicaments. In
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for the anaercbes, isolated colonies were sus-
pended to reach 1.0 on the McFarland scale. Sterile
swabs were dipped into the bacterial suspension and
inoculated onto pre-reduced 70-mm piates cortaining
5% sheep-blood-Fastidious Anaerobe Agar (FAA; Lab-
M, Bury, UK}, The incculum procedures used were
appropriate to provide a semi-confluent growth of the
tested microorganisms,

Sterile stainless-steel tubes of 8.0 x 1.0x 10 mm
{inner diameter, 8 mm) were added to the surfaces of
the media and filled with 40 pif of each test substance
and its control. The plates were kept for 2 h at room
temperature to allow the diffusion of the agents through
the agar and then incubated at 37°C under appropriate
gaseous conditions and for an appropriate period of
time: aerobes, 24 h; facultatives, 24-48 h in a CO,
incubator (Jouan, Saint Herblain, France), in an atmo-
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sphere of 10% CO, anaercobes in an anaerobic work
station (Don Whitley Scientific, Bradford, UK) in an
atmosphere of 5-10% H,, 10% CO,, 80-85% N, for 7
days. Zones of inhibition of microbial growth around
the cylinder containing the tested substances were mea-
sured and recorded after the incubation period. The
inhibitory zone was considered to be the shortest dis-
tance {mm) from the outer margin of the cylinder (o the
initial point of the microbial growth. Six replicates were
made for each microorganism. Analysis of variance
{ANOVA) was used to determine the differences in
susceptibility to intracanal medication between micro-
bial species.

RESULTS

Table 1 shows the mean area of the zones of

Table 1. Mean area of the zones of microbial growth inhibition (inmm) provided by catcium hydroxide associated with several vehicles.

CalOH); + Ca. Bs  Sa Ef Ssa S.s. S.m. An Pg. Pe. PuiPn  Pd
sterile water 2.3 0.5 0 0 0 0 Q o 0 it 0 0
saline 26 1.0 ¢ G o (4] 0 0 (t] 0 o ¢]
anesthetic solution 26 1.0 0 0 0 0 0 0 0 0 G 0
ghycerine 28 10 0 1] 0] 0 (o] o 0 it] 0 0
polyethyleneglycol 17 07 @ 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CMCP 35 3.8 47 0.7 25 1.5 15 25 5.5 6.2 50 50
CMCP + glycerine 11.3 8.5 1.7 7.2 120 10.2 313 8.7 22.0 25.0 19.0 156

C.a.: C. albicans; B.s.: B. subtilis; S.a. S aureus; EX.: E, faccalis; S.sa.: 5. sanguis; Sis.: 3. sobrinus; Sanu: S, mutans; A A
naestundii; P.g.: P. gingivalis; P.e.: P. endodontalis; P.i/P.n.: P. intermedia/nigrescens; P.d.. P. denticola.
CMCP: camphorated paramonochlorophenol. Zero means inhibition by direct contact.

Table 2. Mean area of the zones of microbial growth inhibition {in mm) provided by the vehicles.

Vehicles Ca Bs Sa Ef. Ssa Ss Sm An Pg Pe PifPn Pd Average vaites of each
vehicie against all

microorganisms tested

Sterlle WBIEI’ w - * * Ed * * * * * * * H

sa!lne *® 3 » * * * x* * * - #* * *

anesthetic solution " * * * * * * * * * * * .

gEyeer';ne - * = * # “ * * = # - * )

polyethyienegiycol * * * * * * * 5 = * ,. * »

cMCP 40 30 53 30 60 60 25 50 110 125 100 6.0 6.18

CMCP +glycerine 45 35 7.0 50 135 135 50 50 130 150 120 80 875

C.a.: C. albicans; B.s.: B. subtilis;

S.a. 8. aureus; Ef.: E. faecalis; S.sa.: S. sanguis; S.s.: 5. sobrinus; S.m.: S, mutans; An: A

naestundii; P.g.: P. gingivalis; P.e.: P. endodontalis; P.i./P.n.: P. intermedia/nigrescens; P.d.: P. denticola.

CMCP: camphorated paramonochiorophenof. *Microbial growth
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these situations, it is beneficial to clean and shape the
canals and place the Ca{OH); paste densely into the full
length of the canal, in order to increase the efficacy of
the antimicrobial effect (8).

The calcium hydroxide antimicrobial action is
related to the alkaline pH. The change of dentinal pi
caused by hydroxyl ions is slow and depends on several
factors that can alter the rate of ionic dissociation and
diffusion, such as the level of hydrosolubility of the
vehicle employed, difference in viscosity, acid-base
characteristics, dentinal permeability, and level of ex-
isting caicification (14). The lethal effects of hydroxyl
ions on bacterial cefls are probably due to the damage to
the bacterial cytoplasmic membrane, protein denatur-
ation, and damage to the DNA (11). The time needed
for calcium hydroxide to optimally disinfect the root
canal is still unknown and might be related to the type of
microorganism involved, location of the microorgan-
ism in the root canal system, presence or absence of
smeat tayer and presence or absence of root canal
exudation.

Mareover, Ca(OH), should ideally be placed so
that it occupies the apical regions in sufficient quantity
to permit its biological effect 10 he exerted in close
proximity to the appropriate tissues. In many clinical
situations, the correct placement of Ca(OH), paste into
the root canal system may be hindered due to anatomi-
cal frrequiarities. In most cases, Ca{OH); should be
combined with a Hiquid acting as a carrier because some
researchers have found that techniques that deliver dry
calcium hydroxide powder alone are difficult or impos-
sible to use in smaller, curved canals (15). In general
dental practice, $terile water or saline are among the
maost commonly used carriers and are also effective in
delivering hydroxyl ions (8}.

According to Fava and Saunders (10}, the ve-
hicle plays a most important rele in the biological
action of calcium hrydroxide which is determined by the
velocity of ionic dissociation in Ca™ and GH- ions. The
aqueous vehicles are represented in this study by sterile
water, sterile saline and anesthetic solution, although
this category aiso includes Ringer's solution, methyi-
celiulose and carboxymethylcellulose, and anionic de-
tergent solutions such as sodium lauryl diethyleneglycol
or sodium laury! suifate. Generally, aqueous solutions
promote a rapid ion liberation and should be used in
clinical situations involving intense exutate, and dental
replantation, among others, being the best vehicle for

Ca(OH), powder {8). Although acidic, with a pH rang-
ing from 4 to 5, local anesthetics provide an adeguate
mixing agent because calcium hydroxide is a very
strong base minimally affected by the acid (16).

Viscous vehicles (glycerine, polyethylenegiycol,
propyleneglycol) are also water-scluble substances that
release Ca™ and OH-ions more stowly for extended
periods. These should be used for redressing, because
the paste may remain in the root canal for a lonhger
period. Several investigators have claimed that calcium
hydroxide pastes containing viscous vehicles such as
glycerine incorporate more Ca{OH), than aqueous ve-
hicles in order to achieve a toothpaste consistency, and
their delivery into canals with a Lentulo spiral is a
superior methed of placement for length and density
(15). Pastes containing oily vehicles {olive oil, cam-
phorated paramonochiorophenol, metacresylacetate, eu-
genol) have restricted application, and their use has
been reported in clinical situations that require a very
slow ion dissociation, i.e., a permanent root filling for
perforation defects after internal resorption (10).

Inthe present study, all calcium hydroxide pastes
mixed with inert vehicles had antimicrobial action, but
_just by direct contact, in agreement with previous stud-
igs (17). Other studies have also reported the failure of
calcium hydroxide to eliminate enterococci effectively
(2,6) as they toterate very high pH values, varying from
910 11, In the present study, Enterococcus faecalis was
the microorgantsm showing the smatlest inhibition zone
against all tested intracanal medications, while strict
anaerches such as Porphyromonas endedontalis, P.
gingivalis and Prevotelia intermedia/nigrescens showed
the largest inhibition zones.

Pastes prepared with aqueous vehicles had a
lower antimicrobial action in the following crescent
order: water, saline and anesthetic. Glycerine {a vis-
cous vehicle) mixed with Ca(OH), produced farger
zones of microbial growth inhibition compared to the
aqueous vehicles. On the other hand, polyethylenegtycol
(aiso a viscous vehicle) showed the weakest antimicro-
bial action, confirming a previous study (18). The in
vitro ineffectiveness of calcium hydroxide mixed with
inert vehicles may be related to the fact that culture
media possess buffer substances in their formulations
and also due to the vehicie diffusion ability. Therefore,
although calcium hydroxide couid have diffused across
the medium, the pH levels reached were not sufficient
to present inhibitory activity (11).

Braz Dent J 13(3) 2002
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Some in vivo studies have indicated that Killing
of microbes in the canal can be achieved more reliably
with calcium hydroxide paste mixed with aqueous ve-
hicle than with other medicaments tested (6). This may
be explained by the filling ability of these pastes, which
may be more relevant in preventing recontamination
than the chemical effect. Because calcium hydroxide
has a low water solubility, it is slowly dissolved in
saliva, thus remaining in the canal for a long period of
time, delaying bacterial progression toward the apical
foramen. The present study has shown that Ca{OH),
pastes kill bacteria by direct contact, which means that
theremaining microorganisms in contact with this medi-
cation in the root canal will be eradicated if they are not
tolerant to this medication.

As verified in the present study, the superior in
vitro antimicrobial activity of calcium hydroxide asso-
ciated with camphorated paramonochlorophencl
(CMCP) has long been recognized. The addition of
ghycerine to Frank's paste seems to enhance its antimi-
crobial action since glycerine heips the diffusibility of
Ca{OH), + CMCP (17), as also observed in the present
study.

in conclusion, even though calcium hydroxide is
the recommended intracanal medication for the treat-
ment of apical periodontitis, it cannot be considered as
a umiversal intracanal medicament, since itis not equally
effective against all bacteria found in the root canal.
The association of calcium hydroxide to CMCP aiming
to improve its antimicrobial property should be avoided,
as this vehicle can be #ritating to periapical tissues {8).
Another medication or association, such as 2%
chlorhexidine gel should be considered, which is bio-
compatible with periapical tissues, has a wide spectrum
of antimicrobiat activity with prolonged action and
diffuses through the dentine tubules (12,19).

The first step in a study of the effectiveness of
intracanal medicament is the laboratory test. In vitro
research to determine the antimicrobial activity de-
pends on the sensitivity of the drug, bacterial source
{wild strains or collection species}, number of bacteria
inoculated, pi of the substrates in plates or tubes, agar
viscosity, storage conditions of the agar piates, incuba-
tion time and the metabolic activity of the microorgan-
isms, On the other hand, the duration of effectiveness of
the drug, temperature, contamination and possible leak-
age of the agent into the mouth must be considered
while working in vivo {20).
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The present study confirmed some published
data on the in vitro antimicrobial activity of calcium
hydroxide associated with several vehicles, and also
provided new data on the susceptibility of endodontic
related microorganisms to the intracanal medicaments
tested.

Thus, we conclude that the type of vehicle uti-
lized affects the diffusion ability and the antimicrobial
activity of calcium hydroxide, However, in vitro results
must be analyzed carefully before their extrapolation to
chinical conditions. Research is in progress to evaluate
the antibacterial effectiveness of these pastes as
tntracanal medications using other in vitro tests and
aiso in vive models.
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RESUMO

Gomes BPFA, Ferraz CCR, Vianna ME, Rosalen PL, Zaia AA,
Teixeira FB, de Souza-Fitho FJ. Atividade artimicrobiana in
vitro das pastas de hidroxido de calcio e seus weicuios sobre
microrganismas especificos. Braz Dent J 2002,13(3):155-161.

O objetivo deste trabatho foi investigar in vitro a atividade
antimicrobiana do hidroxido de cdlcio em combinacio com
varios velculos contra alguns microrganismos mais

frequentemente isolados dos canais radiculares. A atividade
antimicrobiana foi determinada peto método de diftisao no agar.
Citindros de ace inoxidavel foram colocados sobre as placas de
agar ja inoculadas, dentro dos quais os medicament(s testados e
seus controles foram introduzidos. As zeonas de inibicdo do
crestimento microbianc foram medidas e anotadas apos o perfodo
de incubacso de cada placa ¢ os resultados foram analisados
estatisticamente. A atividade antimicrobiana in vitro dos
medicamertos testados, em ordem decrescertte, foi: Ca(OH), +
PMCF + glicerina, Ca(OH), + PMCF, Ca(QH), + glicerina,
Ca({OH), + anestésica, Ca{OH); + salina, Ca(OH); + H0.
Ca(OH), + polietilenoglicol. Pastas com veiculos oleosos
produzitam as maiores zonas de inibicao, quando compatadas
com as com vefculos aguosos ou oleosos. Concluimos que 2
habilidade de difus3o e a atividade antirnicrobiana do hidroxido
de caicio estio relacionadas com os tipos de veicios utilizados.

Unitermos: medicacdo intracanal, hidroxido de caicio,
micronganismos.
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Andlise computadorizads da radiopacidude de quatro cimentos
endodénticos.

T GUIMARAES®, (. AL de DEUS, E GURGELL T COUTINHO, R ZANETTI.

Teprrtamenta de Procedimentos Clinees Integrades - FO-UERL Tel: (0°721) 387.6373.

O vhjetive finaidu wrpia caddfniod ot bl obtedyiode wma ub o ridimensienal e sistenia de gane-
is radicaiares, Assin, it Eadiopacidide assimee gk mpartame e reliagdo sx propricddes de um matenial ob-
aeradone, i ved gt permite avsliar a gualidade da obtiagdo. O objaive Juvie irabalho {0 avatiar gual dos quatre
cimentos testados: Fado-Fil, Pulp Canal Sealer, Scaler 26 © AH Phus, posaut niaior sadiopacidade. Inprialmante, o3
cmentos foran manimuiados de seonio Cum fnsenugOes Je fubrvante ¢ colocados onz uma firma com diametre ¢ g5
MR R sdeonilzados., onkngo-se o de ik cnidindo pat evilar wlusdo de bolhas, Ax stmosteas [omm drmazens-
das atd qque © material vidurteeyse £ T mdi uma smestrs de oads cimenia devidamente
eatificada sobre wn Gme periapieal. submetendesse o file y um e de vxposicio radicgrdtica, As radio-
pefias foram Jevadas a aimy procesamdora automEtien, senda, enbie, exiancadan ¢ analmadas pelo programa
Sens-A-Ray for Windows o compunnfor. A drea flais mdiopacs Jo cada amostn fot selevioninds pelo programz ¢
#edia axua densiducks Sptiva de acordo ven uma escats Je sadiopacidade mbém fomecida pelo cnmputador, Ox
valires wuravam du 2ot a 255, sendu derir s v.lh)r dhe pavnar radivpacidade. De acordo com o teste eniztistico de
Lruskal-Waliis hd diferengn extatisticameute ficae entre 8 tsliogocidade dus cinentos estudados
[f = TI08) No emanio, oxta s pode wer wlirnsmdit entre ps chinentos AH Plus ¢ Sealer 20, como olhervade atravds
dateste de Tukey (pr= 04825,

ot ol

Lonclitest dive. et exeane sediagrifio, b clmenios fespdis apresentirant radiopecidude difereate, 0 Sealer 26
apresentense oo o Cinente s radivpace enguento s AN Plas ful o cimento sy radinpaco,

tnfluéneis da presenga do dngulo cavessuperficial na infiltrache
marginal,

PPORGLAY COWACHO. 5. M. HABITANTE

Odantologia ~ UNITAU. E-mailshabitante@uol.cantbr

Ohjm‘vm’: devemos Sempre manter condiglio Je saneamento conseguids duranic a fase de preparo dos
canais rodientaces. Desse mode, o pbjetivo do presente wubalho foi avaliar qualiativamente 3 infiliragio
rasgingd em dentes com o prepare du Bnguio cavossuperiial restaarados com dois prterian provisgrios:
Clmpat rosat ¢ ipaduwrs e vidro submetidos a ciciagem ¢ Sriva, Mdiodos o Resukados; forwm usados 50
;. reslizoy-se 0 acexso a cimars puipar ¢ foram divididos cmn 6 grupos: 2 grupos: controles pushiivoz
negativo, Ox outros 4 grupos continham |2 dentes e Foran subinetdos: G- et preparo do Sagalo gaves-
supeeficial ¢ restaurados com Cranpat ress. G2- cons preparo do dnpubo cuvossuperticiul ¢ restaurades com
Cimpat rosa. (3 sem prepuco Jo bisel do ngulo cuvossuperficisl ¢ restatradu com iondémere de vidro.
G- com prepace do Sngule cuvossuperliciol ¢ cestaurados com jendmere de vidro. Os espdeines foram
shimetidon 2 Gickazenz Ermtiea {200 eietos por 2,5 winutes ). Faram entio hneests em azad de metiene a
05% plt 7.0 por 24 horas em estufa g A7°C. O espéeimies viivados ¢ Totografidos e foram avaliados con-
fore 0 epitdrio: 1- nfittrgdio ausenter 2- infiltaagde love (restrita so 1¥ mun do selmmento): 3- infHuayio
froderads - a1 2 metade du espessura do selamiento o 3 infilragdo iensic - o acdmars pulpar ¢ submuti-
dos 20 foxte dde Rruskal- Wi, On restubtados ndo furae estati dgnificanes a L34, Pordm
avilias gloy eacones nolou-se s ey liayio pors o G2 sepaido, cm ordeom creswente pefos
gropoy: G (2,661, GI (301 4 (325

Concingaies: o mepar gran de infilmucdo fid parg o G, seguide dos grapas: GfLGFe GH,

Capneidade antimicrobinna dos cimentos N-Rickert ¢ Sealer 26.

COWACTIOE, P PORGHA, S MUHABITANTE A, O. C JORGE.
URPFALL Tel: @ I 9716578, Bemailishabitinte@uelonnbr

Ob_‘pﬁvus‘.a proposta deste trabalho o estdur i vivrn o eleito antiuerobiane dos dmerios Rickert,
Neftickers ¢ Seater 20 fronte &
Canafiche alleicems ¢ micrergismes bucals voletados do sulvo g
adubto. Métodos ¢ Resultados: placas de Petrt fogum se 0 08 mieTorganishos cilados o reali-
206-5e oniliciox com ubo de video de 6 mrn de Lickerd,
Rickern ¢ Sealer 26 jd proporcionados ¢ espatulados contornme invirugdes do fubricanis. Os nicios foram
incabades ¢ apds e hakos de inibiclo forant medidos com auxilio de wm paguinetre. Os resuitados de-
monstraram atividade antinierohiana pars todos os cimenios sendo gue 2o apicar o wie £ de Stedent kou-
ve diferengu cymnsticamente sigmficente wo aivel de 1% 20 vomparimmos K-Ricker verans Scaker om
Sipiplacoccus qleroies, SIreHBCOreHs nidgons, Streprawnceins salivirins ¢ Cosadide mllfouns, As miera-
e Ricken versues Seatur em Strepiacacens wttens, Sirepiococens sofiverivs © Condide albicans un-
i foram estatisbeamente significasies ae nivel de 19, enguanto que nas outras nieragdes ado bopve di-
ferencas extatisticamente significanies,

StaprslawarCls wirenns, Steeplococesy Buons, Sireproveceny Salivariug,

3 de pavientes com periodontie de

ey O

metre, onde form culoados os cmemos N

Cenclusdies: v N-Rivkert upresensns o aaipr ol de il fe de eresclatesto pova we Siuphylococyus au-
s ¢ Candida albicans, engiena o clinerds Seqler 26 20ibit suais o vrescinmte das wierorgimivaes be-
cair ¢ Streplocoveus sativarius,

m MEV da ugiio do EDTA ¢ do NaQCl ne canat radicutar.

MV R SO
Bepariamentn de Endudontia « Curso de Odontologia du ULIRA - Canous - RS - Brasil,
Teb: (922573 336-5828, Har marcose@ypovanct

A agdo dos invrumentas endoddniices sobre a parede deptinitia promove  formugko de yma massy G
trcia pastosa, composia por rmpas de denting, maidria orglnicy, SubsAnVIes quitnicas ¢ algumas
vezes, bactérias, denominada magma demtindrio. Neste estudo, avalivu-se, alravés da microscopia eletsd-
riva de varredura, 2 fimypeza das paredes dentindrias nd ferqo apicad de 30 aisives contrais superiones hu-
manos exttaidos, representada pelo presenginoy mséncia de magma dentingao. Bstes dentes forum dividi-
dos em 3 grupos de §0 espdeiines, uidizando-se 0 itpociorito de sodie 2 1.5% c 0 EDTA 3 17%.
isoladamente, ou de forma aftemada, dursnie o prepare quimko-mecinico do cunal mdicular, O resyliado
obtido permitiu verifivar gue quando se emprega o hipavlorito de sédio a 1,85 como a dnica soluglo quis
sicn durante o preparo do cinel radivular, v magma dentindrio se wrnou wvidente em 9 does 10 demes pre-
parados.

A wriizpgie de sidsicneias quedandes [sofsdimente on de fotwe altesnade duranie o prepitre do camd
pussibifiton @ whtengi de smn waior sizero de sibudoy dentinedrios visiveis, s sejo, st mellior Repeze

(dus paredes de denting,
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Pesgui Odentol Bras, v. 14, Suplemento {Anais da 17° Reuniac Anual da SBPqO} 2000.

Avalingiio da permeabilidade radicular apés medicacaq ntracanal
com hidréxide de caleio vartundu-se o solugio irrigadora,

B P SANCHEZ. E. CKAIRALIAY 3, L. FAGE-MARQUES, 1 1. ANTONIANZZ .
Endoduntia w FOUSP. Tels (=11) 38187839, Eamail: jmoarques@fousphir,

O extudu avaliou a permesbilidade dentindria radionlur am sistenis endoddnicon medivadon com st
de hidronido de vlicio ¢ irrigados com s diferentes selugdes; EDTAT 5%, dcido citrien 1057 = totra-
ftuoreto de tiianto 4% . Apds @ prepare quintico-cistirgioo realivadn de acordo ot 3 #éenive de Paiva &
Antoniuzzi oy S0 expdeimes foram deatorismente distribuidos em 3 grupos. Grapo 1) - controle: Gra-
gl (107 - EDTAST 3% Grupe 1119 « deido eitnen 109 ¢ Grupo |V (1)« wetrafluorelo de ttganio 4%
Ox espiévimes do Grupu T foram muntidos e medicagio, o demals foram medivades cam pasta de hi-
droxido desdivio P A, veeulado em sohugio anesidsica e, apdy desdias, irrinados com 6 mi da rcspcn:lim
solugie irrigadora. Todo os expdvimes (o emi
preparades pora feftora,

o submetidox a tafilagio do coranie Rodaming 13 1%

Ceancdatlisede quees v pece ontiat o ifilirapon nus diferenses St tes eapeitis foi- Grapa 176,00, Grpo
H{A9.5), Grapo W (40.0) ¢ Grapo 1V (K081 pcorveram diferencins esatisticanente scuifientives ne
cemriparaycden dos residtedag experitentiis excese e nevagdo G-2 versus G-IV, A andlise sfoliigica
e MEY upresentow achados relevanies qiasdo nliservado o relavfio exislente ehare w supetfivie do pure-
ele dfo camiett pringipal e o rataietio de evvasiomesto dode coas expicimens de codi grups experineatal,

(Apoie financeira: FAFESP.

o
Avalingiio radiegrifica e microbiolégica de dentes de ratos com
lesito periapical induzida.

T A NORMANHA® B F, A, GUMES, C. R GADE-NET(. A A UA, FL 4 SOUZA-FHEL0,
Endodontiz du Faculdade de Odantalogia de Miracicabu ~ UNTCAMD.

Lc\'ﬂu meriapieal ocurre come uma magso nflamaoniedos tec s perirfadicatres a mna infecglo bacteriut com
ido r‘.u.icuiar o pmpﬁsm dmu pw.;ui-a:x Y ;ndu‘n: feadien ;m—iani

dorifu aaso alveuliar e n

Zou-ye 3% fnizes Mesiais dos pnnmrm wwares inferiores, Uh animais fomm G
trtraperiteneal du pentobarbitel stdicn {3 w4 mg por 00 2 de peso corpinee) ¢ posivios

m..u-uhh CO uma i
e CH1 L 1o Bp

MY A ciimara pulpar foi deiasda aberta, sem schy-
mento corondric, por 30 dias, Apds exwe periodo, 0s dentey furmn radiografados ¢ fotam reatizaday as coletas
mitcrobitddgicas dos canaeis sndiculires cont cunes de papdis ados ncdes de tebispente, cultura
T creni e O Bactétias ihiaerthiin estrtits, Ok fatos Jormin entdo sactificados pur .
i e 12y, Lesiio periapical estava prosenie em Wedos o deitivs entidadus, As colelas miceobialigicas foram po-
sitrvas ent 10U, dos canab, aprosehitando hactdrias snaerchips Taculuivas e anaerdhins extritas, De onfa s oapd
ex bactertann ioladas, G350 foran gromenegaitvas ¢ L840 grasepesitivas, Os géncrn baclerinos ni
freylicatemenie otadus dos vanais foram Peprsreprovencs 15850 Hormophities (43109%, Stapindorcoas o
Serepravoccres b cons 113,52

wni€rein, Foram il

c incuhag i i prop

03 preseute estiade demionyivon gy e lesi peviopiced pode see reproadiidea ¢ imfuzide e ree
e iafeegin sl cenad radicitar, {Apoio FAP.

¥, Pl Ceamii
P UNTSSNALE & YT T2TA 5, CNPy SR 770,

Atividade antimicrebianz in vitre do gluconate de elorexidina pel.
M,E VIANNA B P F A GOMES. VB BERBEK, . C. ROFERRAZ F. 1 SOUZAFILIO.
Endaduntin da Facubhde de Odonalngis de Pirncicaha - UNICAMP.

Ciurmidi;m rem sido nilizada em Endodontia come frigate somedicagdo intracanal, O propasite deste equdo
Foi investigar 2 Ativiiade antiticrobio da distat golf nas conuemzng
riemlos, contea £, fuecnfis. 5. wirens, P. emdedomtadis ¢ P

L% L% e dileremes pes
fode de diusio em caldo, Foram
enioviados no intenor de pogos de culiues de eélaia 1 md de clurexidita gel naconcentriagio a ser resinda 2 a seguir
adivicnadon 2 mk do indeulo bacioriane, Apés B, 15¢ 30x0 L LS, 10, 15 e Jidmine § e 2 h foram retiendos I b da
suspusisiien, sesde i distribukder e nheos comendo mein de colturs adeguade 5o quat o sulago noatsalizadora de
clorexiding (Tween 86 + leviting) Mok adicionadis o | mi coloctie om wubos contendu apesin e nawie de culara lgui-
do, Natroeu (yel e cloreiding), a soluglio noutrslicdons ¢ sy Se saiing foram sdizados como costroles, (s lu-
hars Foraes ipcubados 3 370 ean condigbus gasosas sdeapindes por ¥ dins para verifh
1, evidencinin pelis wrbides do meie, Aligmatas da wnpendo de cuda twbo fur

A

i givatlis areavés dop

Jerde Cresciment microbis.
i subonltivadis em placies du
purea diss ulturss poedtivas Foi confirmads strves da llhﬂ‘haluud o G, urtolog e das calfng-
s s plucas de agar-xangie ¢ produglio de

Ar-sngue, A

ke, Tesdon o8 eates foram pealizados em tipticans, Oy resultados
meNIrETAm que o8 Mivnrganismes amarobios estrites forgm indhides inediztmente ats contite com wdis 2y
coneentracdes Testading, Sagquanto fus o Besliztivos [aontmanme-se gy resiteares 3y concemrogie
20%. Cloreteding gel o 8.2% hevou 2 h pars wr agdo antimicradianz contrz o B fiaevalis.

inferres 3

Coielutmps qie o clorexiding gel possud agde guriniocobinng ei todas concetittayies testindas, sewdo e esto
eqites depende de¢ st corcemttagdo ¢ da ssectilifidade microbiung, {FAPESPE, NPy & FAEPR)

EYAE  Andlise in vitro da suscetibilidade de microrganismos 3 clorexiding
Hguida.

VB, BERBER®, B P FA GOMES, M. E VIANNA, F. B TEIXEIRA, FL 1 SQUAA-FILIO.

Fadedontiz da Favuklade de Qdontologia de Piracicaba -~ UNICAMP,

As propeicdanies antanicrobunas g wim wrigante inttucansal vo importantes N6 prepart quimivt-mecinive. Clo-
sexidin conhevida por su3 ugdo anthnicrobisng, substantividade ¢ refutiva ausénea de gitotaxidads, tem sido utii-
zada come irigante endodontico. O objetivo desse irmbutho fof avalior 2 suscetihilidade da C afbfcrs, F. fucenbis,
P enderiimtatiz o P, inrermedic (rente o clorexiding Hguida a G,2%, 1% 2 2% através do teste de diluigio em caldo.
Usn mi de cada subsildneta a ser iestads for colecado ae fundo de poyos S vultarzs due edfulas « a sepuic sdicionados
2t do inccule microbiang, Decortidesd, I3 e 303 1, 3, 5,10, 13 30 min, T mi de cada pogo ot traasferde pam
tubos sontende 3 mi de meio de culturn especifivo comtemdo mewtralizador da clorexiding {Tween 80 + levitina). Os
tubas foram agitadus ¢ | ml de cads tubo fod subtransleridu pars whos com meio de culiure ideguado, A seguicos
tubuns foram incubidos 2 37°C por 7 dias nas condiges gasosas adeguadas. Os Whas com creseimienty nscrobiano
furam aqueles gue aprexeatavam turhidez de nieio durante 6 perfudo de inctibaydo. A purcza das collars positivay
loi cusfirmada airavds da morfuloygia da Gram, morfvlogiz dus valbeias vas placas de dgar-sangue & produgia de
catialive. Todus o wstex forun feitos em riphcos, A suscetibi ade desses mierorganismos 5 cloresiding liguida
Fesi variada, Baseado ne 3empo necessinio pars 08 Brigunas matanss as oflulas smivrobianis fol observado que £ fi-
ecalis foi o organismo mab reviswente faudacia de crescinenio om 30 s de exposigio § clorexiding 8,2%; caguaniy

que os oulars microrganivings foram imediatwnente elimisudas ¢ 10dis ax goneeatrages testudis,

Conclitiz-ge gre q cloreaiding Yiyvida les concentragtios atifizedes tem amply agio antimivrobiond sobre fi s
Bavtétis anaerclius o fooldtarivas. [FAPESP, CNPy & FAER)
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com 0s lasers de CO» 9.6 0u EnYAG.

GOUW-SOARES, 5.4}, STABHOLZ, A2, LAGE-MARQUES, J. L, EDUARDO, C. p.!
1FQUSE - 830 Paulo « Bessil; 2Hebrew University - Isracl.

A permeabitidade dentindria superfisial ¢ marginal apds o aplevciomia penniinm a pereolagde de mi-
3 crorganismos ¢ seus produtas do sisterna de canais mdicylares 3 regido do periodonta comprametcndo &
" reparagio periapical. Este wabaiho propde avalior a alteengio morfeldgica da superficie dentindria apds
apicoctomia £ aaments com os lasers de CG; 9.6 ou EnYAG em 65 dentes humanos unimadiculares
. com 05 canais tratados cndodenticamente ¢ divididos em: grupe I, de conirele cujos dpices foram seecio-
© . pados com aiia rolagio; grupo I, da mesma maneira que o grupo anierior, porémcom a superficic dentind.
! ria tratada com o laser de COa §.6; o grupo i, da mesma mateira que & grupo antedor. porém com a su-
pertizic denindria tratada com e laset de Ex Y AG; o grupo 1Y, apicceiomizades ¢ tatados com 6 laserde
3 €0 9,6 ¢ 0 grupo V, spicectomizados e tratados com © laser de En YAG. As fotormierografias demons-
tram que as denaxiras dos grupos [ e IV (C0 9, 6} apresentam superficies lmpas, mais lisas, com fusio ¢
resolidifigagio da denting, distribuidas de maneira bonoganea em joda superficie irrsdiada vedaod o 1bu-
1 ias dentindrios. As amosiras des grupos LI ¥V {ErYAG) também apresentarsn seperficies limpas, sem
“smear layer”, Ro entanto, lgelramente rugosas, compativels com aspecte de dentina ablacionada ¢ sema
cvidenciagito de nibulos dentinddos.
Nizs condigbes deste estude, as supedficies irradiodas e watadus com os Lasers de C03 9,6 gu Er:YAG
opresentaram atterares morfoldgicas que sugerem wmenor permeabitidide dewindria,

) Influéncia do laser EriYAG na infiltracae marginal apieal de
) quatro cimentos obiuradores,

MELLG, 1% ANTONIAZZ, J. K. ROBAZZA, C.R. C.
Depsriamento de Denstistica Restauradors - FOUSP. E-mnuil: robisalicl @int.efoahe

O presente estugo teve come ebjelive avaliaz in vifro 5 influineis do aplicagio do laser EnYAG apds o
prepare guimico-¢inicgico o selamento marginal apical quando ds wiilizagio de diferenies cimentos ob-
taradores. Os espécimes utilizados no expenimento foram separados em quatro prupos de acordo com o ¢i-
menie a sor uitizago: Sealapex, N-Rickent, AH Plus e Ketae-Endo_ Metade dos Sentes de cada grupo rece-
beu um tratamento nas paredes do canal rudicular com jaser EnY AG para remaver o magma dentingrio
cnquanto & oulra metade ndo reccheu. Apds a obiuragic o selamento marginal foi determinado atravds da
penctragio do ¢orante azui de metileno 2 0.5% pa interface material obtgrador/parede dentindria com pré-
vio isolamento exicrno com cianoactilato de etifa,

Pelu andlise dus resultadas verificou-se que n8do haitve diferenpa estatiitica de penetragdo do ageste in-
dicador enire os dentes submetidos & aplice¢de do laver ¢ os dentes yue nio recelseram este rratamento.
Enrenpto, pare o rinrensos tesiados, as diferengos acontedens enire v grapa formade pelis Al Plus e
NeRickert, cont menar (ndive de infiltragder et relagito ue gripe foriedo pelo Ketuc-Endo ¢ Sealapex.

OLEH A valiagiio da determinagiio da odentlometris utilizando-se métodos
radingrafice ¢ cletrénico.

FERREIRA, C. M.", GURGEL FILJIQ, £ D, FRONER 1 C. .
Disciplina de Endodentiz — UNIFOR. Tel.: (0**85) 477-3200, F-mail, mar:g:lz.tr@himo.com

Nn busca de maior facifidade para se realizar 2 odontametria duranic 0 iratamento cndodéntice, muitos
aparclhos cletdnicos ém sido desenvolvidos na teatativa de substiluir as tomadas mdiogrificas. Nosso
objetivo foi avatiar e comparar clinieamente a eficicia dox apareihos Apex Finder (Araiytic Technology,
EUAY e Endosonic { Videotek, Drasity e relagio ) tdenica radiogréfica, ulilizada como tolina nas elinicas
de Endodantia, Foram avaliados 270 canais radiculares, vitais & necrosados, seade abtido o compiimento
real do denie com ox apartihos eletdnicos ¢ realizada o radiografia perspleai de odontometria, O com-
primentos obtides fargm concordantes entre o5 3 métodas em 67.72% dos canais com polpa vital, e em
70,0% dos canais com poipas necrosadas, O Endosonic mostrow-se superior 30 A pex Finder quando com.
parados com o métade radipgrifice, sendo que houve concordineia enire os métedos em $1,36% ¢
£9.09% respectivamenie. Os aparsihes afio apreseniaram bens resuliados quzndo os £anais apresentame-se
com os $pices lolmenty iresiados, incomplefos ou arombados.

Nussos resultadus peemitem-nos conclir que os apareliios eletronicos sio de grande volia para se deter-
minar o comprimente recd dos dentes e Erdedontice pordm ainda fuz-se necessdria o uso da radiegrafia
periapiraf para o confimigde du odontomeiri ens algumas sitwacaes clinicas e o wso do aparelho nio
¢ indicado.

HGH Fstudo histopatolégico da polpa de dentes poriadores de
periodontite agressiva.

CAGUIAR, T R §¥ LOTUFQ, R, £, JAEGGER, M. MANDARING. D.
Departamente de Odontoclinica - FQUFF; FOUSP.

O objetivo deste trabalho fot analisar as possiveis alteragdes puipares em dentes humanes poriadores de
periodontite agressiva. Selecionou-se 28 picientes, taja idude variou entee 18 ¢ 22 anos. obiendo-se 30
dentes unirmdicylares isentos de cdrie, abrasie, atrigdo, erosdo, restarages ¢ ratamenio pericdontal pré-
vio. O exame radiogrifice evidenciou destnigio de 1odo 0 0550 de supods até o Jpice radisular. Na svalia-
$30 periodonial ambém observou-se destruic3o dos tecidos de supome uhirepassando o dpice radicular O
cxsme endeddntico mostrou que tdos os dentes cram vitsin, Apds exodomia e procedimentos pars mi-
wroscopia de juz, a5 minas foram analisados em folomicrescépio. Em 100% das amosiras a polpa cora-
niria apresentou caracteristicas de nonmalidade {lecido conjuntivo frouxs). Em todas as amestras 2 pelpa
-radicular mostsou alferaydes. As alteragdes imais {regiientemente observadas 23 porgdo apical da polpa ra-
dicular {oi fibrose (100%) £ calcificagio dixtrdlica {56,1%). A Gniga alieracio observada na porgdo cervi-
cal da polpa radicular fai fibrese {73.3%}

Foi parsivel canclirmos qice denies sem cdrie, ebrasis, aivido, ertsde, resiauraches em pr;mea.rc; par-
Hdores de perioduntite agressiva envolvendo o dpice radicular apresemtom alleragies pulperes, as alte-
rapdes muais freqiientes foran fibrose e cnlcificacdo distrdfica, estas alterages sio mais observadus na

Porpiio upical do polpa redicuiter, a pergie corandriade pol pa apresenta coracterfsiicas de norndifda-
dle.

Q:5T8 Progndstico pulpar em dentes portadares de obliteraca
radicular pés-trammndtica.
BASTGS, J. V.*. CORTES, . L. 5., BASTOS, F. P. -

Departamento de Odonielogia Restauradora - FO < UFMG.
E-mail: anailu}@dedalusteculmg.hr

d0 do canal

O presente estude teve como obletive acompanhar, cliniea ¢ radiogralicamente, 2 evolugio da condigic
pulpar de denies portadores de abliteragio do canal radigular pés-raumdtica {OCR), seus fatores determi-
nantes ¢ caracteristicas clinico-radiogrificas. Embosa j1 existisse na lersturs referéncias 2 ocorréncin e
natreza cieatricial benigna das calcilicagdes pulpares apss imsdes traumaiticas, fotam ANDREASEN e
al. que emn 1987, primeiro descreveram este fendmieno como uma das possiveis modalidades de repara
pulpar 2pds waumatismos que sferavam o feixe visculs-nervoso apicad, denominando-o obliteragio do
canal radicular pos-troumdtica, Neste Jevantamento fomm analisrdos dados de 71 pacientes da Clinica de
Traurnatistnos Dentdrios da Faculdade de Odontologia da UFMG. num total de §0 dentes pontaderes de
QCR pds-traumdtica acompankados dusante um perlodo médio de controle de 4,6 anos.

Os resuitados chiides permitem confinmar us luaagdes em dentes jovens Come sifuepoes proplcias prra 6
evalugio da GCR unu vez que na sua maioria, o5 pacientes foram grometides por lesies por lusagéio
(33,95} em idades inferivres a 12 anos dr idade {80%). A maieria dos dentes resporeeu positivamente it
prova elétrica £ g ocorréncin de alierapio de corda coraa ndte foi significativa (99}, Afém disse, a neero-
S pulpar nla representon um achado fregiicnte (6,35 dos casos) demonstrando o bom pragrdstico e
relag@e & cicatrizagde pulpar, o gne justifica condutas mais corservieloras diante destes casos.

AvalingSo in vitre da atividade antimicrobiana da clorexidina.

VIANNA, M. B4, GOMES, B. P. FL A, FERRAZ, C. C. R, BERBER, V. B., SQUZA-FilHO, F. J.
Endedoniia ~ FOP » UNICAMI.

A elorexiding tem sido utilizags em Endodontia coma brigani ¢ medicagio intracanal. (¥ propdsito des-
te estudo for avaliar a ag3o antimigrobiana de glucenato de clorexidioa 2 0.2%, 1,0% ¢ 2,0% nas formas
gel ¢ liguida, utilizando dots métodes; 3) difusio et fgar; b) contato direto, Os microrganismos testados
foram: £ faecalis, C. albicans, §. aiseis, P. endodonialis, P. gingivalis e £, intermedia. No tnétodo de di-
fusho em dgar clindros de age inox foram colocatlas sobre plachs de Sgar previaments inoculadas. 08 -
gantes testados € seus centroles foram introduzidos dentro dos cilindros. As zonas de inibigio de ceesci-
mento Microbiane foram medidas depeis do pesiodo de incubagdo de cada placa ¢ o resultados enalisados
eutiscamente. No método de contatg direte, foi utilizads 2 diluigioem caldo ¢ os ternpos gastes para que
as substincias testadas destruissem as edfulas microbiangs foram anotados. Os resultadas mostearam gue
os microrganismes anacrdbias estritos foram os mais suscetiveis, apresentando as malores zonasde nibi-
gio (n = 1543 mm) e inthigio imediata quando 2 gontate dircto ¢om todas as substincias testadas, Por
autro lade, £ fiuecalis {01 0 Quu apresentou 38 nenores onas de inibigdo [n =4,11 mm) ¢ lcvou mais tem-
o para ser eliminade no feste de gontato dircto.

Conetuitnas que o gluconate de clorexiding possed agdo antimicrobiona en todus as concentracdes tesi-
dits, et ambug as métodos wtilizados. Entfretante suq agilo depende da concentrapie, furma de npresenza-
3o e da suscelibilichade microbiann, (Apoier, FANESP 96/05584-3 ¢ CNPg 520277/99.8.)

Avaiinglo da téenica hibrida de Tagger em presenca ¢ auséncin de
“smear Iayer™. ’

FREFIAS, L, For, GOMES, 1L C, CHEVITARESE. 0., ALMEIDA. N. 8., NASCIMENTO, S
Departamento de Gdontoctinicn ~ UFF. Teb: (0°*21) 274.3228, E-maik jcamoes@matrix.combr
Es[e trabutho avaliou a capacidade de penctragio do material ebturador no sistema de canais radiculares
em presenga ¢ auséncia de “ymear fayer™. Foram esados 14 caninos exiraidos, por razdes <linicss, que
apds limpera ¢ savamenio dos condutos {oram givididos em deis grupos de sete; Grupa | - foi realizeds
remogdc de “smuar layer™ por meio de irigagdo com 10 mi de deido citrico cm fluxe constante por 30 5
Grupo 2 - nio foi reshizada remogio de “smear layer™. Todos os cansis foram preenchidos com cimento
Endo-Fill £ cones de guta-percha. pela enica hibrida d¢ Tapger. As rafzes foram cortadas em tergos ¢
2penas os lergos médios foram aproveitados sendo “splitados™ gbtende-se um total de 28 amostras, obser-
vadas s microscépio cletrdnics de varmdura (MEV), com finalidade de se observar o grau de penetragic
do material obiurador nos nibulos deatindrios. O3 corpos-de-prova foram visualizados com aumentos de
15, 500, 1.000. 2006, 6.000 ¢ 7.000 vezes, avaliando-se 0 peraentual de yibulos dentindrios preenchidas.
Pole-sr conclutr que o Griupy 1 mostren presenga de smterivl pbiurador em 50,6% de seus idbalos denii-
ntirios, percenlagens significativaumente nator guie a de Grupo 2 onde observou-se apency 105 de pitwdas
preenchidos, deixando expllcilo gie a remogio de “smear loyer™ possibilisa wn embricantento metinico
do materiaf obturedor substancialmenie superior.

=08 Avaliagio comparativa in virre da eapacidade de preenchimento do
sistema de canais radiculares de diferentes téenicas de obturagio.

MAZOTTI, D%, BONETTI FILHO, 1. .

¥Facoldade de Odontologia de Araraquara « UNESE.

O objetive deste trabatho foi 2valiar in virre a capacidade de preenchimente do canal radicular utilizan-.

do-se da téenica de condensagio laterat ativa, hibrida modificada, ultra-som Enac, Thermafil. Microseal ¢

System B, Para este estudo forara empregados 174 dentes humanos unirradicelados, incluidos em blocos
de resing, seccionados longiudinalmen:e, unidos em um aparato de madeira com parfusos ¢ divididos

em seis grupos com 29 dentes cada. Apés a instrumentagio com auxilio de braeas, foi confeccionada umy

depressio em <ada terqo do canal radicutar om uma das metades do dente. Em seguida, os dentes foram
abturados com as ifenicas ciadas. Para 3 avaliagde da qualidade do obturagio, foram realizadas fotos com
aumento de 1.5 X ¢ tomadas radiogrificas, submetidas o diferentes escores.

Apds andlise estatistica macroscopicn ¢ radiogreifica, as téenicas Microseal e Thermafil foram as que
apresentaram methares sesnlicdus quanio a copacidade de preeschimento, suimere de falkes ¢ homoge-
neidade em relagdo a8 téenicas condensagdo lateral ativa, hizrida modificada, wtra-som Enac e Svstem
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Avalizedo in vitro da atividade antimicrobiana do CA(OH)z,
gluconato de clorexidina 2% e associaciio de ambos

SENA, N, T.% GOMES, B. P. F. A, VIANNA. M. £, BERBER, V. B. FERRAZ, C. C R
QOdanlologia Restauradora - Universidade Estadual de Campinas,
E.mail: neyllasimoes B yahoo.com

Hiclx{:xide de ilcio desenvolve um importane papel pot induzir a formagde de tecide duro ¢ agko anti-
bacteniana. Tem.se sugenide que s associagdo com 2 clorexidina tem wm ganko no seu ¢feito antimicro-
biano. O shietive deste cstuda fol investigar 2 atividade antimicrobiana do Ca{OH); + Hi0, da clorexidi-
na gel 2% e da associagie de ambes (111}, usando dois mdiodos: a) difusio em dgais b) conrate dieto, £,
Jaecalis, §. aureus., P. erafodontalis, P, gingivalis ¢ P. buermedia {oram teswados. No méiodo de difusio
em dgaz, citindros di age foram colocados sobre placas de dzar inoculadas. As substincias tostadas e os
contrelzs foram colocndos dentro dos cllindros. As zonas de inibigio de erescimento foram medidas e re-
gistradas apds 2 incubagio. No método do contato direto, o tempo que 2 medicagdo jevoy par matar a5 cé-
lulas microbianas foi anotado. Os resultados do teste de diluizIo em dgar mostraram que 65 anacrdbios es-
tritos fotam muks suseeptivels gue os facultativos, mostrando uma tnaior zona de inibigho (6 = 15 mm),
exceto & CalOH)p + H;0 que matou por contato com ¢ medicuncnto. No teste de contaro dirgto, o5 mi-
crorganismes estritos foram climinados primeirarnente que os facultatives, tecessitando em média
1,73 min, 20 passo qus os fagyltatives necessitaram em mddia 13 h e 34 min.
Concluimoy gue todes 03 medicamentos lesiades tveram anvidade antimicrobiana, entrelanto exa anivi-
dude depende do mecanistho de apdo dag subsiancias alén da suscepribilidade microblana. {Apoio:
FAPESP - Q0/13689-7; CNPg - 0I77/99-6.)

Avaliagiic da permeabilidade dentindria utilizando solugdes
frrigantes e ultra-som no clareamento dental
CARRASCO. L D.* FRONER. 1. C.. PECORA 4. D SOUZA L G.

Faculdade de Odontologia de Ribeirio Preto - Universidade de Sio Pauie,
E-mail: frener@forpusp.br

O cbjetivo foi analisar quantitalivagnesis i virro 3 Alteragdo da perme sbilidade dentininia aphs 2 aplicagde de di-
ferentes soluches irrigantes na ¢imasa pulpar, ativadas ou o pelo ulra-som. ¢ do agente clareador inerme. Foram
utiizzdos 26 dentes anteriores superionss, com ralamcate endodbatico convencional ¢ amplo cervical com Cimea-
1o d¢ iopdtnero de vidro Vidrion restavrador. As solugdes irrigantes wailizadas foram: Sgoa destiiads, EDTA 2 175 e
hipoclorito de s6dio 2 1%, advasdas ou pie pele ultrz-som. Com & tamara puipar preenchida com 2 solugdo imgante,
apliceu-se z panta TIP 37 ativada pelo aparcihods vltm-som por 15 segundos, roca i salug e brigante £ repetiglo
por mais 2 vezes. Wos ghupos seun aplicagho do uhra-tom. o imiganie permanecex aa cdmara pulzar por 15 segundos
¢ foi substituida tambdm por 3 vezes. A climara pulpar seea, fol pecenchida com 2 pasia de perboraio de sodie corx
4gua destilada. Nas trocas estabelesidas do agente clareador houve repeticdo dos procedimentos. A permeabilidade
dentindria fof detzctads pot taeio da infiltagde do fon cobre revelade pelo deido rubednico. Os denes foram seccio-
nados no semtido tansversal, lixados e montados em limings que foram analisadas utilizando-se um sisterna de ima-
gem digitalirada P PO thi oio do z um micros dor. utilizande o programa KS 300 v. 2.0,
Os restlados mostrarmm Que & aplicagde 2o ulrs-som promovey aumento da permeabilidade dentindria com wodas
a3 solugSes avaliaddas.

Podemos concluir que no clareamenio destaf interne a aplicagdo do wltra-som. pelo aumento da permentifidede
dentindria, poderd promover wna maior eficdcia dos agentes darendares. (Apoio: FAPESP - 007 2150-3.)

ENeDR Avaliagho do selamento e extravasamento de materiais utilizados
em perfuragoes de furea
FALEIROS, £ C B.% TANOMARU, J. M. G.. TANOMARU FILHO, M.

Faculdade de Odontologix de Araraquara » Universidade Estadual Paulista.
E-muils [redhor @francanect.com.br

O ohjetive deste estudo foi avaliara capacidade sejadora ¢ exiravasamento de materiais utifizados no se-
lamenio de perfuragdes de furca. Quareata ¢ oito molares infenores de humanos tivetam a porgio corond-
1a e o tergo apical radicular sedcionados. As raizes foram posicionadas sobre material de moldagem 3
base de silivona de condensagiio ¢ foram confeccionadas cavidades aa regiie central da bifurcagde, simu-
tando perfuragio de furca. Realizada a impermeabilizagio da superficie dentdria exicona atd 8 proximida-
de da perfurgio, as cavidades foram precnichidas ¥ia cimara pulpar com 05 scguintes materiais, estabeles
2cndo os grupos experimentais: 1) Sealer 26, 11 Sealapex + daico de 2ineo: I Pro Root MTA ¢ [V MTA
Angetus. Em seguida, os dentes foram knersos em seivgdo de 2l de metileno 3 2%, em ambienate 3 vi-
<lio, duranie 48 horus. Apds esle periodo, 3s raizes {oram seccionadas ¢ o exuavasamento de matetial pela
furea « 3 infiltagde marginal foram analisddos. por fmein de escores. Os resulidos obtides demonstrasam
que 0 $ealer 16 proporcionou maior extravasamenio que 0s deRals imatefials (p < Q.05). Quanito & ¢apavi-
dade seladora, diferenga significativa fol observada entre o Sealer 26 com melhor selamanto ¢ o Sealapex
actescide de éxido de zince fp < 0,05). Oy matesials 3 base de mineral ridxido agregads forsm semethan-
tes a0s demais materiais (p > 0,053

Conctlui-s¢ guee o Sealer 26 apresenta boa capacidade selagors ¢ mwior intensidade de extravasamento, €
a5 maleriais & base de mineral tridxide agregado séo smisfalérios nay duds avafidgdes.

MEY da parede dentindriz quande do emprege do Glyde-Prep

VIEGAS, A. P. K% 50, M. V. R, BELLO, F.. KRAUSE, M., SIGNORI, R. 8., VIER, F.
Odontolegia - Universidade Luterara do Brasih E-mail; aviegas@portoweb.com.br

O objetivodeste estudo fot avaliar, in vitro, através da MEV. 3 limpeza das paredes dentindeias do tergo
apical de dentes humanos frente o emprego do Glyde-Prep (Dentspiy-Mailicfer), durante o preparo dos
canais radiculares. Para tanto, foram utilizadey 36 tncisivos centrais supericres, divididos em 3 grypos ax-
perimentais. os quais Hveram seus eanais preparados com limas Upa K e com o seguinic regime de imiga-
4§30 Geupo 1 (12 dentes) - irvigacio com hipociorite de sédio 1%. Grupe 2 (12 denies) « irigagio tom hi-
paciorito de sédio 15 + agagdo EDTA 174 pds-preparo + imigacio final com hipoclorito de sédio 1%.
Crupa 3 (12 duntes) - hipoclorit de sédio 1% + Glyde-Frep durante ¢ preparo + imigacdo final com hipo-
clarito de sédio 1%. Os resuliadas demonstrarim que o padedo de Jimpeza, ¢ fungdo da presenca ou au-
séncia de magma dentindrie, fol igual oo grupo 1 ¢ grupo 3, com 1 espéeimes de cada grupe mostrando
urm magnia dentindrio intensa ¢ auséncia do tWbules deatindrios visivels. No grupo 2, 9 espéeimes mostra-
sam-sc isentos de magma dentindric (toste de qui~guadrada - p < $.001).

Elicito conclair que 0 emprego do Glyde-Prep durante o prepars do canal nde permitiu 6 visualizagdo da
ebertura dos iibulos dentindrios, em nivel de terpo apical, na quase fotalidade dos dertes observados.
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Adaptacio de materials em obturagdo retrégrada: andlise em
micrescopia eletrinica de varredura

MATARAZZQ, T R % DUARTE, M. A H., YAMASHITA, /. C., QLIVEIRA, E. C. G., KUga M. C.
Odantologia - Universidade do Sagrade Coragdo. E-maih lismy® bol.com.br

A proposta do trabatho foi avaliay por meio de microscapia eletrdica de vamedura, 2 adaptagio de ai-©
Eunis maletials quando cipregados em aburaglio 1eitGgrada. Foram utilizades trinta caninos uniradicy.
lares do baneo de dentes da Universidade do Sagrado Coragho que tiveram suas coroas seceionadas e seus
<anajs tratados endodonticaments. Posteriormente realizon-se 3 apicectomia e, entdo, Prepirou-se 3 gavi-
dade readgrada com ulira-som. Osdentes foram dividides em 6 grupos em fungio do material utilizade na
obturacio retrdgrada, senda: Gi- Pro Root TM MTA; GII- MTA Angelus; GII. Super EB &, GIV- TRM;
GY- Cimento Portland; GVT- Sealer 26, Cs denses foram imersos exm dgua destilada por 15 dias, posierior.
mente foram secos, Mmetalizados ¢ analisados em microscopia eletrbaica de vamedura, estipelando cscores
em fun¢io da adapiagie: escore - adaptado em todas as paredes; escore 1- desadaptado em 14 da obtura-
¢do; escore 2 desadaptade em menade das partdes; ¢scove 3« desadaptado em 173; escore 4- desadptado
em wodas as paredes, Os dados foram comparados estalisticaments pelo leste de Kruskal-Wallis pars apdli-
se global ¢ comparagio individual pelo teste de Milier. Os resultados mostraram que o grupe Vi foi o me-
Lhor, diferenciando-se estatisticamenic do grupo V que apresentou os plotes fesultadas.

Canclui-se que o Sealer 26 foi o material que melhor se adaptou quando empregaco em abturagdes retrd-
gradas. (Agradecimenie; PIBIC/CNPg ¢ NAPIMEP-USE.)

! r$ Contribuiclio ao estudo das alterages cromaticas — apresentaccs
de uma metodologia de escurecimento dental

MAGALHAES, M. C. B.*, FERREIRA. M. B.. FRANCO DE CARVALKO, E. M. O

FRANCO DE CARVALHO, B. C, ROBAZZA, €. R, LAGE-MARQUES, 1. L.

Clinica ¢ Cirurgia - Escola de Farmécia e Odontelogia de Alfenas/Centro Universitirio Federal.
E-mail: mcbmagat@ ripmail.com.br

O objetive deste estudo € avaliar a téeniea in vitro pam escucecimento dental provocado por sangue. As
aiteragdes das cores foram avaliadas por andlise espectrofotométrica ¢ pela observagio visual, bascaca em
uma escala de cor em dois fempos expetimentais: cor natural dos dentes (LI} ou lefturm injcial € cor dos
dentes eseurecidos (1) ou keitura apds o escurecimento. Naanglise espectrofotométrica foram encontra-
des valores de L* (luminosidade) ¢ 2% ¢ b* {matiz ¢ saturagio) corn o8 quais foram quantificadas as alierg-
ges cromdticas dos espdcimes. A observaglo visual através da comparagdo com a escaly de cor {Vita),
demonstrott uma alteayde sighificanic no padrio de cor natural pars o padrio de cor apds o eseqrecimen-
1o, Os resultados mostrarsm ser 3 enica de escurecimento eficaz ¢ de feil excougdo, uma vez que podu-
rio ser ctidas modelos experimentais présimes da realidade clinica ¢ que sevdo flicis em experimeatos
que tenhamm como objetivo a avaliagio das akeragfes cromaticas das coroas dentais,

A téonica de escurecimenta dental maostrou-se efices ¢ de facil execugdo. Andiise espectrofotométricz e a
observagde visual registraram alieragses colorimétricas sighificativas nos espécimes testados,

Compatibilidade biolégica do EDTA, EDTA-T e dcido citrico em
mandibulas de ratos

SILVA, V. 3.5 SCELZA, M. Z., CABRAL M. G., CAMPOS, C. A. M., BARRETO, M. L., SCELZA, P.
Odantodinica - Universidade Federal Flumincnse, E-mail: vivipus@bolcom.br

O presesic esiudo avaiiou a compatibilidade biokSgica de wés substancias quelantes Wilizadas a2 Endo-
donta (EDTA 17%. EDTA-T e deido ¢itrivo 10%} quando implantadas em mandibalas ¢ rates Wistar
(Rarius norvergicus aléinus). Foram uiilizados 36 animais nos periodos de 1, 7, 14 ¢ 78 dins, com a apro-
vagio do Comité de Etica em Pesquisa do Ndcieo de Animais de Laboratério da UFF. A inscrgdo de cada
substineia foi possibilitada por um material earreador (Fibrinol®) colecado em perfuragdes bicormicais
realizadas em ambos o lades da mandibula dos animais, onde um dos lades apresentava apenas ¢ Fibri-
nol® sem a substincia teste {(controle). Cada quelante foi testado et 3 ratos nos 4 diferentes lempos. s re-
sultades damonstroram que o material carreador wve presenga ofstante ras lojas cinirgicas em todos o3
tempos do estude tanto tas amostas de substincias teste quanto nos controles, Apés 24 horas, as amostsas
com a5 substiucias teste ¢ os coniroles apresentaram reagdo inflamatéria aguda com a presenga de poli-
motfonucleares de distribuiglo difusz. Nos periodos de tempo de 7, 14 e 28 dias, constatou-5e a preseriga
do Fibrinel® associado & reagio inflamatéria de corpo estranho em todss as amostras, Observarary-s¢ -
bém direas de reparagdo caracterizadas pela profiferagio de oflulas mescaquimais € esteogénese, as guais
intensificavam-se com o passar do tempo seduzindo-se a resposta inflamatdria.

Concluiuse gue 0 EDTA 7%, 0 EDTA-T e o deide citrive [0% npde apresersaram diferenpas ne evolugio
reparaliva quande comparados entre si. (Apoio financeiro: FAPERT - processo E-26/171.984/2000.)

ULEA Avaliagho do selamento promovido pela obturagio dos canais
radiculares através da técnica de Tagger modificada
BOLZANT, L M. V.% PAPPEN, F. G, PAPPEN A, F.. PAPPEN, M. L. G, DEMARCOQ. F. F.
Odontolegia R adera - Universidade Federal de Pelotas, E-mail: Ibolzani@ulpeliche.br

. Signiﬁcamc infiltragdo de bactérizs pode ocorrer em canais radicuiares abturados, devide a um defeio

ou d perda da restautagiio ¢orandris, fratira da cstrutura deatdria ou cdnies fecotrentes, expondo 0 fateiial
obturador dos canais radiculares ¢ promovende, desta forma, a contaminagdo dos tegidos penapicais ¢
conseqiiente insucesso eadeddntico. O objetivo deste trabalho fol avaliar, in vitre, a infillrag3o po sentico
coroa-dpice observads em canals obturados pela iéenica de Tagger modificada. Foram udilizados 45 den-
tes urirradiculares, divididos em 3 grupos experimentais; eo grupe [ o cimeanto utilizado fol e Sealapex;
no grupo [T os canais foram obturados com AH Plus; e no grupo I, foi também realizada 2 obturagio atra.
vés da termaplastificaggo da guta-percha, sem, np entanto ytilizarmos ¢imente endoddntico. Apfs 2 o
mociclagem, os deates foram imetsos em azul de metiteno 2 2% por 12 horas ¢ secsionados longitudinal-
meale para avaliagio da microinfiltragio, a qual foi quantificada awravés da contagem de pontos em
reptodugdes fotogrdficas, Os dados foram submetides 3 andlise estatfstica através dos testes ANOVA ¢
DMS de Fisher (53%). O grupo Il apresentou uma média de infiitragdo niaiot que os demais grupos, sendo
313 difeqenga estatisticamente significante. No entanto, niq observarmos diferenga entre o selamentn pro-
rrovids pelos dois cimentos avaliados,

Podemos concliir gue mesmo com a atilizagdo da técnica de Tagger modificada, & inditpensdvel o use de
wm cimenta shiiirador para o relhor selamenta dos canais radiculares.

Pesqui Odontel Bras, v. 16, Suplemento {Anais da 19* Reunifio Anual da SBPqQ) 2002, 37
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Estude da anatomia interna de dentes de cfies através do método da
diafanizagio

BALTIERL, P. W. (.%, GOMES. B. P. F. A.. GADE-NETO, C. R, QUADROS, L. ZAIA, A A,
TEIXEIRA, F. B.
Odentologia Restauradora « Universidade Estadual de Campinas. E-mail: pwgb@yahoo.com

Apes:u de cdes serem usados como modslo animal, para estudo das reagbes periapicais freate 3 werapia
endoddatica. devido oo seu adeguado Lamanhe ¢ fHeil manuseto, a analomia de sous canais radiculores nio
ol totalmente ¢stidada. Bsnudos experimentais em cias refataram apenas a presenga de delias apicas. O
objetve dests invesiigagio foi estudar ¢ morfolagia dos tergos cervical, mddio e apical de dentes de cdes,
através dadenica de diafanizagio. Quarents e dois dentes de oies foram extraidos, lavados, Bmpos ¢ color
cados em selugdo de farmol a 10%. Os dentes utilizados foram incisives {n = 12}, caninos (r = 4). pré-mo-
lages (n = 16 c molazes {n = 10). As armostras foram submersas e NaOC 5.25% poc seis horss, para dis-
soiugiic do tecido pulpar, A seguir os dentes foram descaleificados em HCL 5%, desidratados em baterds
ascendente de dicoois, sendo ealdo realizada a iajeqlio de corante, diafanizagio e salicilato de metila ¢
visualizagho em lupa esteressedpica. Deitas apicals foram encontrados ¢m 78.2% dos denies ¢studados.,
canais laterais aparecaram em 1.2% dos casos, principalmente qos tergos cervical e mddio. A porcentagem
de canals laetass eneopmada em pré-molares ¢ molares foi de 12.5% ¢ 104, respectivamenie.
Concluimos que o sistema de canais rodivulares de ¢des pode mastrar uma maior variabilidade do que o
relainds na literaiura, Aldm dizio o presenga de cansis iaterais qualifica este modele animal para o #siu-
do des lesdes endo-gério, (Apoio: FAPESF - O0/1368%-7 ¢ CNPg - S20277/99-6; 105889/2001-6.)

>4 Avaliagdo in vitro da atividade antimicrabiana de cinco cimentos
endodbnticos

SIGNORETTL, F. G. C.*, GOMES, B. P. F. A, PEDROSO, J. A, TEIXEIRA, F., VIANNA, M. E,
JACINTO. R C. FERRAZL C.C. R
Odontolegia Restauradora - Universidade Estadual de Campinas, E-mail: fe_signo@yalce.com

At.ivid.ldc SnbTIZIoRiana tem um imporante papel na eficiéncia dos cimentos endoddnticos duranie 2
oburagio do canal radiculer. Assim. o objetivo do presente estudo foi analisar a aglc andmicrobiana de
¢inco cimentas endoddndens: Endo Fill, Endométhasone, Endomdthasore N, Scaler 26 ¢ AH Plus, em di-
ferentes wermpos apds 2 manipulagdo. i.c., imediatamente apds, 24 horas, 48 horas ¢ 7 dias: contra os sc-
guintes microrganismos: . albicans, §. cureus, E. faecalis, §. sanguis ¢ A. raeshundii. O método usado
fai o contato direte atraves daobservagdo da curva de ereseimento micrebiano em meio Yquido. Os resul-
tados moswaram gue: |} imediaiamenie apds a manipulagio, Endo Fiil, Endomdthasone & Endométhasone
N uveran: a maior advigade antmicrobiana, sem diferengas estatisticamente significznies eatre eles. Sea-
ler 26 teve a menor atividade andimicroblana. 23 Nos demads tempos pds-manipulagia, ndo houve diferen-
¢as estatsticamente significantes eatre os cimenio d

Conciuimos que a atividade anrimicrobiana de cada cimento dintinui com 6 rempo e depende da susceribi-
lidade do microrganismo envolvido. (Apoio: FAPESP: 00/13689-7 ¢ CNPq: 320277/99-6.)

Bty Avabagio microbiolégica das espumas sintéticas que armazenam as
limas endodonticas

LA CEADA R 5.% NEVARES, G. 0. HIRATA JR, R, DEDEUS. G. A, COUTINHO T.
Procedimentos Clinicos Integrades - Universidade do Estado do Rio de Janciro.
E-maii: renatacerda@ig.com.br

Esi: tabalbo objetiveu avaliar microdiologicamente 35 espumas sintfucas submetidas a aglo do Jleool
isopropilico ¢ do glularaideide 25 ¢ diferentes periodos de exposicio. Come sorpo-de-prova {CP). espon-
iascom @ 1.0 om foram expostas 20 caido Trypticase Soy Broth - TSB para determinagio do nivel de conia-
minaglo. Na 1* fase do experimento. os CF [oram submutidos 205 agentes quimicos, durante um intervalode
empo yatada: imediato, apds 10. 15 ¢ 30 min. Na 2* fase, os P foram esterilizados em sutoclave ¢ entio
contzminados com 3. aureus £ £ roli. A amosirazem fol submetida 20 contalo com 0§ diferentes agentes de-
sinfetantes. Na 1” fase, houve orpscimento bacterdano pos CF imensas po glutanaldeido. Nes empos subse-
qilentes. nio houve crescimento. Nos CPs Imersos em dlceo! isopropilico nde houve crescimento em ne-
nhum dos tempos avaliados. Na 2* fase, CPs inocuiados com & qureus ¢ imersos no glutaraldeido sofreram
crescimento bacteriana, imgdiatamente 2pds @ contato cam es substineia. Nos demais tempos, nio houve
crescimenta, CPs imerses no &leool isoprapiiico nie apresentaram crescimento bacteriano. CFs inocuiados
oo £ cofi, 203 imersos no glutraldeido apresentaram ¢rescimento bacteriang no contato imediato. Nos
demals lempos, nio howve ¢rescimento. Em todos os periodos, no dcool nde houve crascimento.

As esponjas obtidas comercigiments vem contaminadas: as selugdes de gluraraldeido € dlcool isopropili-
¢o foram eficazes na atividade desinfziunie para os microorganismoes testudos, sendo que o dleool foi
mais gfica; no contale imediale.

Estudo comparative da capacidade de 3 localizaderes apicais
eletrdnicos na determinacio do comprimento dos dentes

COSTA. F. L M.% BOLAN, M., FELIPPE M. C. 5. FELIPPE, W. T
Estomatologia - Universidade Federal de Santa Catarinz, E-mazil: felebarbenchen @heimaileom

O cbjetive deste rabalhe foi avaliar 3 capacidade de s aparelhos elctrénicos localizarem o forams api-
cal, bem como um ponto situado préxime ¢ aquém do forame. Foram emptogados 108 dettes humenos.
Aps 0 206550 30s canais, o5 demies {oram medidos pela téenica dire, inserinde-s¢ uma lima necanal aw
gud suz ponia fosse visualizada no forame apical, adistdncia fol medida com um paquimeuws. Em seguida,
o5 denies foram medidos, duas vezes, peios ds locatizadores apicals (Neosono Ultima EZ, Foramatren
1Y ¢ Tri-auto ZX}. Para a primcira medida, a Bma fol introduzida no canal até que scus aparelhos acusas-
scin que 2 sua ponta chegou ao forame apical (CEF). Para a segunda medida. 2 lima foi removida do canal
KO MAEHo ¢ qut 03 3sareiies 2eusassemn que sua ponia chegou 3 constricsdo spical ou a0 ponto 0.5,
cisivel oo visor (CEC). Pars avaliar 2 capacidade dos aparsthos localizarem o forame, foi fritz uma com-
paraglo das primeisas medidas elewdnicas com as obiidas pelo método direto (CEF versws TD). As medi-
das elewrdnicas foram consideradas aceitdveis quando ¢oingidenies com as medidas direwas, ou diferzntes
+4.,5 mum. Para avatiar a capacidade dos apareibios localizarem um ponto préximo ¢ aguém do forame, foi
frita uma comparagio das segundas medidas eleudaicas com as obtidas pelo método dirato (CEC versus
Coy,

Die acordo com o3 tesies estadlsiicos aplicades, ¢ Tri-Auto ZX mostrow-se 0 aparetho mais gferive na loca-
lizacde do forame apical (86,3% d¢ medidas acritdueis) « alcangou o maior percentual de acertos na fo-
calizagdo de wn ponto siiuado prozime ¢ aqudm do forame (84,2%).
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valiagio dos canais e forames apicais da raiz vestibular do 1°
pré-molar superior com sulco longitudinal vestibular

MATTUELLA, L. G.% MAZZOCCATO, G, VIER, F. V., SO. M. V. R.

Esdedontia - Universidade Luterana do Brasil. E-mail: mattuelfa@bolcom.br
O objstivo do estudo fol avaliar radiograficaments o ndmera de canais racticulares da raiz vestbular de
1* pré-molaces superiores (1° PMS) com suleo longitudinal vestibular e comparat o métede mdiosrifico
{MR) com a microscapia elendnica de vamedura (MEV), quanto ao diagndstice de u® de forames zpicais
(FA). Para tanto, 39 entes dveram suas corous € rafzes palatings amputadas e seu(s) canai{is} radicu-
lar{es) eapiorado(s) com lima(s) endoddnticals) finals), até que suafs} ponta(s) fosse(m) visualizada(s)
apicabmente. Os dentes foram radiografados com as limps em seu interior e classificados como porizdores
de 1 canal{CW1 forame (FY; LCAF. 2C2F,; 2C/1F. Qs dpices da raiz vestibular foram seceionados & SrSPan
rados para MEV. O 0” de FA (= que 80 pm) foram obtidos. Os resultados da avadiagio radiog: ]

Tifica de-
monstraram que om apenas 17,15 (06) dos cases, eise dente apresentou " ¢ F daicos. 2 F foram verifica
das em 77,2 (27} dos casos, 42,9% (15) desses oriundos de 2C e 34.3% {12}, de apenas |}
canal. Apresentaram 2C que lemunavam no mesmo F 5,74% (2) dos casos. Em MEY, £6,1% €18} cos dpi-
ces apresentaram 2FA; 23,1% (9}, apenas L 23,1% (9. 3 ¢ 7,79 (3), 4. A correlagio eatre o diagndstice
tadiogrifico ¢ 2 MEV quanto 20 5° de FA foi de 62.8%.

Concluiu-se que o presenca de sulte longitudinal vestibular no I* PMS predispse a bifurcapis total
(42,9% ) ow apical {34,3%) de canal radicular; sendo que a MEV apresentou nimero de FA estesisticg-
menite superiores (p < 0,01} ao demonstrado ro ME.

ibOZB Variagao da dureza de uma liga NiTi apés tratamentos térmicos

GUIMARAES. R. H. R *, LACERDA, D. L., MARTINS, R C, BAMIA, M. G. A, BUGNC. V. T. L.
Qdontologia - Pontificia Universidade Catdlica de Minas Gerais.
E-maii: raguclhannas@bel.com.br

Os instumentos endodatices ratatdrios de niguel-ttknio {NiTi) podem fahar devido A fadiga. Como
em outros dispositives. a resistdacia A fadiga destes instrumentos depende da dureza, gue influsacia 1 ve-
iocidade de propagagdo de trincas. Sabe.se ainda que, durante a terapia endoddntica, as limas sio ¢sterili-
zadas, sofrendo siclos de aguecimento que podem afetar sua durcza. Foi o objetive do presents ssiudo
avaliar 2 vaniagio da duseza de fios de NiTi utilizados na conleegdo de instrumentos ProFile (Meitlefor,
Ballzigues/Suiga), quande estes 530 aquecidos em temperaturas compativeis com aguetas nomnzimente
empregadas na esterilizaglo, As amosiras foram tratadas em banho de éle6 de silicone a 120°, 140F, 160° ¢
180°C por 2 horas ¢ a 180°C por 4, 6 ¢ 8 horas, A variagio de dureza foi avaliada com uma média de. no
i, dex medidas de microdureza Vickers com carga de 300 gf em cada amostra. Os resultados mos.
tram que, em relagio ao grupe conuole, que niv receben tratamento térmico, nio houve variagio signifi-
eativa na dureza dos fos tratados 2 120°C e 2 130°C. Nos ratamentos a 160°C € 186°C par 2 horas. houve
wm aumento de dureza respectivamente de 4,562 £ 9,5%. Apds 4 horas de tratamente a 180°C, 2 durzza re-
torou ag patamar inicial, onde st manicve nos Lalamenios por 6 ¢ B horas.

Estes resultados mostram que hd uma tendéncia inteinl de endirecimento da liga no aquecimeno, que
pode fuvarecer @ resisténcia & fudiga dos insirumentas, ¢ que ¢ emprego de tempos nais longos & {80°C
QCAITER Apenas o relerne & dureln original.

x[t8 Analise da espessura da linha de cimento endodéntico em trés
técnicas de ebturagio

LIMA, A. C.% DE DEUS. . A GURGEL. E. D., MANIGLIA, €., PIRC, 5. A., KREBS, R. L_,

FERREIRA. N. A.

Endodentia - Universidade do Estado do Rie de Jancire. E-mail: endocarelina @ yahoo.com.br

Em— estuda objetivou analisar 3 e3pessura da linha de cimento endoddatico em 3 (denicas de obiweag 3o, 3 inctsi-
vos suptiores famm acessades ¢ instrumentados de mode convensional. Os dentes foram separados sm 3 grupos
de 10 ¢ obturados pelo critério: Gi - tond o fateeal: G2 + compressio hidradlie; 3 - onda e con-
densagio. Os dentes foram embutidos em iesing epéxi e cortados ransversalmente em 3 pentos por meio de ym cor-
tador de precisiio {lsomet) » sendo o 17 ¢orte no tergo cervical, ¢ 2° no tergo médio ¢ 0 3° no tesgo apical. Uma prepa-
ragio metalogrdfica para observagio microsedpia foi realizada em cada amostea ¢ estas analisadas no microscdpio
Sptice (Carl Zeiss). A medigio da espessura da lisha de cimento fol realizada atsavés do programa Image Pro 5.0
{(Media Cybemetics). Os dados obtidos fotam totados esiaisticamente pele weste de Wilcoxon, Os ressiiados da
andlise do tergo cervical revelaram um posto médio de 97 ym para G, 53 um para G2 € 29 pun para G, sendo estas
diferengas significantes (p < 0,05). Na anilise do terpo midia, obteve-se 141 pm para G1,97 pm para G2 ¢ 47 pm
pasa G, sendo estas difoeencas sighificantes (p 5 0.05). Na andlise do tergo apieal, 05 resultados foram de 337 pm
no Gl, de 352 um no G2 e de 187 pm no G3, sendo as difercngas significantes entre G3 2 G € eae C3 2 G2
{p 5 905

Q grupo 3 {técnica de onda de condensagio) obreve o5 melhores resultados em todos os niveis anafisados. revelan-
do assim, wna tendéncia da obtengde de menores espessuras da peiivula de cimento endodéntico quanlo reas
{iza-se a plastificagde da guea-percha

Andlise qualitativa do preenchimento promoavide por quatro
técnicas de ebturacio

REZENDE, P. R. 5., DE DEUS, G. A.. COUTINHO, T.. KREBS, R. L., FERREIRA, N, A.
Centro Biomédica - Uiniversidade de Estado do Rio de Jancire, E-mail: patty ® montreal.com.by

Est: wrabsiho objetivou avaliar 2 gualidade do preenchimenio promovido por 4 técnicas de chruragic.
Para tal, 40 incisivos supeciores foram instrumentados e divididos em 4 grupos iguais: G1: condensagio
iateral; G2: compresso hidriuliea; G3: sistema Thermafil: G4: onda de condensase. Apds a ebiuragio,
os dentes foram cortados longitudinziments £ embutidas em resing ¢péxi. As amostras foram submenidas
2 uma preparaglo metalogrifica. As seeqbes foram folografadas através de um estereoscdplo {8 X de au-
mento}. 3 observadores calibrados seguiram o seguinte padrio para 2 andlise: “score™ 0: mais de 3 2zandes
freas de vazio; cvidéncia grosseira da presenga de cones se destacando da massa obturadora, “Seore” 1t de
2 a3 grandes 4reas de vazio; maior uniformidade na massa obturadora. “Score™ 2: neshuma grande drea
de vazio; boz homogeneidade. Qs resubtados revelaram 43% “score™ 1, 579 “score™ 2 a0 (G1; 145 “sco-
re” 0, 39% “score™ 1 € 57% “score™ 2 no G2; e no (3 ¢ 0o G4 obteve-se 100% de "score™ £, O teste ostatis-
tico Kruskal-Wallis demonstrou haver diferengas estatisticamente significantas entre G3/GS ¢ G
{p < 0,03] e entre G3/G4 ¢ GZ {p < ,03). Houve difvrencas estatisticamente significantes ente G2 ¢ Gt
{p < 0,03}. N3o houve diferengs estatisticamente sigaificante entra G3 ¢ G4 {p > 8,001).

Diante dos resultades, pode-se concluir que ax téonicas ienmoplasnificadas {G3/G4 ) exibiram urs
dade de preenchimento superior go alcangado nus tenicas frias. A réenica da compressio hid
{G2} mostrou um: presnchimento superior ao obiido nos dentes obturados pela técnica da condensapdo
lazeral (Gl}

qualis

a4 Pesqui Odontol Bras, v. 16, Suplemento [Anais da 19" Reunido Anual da 3BPqO) 2002.
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ab["(’i()Z? Avaliacio in vitre das alteragSes promovidas em canais simulades
apds preparo com limas de NiTi manyais e 2 motor

MIRANZL B A 5% COSTA, W. F.. MIRANZI M. A. 5. FRONER, 1 C.. VANSAN. L £,

PECORA. L D ALVES, M. A

Endodontia - Upiversidads e Uberaba. E-mail: bmiranzi @mednet.com,br

A instrumentagic de canals radiculares cuivos, resulta, por vezes., na formagio de acidenies ¢ deforma-
Oes, a0 absdecendo a formma prdvia original. Os insrumentos confegcionados em niquel-titinic siy pro-
postos M substinzigdo 3s limas manufamradss de ago inoxicivel na instumentagio de canais com curvas
wras severzs. Nesie trabalho, comparoa-se 35 Alteragdies promovidas &m 40 canais radiculares artificiais
curves de aproximadamente 30 graus de acorde ¢om 1 mewdologis progosts por SCHNEIDER (1971),
apés preparo com Litnas de aiguel-titinio manuais Cnys-R € acionadas a mator Pow-R, ambas auxiliadas
por brocas de Gates-Glidden #1 & #1 natdenlca cérvico-apical, preparados 10 comprimento de trabatha aid
o instrumenlo#40. A vaiiamos as freas desgastadas pa pane curva, as distineias desgastadas em 3 niveis,
4. 3¢ 11 milimetros aguém do final apical dos canais simulados € contome final do ¢anal para ambos os 4-
pos de limas. Qs resultados mostramam, pelas medidas das dreas apical ¢ cervieal da curvatura, maior ten-
dincia ) formagio de "y ¢ “danger zones”, significanie em 1% ¢ §% respectivamente, para 68 preparos
manyais, 0 Mesmo 2contecendo nos 3 aiveis averiguados. onde observamos maior ransporte apical ¢ cer
vical, significants em 1% para o3 niveis anatisados. O contomo final mostrou canais mais centrados ¢ re+
guiares quands executadas om Hmas e aiguel-titinic mevidas a metor.

Concliti-3¢ gue o5 preparos manuais, dinolam maior ransparse ¢ tendéncia @ provocar deformagies ao
prepard, €m relogdo aos preparos awomatizadss.

Andlise das diferengas morfoldgicas e morfométricas comparando
os sistemas de instrumentacio Profile ¢ ProTaper

CANOVA, C, A% BROZOZOWSKL, M, £, SANTOS, M.
Faeuldade de Gdentolegia - Universidade de Sio Paulo. E«mail: alecanova@bolcom.br

Es&c cstudo visa obtermes uma andlise compasativa entre ¢sies dois métodos de instrumentag3o mecini-
ca rotatéria objetivando buscar diferengas morfolGgicas ¢ morfométicas dos preparcs mecanicos com a
utilizagio das insgumentos rotatdnios de NiTi sistemuas Profile ¢ ProTaper. Foram utilizadas 20 raizes me-
siais de molares inferiores extrafdes. Foram wiilizades iimas rorérias do sistema Profile £ ProTaper
(Deawply} moniados em conua-angulo redator & motor clétreo com controie de tosque (Drilier): sistema
de radiogsafia digital (sistema RYG - Trophy). Estas rajzes foram radiografadas e mensuradas atraves de
software que acompanha o sistema RYG e estandardizou-s¢ que a instnimentagdo Jos preparo Anteo:
dos conduzes mésio-vestbulares £ mésio-linguals seriam realizados com ¢ ststema ProTaper ¢ Profile as-
sim respectivamente, seguido o prowcoio opertério dereminado pele fabricante, Utlizou-se como subs.
tancia quimica auiliar Eado-FTC neumalizado com NaGCla 8,5% ¢ EDTA-T para imigagdo final. Apds
preparo quimice ¢ mecinico de todos as catdutes, foramm realizadas radingrafias digitads das retificagdes
ohtidas & foram analisadas comparativament2 35 mensuragde: 0hUdas <om a¢ radiografias iniclas.

De acordo com a3 resuliados pode-se concluir gue as diferenpas observadas entre morfologia ¢ @ morfo-
metria no desgaste retificadar da regido cervical dos prepares ebservados nes dois sistemas foi ligeira-
mente mator quande da whiliseyde do sigiema ProTaper em relagio o sistema Profile, enquapte qie nos
tergos médio ¢ apical nio apressntaram diferengas sigrificarivas,

Avaliacio da infiltracio marginal do MTA frente a duas técnicas de
aplicagio

MASSE, O.M.% FIDEL, R.A. . SOTELG, P.. FIDEL §, R MOREIRA, E. L. L

Endodontia - Uni La Plata, E-mail: vale@uol.com.br

O presenic estudo teve coma objetivo avaliar in vitro, a cagacidade du selamento apical promovido pelo
MTA {Angelus), frente a duas téenicas de aplicagio em obiiragio rewdgrada, Foram wilizados 20 dentes
Caninos que s¢ encontravam estotados a longo wmpo no laboratdeo de pesquisa da FO-UERJS ¢, cujos ca-
nais foram obtwrados pela tdenics convencional da condeasagie lxeral ¢ 03 dentes divididos em dois gru-
pos com dez dentes ¢ada, 0 passo seguinte consistic sa aploeciomia das ralzes 2 3 mm do dpice < preparo
da cavidade com pontas lisas de ulra-som com 3 mm de profundigade, seguindo-se a obiuragio retrdgrada
da seguinte mangira: grupe A - aplicacio do materdal na cavidade com ¢ondeasadores manuais, grupo B -
aplicagio do material com pontds condensacoras de ultrd-sorm, Os corpos-de-prova foram impermeabili-
zades, corados com Redanina. kivados, seccionados longitudinaiments ¢ avatiados aums escdlade 023,
através de trds avaliadores calibrados, com auxilio ¢ raicrascdpio cinlrgico com aumento de 30 vezes. Os
dados foram tratades sstalisticamente peio toste de Mann-Whitney que ndo reveiou diferenca significativa
cnlre Qs grupas testados.

Assin, foi possivel concluir que as duas téenicas de reirobiuragde testadas apresentaram graus de infil-
trugde Semelhanes.

Influéncia dos veiculos aguose e oleeso na difusio do hidrixido de
bario através da dentina: estudo in vitro

ALMEIDA, M. 5., CHEVITARESE, O, ALMEIDA, P B A" ALMEIDA, M. 8.
Clinica ~ Universidade Federa! Fluminense. E-mail: ssnmartio@mantreal.conby

e

Elste trabalho foi realizado pars v methor entendimento da difusio do hidréxido de calcio através dz
denting, quando emipregade na trapia endoddatiea. O hidrdxide de bitie fol empregade como insuruimen-
to substtuinde o hidréxide de cdlcle, devido & maior radicpecidade do bdnio comparado 2o cdlcio & por
ambos 08 {ons lerem caracteristicas quimicas semelhantes. 20 dentes unimmadicalazes receberam o sanea-
mento ¢ modelagem. Os deates foram divididos em dois grupos, ¢ acordo com o veiculo a ser associado
a0 Ba(CH),, grupe A (Sleo de oliva) & grupo B (soro fisioldgice). Os preenchimentos dos condutos foram
reatizados com espiral lentule. Os vedamentos das superiicies cervical ¢ apical foram tealizades ¢om resi-
03 cpoxfdica. Os dentes ficaram duranie 2§ dias {periodo d¢ vbservagio} imersos em fgua deionizada o es-
ocaddos a 37°C, As rafzes foram divididas em duas metades no sentido vestibulo-palatine por meio de ¢li-
vapen, acompanhands o lorge e1xo do dente. Foram realizadag pela sonda EDX acoplada as MEV nas
feinuras {ae wrgo médio da miz): uma junto 8 superficie extema da radicular, outra central (eqitidistante do
conduto e da syparficie radicular externa) ¢ yma tercein, préxima i parede intema do canal radicular. Os
dados relativos ac bide foram analisades ssiatisticanente wtilizando-se o testc nie-paramduico de
Mana-Whitney, adotando-se ¢ nivel de significingia de 3% de probabilidade (p < G.03),

C grupo 8 (sorp fisioldgica) apresentou maior difiusde de hidrdxide de bdrip que 0 grupo A (p=8,02). @
veiculo teve infludncia na difusds do material a ele associado.

Andlise comparativa da presenga de dor apés trataments
endodéntico e dentes vitais, pela técnica mediata on imediala

CARVALAHO, R A, BARTH, L. DANIEL. R L. P. D, FORTES, R. P.% SOUZA, A H. F.,
CHAGAS, Q. L C. REGQ. LA G

Qdontelogis - Universidade Potiguar, E-maik: mussolinifortes @uol.com.br

O prescale trabatho objetivou avaliar a presenga de dor pés-operatéeiz, apds tratamento endoddatico, em
35 casos de dentes com poipa vitd inflamada. Os casos foram divididos em grupo | (G}, onde o mai-
mento endodéntice fol realizado pela Wenica rediata, e grupo 2 (G2, nos guais utilizou-se a wéenica me-
diata. Apds a profilania, anestesia, isolamenio absoluto & prepars quimice-faecinico. os caaais foram se-
cos, ¢ obiurados, no Gl, sendo os do G2 saturados com Otosporin®, os acessos cavitdrios foram entio
seiados com Cimpat. Decorrides sete dias, o8 pacientes retornazam & clinica odomolégien da Universica-
e Patiguar, eide o5 Dalamentos foram executzdos, pars conirole pds-0peratério, nos quais a sinfomaroio-
gia apresentada foi classificada &0 cscores.

Na andlise dos resultados observou-se auséncia de sintomatologia dolorosa em 93% dos casos do Bruso
I ¢ 37% do grupo 2, sende que o5 demais ¢asos apreseniararn dor penes nas primeiras quarzma: ¢
oty horas pds-operatria

Influéncia dos virios veiculos sobre o pH das pastas de hidréxide de
cilcio

ZILIQ, D. M.*, VIANNA. M. E., FERRAZ, €. C. R, GOMES. B. P. F. A., TEIXEIRA. F. B.,
SOUZA-FILHO, F. 1.

Odontologia Restavradora - Universidade Estadual ge C E-mail: &

@yzhoo.com

Bssc estude in vitrp objetivou mensurar o pH das pasias de Ca(OH); associadas 3 diversos veiculos cm fubgdo do
tempe; 3} dgua dostilads, b) glicering, ¢) glicerina + paramenociorelenolcanforado (PMOC), d) PMCC, &) anesidsin
ca local (lidosaina com adrenalinal, £) dgua destilada + Jodoférmia, g) polistilenoglicol {Calea®), e hy polieleno-
glizol + PMCC (Calen PMCC®), O pH das pastas fof mensurado em wriplicata nos petiodos de Smin, 1L 24¢ 450, 7,
14,28 dias. Os resultades foram avalindos estatistieaments (ANDV A - p < 0,03} Acs 5 mis, 05 pHs médios das pas-
1as com dgua destitads {12,949 £ 0,13} £ dgua destilada + iodofétmic (12,92 £ 0,13) foram estatisticamenie maiores
que a5 das pastas Calen® (12,29 £ 0,10} ¢ Calen PMCC? (12,30 £0,26). Apés 1 h, 0 pH médio da pastd com dgua
destifada (13,05 & 0,10} se apresentou maior em relagio 30 das pastas com PMCC (1195 % 042}, Calen?
{1197 £ 0,12} ¢, Calen PMCCH (11,83 £ 0.14). caquanto que em 24 h, 2 m&da de pH das pastas de glicering +
PMCC (12,67 £ 0,05) foi maior que Calen PMCC® (11,35 £0,24). Aos 7 dias. 2 pasts com glicering + EMCC 200e-
sesou maior média de pH (IL7E £ 0.31) Gue a com saestésico Jooal (10,72 £0,64), Sgua destilada {1096 = 010, ¢
Caien® (10,32 £0,39). Aos 14 ¢ 28 dias o Calen® (8,53 20,46 oo Calen PMCCP (5,63 £0,27) apresentazam vaio-
res de pH exatsticaments mesores que as outrds pastas,

Concluimos que as médiar de plf das pasias de CafOH 13 assaciadas a todos o5 velculos decresceram de acords
cam o rempo ¢, que as pastas Calen® & Calen PUCCP apresenturan: os menares médias de pH. (Apoio: FAPESS -
00/13889-7 ¢ CNPg - 520277/99-6.)

Reincidéncia de fraturas em dentes permanentes jovens
traumatizados

AFONSG. 5, E.* QLIVEIRA. L D.. TALGE, C., VALERA, M. C., CAMARGO, C. . R,
FONSECA, M. B., SILVA, L. M. F.

Odontologia Restauradora - Universidade Jilio de Mesquita Filho.
E-maik samirzafonso @ botmail.oom

A teincidénsia de traumatismos dentdrios ¢ situagdes de incompleta formagdo radicalar, & um proble.
ma relevante, visto Que comuments um novo tauma pods levar a pesda do elementa dental pelo compro-
metimento da relagio corono-radicular. A proposta desse estudo Foi avaliar cliniva ¢ rediograficamente 2
reincidénaia de fraturas corondnias, corono-radicuiares ¢ exclusivamente zadiculasres. em dentes poriado-
res de Azogincse incompleta. Pars tanto foram avaliadoes 3! dentes, com dpices incompletos, que focam

tatados ou sstavam em ttamento a3 elinica do Cenwro de Traumatismos Bentdrios d2 FOSIC - UNESP
duranie o perfodo de 2 anos. Apds 2 andlisc estatistica descritiva foram verificados que: e seis dentes
(19.3%) houve reincidencia de Fraturas, sendo que duas {3.5%) forarm acima da jungdc cemento-esimalie
¢ quatro (66.5%) abaizo. Destes dentes. trés estavam com curativo de demora e trés }4 haviam terminado ¢
wamente endoddntico.

Estes resultados mostram a importdncia ¢ a necessidade da uiilizagiio de refurgas mecdnices intra-ragi-
culares durante & 8pds ¢ lratamento de dentes perm Jovens i f2ados.

BIGER  Andlise comparativa in vitro entre os métodos radiogrifico
convencional e digital utilizando o localizador apical

LOPES, R.* YOROQYAMA, C, OYAMA, K. O. N, SANTOS, M.
Dentistica - Universidade de 53o Pawlo, E-muil: rogeriolopes @direcinet.cor.br

Es:c wabalho tem como abjetivo comparar 25 radiegrafias convencional e digital {Trophy RVG) apds a
oblengdo do comprimento do canal dos dentes obtidos com © localizador apical elelrénico Endex. Para o
experimente, foram selecionados dez raizes mésio-vestibulates de molares superiores € um crinio buma-
oo parz similar as dificuldades anatdmicas em uma tomadz radiogrifics em pacienies. Apds a cirergiade
acesso o5 dentes foram teidratados e soro fisiolégica. Os dentes foram fixados cm urm pote de fime foro-
grilfico ¢ suas raizes fiearam imersas em soro fisioldgico para simylar 2 impedineia gerada entge a mucesa
alveolar ¢ os ligamentos pexiodontis. Foi utilizada uma lima tpo K #15 para mensurar o comprimento
geal de trabalho urilizando ¢ Endex. No métode ¢leudaico determineu-se o Bmite apical como sendo ade-
sernbecadura do forame. Apds a cbienglo deste comprimento real de trabalho, os dentes foram Introduzi-
dos em im alvéolo do crinio mantido fixo ¢ foi realizada 2 tomads radiogrdfica convencional e digital. Na
tomada radiogrifica convencioas!, o tempo de exposigio foi de 8,5 5 ¢ na radiografia digital foide 0,1 5.
Os resultados mostraram gue 030 houve diferengas estatisticament significantes para os métodos s
dos neste estudo {p > 0,03),

Atraves du andlise dos resultados pode-se concluir que G5 imagens geradas pelas radiografias sde seme-
Ikantes. £ o radiografia digital pode ser um forte candidato a substituir a radiografia convencional pais o
tempo de ¢xposicdo & radiagde & menor € © tempo de aquisigdo de imagem radiogrdfica é mais rdpido
neste tipo de radiografia.
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Infiltracio marginal em obturacbes retrégradas realizadas com
ProRoot-MTA, MTA-Angelus ¢ Super-EBA

SILVANETO, U X.% BROCHADQ, V. H. D, GONCALVES JUNIOR, J. F.
Dentistica, Encdodontia e Materiais Dentdrios - Universidade de Sie Paulo,
E.maii; ulix@terra.com.br

.A\ cbturagdo reudgrada € uma das modaiidades einirgicas empregadas para o selamenio endoddntico
apical. O objetive desse trabalho foi avaliar ainfiltrag3e marginal pertnitida pelos materiais retrooburado-
res. Foram utilizados 34 incisives ¢entrals superiorzs humanas exiaides, cujos canals foram preparades
biomeeanicaments ¢ obrurados. Apds 48 horas, realizou-se a apiceciomin removendo-se 3 mm apicais e a
confecgdo da cavidade rewrdgrada coin aprasimadarmente 2 mm de profundidade por meio de pontas ab-
tra-somicas. Em seguida, realizou-se a ivaperraeabiizasioda superficie externa das talzes, As raizes foram
divididas aleatoriamente em ir8s grupos de 10, sendo uilizados corme materiais rewoobturadorss o Pro-
Roor-MTA, o MTA-Angelus & 0 SUPER-EBA. Quatro dentes foram utilizados como grupe canzoie {po-
sitivo ¢ negativo). Apos a obhuragiio, as raizes forum imersas cm solugda aguosa o Rodamina B 2 0.2%
por 48 horas, e lavadas em dgua corvente por 17 horas. Removeu-se 2 camada o impermeabiiizagio ¢ rea
iizou-se o desgaste longitudinal da face mesiat radicular com disco de carborundum expondo-se 2 retro-
obturagio. A medida da infiltragio marginal foi feita pela da téenica da pianimetna em microscdpio dpli-
co. Para o grups do ProRoot-MTA e MTA-Angelus verificou-s¢ umz média de infiliragio de 1.7 mme
1,63 mun respectivamente. Para ¢ Super-EBA verifieou-se uma mddia de 1,40 mrm. Os dados obados fo-
zarm submetidos 3 andlise esiatisticn por meio do tesie ANOVAL

Nio 3¢ verificou diferenga estatisticamente significante enire of maleriais testados (p < 0,03},

Avaliacio da permeabilidade ¢ da meorfologia apical apés
apicectomia, tratamento € retrepreparo com lasers EnYAG e
Nd:YAG

GUVEI‘RA, R G BALDOCHL 5. L., GOUW-SOARES, 5. €, EDUARDO, C. P.

Odontologia - Universidade Federal de Juiz de Fora. E-mail: igo@artnet.com.br

Um dos maiores problomas das cirurgias paracncodoniicas csta vinculado & permeabilidade superficial
da detina apés 3 apicectomia ¢ & fala de adaptagio marginal adequada entre o material retroblurador & as
paredes da cavidade que acabam por permitic a persoiagio de micTorganismos, seus subprodules e fluidos
orginicos do sisterna de cenais radiculares A segido periapical, comprometendo assim a devida reparagio
tecidual, Bste rabatho tem como proposicio avaliar 2 paemenbilidade superficial ¢ marzingd da denting de
corte apds a apicectomia, UAamento ¢ [eWepreparo com o lasers de EnYAG e Nd:YAG e retrobrurados
com IRM. Além disso, anatisar, sob MEV, as alweragbes morfoldgicas causadas pela irrradiagio desses Ia-
sers através de fibras 6pticas. Um toial de vinte ¢ quatro denles unirradicuiares com o5 canais (ratados eti-
dodonticamente foram divididos ¢m 3 grupos experimentais: grupo I {laser de EnYAG)H grupo II
(EnYAG e N&:YAG), ¢ grups 1T {controle). A andlisc da infiltragio do corame azul de metileno através
= su perficie dentindria de corte e da retrobluraglo demonsirou gue as amastras dos grupos que foram ura-
diadas apresenwaran adices de infilragdo menores que as 6o grupo controle. Esse resuitado foi compati-
veb com o5 alteragbes morfeldoicas estruturais evidenciadas em MEV,
Nas condigges desie estude, a irradiayiio associada, ou sejd, o apiceciomia com os laser de Er¥AC, tra-
remento da superficie de corte ¢ a confecydo da retrocavidade com @ laser de N&:YAG, demosirou ser
wmat aprae capas de diminuir o permeabilidade ae coranre azul de menlans.

Identificaciio e suscetibilidade antimicrobiana de enterococas
isolados de dentes com insucesso do tratamento endedantico
PINHEIRD, E. T.*. GOMES, . . F. A, FERRAZ, C. €. R, TEIXEIRA, F. B, ZAI, A. A.
SOUZA-FILHO, F. 1

Odentologia Restauradora - Uaiversidade Estadual de Campinas.
E-mail: erickapinhciro@yshoeo.com.br

E.—lmmc(xcs 730 530 comumente isofades de canais com polpas necrosadas, erlretanto, m sido associadas 20 -
sucesse do ratamento cndoddntivo. Estedos wm revelade uma srescenie resisiencia anlimicrabians aaue espécics
e enlerococos. O ohjelivo deste eabalhe ol invastigar a oconéncia de Enferococeus spp. ¢ 60 dentes trdtades on-
dodonticamente assoviades a lesdes periapieais © analsar sua suscetibilidade antimicrobiana. Durante o rotata-
mento endodGniico, apds a remacio do matcdal obturader, as amostras dos canais foram colotadas ¢ analisadas -
crobiologicamente. Enteroveccus spp. foram testados quante 3 suscetibilidade antimicrobiana atrpvés do método
da “E-test”, utilizando benzilpeaiciting, amoxiciiing, amoxicilinaficide clavulinico, erittomicing ¢ aziromigina. A
produgdo de b-laciamase também foi investigada. Microrganismas estavam presentes em 51 dos 60 dentes. Entero-
coccus fuecaliy foi isolado de 27 dos 31 canals com crescimenio bacteriano, presentcs em cultars pura em 18 casos,
A produciia do b-lactamase 1o f0 deteetada. Todas a8 cepas 1estadas foram sensivels a buszilpeniviling. amoxicili-
na ¢ amoriciing + fcido clavulanice. Resisiéneis g eritromicing foi abservada em 2.7% dos casos, £ 3 majoria das
Sepas apresealon etibilidade intermedidria, Azitromicing no foi eficaz contr Enrerococcus faecalls, apresen-
. lando fesisténcia em 32,5% dos <asos,

Conelulinus que hd uma elevada prevafincia de Enerogoesus faevalis em canals Je denres com insucesso.endodin-
160, ¢ Que CEpUsS GEreserioram resisiingll Gos quiBiCHcos exitranicina ¢ uziiromicing, (Apofo: FAPESP, CNFPq. }

?éﬁ?ﬁ Avaliacfio da biocompatibitidade das solugdes de hipoclorito de
] s6dio, clorexidina ¢ uma combinagho destas

PASTERNAK, B. J.*, TAVARES, T, PERIN, F. M.
Odontologia » Universidade do Sul de Santa Catarina. E-maili clismenica @ hotmail.com

Ncs{e estud 0§ autores avaliaram © polencial iitatve das solugdes ¢ gluconate de clorexiding 5 2%.
hipeclorite de sédio a 1% ¢ uma assccirglo dasies Irigaates, soments alierando a coacentagio da ciore-

 xiding para 0.2%. Foram inoculades 0.1 ml de cada uma das substincizs westadas e de soro fisididgico no

* tecids subcutineo do dorse de viatw ralos da lohagem Wistar, que receberam também, por via sndoveno-
53, 0 coranie Evan's biue. Apds irds boras o8 animals foram sacrificados € as dreas onde octryeram as ex-
sudagdes plasmdticas recortadas. O complexo corsate-proting foi extraido com auxilio de woa soluglo
e formamida P.A. e mantidos em estufs 8 43°C por 72 horas. As solugdes resuliantes fozam flitradas e le-
vadas 2 um espectrofotdmen digital utilizando-se o comprimento de onda de 620 nm. As mddias das me-
didas da densidade dptica as soiugdes foram subractidas 2 uma andlise de variincia pelo weste de Schefie,
O3 valores du densidade dptice permilicam coscldr que @ combinagdo de gluconata de clorexiding a
0.2% com kipaclorito de sddio o 1% foi significativamente tmenos agressiva quands comparada &y soli-
¢Oes wsadas individualmente.

- Pesqui Odontol Bras, v. 16, Suplemento [Anais da 19* Reunié%gﬁ'é:xual da 8BPqO) 2003.

Influéncia de diferentes tipos de solugbes irrigadoras e cimentos
ebturadores no reparo pés-tralamento endoddntico

SALINA, R. M. P. D% SOUZA. V., HOLLAND. R.

Eundodontia - Universidade de Marilia, E-mail: jnescllo@terra.com.br

O objetivo do presente estudo fol o de analisar a influéncia de diferentes solugdes imigadoras e eimentos
obitradores ne resultado final do ratamento endoddntics, Quarenta canais radiculares de dentes de clics
foram preparados biameeanicamente #1€ a lima K #° 40, seguido da perfuragio do “platd” cementénio api-
cal e sua ampliagdo até 2 Lima K #° 25. Durante © preparo, metade dos canais foram irrigados com soro fisi-
olbgice ¢ a outra metade com soda clorada. Concluldo o prepars biomecanico, 14 canais imigados com
caida sotugdo foram obturados com cones de guta-percha ¢ o cimento AH Plus e o restante com o cimento
Vidaion-Endo. Decorridos 90 dias de pés-operaidrio, os 2nimais foram sacrificados e as pegas obtidas pre-
paradas para exame histomorfolégico. A andlise dos resultados permitiu observar gue independentemente
do cimento obturadar utlizado nio houve diferenga entre os dois tipos de solugdes irmigadocas empraga-
das (p > 0,65} © que o cimento AH Plus proporcionou meihores resultzdos gue o cimente Vidroa-Enda
(p=0051).

A inter-relagdo solugdo irrigadora/ciments obturader permitiu ordenar do melfor para o pior resultadc
a seguinte seqlidneic: soda clorada/BH Plus, sore fisioldgico/AR Plus, soro fisiolégico/Vidrion-Endo ¢
sodn clorada/Vidrion-Endo.

Pal

Padrio de desgasie de dentina na zona de perigo de raizes mesiais
de molares inferiores: preparo manual e rotatorio

MANIGLIA, C A G5 PICOLE F. MANIGLIA A B, PARDINL L. C.
Faculdade de Odontologia de France - Universidade de Franca, E-mail: emzaniglia @uol.com.br

Estc estudo avaliou o padric de desgaste de dentina na zona de perigo de raizes mestais de motares infe-
rigres, apos & instrumentagio manuat ¢ cotatdria. Foram utilizados 40 primeires mojares nferores huma-
nos, submetidos previamenie 2 um exame radiogréfico para avaliagio de suas ¢urvaturas. Posteriormente.
esies foram incluidos em resina acrilica e seccionados na alwra de 1/3 médio da raiz (zona de perigo), ui-
lizando para 1510, um sistema especialmente desenvolvide para reposicionamento dos cortes, de (a] forma
que 0 dente pudesse set folografado digitalmente, de forma padronizada. antes ¢ apds a realizagio da ins-
trementagie. Os dentes foram, entlio, divididos em 2 grupos: Grupo I - instrusentagiio manual com 2 tée
nica escalonada ¢ preparo anti-curvatura; Grupo I ~ preparo com sisieina rotatdiio ProFile, seguindo a tée-
nica proposta pele {abricante. Em ambes os grupos wilizou-se a solug3e de hipociarito de sédio 1%. Fol
estabelecido como padedo de desgaste, adiferenga da espessura de dentina antetior ¢ posterior 30 propara,
1anlo inlernanente, quants extemamente & curvatura radicular dos canars mésie-vestibulares ¢ mésio-lin-
guais, Para as mensuragbes da espessura de dentina inxcial ¢ final, empregou-se o software Adobe Photo-
shop. A arlise eslatistica dos resuitades nio evidenciou diferenga significantc quanto ao padrio de des-
paste, coire a8 téonicas Manual ¢ rowtdria.

Ambas as iéenicas de instramentagdo, mansal e rowarona ProFile, produziran desgasie estatisticamenty
semelhante qo nivel de zona de perigo de ralces mesiais de molares inferiores. (Apoic: FAPESP.}

Uril Suscetibilidade de microrganismos isoiados de canais radiculares
20 hidroxide de ¢ilcio associado a diversos veiculos

VIANNA, M. £, GOMES, B. P.F. A., FERRAZ C. C. R, TEIXEIRA, F. B ZAIA A A,
SQUZA-FILHG. F. L

Odontelogia Restauradora - Universidade Estadual de Campinas.
E-mail: morgana@aguianci.com.br

O propasita deste estude fof verificar a suscetibilidade de microrganismes comumenie isolzdoes de canais fadicu-
Jares uiilizande o Ca{OH): em combinaglo com diversos veiculos. Ot microrganismios testados foram C albivans,
E. faccalis, $. atireus, P. endodontalis, P. gingivalis and P, intermedia. Um mi de cada medicamento foi colocadn
oo ieerion d¢ pogos ulitizados para culturas de géiuias, nos quais foram adicionades 2 ml da suspensiio microbi
Apos 30501, 3,5, 10, 15¢30min: 1,2, 4,6, §, 12, 24 ¢ 48 h: 7 dias, Um m! fol transferido para tubos cantendo 3 mi
de meio de cultura (BHI ou FAB) com solugiio neutraiizadorz do CafOH); (0.5% dcido cirico): e destes | mi fol
transferida parz cutros tubos com 3 il de meio de cultura adequado. Soluglo salina foi utiizada como controle. Os
tubos foram ncubados 2 37°C por 7 dias em condigdes gasesas adeguadas, Alfguetas das suspensdes microblanas
foram subcultivadas em placas de dgar-sangue. A pureza das coiénias fol confirmada pela coleragio de Gram, mor-
fulogia das coldnias ¢ producio de satatase. Os testes foram realizados em wiplicata. Gs resultados mostraram que
P. endodenialis, P, inermedia ¢ P. gingivalis {anagtGbios estsitos) foram miais susectivels 2 fodas a5 pastas de
CalOH); testadas, £ alfrizans foi ¢ microrganismo mais resistente seguide par £, faecalis & 5. aureus {anacrdbios
facultatives).

Loncluimos que [odes 03 microrpanismos tesrados foram suscetfveis s pastas de Cal OH)a, entretania o3 micror-
ganismos faculiativos foram mais i que G5 miCrorgunii: bigs esiritos. {Apoio: CAPES,
FAPESP - G0r1368%.7 & CNPq - 0277/99-6.)

NP EY Influéneia da implantacio idnica na resisténcia 3 toreio de
instrumentos roiatérios de niguel-titinio

COSTA, C.* ALLONSO-FALEIROS, N., SANTOS,
Dentistica - Facildade d¢ Odontalogia da Universidade de Sie Paulo, E-mail: erisc@ usp.br

O presente estude buscou verificar 0 aumesnto da resisiéncia & 10r¢io de instrumenios rotatdrios de ai-
quel-Biinio apés ¢ watamente de implantagdo iGnica de nitrogénio. Os autores valeram-se de vine ¢ uin
instrumentos da marca Quantec series 2000 #40, com 21 mum, que foram divididos =m dois grupos. O gru-
po I {G1) constituiu-sc de dez insttumentos que foram subdivididos a0 ensaio de torgio com o ayxfiio de
un troptometre. O grupe 2 {G2) foi formade de onze instrumentos expostos & cimara de implantagio idai-
¢4 de mitrogénie, que feceberam uma dose de nirogénio de 2,5 X 10 fons/cin através de um acelerador de
fons com ensrgm de 200 Kev porS noras, comente de 10 mictoAfem ¢ temperstura de $30°C, seado que a
seguir dez foram submetidos 2o teste de torgdo, coma no grupe 1 € um inshrumenio Servill do conlrole pars
a determinagiio da quantidade de fons de nitrogénio implantades por andlise de reagie nuclear ressonante
induzida por particula. Os resuitados mostraram wm incremento na resiséncia i rorgdo de $6% quando
comparou-se msirumentos impiantados com n3o implantados.

Loneluiu-se assim que ¢ processo de¢ implantagdp de fors de nitroglniz aumenta a resisténcia & torpdo de
insirumenios de nlguel-tivdnio.
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