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1.RESUMO

Este ftrabalho teve como objetivo testar alguns protocolos de
descontaminacdo da coroca dental e camara pulpar antes do tratamento
endoddntico e coleta microbiolégica do canal radicular e avaliar a influéncia
destes protocolos na microbiota inicial dos canais radiculares. Para isso, foram
utilizados 50 dentes monorradiculares humanos, recém-extraidos, com canais
unicos. 0Os mesmos foram montados em aparatos proprios para contaminagao
com saliva de doador Unico, misturada ao meio de cultura (BHI caldo). Apdés a
contaminac¢do dos dentes e coleta inicial da coroa dental e cadmara pulpar , os
dentes foram submetidos a diferentes protocolos de descontaminagao da coroa e
cadmara pulpar. Grupo | - hipoclorito de sodio 5,25% + HxO, 30% , Grupo Il -
hipoclorito de sodio 5,25% + H202 3%, Grupo Il - tintura de iodo 5% + H,0, 30%,
Grupo |V - tintura de iodo 5% + H>0, 3%. Finalizada esta fase, foram feitas novas
coletas da coroa, cdmara pulpar e canal radicular. As amostras foram diluidas,
plagueadas, contadas e identificadas. Os microrganismos mais encontrados
foram Staphylococcus schieiferi e Staphylococcus xilosus. Os quatro protocolos
de descontaminagio foram eficientes, reduzindo de 90% a 100% a contaminagao
da superficie dental, € a descontaminacéo da camara pulpar ndc impediu a coleta

de microrganismos viaveis do canal radicular.



2. INTRODUGAO

Ja foram identificadas na cavidade oral 509 espécies de microrganismos
pertencentes a 30 géneros diferentes, constituindo uma microbiota diversificada e
que sobrevive normalmente em equilibrio (Motta ef a/, 2002). A placa dental
constitui um local adequado para a proliferagdo € manutengao de microrganismaos
(Burmett ef a/,, 1970) que ir&o contaminar ¢ canal radicular durante o tratamento
endoddntico, caso ndo seja feita a descontaminacio adequada da coroa dental.

A descontaminacdo ou n&o da coroa dental previamente ao tratamento

er_}dodéntico pode influenciar nos resultados de pgs_qu_isas envoilvendo culturas
microbiol6gicas dos canais radiculares (Morse ef al, 1970), podendo acarretar
em resultados falso-positivos, quando em virtude da nac-descontaminacdo do
campo operatério, coletamos microrganismos da coroa ou camara pulpar; ou
falso-negativos quando os agentes utilizados para descontaminagao penetram no
canal radicular.

Para descontaminacéo efetiva da coroa dental € camara pulpar, perdxido
de hidrogénio tem sido usado em concentragdes até 30%. No entanto estas
concentracdes mais elevadas s&o causficas e podem afetar o dique de borracha.
Solucdes usadas para descontaminagido da superficie dental incluem aicool,
tintura de merclrio, tintura de iodo, hipoclorito de sédio em diversas
concentragdes e clorexidina (Morse et a/,1971).

Moller ef a/. em 1966 mostrou que a aplicag&o de tintura de iodo por dois
minutos & efetiva, no entanto na presenca de esporos € necessaria uma aplicagéo

de quinze minuios.
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Griffee ef al. (1980) fizeram coletas microbiolégicas de dentes com
necrose pulpar, usande para a desinfecgdo da superficie coronaria o protocolo
desenvolvido por Moller ef al.(1966). Depois do isolamento absoluto, o dente o
grampo e o dique de borracha foram limpos com H20, 30% por dois minutos.
Apébs o acesso coronario, swab embebido em H20, foi passado novamente na
coroa por 15 segundos, seguido por uma aplicagéo de tintura de iodo 5% por 2
minutos. Tiossulfato de sédio 5% foi utilizado em seguida para neutralizar o iodo.
Sundqvist ef a/.(1989) em trabalho envolvendo cultura de microrganismos do
canal radicular também utilizaram o protocolo de Moller para descontaminagdo do
dente e digue de borracha, assim como Hashioka ef al. (1992) e Baumgartner et
al. (1999). Ja Horiba et a/. (1991) desinfetaram o dente e o dique de borracha
com tintura de iodo 5% e alcool etilico 70%.

Dougherty et al. (1998) utilizaram algodédo embebido em hipoclorito de
sodio 5,25% durante 30 segundos para descontaminagéo da coroa dental, em
seguida aplicaram tiossulfato de sédio 5% para neutralizar o NaOCl e fizeram
uma lavagem final com solug&o salina.

O objetivo deste trabalho foi investigar a eficacia de associagbes de
agentes antimicrobianos mais freqlentemente utilizados na descontaminacéo da
coroa dental e camara pulpar previamente ao tratamento endoddntico e cultura de

microrganismos do canai radicular.



3. PROPOSITO

O presente trabalho teve como objetivos:

- Avaliar a eficacia do hipoclorito de sddio 5,25% + H20, 30%, hipociorito de
sodio 5,25% + HyO2 3%, Tintura de lodo 5% + Hx0, 30%, Tintura de lodo 5% +
H,O, 3%, na descontaminagéo da coroa dental e camara pulpar previamente ao
tratamento endodéntico e coleta de microrganismo do canal radicular.

- Avaliar a influéncia destes protocolos na microbiota inicial dos canais

radiculares.



4. MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados 50 pre-molares recém-exiraidos selecionados para este
estudo. Estes foram autoclavados, armazenados em uma solugdo de hipoclorito
de sodio a 0,5% (Liquido de Dakin) e entdo submetidos ao preparo de abertura
coronaria convencional. Para isso, utilizamos pontas diamantadas 1011, 1012 e
1013. Para a remogéo do teto da camara pulpar foi utilizada a broca 3082.

Apds o preparo, os dentes foram divididos em 4 grupos de acordo com o
protocolo adotado:

Grupo | (10 dentes): hipoclorito de sédio 5,25% + H202 30%

Grupo Il (10 dentes): hipoclorito de sédio 5,25% + H,0, 3%

Grupo {11 (10 dentes):tintura de iodo 5% + H202 30%

Grupo Vi (10 dentes):.tintura de iodo 5% + H;02 3%

Grupo V: (10 dentes): dentes com coroa intacta serviram come controle negativo
da metodologia.

O controle positivo da metodologia correspondem aos proprios dentes de cada

grupo.

Para este estudo, um modeio para contaminac&o dos dentes similar ao de
Siqueira et al.(1999) foi utilizado. Os aparatos foram compostos por frascos de
vidro acoplados a “"stoppers”” (tampas) de borracha. Acima destes adaptou-se
cilindros de seringas plasticas de 10ml devidamente preparados, de modo que se
ajustassem & superficie externa dos “stoppers”™, criando uma cédmara onde foi
depositada a saliva com o meic de cultura BHI caldo (Brain Heart Infusion Broth,
Oxoid, Basingstoke, UK).
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Uma pega de méo de alta rotagdo foi utilizada para a confeccio de orificios
circulares no centro dos “'stoppers”” (Torabinejad ef al., 1990). Nesta abertura os
dentes foram inseridos e pressionados até a jungdo cemento-esmalte, de modo
que a porgdo corondria figue em contatc com o interior do frasco. A interface
dente-stopper foi selada com cianocrilato (Super Bonder;Loctite,SP) (Imura ef al.,
1997).

Distribuiu-se o BHI caldo nos frascos. Os conjuntos frasco, “stopper” e as
seringas foram esterilizados em autoclave a 121° C por 15 minutos e logo apos
levados a camara de fluxo laminar, previamente submetida a luz ultra-violeta
(Imura et al, 1997). Nesta camara os aparatos montados, ou seja, o conjunto
frasco + “stopper’ foram acoplado as seringas. Na interface entre o frasco e 0
“stopper” foi colocado um filme de parafina (PARAFILM). Com ¢ auxilio de uma
pipeta, colocamos 1 ml de azul de metileno no interior dos stoppers, para verificar
se o vedamento da interface dente- stopper foi eficiente (Malone & Donnelly,
1997). Os aparatos foram incubados a 37° C por 4 dias para assegurar a
esterilizacdo. Os cilindros de seringa foram acoplados novamente ao conjunto.
Saliva de doador Unico (30 ml por grupo) recém coletada no periodo da manha
apos 12 horas de jejum e auséncia de escovagdo, foi adicionada ao BHI caldo
estéril na proporgéo de 3:1. Esta mistura foi depositada na camara formada pelo
cilindro da seringa, sendo renovada a cada trés dias durante uma semana. Os
conjuntos foram monitorados diariamente para verificar ¢ aparecimenio de

turbidez do meio, que é indicativo da contaminacgéo do canal.
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COLETAS MICROBIOLOGICAS

Apos uma semana de contaminagdo dos dentes, foi realizada nos grupos |
e ll a coleta inicial da coroa e cédmara pulpar, friccionando uma bolinha de algodéo
estéril com auxilio de uma pinga tambem estéril.

A bolinha de algoddo com a coleta inicial da coroa foi coiocado
imediatamente em tubos tipo eppendorf contendo 1.0 ml de meio de transporte
RTF (Dahlén et al., 1993).

A diluicao e plagueamento das amaostras foram feitas no interior da cabine
de fluxo laminar da seguinte forma: o tubo de eppendorf contendo RTF ¢ a
bolinha de algodéo foram colocados no Agitador (MA 162-MARCONI, SZo-Paulo,
Brasil) por 60 segundos. A seguir, realizou-se dilui¢des seriadas a 1/10, 1/100,
1/1.000 e 1/10.000 utiizando BHI caldo. Cinguenta ul das diluiges 1/100 e
1/10.000 foram inoculados em placas BHI agar enriquecido com 5% de sangue de
carneiro que foram incubadas em estufa de CO2 a 37°C por dois dias. Apds este
periodo foi feita a contagem das coldnias utilizando um contador de colénias e a
identificac&o dos microrganismos através de testes bioquimicos padronizados
(bioMeurieux 8.A , Marcy — I Etoile, Franga). O  proximo passo foi a
descontaminagéo da coroa dental e camara pulpar através da fricgado de bolinhas
de algodéo estéril presas a uma pinga, embebidas em:

- Gl: agua oxigenada 30% + NaOCl| 5,25%
- Gll: dgua oxigenada 3% + NaQCl 5,25%
- Glll: Tintura de iodo 5% + agua oxigenada 30%

- GIV: Tintura de iodo 5% + agua oxigenada 3%

12



-
A seguir, utilizou-se tiossulfato de sédio 5% para neutralizagéo guimica das
solucbes empregadas na descontaminacdo para realizacdo de coletas
microbiologicas,
A coleta microbioldgica do canal foi realizada introduzindo um cone de
papel #25# por 60 segundos e colocado para agitacdo. O crescimento € a
identificacdo dos microrganismos foi realizado da mesma forma feita para a

coleta inicial.
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5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados foram analisados com reiagdo a normalidade através
do programa GMC (Ribeirdo Preto, SP) e estatisticamente analisados o Programa

estatistico BioEstat.
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6. RESULTADOS

Em todes os grupos (G, GlI, Glll, GIV), nas coletas iniciais, houve um
crescimento de mais de 500 ufc (100%) em todas as diluicbes realizadas tanto da
coroa quanto da ca&mara pulpar. De acordo com as caracteristicas morfoldgicas
das coldnias, coloracéo de Gram, testes da catalase e testes bioquimicos, todas
as unidades formadoras de coldénia (ufc) pertenciam ao género dos
Staphylococcus (cocos, Gram positivos, catalase positivos, facultativos), sendo
que as espécies mais freqlentemente isoladas foram Staphylococcus schieiferi e
Staphylococcus xilosus.

Apos a descontaminagéo da coroa e cdmara pulpar houve uma redugéo de
90% a 100% do crescimento em todos os grupos (Tabela ). Nao houve diferenca
estatistica entre a utilizagdo do perdxido de hidrogénio 30% ou 3% quando estas
substancias foram associadas ao NaOCI 5,25% (Grupos | e |l, respectivamente).
A tintura de iodo 5% associada ao peroxido de hidrogénio 30% (Grupo IIf)
apresentou melhores resultados, seguida do grupo que utilizou tintura de iodo 5%
associado ao perdxido de hidrogénio 3% e (Grupo V). (Tabela 1)

A descontaminacio da coroa e da camara pulpar nédo inviabilizou a coleta
de microrganismos do canal radicular, tendo sido encontrados microrganismos

vidveis em todas as amostras (Tabela 1)
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Tabela 1. Atividade antimicrobiana dos diferentes protocolos de descontaminagao

das coroas dentais.

Grupos | UFC | UFC apos % de % de % de UFC
inicial | desinfecg | cresciment | cresciment | inibicdo de | coletadas
ao o inicial 0 apds crescimento | do canal
desinfecga apos
0 desinfece
ao
Gl 500 5 100% 10% 90% 14
Gll 500 2 100% 0,4% 99,6% 74,3
Gl 500 0 100% 0% 100% 0,4
GIV 500 1 100% 0,2% 99,8% 7.4
L ]
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7. DISCUSSAO

Existem muitas pesquisas que examinaram microbiologicamente a regi&o
apical de canais radiculares indicados para o tratamento endodéntico (Méller et
al 19686, Griffee ef a/, 1980; Sundqvist et a/, 1989, Hashioka et a/, 1992; Gomes
ef al, 1994; Dougherth ef a/, 1998, Baumgartner. 1999; Ng et al, 2003; Siqueira
et al 2003; Jacinto ef a/ 2003). Em todas elas pode ser observado um cuidado
especial em relagdo a descontaminacdo do campo operatério previamente a
coleta. No entanto poucos estudos se preocuparam em investigar um protocolo
adequado, sendo que o mais conhecido e utilizado ainda nas pesquisas mais
atuais foi o protocolo proposto por Moller ef al em 1966, onde este autor
recomendava a limpeza do campo com perdxido de hidrogénio 30% seguida da
descontaminagdo com tintura de iodo 5% ou 10% previamente & coleta de
amostras microbiolégicas do canal.

Curiosamente, os agentes propostos por Moller ef a/, 1966 nao séo
favoraveis para o debridamento intracanal, e nem fazem parte das substancias
utilizadas como irrigantes do canal radicular. Por outro lado o NaOCI, substancia
comumente utilizada como irrigante intracanal, tem um comprovado efeito
antimicrobiano, ainda possui a habilidade de desintegrar tecido organice (Hand af
al, 1978), e consequentemente pode ser capaz de romper a integridade da placa
bacteriana da superficie da coroa dental.

Por ser uma substancia disponivel com facilidade na clinica € um obvio
candidato a ser usado como descontaminante do campo operatéric. De fato, o
NaOCl| 525% ou 2,5% foi a substancia de escolha para descontaminagio da

coroa dental € diqgue de borracha em varios estudos que investigaram a
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microbiota do canal radicular (Siqueira ef a/ 2003; Jacinto ef al 2003.). Neste
estudo as solugbes empregadas para a desinfecgdio do campo operatdrio
apresentaram uma grande reducao dos microrganismos inicialmente encontrados,
sendo que NaOCl 525% e tintura de iodo 5% foram eficientes para a
descontaminagéo da coroa e da camara puipar quando associadas ao perdxido
de hidrogénio. A utilizagdo de um aparato para contaminagdo com saliva €
vantajosa porque se aproxima da realidade clinica e previne a contamina¢io por
agentes externos que poderiam ocorrer com outros métodos de confaminacao.

A descontaminaggo do campo operatério é fundamental para que nado se
obtenham resultados falso-positivos durante a analise microbiologica da regiao
periapical. Ou seja, deve-se tomar este cuidado para gue a coleta da regide apical
n&o seja contaminada com microrganismos presentes no campo operatorio.

Em vista disto, alguns protocolos recomendam que se faga também uma
segunda descontaminacéo apds a abertura coronaria (Ng ef al 2003; Siqueira. ef
al 1999), previamente a coleta microbioldgica, porque a remogéo do material
restaurador e da dentina cariada podem recontaminar ¢ campo operatorio. Neste
estudo pudemos observar que a descontaminagdo da camara puipar nio
inviabilizou a coleta de microrganismo do canal radicular. Nos protocolos
utilizados por Siqueira ef a/ 2003 e por Jacinto et al 2003 foi realizada a limpeza
do dente e do campo operatéric com peroxido de hidrogénio 3% e 30%
respectivamente e descontaminagdc com NaQOCl 2,5%. Apés a abertura
coronaria, o campo operatdrio, incluindo a camara pulpar, foi descontaminado
com NaOCl 2,5%. Conforme constatado nesta pesquisa, foi possivel realizar a
coleta de microrganismos viaveis do canal radicular apés a descontaminagéo da

cémara pulpar.



No presente estudo a descontaminagdo com hipoclorito ou tintura de iodo
foram eficazes. O mesmo foi observado por Ng ef al. 2003 quando utilizaram
método de cultura para comprovar a eficiéncia dos protocolos de
descontaminagéo. No entanto observaram diferengas em algumas areas quando
utilizaram o metodo do PCR. PCR detectou contaminagdo das amostras das
superficies dos dentes tratados com tintura de iodo numa maior freqUéncia em
relac8o as amostras das superficies tratadas com NaOQOC|, isto porque o NaOQOClI
ndo apenas elimina as bactérias mas também degrada o seu DNA,
impossibilitando que este seja detectade pelo PCR, o que previne a ocorréncia de
resultados falso-positivos.

Com base nas condigbes experimentais do presente estudo, pode ser
observado que tanto o hipoclorito de sodio 5,25% quanto a tintura de iodo 5%
foram eficazes na descontaminagio, embora a tintura de iodo 5% tenha sido
mais eficaz quando associada ao perdxido de hidrogénio 30%. Por outro lado o
peroxido de hidrogénio 3% também foi efetive e pode ser utilizado por ser menos

agressivo ao dique de borracha.



8. CONCLUSAOQ

Através do presente estudo, e dentro das condigbes experimentais da

pesquisa, pode-se conciuir que:

1. As solugbes empregadas para a descontaminacéo do campo operatério (Ho0»
30% + NaOCl 5,25%, H,02 3% + NaOCi 5,25%, H,0; 30% + tintura de lodo
5%, Hx0» 3% + ftintura de lodo  5%) foram eficazes reduzindo

consideravelmente o numero de microrganismaos iniciais.

2. Tintura de lodo 5% + H»O» 30% foi o protocolo mais eficaz para eliminar os

microorganismos presentes na coroa dental e camara pulpar,

3. Apds a descontaminagio da coroa dental e camara pulpar foi possivel realizar

a cultura de microrganismos viaveis dos canais radiculares.
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