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1. Resumo

Os microrganismos sdo os principais agentes etiolégicos das
alteragdes pulpares e periapicais. Uma vez que as células de defesa
do hospedeiro ndo alcangcam o interior dos canais radiculares, &
necessario que o0s microrganismos sejam eliminados durante o
tratamento endoddntico através do preparo quimico e mecanico e
medicacédo intracanal. Este estudo teve como objetivo testar a
hipétese de que o Enterococcus faecalis € capaz de formar biofilme
em canais radiculares que apresentam diferentes medicagdes
intracanais. Para tanto, quarenta raizes de incisivos inferiores
humanos com comprimento padronizade em 15 mm foram
instrumentados e divididos em 6 grupos de acordo com a medicacao
intracanal testada (Clorexidina gel 2%, Ca(OH), + Clorexidina gel 2%
(1:1), Ca{OH), + agua destilada, sem medicac¢io intracanal - grupo
controle positivo, natrosol gel - grupo controle positivo e sem
medicacgao intracanal € sem inoculagdo bacteriana - grupo controle
negativo).Eppendorfs com as pontas cortadas foram inseridos em
pequenos frascos de vidro contendo BHI caldo associado a
neutralizadores da ac¢io antimicrobiana especificos a cada medicacéo
utilizada. Cada raiz, previamente instrumentada, foi posicicnada no
interior de cada conjunto frasco de vidro-eppendorf. Na interface

dente-tampa, aplicou-se adesivo eplOxi e cianoacrilato a fim de



impedir uma contaminagao bacteriana via interface no meic de cultura
(Imura et. al., 1997).0 aparato foi incubado a 37°C em camara de
CO,. A turbidez do meio de cultura foi verificada diariamente. Os dias
Nnecessarios para o crescimento bacteriano no BH! foram
considerados como o tempo reqgueridc para a contaminac¢éo das
medicagdes intracanais testadas. A confirmacao desta contaminacéo
foi feita através do crescimento bacteriano em BHI agar, teste de

catalase e Gram.



2. Introducao

E reconhecido que o objetivo principal do tratamento das doengas
periapicais consiste na erradicagio de infecgdes polimicrobianas que envolvem o

sistema de canais.

O resuitado do tratamento do canal radicular depende da reducédc ou
eliminagdo das bactérias presentes dentro do dente e conseglientemente, da

efetividade do preparo quimice-mecanico do mesmo (Sigueira & Uzeda, 1997).

Instrumentagéoc mecanica por si sé parece ndo reduzir efetivamente ou
permanentemente as coldnias microbianas (Bystrom &Sundqgvist, 1981). O uso de
agentes antimicrobianos seja irrigantes ou medicag¢des intracanais tém mostrado
grande auxilic na reducdc microbiana de canais contaminades (Bystrom &

Sundgvist, 1981; Siqueira et al, 2002).

As bactérias anaertbias, especialmente as Gram negativas, tém sido
associadas a sinais e sintomas de das doencas endodonticas (Gomes e&f al.
1996a), mas bactérias anaerdbias facuitativas, como Enterococcus faecalis, tém
sido também isoladas de canais radiculares, sendo consideradas umas das mais
resistentes espécies na cavidade oral e a possivel causa da falha do tratamento

endodéntico (Gomes et al. 1996b).

O aperfeigoamento de técnicas de identificacdo, transporte, isotamento e
cultivo de microrganismos anaerébios (Bystrdom & Sundgvist, 1985; Baumgartner &

Falkler, 1991; Gomes, 1994) relacionaram muitos casos de insucesso com a
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participagdo do Enterococcus faecalis. Sundgvist, em 1992, enfatizou que o
Enterococcus faecalis é capaz de causar e manter infecgdes de dificil tratamento,
pois s&o microrganismos resistentes a uma ampla variedade de agentes
antimicrobianos. Por isso, a elimina¢ao ou a maxima reducdoc dos microrganismos
e de seus subprodutos e a prevencdc da reinfecgdo do sistema de canais

radiculares tém sido os principais objetivos da pratica endoddntica modema.

Molander et al. 1998 examinaram microbiologicamente 100 dentes com
tratamento endodontico apresentando lesdes periradiculares. Os microrganismos
anaerdbios facultativos corresponderam a 68% das cepas bacterianas isoladas,
das quais 32% foram Enterococcus faecalis, sugerindc que este microrganismo
exerce um importante papel nos insucessos do tratamento endoddntico.
Enterococcus faecalis parece ser bastante resistente aos medicamentos usados
durante o tratamento e é um dos poucos microrganismos que mostram resisténcia
ao efeito antimicrobiano do hidréxido de caicio (Bystrom et al. 1985; Orstavik &

Haapasalo, 1990; Gomes et al, 2002b).

Fatores de viruléncia do E. faecalis tais como a hemolisina, gelatinase e
substancia de agregag¢éo enterococal tém um importante papel na patogenicidade
desta bactéria (Elsner et al, 2000). Enfretanto, o mecanismo através do gual ele
persiste no sistema de canais radiculares ndo € bem compreendido. E. faecalis
parece ser altamente resistente a medicacbes utilizadas durante o tratamento e ¢
um dos poucos organismos gue mostram resistir aos efeitos do Ca(OH)2 (Bystrém
& Sundgvist, 1985 e Orstavik & Haapasalo,1990). Ha poucos estudos que

explicam porque o Enterococcus faecalis pode ser tdo resistente a terapia

11



endodéntica. Este microrganismo € facilmente eliminado in vitro, mas se toma
resistente quando presente no interior do sistema de canais radiculares. Portanto,
E. faecalis deve resistir as mudangas ecoldgicas quando presente neste sistema,
possivelmente ativando algum fator de viruléncia que o torna mais resistente.

Altemativamente, esta bactéria pode formar um biofilme.

A dificuldade do controle antimicrobiano requer o uso de curativo intracanal,
que complemente o preparo quimico-mecanico, especiaimente na presenca de dor
efou exsudato persistente (Estrela et al 1998). Medicamentos intracanais
precisam ter um amplo espectro antimicrobiano, ndo serem citotoxicos e devem
possuir propriedades fisico-mecanicas que permitam sua difus@o pelos tubulos
dentinarios e ramificagdes laterais do sistema de canais radiculares (Alencar &t al.,

1997).

O hidroxido de calcio {Ca (OH);) possui varias propriedades ideais para um
curativo intracanal (Beiltes et al. 1997) e se fomou popular pelas suas
propriedades antimicrobianas e biologicas (Estrela et al 1998). A acao
antimicrobiana do hidréxido de célcio refere-se a dissociacéo ibnica do jon Ca®* e
OH e seus efeitos toxicos para as bactérias, inibindo as enzimas da membrana
citoplasmatica, com conseglentes alteracbes nos componentes organicos € no
transporte de nutrientes (Estrela et al. 1998). Entretanto, o hidroxido de cdlcio ndo
pode ser considerado um medicamento intracanal universal, pois ndo € igualmente

efetivo contra todas as bactérias presentes no canal radicular (Gomes et al. 2002).
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Deve-se ressaltar a existéncia da reversibilidade da inativagac da atividade
enzimatica, ao ser restituido o pH aos valores nomais. De acordo com Han Gy et
al. (2001), para ser efetivo no controle microbiano, o hidréxido de calcio, como
medicamento intracanal deve Ser capaz de se difundir nos tubulos dentinarios e
manter o pH elevado. Por isso alguns tipos bacterianos podem ser resisténtes ao

efeito antimicrobiano do hidroxido de calcio.

O hidroxido de calcio quando empregado como medicamento intracanal
n3o se limita a descontaminacéo do canatl radicular (Bystrom et al, 1985 e Sjogren
et al, 1990). Sua acéo abrange a contengdo da dor pds-operatdria (Trope et al,
1990: Chong & Pitt Ford, 1992) e a elimina¢&o de exsuda¢ao excessiva dos canais
radiculares (Heithersay, 1975; Bystrdm et al., 1985; Sjogren et at, 1990). Atua
ainda como barreira fisica a recontaminagao dos canais radicuiares e é eficaz na
prevencio efou contencao de reabsorcées osteo-cimento-dentina, induzindo a
reposicdo de tecidos mineralizados (Esberad et al,1998; Estrela et al., 1995;
Gomes,1996; Leonardo et al.,1992: leonardo 1993; Binnie & Mitchel, 1973 e

Holland,1971) .

Em periodontia, ¢ gluconato de clorexidina € amplamente utilizado no
tratamento de doencas periodontais devido a sua alta atividade antibacteriana
(Gjermo, 1974; Lindskog et al. 1998). Na terapia endodontica, a clorexidina tem
sido usada como imigante € como medicag&o intracanal (Delany et al. 1982
Vahdath et al. 1993; Jeansonne & White, 1994; Siqueira & Uzeda, 1997, Femaz et
al., 2001; Gomes et al., 2001). Isso tem demonstrado que a clorexidina tem efeitos

inibitorios em bactérias comumente encontradas em infecgdes endoddnticas
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(Cervone et al. 1990). A clorexidina tem atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram negativas e positivas {Waller, 1990). Sua eficacia &€ baseada na interagao
entre cargas positivas das moléculas e cargas negativas de grupos fosfatos
presentes nas paredes das células bacterianas que permite @ molécula de
ciorexidina penetrar na bactéria com um efeito tdxico intracelular (Hugo &

Longworth, 1964 Lindskog et al. 1998).

A viscosidade da clorexidina gel é dada peta base utilizada, o natrosol, que
permite a manutetengéo do principio ativo da substéncia por um maior tempo no
interior do canal radicular. A clorexidina gel € soluvel em agua ou alcool e

apresenta um pH variando entre 6,0 e 9,0 (Ferraz, 1999)

Da busca incessante do medicamento intracanal ideal surgiu a associagéo
do hidrdxido de calcio e da clorexidina gel 2%, na tentativa de aliar as
propriedades de indugao a minelalizac&o dos tecidos € agao como bameira fisica a
contaminagcde com caracteristicas da clorexidina de amplo espectro

antimicrobiano, substantividade € auséncia de {oxicidade.

O cobjetivo da combinagdo de hidroxido de céicio e clorexidina gel 2% é
aumentar a efetividade antimicrobiana conira microrganismos resistentes, como o
Enterococcus faecalis que esta relacionado com as falhas do tratamento do canal
radicular (Engstrém, 1964; Cavalleri et al, 1989 ; Gomes et , 1996b; Molander et
al.,1998; Peciuliene et al., 2000; Pinheiro et al., 2003). A associagio do gluconato

de clorexidina gel 2% e do hidréxido de calcio foi testada contra o Enterococcus
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faecalis em dentina bovina infectada, demonstrando gue a combinacao dos

medicamentos tem sido efetiva (Almyroud et al., 2002, Gomes et al., 2003).

Na cavidade oral, biofilme & definido como uma comunidade microbiana
composta por numerosas bactérias aderidas a uma superficie viva ou inerte
(Costerton et al, 1999). Estas bactérias estdo embebidas em uma matriz de
hexapolissacarideos. Os microrganismos que fazem parte da estrutura do biofiime
diferem fenotipicamente dos planctonicos, que sdo mais susceptiveis as solugdes

antimicrobianas (Wilson 1996).
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3. Proposi¢do

O objetivo deste estudo é testar hipotese de que o Enterococcus faecalis
possa formar um biofime em canais radiculares com medicagéo intracanal

(Ca(OH)2 + H20 destilada, Ca(OH), + clorexidina gel 2%, clorexidina gel 2%).
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4. Materiais e métodos

Quarenta incisivos inferiores humanos tiverém suas coroas clinicas
removidas proximas a juncéo cemento-esmalte padronizando o comprimento da
raiz em 15 mm, Os canais foram instrumentados progressivamente até a lima
#50, 1mm aguém do éapice. A paténcia foi mantida através da lima #25. O tergo
coronarno foi preparado com brocas de Gates Glidden (# 5-2).

A imigagéo foi feita usando-se 1ml de agua destilada. Apds o preparo, os
canais radiculares foram imersos e agitados em solug&o de EDTA 17% por 10
minutos ¢ NaOCI 5.25% por mais 10 minutos para remocao da “smear layer”.
Solucdo de fosfato de sddio tamponado por 10 minutos ¢ agua destilada por 1
hora foram utilizados para a remocao do restante de EDTA e NaQCl! (Perez et al.,
1993, Ferraz, 1999).

Os dentes foram divididos aleatoriamente de acordo com a medicacio

intracanat utilizada (Fig 1):

Grupo 1: 10 dentes com Clorexidina gel 2%;

Grupo 2: 10 dentes com Ca(OH); + Clorexidina gel 2% (1:1);

Grupo 3: 10 dentes com Ca(OH), + agua destitada;

Grupo 4: 5 dentes sem medicacao intracanal (grupo controle positivo);
Grupo 5: 5 dentes com natrosol gel (grupo controle positivo),

Grupo 6: 5 dentes sem medicagdo intracanal e sem inoculagédo

bacteriana (grupo controie negativo).

17



Natrosol CG2% Ca(OH), CG2%+Ca(OH),
+ dgua destilada

Figl: Medicamentos utilizados

Preparo do aparato

Eppendorffs tiveram suas pontas inferiores removidas para que fosse
possivel a adaptagdo das raizes testadas de modo que, o tergo cervical
permanecesse no interior do eppendorff. A interface dente-eppendorf foi vedada
com o auxilio de resina epéxi (Araldite ®). Este conjunto foi entdo esterilizado
através de radiacdo gama. Frascos de vidros pequenos contendo meio de
cultura+neutralizadores especificos a cada medicagao utilizada foram
autoclavados por 20 minutos a 120°C a 1 atm. No interior do fluxo laminar, o
aparato foi montado inserindo o conjunto dente-eppendorf no interior do frasco de

vidro + BHI (Fig 2).
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Fig 2. Aparato utilizado

Os frascos de vidro foram preenchidos com BHI associados aos neutralizadores
(0.5 Tween 80 + 0.07 lecitina de soja para a clorexidina e 0.5% de acido citrico
para o hidroxido de calcio segundo Siqueira et al, 1998). Os neutralizadores sao
utilizados para prevenir a agao continua da medicacao caso esta atinja 0 meio de
cultura através do forame apical. Os apices das raizes foram imersos
aproximadamente 5 mm na solucdo. Parafime (American National Can, Manasha,
WI, USA) foi usado para bloquear a interface entre os frascos e o ependorf.

Os frascos foram, entdo, encubados a 37°C por 7 dias para confirmar a
esterilizacao.

A medicacao intracanal foi colocada com o auxilio da broca lentulo sendo
permitida a passagem de pequena quantidade do medicamento através do forame
apical, pois estudos pilotos demonstraram que ha crescimento bacteriano mesmo
com esta extrus@o (BHI caldo esta associado a neutralizadores). Os grupos 1, 2,

3, 4 e 5 foram inoculados com E. faecalis, como descrito abaixo.
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Duzentos pl de inoculo bacteriano de cultura pura de E.faecalis, na
concentracdo 0.5 da escala McFarland medidos no espectrofotdometro (Fig.3),
foram inseridos no reservatorio do ependorff dos grupos 1 ao 5, um meio de
cultura inoculadas com 200 de uma cultura pura de E. faecalis. Aliquotas de 100
ul de cultura foram adicionadas a cada 72 horas. O aparato foi incubado a 37°C
em camara de CO, durante 90 dias. A turbidez do meio de cultura foi checada
diariamente (Fig 4). Os dias necessarios para o crescimento bacteriano no BHI
foram considerados como o tempo requerido para a contaminacao das
medicacdes intracanais testadas. A confirmagéo desta contaminagao foi feita

através do crescimento bacteriano em BHI Agar, teste de catalase e Gram.

Fig 3. Preparo do inoculo

Fig 4. turbidez do meio (A: com crescimento, B: sem crescimento)
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Todos os grupos contaminados foram examinados em microscopia

eletrénica de varredura, apés 15 e 90 dias de contaminacdo (Fig 5).
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5. Resultados

Acdo antimicrobjana de medicamentos na preven¢io da

contaminacgdo dos canais radiculares

Neste estudo, todas as espécies do grupo controle positivo mostraram
contaminagdo apds um periodo de no minimo de 5 dias. Em contraste, ndo houve
gvidéncia de contaminagac no grupo de controfe negativo durante o experimento.

Observando ¢ tempo de contaminacdo dos canais radiculares diretamente
expostos a contaminacao com Enferococcus faecalis e com a presencga de
medicacdo intracanal, pudemos notar que a associacao da clorexidina gel 2%+
hidrdxido de calcio foi a que teve maior aggo antimicrobiana, pois os canais foram
contaminados numa média de 11,9 dias Os canais preenchidos com clorexidina
gel 2% foram contaminados em uma meédia de 7,9 dias e 0s canais preenchidos
com Ca(OH); numa média de 7.4 dias (Tab 1).

No sexto dia, 30% das amostras do grupo 1 (clorexidina gel 2%), 10% das
amostras do grupo 2 (Ca(OH) , + clorexidina gel 2%) e 40% das amostras do
grupo 3 (Ca(OH) ; + soro fisioldgico) foram contaminadas.

Na andlise estatistica (Kruskal Wallis-p<0.05) dos resultados (Tab. 1)

observamos gue o grupo da associagio obteve os melhores resuitados.
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Podemos comprovar a eficacia da metodologia adotada pelos resultados da
Tabeia 1 onde notamos que ndoc houve contaminagédo dos dentes sem medicagio

e sem inoculagéo com E. faecalis {(controle negativo) por um periodo de 90 dias.

Tabela 1: Numero de dias necessarios para completa contaminagéo dos dentes
com medicacao intracanal.

Amostras CG |CG+ Ca(OH),; |[Ca(OH), |Controle Positive {Controle negativo
1 8 8 7 5 -
2 6 15 6 5 -
3 8 15 8 15 -
4 8 13 6 5 -
5 8 6 7 5 -
6 8 15 7 - -
7 6 15 6 - -
8 13 15 6 - -
9 3 7 15 - -
10 6 8 6 - -
Média de dias [7.9ab {11.9a 74b 70b -
2,02 [4,04 2,75 447 -

Letras minusculas correspondem as diferengas entre as colunas.
controle positivo. dentes sem medicagéo intracanal
controle negativo; dentes sem medicacg&oc intracanal e sem inoculagdo bacteriana
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A figura 5 abaixo fornece imagens caracteristicas de cada grupo apés 15 e
90 dias de contaminacao.

Clorexidina gel 2%

15 Dias 90 Dias

Ca(OH), + Clorexidina gel 2%

15 Dias 90 Dias
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Ca(OH), + agua destilada:

15 Dias 90 Dias

Natrosol gel (grupo controle positivo);

TR/

17 4

15 Dias 90 Dias

Fig 5. Imagens caracteristicas de cada grupo - comparacgéao de 15 e 90 dias
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6. Discussao

A complexa anatomia dos canais radiculares propicia um ambiente
favoravel para o crescimento, multiplica¢édo e interagdo dos microrganismos nas
infecgdes pulpares. Dificuldades no controle antimicrobianc reguerem o uso de
medicamento intracanal entre as sessdes para complementar o preparo guimico-
mecanico.

Muitas substancias tém sido recomendadas como medicamento intracanal,
muitas delas baseadas no empirismo.

O hidroxido de célcio tormou-se popular devido as suas propriedades
bioldgicas e antimicrobianas (ESTRELA et al.1998).

A clorexidina é considerada um antisséptico de ampio espectro que atua
sobre bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, fungos e leveduras
(MARCANTONIOQ et af 1996).

A metodologia utilizada neste estudo foi semelhante a de SIQUEIRA ef al.
(1999), MALONE e DONNELLY (1997) e IMURA ef al(1997). Porém, nio
pudemos comparar nossos resuitados com estes pois o objetivos dos
experimentos eram distintos. Portanto, a atividade antimicrobiana dos
medicamentos testados foram comparadas com 0s resuitados de trabalhos com
diferentes metodologias.

Neste estudo, a clorexidina gel a 2% mostrou ter mais eficacia na
prevengdo da recontaminagio dos canais radiculares se comparada ao hidroxido
de calcio, pois a média em dias para recontaminagéo do canal foi maior para a
clorexidina do que para o hidroxido de célcio, entretanto sem diferenca estatistica
entre estes dois grupos. Esses resultados coincidem com os achados de
BARBOSA ef al. (1997) tantc no seu estudo clinico quanto laboratorial. No
primeirg, os autores usaram canais instrumentados e medicados sendo que apés
07 dias, 77,8% do crescimento foi inibido com a clorexidina a 0,12% contra 73,3%
de inibicéo para o hidréxido de calcio. No estudo laboratorial, o teste de difusao
em agar mostrou uma larga zona de inibicdo contra todas as bacteérias quando a
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clorexidina 0,12% e a 0,2% foi usada. No entanto, o hidréxido de célcio mostrou
zonas de inibicdo contra apenas duas espécies (A. israelli e A. naesiundii).

Nossos resultados, porém, confradizem os achados de SIQUEIRA et af.
(1997) que obtiveram zonas de inibicdo confra todas as bactérias tanto
anaerobias quanto facultativas. Porém essas zonas (em milimetros) foram
maiores para o hidroxido de calcio se comparado com a clorexidina. Porém, isso
pode ser explicado pelo fato do hidréxido de calkio estar associado CPMC,
causando a liberacéo deste Ultimo, aumentando a difusibilidade do hidroxido de
célcio. Quando este foi associado a outros veiculos como por exemplo agua
destilada ou glicerina, ndo houve zona de inibicdo.

Nesse estudo a associagdo entre a clorexidina gel e o hidroxido de
célcio.foi a medicacao intracanal com maior atividade antimicrobiana. O objetivo
da mistura foi associar as propriedades biologicas do hidroxido de calcio com o
alto potencial antimicrobiano da clorexidina.

Um dos objetivos de se usar medicamento intracanal € reduzir o nimerc de
microrganismos. Idealmente, penetram em dreas nédo atingidas por instrumentos
ou solugtes irrigantes durante o preparc quimico-mecanico do canal radicular
(Barbosa ef al. 1997). Notou-se nesse estudo, que todos os grupos contaminaram
independentemente da presenca e do tipo de medicamento utilizado, entretanto, o
grupo 2(CG + Ca (OH),) resistiu por mais tempo. Como o meio de culiura do grupo
controle positivo turvou mais rapido, verificou-se que a presencga de medicamento
ajuda no combate a contaminagdo sendo importante té-lo como uma barreira fisica
€ como substancia antimicrobiana.

Os medicamentos podem ser efetivos contra seletos microrganismos
endodénticos dentro de tubulos dentindrics e ramificacées de canais radiculares.
Notou-se neste estudo que os tipos de medicacao afetaram dfferentemente o
tempo de total contaminagao do sistema de canais radiculares.

A clorexidina gel foi avaliada como um medicamento intracanal
demonstrando boa performance (Siqueira & Uzeda,1997) mas quando associada
ao hidréxido de caicio obteve melhores resultados na prevengao de contaminagio

bacteriana.
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7. Conclusdo
A clorexidina gel 2% associado a Ca{OH).foi mais efetiva ao evitar por mais

tempo a contaminacdo bacteriana dos canais radiculares. Em 90 dias ha uma
organiza¢ao bacteriana em todos os grupos testados
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