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RESUMO

De Paula, Karen Barea. ANALISE DA AQAO ANTIMICROBIANA DO HIPOCLORITO DE
SODIO E HIPOCLORITO DE CALCIO SOBRE BIOFILME ORAL FORMADO IN SITU. 2016
Trabalho de conclusdo de curso de Especializagdo em Endodontia (Especializacdo) —
Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre 2016.

O objetivo do estudo foi avaliar a agdo antimicrobiana de hipoclorito de célcio [Ca(OCl)2] em
diferentes concentragdes (0,5%, 1%, 2,5% e 5%) frente a um biofilme intraoral formado in situ,
no periodo de trés dias, cultivado por 24 horas em BHI caldo e comparando as mesmas
concentragbes do NaOCI, por meio da microscopia eletronica de varredura e microscopia
confocal a laser. Foi observada a formacdo de biofilme apos o contato de trés dias em meio
intraoral. Pela andlise das imagens pela microscopia confocal foram observadas células viaveis
no grupo controle e nos grupos NaOCl e Ca(OCl), 0,5%. Na andlise por meio da microscopia
eletronica de varredura foram observados granulos de calcio nas concentracdes de 0,5%, 1% e
2,5%. Nao foram observados biofilmes em todas as concentragdes do NaOCI, pela analise da
micrscopia eletronica de varredura. Nos grupos do Ca(OCI)2, nas concentracdes de 0,5% e 1%
ocorreu a presenca de biofilme formado e estruturado. Concluiu-se que solugdes de hipoclorito
de célcio apresentaram acdo antimicrobiana frente a um biofilme in situ, em concentracoes
similares as do hipoclorito de sodio empregadas em Endodontia. O efeito antimicrobiano
demonstrado pelas solugdes é proporcional a sua concentracao.

Palavras-chave: Biofilme Dentario — Hipoclorito de Calcio — Microscopia confocal — Microscopia
eletronica de varredura
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1. INTRODUCAO

Microrganismos e seus produtos sao considerados 0s principais agentes etiolégicos das
lesbes periapicais (SUNDQVIST 1976; KAKEHASHI 1965). E importante aplicar o conceito de
biofilme e compreender o potencial patogénico da microbiota do canal radicular. As bactérias
causadoras de doencas periapicais sdo organizadas em estruturas de biofilme, que séo
comunidades microbianas complexas compostas por um grande ndmero de espécies de
bactérias, com diferentes exigéncias ecoldgicas e potencial patogénico. O conceito de biofilme
se da pelo crescimento de células microbianas em comunidades dindmicas em uma superficie
sessil, envoltos por uma matriz extracelular (COSTERTON, 1994.) A formacdo de biofilme tem
uma especial importancia clinica, pois organismos que sdo reunidos em comunidade exigem
maiores esforcos terapéuticos, incluindo as medidas de tratamentos quimicos e mecanicos
(KAPIL JHAJHARIA, 2015).

Substéncias quimicas podem ser empregadas no preparo de canais radiculares como
auxiliares da instrumentcdo e como solugdes irrigadoras. Sao utilizadas com o objetivo de
promover a dissolucdo de tecidos organicos vivos ou necrosados, a eliminagdo ou maxima
reducéo possivel de mirorganismos, a lubrificacdo, a  quelacdo de ions célcioe a suspenséo
de detritos oriundos da instrumentacdo. (SIQUEIRA,2007).

A acdo antimicrobiana do NaOCI esta bem descrita na literatura, (SIQUEIRA, 1997,
SIQUEIRA1998). Observa-se que no hipoclorito de sodio, o hidréxido de soédio atua como
solvente orgénico e de gordura, formando sab&o (reacdo de saponificacdo). O hidréxido de sédio
neutraliza aminoacidos e degrada é&cidos graxos. O &cido hipocloroso, além de solvente
organico, por liberar cloro nascente, que se combina com o grupo amina das proteinas formando
as cloraminas, as quais possuem um efeito antimicrobiano. A reacdo de cloraminagdo entre o
cloro e o grupamento amina (NH) dos amino&cidos, com a formag&o de cloraminas interferem no
metabolismo celular. O cloro (oxidante forte) apresenta agao antimicrobiana por meio da inibicio
enzimatica bacteriana, a partir de uma oxidacdo irreversivel dos grupos SH (sulfidrila) de
enzimas bacterianas (ESTRELA, 2002).

O hipoclorito de calcio € um composto halogenado. Geralmente, encontra-se disponivel
sobre a forma de um pd branco e decompde-se rapidamente na agua ou quando aquecido
(AGENCY FOR TOXIC SUBSTANCES AND DISEASE REGISTRY, 2013). Sua utilizagdo esta
descrita na esterilizacdo industrial e no tratamento e purificacdo da agua (WHITTAKKER,;
MOHLER, 1911).
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No estudo de Dutta e Saunders (2012) foi avaliado o potencial de dissolugéo tecidual de
solugBes de hipoclorito de sodio e de hipoclorito de calcio nas concentragdes de 5% e 10%. Os
autores observaram uma dissolu¢éo mais acentuada de tecido muscular bovino para as solucdes
de hipoclorito de sodio do que para as solu¢des de hipoclorito de célcio, no periodo de 35
minutos.

Conforme De Almeida et al (2014), o hipoclorito de célcio 2.5% associado a ativacéo
ultrassdnica passiva conseguiu eliminar uma maior quantidade de E. faecalis, quando
comparado com NaOCI 2.5%, associado ou ndo a ativagdo ultrassonica passiva. De Paula
(2015), observou que as concentracbes mais elevadas do hipoclorito de célcio (2,5% e 5%)
apresentaram uma acao antimicrobiana mais intensa e rapida frente ao E. faecalis do que as

mesmas concentragdes no NaOCI.

Até o momento, ndo existe na literatura estudos que avaliem a capacidade
antimicrobiana do hipoclorito de calcio frente a biofilme formado in situ e a sua comparag@o com
substancias halogenadas utilizadas habitualmente. A partir destas constatagdes, observa-se a
relevancia da avaliacdo e analise destas propriedades para poder utilizar este composto como

uma alternativa de substancia quimica auxiliar no preparo dos canais radiculares.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biofilmes

Costerton et al (1987) afirmaram que o0 processo de adesdo bacteriana se da pela ligacao
a uma superficie utilizando matriz de polissacarideos. A célula, entdo, entra em processo de
divisdo, produzindo células irmds, vinculadas a essa matriz, iniciando o desenvolvimento de
microcolonias aderentes. A producdo de um biofilme continuo € uma fungdo de divisao celular
dentro de microcolbnias e recrutamento de novos microrganismos. Por conseguinte, o biofilme
finalmente consiste em células individuais e microcolonias de células, incorporados em um
ambiente altamente hidratado, que € a matriz extracelular. O estudo também concluiu que
bactérias dentro de biofilmes sdo geralmente muito mais resistentes a antimicrobianos, do que

as células sozinhas.

A fase especifica de aderéncia microbiana ao substrato se da com a ajuda da formacao de
adesinas ou com receptores sobre o substrato, (HANDLEY 1995, MIRON 2001). Dunavant e
colaboradores (2006) mostraram que poucos estudos avaliaram a eficacia de solugbes
irrigadoras contra microrganismos crescidos como um biofilme. Por conseguinte, o objetivo do
estudo foi quantificar e comparar a eficacia de irrigantes contemporaneos (NaOCl 1% e 6%,
BioPure MTAD, Gluconato de Clorexidina 2%, REDTA e SmearClear) atualmente utilizados no
tratamento do canal radicular; e a introdugdo de um novo método in vitro para avaliagéo da
eficacia destes irrigantes frente a biofilmes na endodontia. Os resultados revelaram uma
relacdo significativa entre agente teste e percentual de morte celular (P <0,05). Nenhuma
diferenga estatistica foi encontrada entre NaOCl| 1% e 6%. Encontrou-se uma diferenca
significativa entre NaOCI 1% e 6% e todos os outros agentes teste incluindo SmearClear, 2%
CHX, REDTA, e Biopure MTAD (p <0,05).

Chévez de Paz (2007) fez um estudo em que propds uma redefinicdo para infeccdes
radiculares persistentes. Ao tomar uma perspectiva ecoldgica, o principal objetivo desta revisdo
foi apresentar provas de que a natureza das infecces endodonticas persistentes depende da
capacidade dos microrganismos de adaptar sua fisiologia as novas condicbes ambientais
estabelecidos pelo tratamento. As alteracdes no ambiente, tais como um aumento do pH por
hidroxido de calcio ou o efeito de agentes antimicrobianos, sdo capazes de desencadear uma
cascata de modificacdes genéticas. A base para 0 entendimento do que acontece em infec¢des

endoddnticas sugere que 0 mais preocupante nao € uma espécie individual de microrganismo, e
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sim a caracteristica polimicrobiana do biofime. Na realidade, a maioria dos estudos, que
envolvem microbiologia endoddntica refere-se ao agente patogénico como uma bactéria isolada
a partir canal radicular, associada ao sintoma. Por esta abordagem, as espécies mais
frequentemente encontradas ou recuperadas assumem o papel do principal patégeno
endoddntico. A ocorréncia frequente de monoculturas de E. faecalis levantou suspeita de que
esta bactéria pode ser o Unico microrganismo encontrado em infeccbes persistentes.
Considerando que infeccGes por mono-espéecies raramente acontecem, € possivel que para que
se encontrem culturas puras de E. faecalis, as técnicas utilizadas favoregcam o achado deste
microrganismo em relacéo aos outros que também estdo no local em um ndmero reduzido ou em
estado dormente. O autor conclui, a partir da constatacdo de que todos 0s microrganismos orais
sdo capazes de formar um biofilme e que existem essas comunidades associadas a superficie
em canais radiculares, é possivel aplicar o "conceito de biofilme" ao tratamento clinico, ou seja,
os esforcos ndo devem ser dirigidos a um microrganismo especifico, mas a um grupo de
organismos bem adaptados, promovendo aumento da resisténcia a uma variedade de agentes
antimicrobianos. Prospectivamente, a aplicacdo da biologia molecular sera inestimavel para
identificar, por exemplo, expressao de genes por colonizadores em biofilme do canal radicular, e
permitir a identificagdo de genes envolvidos na adaptacdo dos mesmos. A partir deste
conhecimento, podera se identificar eventos adaptativos que ocorrem na microbiota do canal
radicular, enquanto 0s organismos sdo expostos ao tratamento canal. Este caminho deve ajudar
a encontrar mecanismos que podem blogquear esses processos.

Del Carpio-Perochena e colaboradores (2011), avaliaram a capacidade de dissolucéo e
limpeza do biofilme formado em espécimes de dentina, utilizados por um aparelho intraoral. As
substanicas testadas foram: clorexidina 2%, NaOCl 1%, 2,5% e 5,25% nos intervalos de tempo
de 5, 15 e 30 minutos. As amostras foram avaliadas por meio de microscopia confocal a laser.
Os mais elevados valores de dissolucéo de biofilme foram encontrados no grupo de NaOCl em
30 minutos e no NaOCI 5,25% de 5 e 15 minutos. Os autores concluiram que o intervalo de 30
minutos de contato com o hipoclorito de sodio independente da concentragdo apresenta 0s
valores mais elevados para dissolugéo do biofilme e limpeza da dentina.

Zapata e colaboradores (2013) avaliaram a atividade antimicrobiana do hidroxido de
célcio, clorexidina gel 2% e da pasta triantibiética (metronidazol, minociclina, e ciprofloxacina)
usando um modelo de biofilme in situ. Quarenta espécimes de dentina bovinos foram infectados
intraoral utilizando um dispositivo ortodéntico removivel, a fim de induzir a coloniza¢do do
biofilme da dentina. Em seguida, as amostras foram tratadas com os medicamentos durante 7

dias. Foram realizadas duas avaliagfes: imediatamente apds a eliminacdo da medicacdo e apos
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a incubagdo em BHI caldo durante 24 horas. Hidroxido de célcio e clorexidina gel 2% néo
apresentaram diferencas estatisticas na avaliacdo imediata. No entanto, apds a aplicacdo do
meio de infusdo durante 24 horas, de gel de clorexidina 2%mostrou uma percentagem
estatisticamente menor de células vivas em comparacdo com o hidroxido de calcio. A pasta
triantibiotica mostrou significativamente uma menor percentagem de células vivas em
comparagdo com o0s grupos de 2% de gel de clorexidina e hidroxido de calcio na avaliagdo
imediata e secundaria (apos 24 horas). Os autores concluiram que a pasta triantibiotica foi mais
eficaz na morte das bactérias, em comparacdo com 2% de gel de clorexidina e hidroxido de

calcio.

2.2 Substancias quimicas auxiliares

Zehnder (2006), propds em sua revisdo sobre substancias quimicas auxiliares que
algumas propriedades sao fundamentais, tais como:
e ter um amplo espectro antimicrobiano e alta eficacia frente a microrganismos anaerobios
estritos e facultativos, bem como microrganismos organizados em biofilme.
e dissolver polpa necrotica e seus remanescentes teciduais.
¢ inativacdo de endotoxinas.
e Prevenir a formagdo de smear layer durante a instrumentacdo ou dissolve-la ap6s

formada.

2.2.1 Hipoclorito de Sodio

O efeito antimicrobiano das substancias quimicas auxiliares por muito tempo tem sido
estudado. Varias substancias tém sido propostas em Endodontia. O uso de hipoclorito de sodio
em todo o mundo como uma solucao de irrigacdo do canal radicular é principalmente devido a
sua eficacia para dissolugdo pulpar e atividade antimicrobiana. A solu¢do menos concentrada, tal
como hipoclorito de sodio a 1%, apresenta compatibilidade bioldgica aceitavel (ESTRELA, 2002)

Brystrom, Sudqvist e Sweden (1983) avaliaram a concentra¢éo de 0,5% do hipoclorito de
sodio em 15 dentes permanentes monorradiculares. Quando foi utilizado hipoclorito de sddio
0,5% néo houve crescimento bacteriano em doze dos quinze canais radiculares estudados.

Pode-se assim, comparar quando foi utilizada a solugdo salina, em que ndo houve crescimento
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de microrganismo em oito dos quinze dentes. Estes resultados sugerem que a solugdo de
hipoclorito de sodio a 0,5% é mais eficaz do que a solugédo salina como um irrigante do canal

radicular.

Existe muita controvérsia sobre qual concentragdo das solugdes de hipocloritos de sodio
devem ser usadas na endodontia. Como origem, a solucdo de Dakin 0,5% foi planejada para
tratar feridas por queimadura. Prople-se, que concentracbes mais elevadas devem ser
utilizadas, uma vez que seria mais eficiente que a solugdo em 0,5%. No entanto, observa-se
uma maior reducdo da microbiota intracanal, quando utilizado hipoclorito de sddio a 5% . Na
concentracdo de 5,25%, a solugdo diminui significativamente o modulo de elasticidade e
resisténcia a flexdo de dentina humana comparada a solugéo salina fisiologica. Provavelmente
devido a acdo proteolitica do hipoclorito concentrado sobre a matriz de colageno, presente na
dentina (SIM, 2001).

Haapasalo (2010) apresentou uma revisao sobre substancias irrigadoras em endodontia.
E dificil imaginar irrigacdo bem sucedida do canal radicular sem hipoclorito. Apesar de
hipoclorito, sozinho ndo remover a camada completa de smear layer, e sim a parte organica,
torna-se necessario para a sua remogao completa pela irrigagdo posterior com EDTA ou acido
citrico (CA). Algumas das limitagdes do Hipoclorito de Sodio incluem gosto desagradavel,
toxicidade e instabilidade na remogdo de smear layer. Sendo assim, o hipoclorito de sodio € a
solugdo de irrigacdo mais importante, unica capaz de dissolver tecido organico, incluindo biofilme
e a parte organica da camada de smear layer. Deve ser utilizado durante a fase de
instrumentacdo. Entretanto, uso de hipoclorito como o enxagtie final seguido de EDTA ou CA
pode produzir eros@o da dentina na parede do canal.

Wong e Cheung (2014) propuseram determinar o grau de desinfeccdo nas paredes
dentinarias, por duas concentracdes de hipoclorito de sddio (0,5 e 3%). Ambas as concentracdes
de hipoclorito de sodio reduziram a quantidade de bactérias vivas na camada mais superficial
(primeiros 0,1 mm) da dentina do canal radicular. Na camada mais profunda (0,1-0,3 mm em
tubulos dentinérios), a irrigagdo com 3% resultaram em valores significativamente mais baixos de

bactérias viaveis do que 0,5% de hipoclorito ou solugéo salina

Del Carpio Perochena e colaboradores (2015) investigaram se variacdo do pH do
hipoclorito de sddio (NaOCl) aumentou a sua capacidade antibacteriana e a dissolucdo de

biofilmes polimicrobianos formados in situ. Os espécimes foram irrigados com 2,5% de NaOClI
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com niveis de pH de 5, 7, e 12 durante 20 min. O grupo controle foi irrigado com agua destilada.
A viabilidade celular e o volume bacteriano foram medidos pré e pds-irrigacdo. Cinco areas das
amostras foram escolhidas e analisadas com microscopia confocal de varredura a laser (CLSM).
Os resultados mostraram que todas as solu¢fes experimentais foram capazes de diminuir a
biomassa microbiana (P <0,05), exceto para 0 NaOCl a 1% com valor de pH 5. A capacidade
antibacteriana do NaOCI foi dependente da concentracdo e acidificacdo da solucdo. A
acidificacdo do NaOCI melhora a sua capacidade antibacteriana, mas o efeito de dissolu¢éo do

irrigante € diminuida.

2.2.3 Hipoclorito de Calcio

O hipoclorito de calcio € um composto amplamente utilizado e altamente eficaz contra
bactérias, algas, fungos e outros microrganismos nocivos. E usado como um padréo para testes
de comparacéo de outros produtos quimicos de higienizagdo. Enquanto o hipoclorito de célcio é
utilizado principalmente em piscinas, SPA, banheiras de &gua quente, e para tratar o
abastecimento de agua e esgoto (PPG INDUSTRIES, 1999).

Whittaker e Mohler(1911), propuseram avaliar a esterilizacdo de garrafas de leite,
utilizando o hipoclorito de célcio. O procedimento foi realizado da seguinte forma: o leiteiro
selecionado para a investigacdo foi visitado com aparelhos para fazer a contagem de bactérias
antes e apods o tratamento. As garrafas de leite usadas nas experiéncias foram selecionadas a
partir das que estavam limpas e prontas para o preenchimento do leite. Uma solucdo de
hipoclorito de célcio foi adicionada na agua utilizada no processo de tratamento. As garrafas
ficaram submersas e contagem do nimero de colénias formadas foi feita em meio Agar padréo,
incubada durante 24 horas a 37,5°C. A avaliagdo realizada nas garrafas, antes do tratamento
mostrou um amplo nimero de microrganismos presentes. Ap0s o tratamento, houve uma

diminuicdo de mais de 99,9% dos microrganismos. A partir destes resultados, os autores
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concluiram que houve uma reducgdo significativa de microrganismos, quando garrafas de leite

eram mantidas submersas em agua com Ca(ClO)2.

A utilizacdo do Hipoclorito de Caélcio na Odontologia vem sido proposta por Swain e
colaboradores (2012), para avaliar o poder de desinfec¢do e seu efeito sobre gesso pedra Tipo
V, em uma avalia¢do in vitro. Foram separados em subgrupos: 10 amostras sem adicdo de
qualquer desinfetante (0% de hipoclorito de célcio) e outro grupo de 30 amostras depois de
adicionar desinfetante, ou seja, cada um dos subgrupos contendo 10 amostras cada com 0,5%,
1,0% e 1,5% de hipoclorito de célcio. Os autores concluiram, que mesmo dentro das limitagdes
de um estudo in vitro, 0 gesso pedra tipo V com adi¢do de Ca(OCl)2, como desinfetante, tem

resisténcia a compressao e a tracao adequada.

Em Endodontia 0 uso do Ca(OCl), foi proposta por Dutta e Saunders (2012), em que o
objetivo do estudo foi comparar as propriedades de dissolugédo tecidual de musculo bovino, nas
concentrages de 5% e 10% de hipoclorito de célcio com duas concentragdes (1,36% e 4,65%)
de hipoclorito de sddio. . Foi calculada a percentagem de perda tecidual ao longo do periodo
experimental. A solucdo Chlorax (NaOCIl 4,65%) apresentou um tempo de dissolu¢do mais
rapido, em 45 minutos. Analise dos dados entre os pares de grupos mostrou que apés 5
minutos, ndo houve diferenca significativa entre solu¢des de Chlorax e 10% de Ca(OCl)2. Nao
houve diferenca entre solu¢bes 10% e 5% de Ca(OCl)... Em um estudo similar ao anterior,
Taneja (2014), propds avaliar a dissolucdo de polpa dentaria humana por diferentes
concentrages de dioxido de cloro, hipoclorito de célcio e hipoclorito de sddio. Os resultados
mostraram que a dissolu¢do do tecido aumenta com aumento no periodo de tempo. Os
resultados mostraram NaOCl a 5,25% foi 0 mais eficaz em ambos os intervalos de tempo,
seguido por de NaOCl 2,5%, de Ca(OCl), 10% e ClIO2 13% em 60 minutos. Menor capacidade

de dissolugéo foi demonstrada por Ca(OCl)2 5% e ClO2 5% em 30 minutos.

Oliveira e colaboradores (2014) quantificaram a rugosidade do canal radicular apés a
utilizacao de hipoclorito de sodio e célcio por microscopia confocal de varredura a laser (CLSM).
Foram montados treze grupos (n = 8): solucdo salina (controle); 1%, 2,5% e 5% NaOClI; 1%,
2,5% e 5% de Ca(OCl)2; e nos grupos de hipoclorito foram ainda divididos com ou sem EDTA.
N&o houve diferencas significativas na rugosidade da dentina entre o Ca(OCl), ou NaOCI em
todas as concentragdes estudadas. A combinacdo com EDTA forneceu valores de rugosidade
semelhantes entre as solucdes (P > 0,05). Pode-se concluir que o Ca(OCl)2 modificou a
rugosidade da dentina do canal radicular, com quantificacdes semelhantes ao NaOCI, nas

mesmas concentragdes e combinacdes de EDTA usado neste estudo.
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A acdo antimicrobiana do hipoclorito de célcio na endodontia ndo apresenta muitos
estudos. Em 2014, de Almeida e colaboradores compararam a eficacia, in vitro, de Ca(OCl) e
NaOCl associado a irrigacdo ultrassonica passiva em canais radiculares de dentes bovinos
infectados com E. faecalis. Todas as raizes foram preparadas utilizando o mesmo protocolo, a
fim de remover o tecido pulpar e padronizar o diametro do canal. Um dente de cada grupo foi
selecionado aleatoriamente e submetido para o controle de esterilizacdo. A preparagdo da
cultura de indculo foi realizada com a cepa de E. faecalis (ATCC 19433). As bactérias foram
cultivadas em BHI durante 18-24 horas a 37°C. A cultura de E. faecalis foi mantida durante 30
dias a fim de promover o crescimento bacteriano, com o BHI sendo renovado a cada 48 horas.
Todos os procedimentos foram realizados sob condicbes assépticas numa camara de fluxo
laminar. Apos o periodo de incubacdo, as 60 amostras foram irrigadas com 5 ml de agua
destilada e distribuidas em seis grupos (n = 10), incluindo o grupo controle e 5 grupos de acordo
com os procedimentos de descontaminagdo: Grupo 1: Sem tratamento (NT); nenhum
procedimento de descontaminac&o foi realizada (controle). Grupo 2: &gua destilada; os canais
radiculares foram preenchidos com 2 ml agua destilada. Apds a instrumentagdo, a irrigacéo final
foi feita com 5 ml de &gua destilada e uma lavagem final com 3 ml de EDTA 17%. Grupo 3:
NaOCI; o mesmo procedimento realizado no grupo 2. O agente irrigante foi substituido por 2,5%
NaOCI. Grupo 4. Ca(OCl)2; 0 mesmo procedimento realizado nos grupos 2 e 3 foi adotada para
este grupo. O agente foi substituido com irrigante 2,5% de Ca(OCl).. Grupo 5: NaOClI + ativacao
de ultrassonica; Grupo 6: Ca(OCl), + ativacdo de ultrassonica. Apds a incubag¢do, a contagem
do numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) foi realizada nas placas. Os grupos 1 e 2
mostraram a maior média contaminacdo e foram estatisticamente diferentes de todos os outros
grupos (P <0,05). Grupo 6 (Ca[OCl], + ativagdo ultrassbnica) apresentou a menor média de
contaminacdo. No entanto, ndo foi estatisticamente significativo quando comparado com 0s
grupos 3 (NaOCl), 4 (Ca[OCl].), e 5 (NaOClI + ativagéo ultrassonica) (P <0,05). Como conclusdo
do trabalho, novos estudos devem ser realizados para analisar outras propriedades desejaveis

de Ca(OCl)2, a fim de consolidar esta substéncia como uma alternativa de irrigante endoddntico.

Carlotto (2015) avaliou a capacidade de dissolugdo tecidual, tensdo superficial, e
capacidade de limpeza de solugdes Ca(OCl), e comparé-las ao NaOCI. A dissolugéo tecidual foi
testada em fragmentos de polpas bovinas divididos em 18 grupos, metade deles utilizando as
amostras liviemente depositadas em pocos de cultura de células e a outra metade utilizando as
amostras fixadas em bases de dentina bovina. As solugdes testadas foram o NaOCl a 0,5%, 1%,
2,5% e 525% e o Ca(OCl), a 0,5%, 1%, 2,5% e 5,25%. A capacidade de dissolucéo foi
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mensurada pela percentagem de perda de peso. A tensdo superficial foi mensurada por meio da
técnica do anel de platina com um tensiémetro de Du Nouy. Para a anélise da capacidade de
limpeza foram utilizados 50 dentes monorradiculares humanos, divididos em 5 grupos, que foram
preparados com limas tipo K e irrigados. Por meio da microscopia eletronica de varredura foram
analisados os diferentes tercos dos canais quanto a remocao de debris e a presenca de smear
layer. Foram atribuidos escores de 1 a 4 e a frequéncia destes foi verificada para cada grupo. Os
resultados mostraram que quanto a dissolu¢do ndo houve diferenca significante entre NaOCl e
Ca(OCl), para iguais concentragdes. Os valores de tenséo superficial das soluges de Ca(OCl)2
foram superiores aos do NaOCI. A remocao de debris do grupo do Ca(OCl); a 5,25% foi inferior
ao grupo controle no terco cervical. Quanto a remocdo de smear layer, ndo houve diferenca
entre 0s grupos. O autor concluiu que as solugbes de hipoclorito de calcio apresentam
capacidade de dissolucéo tecidual, entretanto ndo foram capazes de remover a smear layer e
debris. Embora as tensdes superficiais das solu¢des de Ca(OCl), tenham sido superiores as do
NaOCl, n&o se sabe a relevancia clinica desse achado.

Blattes (2015) avaliou a citotoxicidade e biocompatibilidade de solugdes de hipoclorito de
célcio (Ca(OCl)2 comparadas a solu¢des de hipoclorito de sédio (NaOCI) in vitro em cultura de
fibroblastos 3T3 e in vivo em ratos. No ensaio de “scratch”, Ca(OCl). n&o apresentou diferenca
estatistica em relag@o ao controle no periodo de 24h (p 0.05) no ensaio Azul de Trypan. No teste
in vivo, Ca(OCl), 1% mostrou uma diminui¢do significativa de neutrofilos entre 2h e 24h
(p=0.041) e entre 2h e 14d (p=0.017). A autora concluiu que o Ca(OCl), mostrou resultados
favoraveis de viabilidade e induziu um baixo nivel de resposta inflamatdria tecidual,
apresentando, assim, citotoxicidade e biocompatibilidade aceitaveis para uma solucéo irrigadora.

Leonardo (2015) teve como objetivo avaliar e comparar pH e concentracdo de cloro ativo
de solucdes de hipoclorito de sodio [NaOCI] e de hipoclorito de calcio [Ca(OCl),] armazenadas
sob diferentes condi¢bes de temperatura e periodos de tempo. Concluiu-se que solucdes de
Ca(OCl), sdo extremamente alcalinas e tendem a apresentar maior contetdo de cloro em
comparacao ao NaOCI. Em relacéo ao cloro ativo, essas solugdes tendem a ser estaveis até 30
dias de armazenamento sob refrigeracdo ou em temperatura ambiente.

De Paula (2015) avaliou a a¢do antimicrobiana de hipoclorito de calcio [Ca(OCl)2] em
diferentes concentracgdes (0,5%, 1%, 2,5% e 5%) frente ao Enterococcus faecalis e comparou com
a acao de hipoclorito de sodio (NaOCI) pelos métodos de Difusdo em Agar e de Contato em Meio
Liquido. A ampicilina 10 ug e agua destilada foram utilizadas como controle positivo e negativo,
respectivamente, no método de difusdo em Agar. Observou-se que os maiores halos de inibicio
foram produzidos pelo Ca(OCl), 5% (17,38 mm %3,71), sendo inferior ao produzido pela ampicilina
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(30,35 mm +1,64). Solucdes de NaOCl e Ca(OCl),, na mesma concentragdo, ndo apresentaram
diferengas significativas entre si. Os didmetros dos halos de inibicdo produzidos por NaOCI ou
Ca(OCl), foram proporcionais ao aumento da concentragdo. O tempo de inibicdo para o
crescimento do E. faecalis, em meio liquido, € menor em concentracbes mais elevadas de
Ca(OCl); e NaOCI. As solucdes de NaOCI 2,5%, NaOCI 5% e Ca(OCl), 2,5% e Ca(OCl); 5.0%
foram iguais entre si. A dentina e a endotoxina de E. coli ndo interferiram na agéo antimicrobiana
das solucdes de hipoclorito testadas. A solucdes de NaOCl 0,5%, 1% e 2,5% e de Ca(OCl)2 0,5%
quando expostas a albumina, por 2 minutos, apresentaram seu efeito antimicrobiano reduzido. A
autora concluiu que solugdes de hipoclorito de célcio apresentaram acdo antimicrobiana frente ao
E. faecalis, em concentragdes similares as do hipoclorito de sodio empregadas em Endodontia. O
efeito antimicrobiano demonstrado pelas solugdes é proporcional a sua concentragdo, podendo
ser modulado pela albumina, em curtos periodos de exposi¢ao.
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3. OBJETIVO GERAL

Analisar o efeito do Hipoclorito de Sodio e Hipoclorito de  Céalcio em

biofilme dental formado ‘“in situ”.

3.1. Objetivos Especificos

= Analisar a viabilidade celular microbiana em biofilmes apos a exposi¢ao as solucdes de
hipoclorito de calcio e sdédio em diferentes concentracdes, por meio de microscopia
confocal a laser;

= Avaliar a morfologia do biofilme induzido in situ ap6és a exposicdo as solucBes de
hipoclorito de célcio e hipoclorito de sodio, por meio de microscopia eletronica de

varredura.
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4 METODOLOGIA

Aprovado pela Comisséo de Pesquisa da Faculdade de Odontologia da UFRGS e pelo Comité
de Etica da mesma universidade (CAAE 46308515.3.0000.5347).

4.1 Local de Realizacéo

A pesquisa foi realizada no Laboratorio de Bioquimica e Microbiologia Oral, no Laboratorio
de Endodontia, e no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS. Ambos laboratorios

apresentam condicdes adequadas para 0 manuseio, preparo e armazenamento dos espécimes.

4.2 Delineamento Experimental

Foi realizado um estudo transversal, com etapa in situ.

4.3 Célculo amostral

Para que fossem analisadas as varidveis selecionadas no estudo, conforme a metodologia
proposta e ja descrita, 0 nimero de amostras que constituiu cada grupo é 5 blocos de dentina
para cada substancia, conforme descrito por Ordinola-Zapata et al. (2012) e Hoscheidt et al.
(2013). A unidade amostral foi “bloco de dentina radicular bovina”, confeccionados a partir de

dentes bovinos extraidos.

4.4, Selecédo dos voluntarios

Considerando que:

- 580 9 grupos;

- S80 5 amostras por grupo;

- 50 totaliza 45 amostras para analise.



22

Tabela 2. Grupos experimentais.

GRUPO SUBSTANCIA QUIMICA AUXILIAR

C1 (controle) Agua destilada
Gl NaOCl 0.5%
G2 NaOCl 1%
G3 NaOCl 2.5%
G4 NaOClI 5,25%
G5 Ca(OCl)2 0,5%
G6 Ca(OCl)2 1%
G7 Ca(OCl)2 2,5%
G8 Ca(OCl)2 5,25%

Considerando que sdo quatro voluntarios, para obtencao das 45 amostras sdo obtidas 11
amostras em aparelhos de 3 voluntarios e 12 amostras em um aparelho para um voluntario.

Com a finalidade de otimizacdo da utilizacdo dos aparelhos e também o menor nimero
possivel de voluntarios, em cada aparelho podem ir no maximo 12 blocos. Sendo assim, 11
blocos sdo colocados em 3 aparelhos e 12 blocos em um, totalizando assim os 45 blocos, sendo
5 amostras em 9 grupos.

Para a inducdo do biofilme, dispositivos intra-bucais foram utilizados por 4 voluntarios.
Foram convidados a participar do estudo alunos de graduacéo e pds-graduacdo da Faculdade
de Odontologia da UFRGS. O convite foi realizado mediante a exposicdo de cartaz, ap0s
autorizacdo pela Direcdo da Unidade. Os voluntérios foram entrevistados para verificar se
preenchiam os critérios de inclusdo:

a) Alunos maiores de 18 anos;
b) Alunos que néo fizeram uso de antibidticos num periodo minimo de 3 meses, para ndo
interferir na microbiota da cavidade bucal; e,
c) Alunos sem comprometimento sistémico.
Todos os alunos assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) elaborado de acordo com as normas da COMPESQ-ODO e com as normas do CEP-
UFRGS.
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4.5 Preparo dos blocos de dentina

Os blocos de dentina foram preparados a partir de incisivos bovinos. Esses dentes foram
obtidos por doacdo, mediante assinatura de termo de doacdo de material bioldgico. Foram
excluidos da amostra os dentes que apresentavam fraturas na superficie externa do esmalte,
bem como rachaduras e hipocalcificagdes. Antes do preparo dos blocos, os dentes foram
submetidos a remocao de restos teciduais.

Os blocos de dentina foram preparados com dimensoes de 4 x 4 x 2mm. Os dentes foram
seccionados 2 mm acima da juncdo amelo-cementéria, para separar as coroas das raizes, por
meio do uso de discos de carborundum acoplados em pega reta e motor de baixa rotacdo. Apos,
uma das faces proximais das raizes foi fixada em uma placa de acrilico (4 x 4 cm) com cera
pegajosa (KERR®), acoplado em cortadeira (ISOMET ™ LOW SPEED SAW, BUEHLER®, LAKE
BLUFF, IL, USA) sob irrigagdo constante com &gua destilada, numa velocidade de giro de 150
rpm, a fim de se obter um bloco o0 mais plano possivel.

Estima-se que cada dente bovino gerou em média 6 blocos de dentina com dimensdes de
4 mm x 4 mm x 2 mm. Considerando uma perda de 10% durante o preparo das amostras, foram
necessarios 8 dentes bovinos.

Os blocos de dentina passaram por um processo de eliminagdo dos debris dentinarios,
com imersdo por 15 min em solucdo de hipoclorito de sédio 1% (com trocas a cada 5 minutos),
seguido de imersdo em EDTA 17% por 5 minutos. O banho de hipoclorito de sodio 1% e de
EDTA 17% foi realizado em cuba ultrassénica (pLaNATC - cuoosLec 1) (del Carpio Perochena,
2011) . Apls esse processo, as amostras foram esterilizadas em autoclave (121°C, latm, 15

minutos).

4.6 Preparo dos aparelhos

Os voluntarios que aceitaram participar da pesquisa foram encaminhados a Clinica de
Especializa¢cdo em Endodontia. O pesquisador realizou a moldagem da arcada dentéria superior,
utilizando moldeiras metdlicas esterilizadas compativeis e alginato (Avagel, Brasil). Apds a
geleificagdo do alginato, a moldagem foi removida da boca do paciente e receberam desinfeccao
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com spray de NaOCl 1% durante 10 min (SOUZA et al., 2004). O paciente foi dispensado e
convidado a retornar apos a confeccao do aparelho.

Foi vertido gesso tipo Il (Chaves S.A., Maracanad, Brasil) no molde de alginato para que
se obtenha o modelo para a confeccdo do aparato. Foram confeccionados dispositivos
intrabucais palatinos removiveis, semelhantes a aparelhos ortodonticos (sem grampos de
fixacdo), sobre o modelo de gesso da arcada superior dos voluntarios. Estes foram
confeccionados com resina acrilica (JET Classico, Campo Limpo Paulista, Brasil). Foram
confeccionadas 11 cavidades, em 3 aparelhos, que receberam 11 blocos de dentina e 12
cavidades em um aparelho, totalizando 45 blocos em 4 aparelhos. Os blocos foram fixados com
godiva (Lysanda, S&o Paulo, Brasil). Os blocos de dentina ficaram voltados para 0 meio
ambiente bucal livre. Apds a insercdo dos blocos de dentina nas cavidades, estes eram
protegidos por uma tela plastica de forma que houvesse 1,0 mm de distancia entre a superficie
do bloco e a tela plastica para protegao do biofilme que era formado.

Figura 1 — Esquema dos aparelhos e posterior crescimento em BHI.

000000
000000
000000
000000

Uso por trés dias pelos voluntarios Crescimento em BHI por 1 dia

4.7 Utilizacao dos aparelhos

A utilizacdo dos aparelhos envolveu 3 dias. Os voluntarios compareceram a 3 consultas

em cada fase: a primeira para o procedimento de moldagem; a segunda para entrega do
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aparelho bem como 1 kit com estojo para armazena-lo, uma escova com cerdas macias
(Colgate, Sao Bernardo do Campo, Brasil), dentifricio fluoretado (Colgate, S&o Bernardo do
Campo, Brasil) e fio dental (Sanifill, Rio de Janeiro, Brasil). Nessa mesma consulta froam
informadas instrucbes de utilizacdo e higienizacdo; e a terceira para remocao dos blocos de
dentina para analise. Os voluntarios foram instruidos a remover os aparelhos durante as
refeicdes (CURY et al., 1997, 2000). Os voluntarios receberam nimeros telefénicos para contato
imediato durante o periodo experimental. No Apéndice 2, encontra-se 0 Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido que foi entregue para cada paciente (adaptado de TENUTA,

2005), bem como instrucdes para a utilizacdo do aparelho.

4.8 Remogéo das amostras do dispositivo intra-bucal

Apobs o periodo de indugdo do biofilme, os voluntarios entregaram os dispositivos intra-
bucais para 0s pesquisadores. No interior da cabine de fluxo laminar, os pesquisadores
removeram 0S blocos de dentina dos dispositivos com espatulas do tipo Hollemback 3S
(Golgran, Sdo Caetano do Sul, Brasil) esterilizadas. O excesso de godiva foi removido com

laminas de bisturi (Solidor, Barueri, Brasil).

4.9 Cultivo Laboratorial do Biofilme

Apos a remogao dos dispositivos, as amostras pertencentes aos grupos experimentais
foram incubadas em BHI, durante 24 horas em estufa microbiologica, para posterior anélise na

microscopia confocal a laser.

4.10 Protocolos de irrigacao

O protocolo de irrigagdo seguiu 0 descrito na Tabela 3. Os blocos de dentina foram
preenchidos com a substancia quimica auxiliar respectiva, que permaneceu em seu interior pelo
periodo de 1 minuto. Ap6s, as mesmas foram removidas por meio do uso de agua destilada
estéril e neutralizadas com tiossulfato de sédio 0,5%.
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Tabela 3. Grupos experimentais e o tempo de contato com a substancia quimica auxiliar.

GRUPO SUBSTANCIA QUIMICA AUXILIAR ~ TEMPO

C1 (controle) agua destilada 1 minuto
Gl NaOCl 0.5% 1 minuto
G2 NaOCl 1% 1 minuto
G3 NaOCl 2.5% 1 minuto
G4 NaOCI 5,25% 1 minuto
G5 Ca(OCl)2 0,5% 1 minuto
G6 Ca(OCl)2 1% 1 minuto
G7 Ca(OCl)2 2,5% 1 minuto
G8 Ca(OCl)2 5,25% 1 minuto

4.11 Analise do biofilme

4.11.1 Andlise da viabilidade microbiana em dentina infectada

4.11.1.1 Processamento para Microscopia Confocal a Laser

As amostras foram transportadas para o Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS.
Neste local, as amostras receberam o tratamento com as soluges quimicas auxiliares testadas.
A obtencéo das imagens foi feita por um Unico pesquisador. Para a determinagéo da viabilidade
bacteriana foi utilizado o Kit de Viabilidade Bacteriana BacLightTM 5 (Molecular Probes, Eugene,
OR). O corante SYTO9 (excitacdo de 480 nm e emissdo até 500 6 nm) tem a capacidade de
corar todas as bactérias, enquanto que o iodeto de propidio (excitacdo 7 de 490 nm e emissao
de 635 nm) penetrara somente em células bacterianas que estdo com algum dano na
membrana plasmatica. Os corantes foram aplicados nos blocos, na propor¢ao de 1:1 em volume
(50uL de cada solugéo).

A fluorescéncia da célula foi visualizada usando CLSM (Olympus Europa Holding GmbH,
Hamburg, Alemanha). Imagem foi usada para exibir a fluorescéncia verde e vermelha. Os

especimes foram observados usando um aumento de 60X com um adicional de 3X. Imagens
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foram adquiridas por meio do software Olympus FluorView Versdo 1.7. Foi feita uma andlise
descritiva preliminar.
As amostras foram classificadas em escores:
= Escore 1: Dentina limpa ou células microbianas residuais isoladas que cobrem menos de
5% da superficie da dentina.
= Escore 2. Células microbianas residuais isoladas que cobrem entre 5 a 33% da
superficie dentinaria.
= Escore 3: Estruturas do biofilme e células microbianas podem ser idenficadas cobrindo
entre 34 a 66% da dentina.
= Escore 4: Estruturas do biofilme e células microbianas podem ser identificadas cobrindo

mais dos 2/3 da superficie dentinaria (>66%).

4.11.1.2 Analise da morfologia do biofilme

As amostras passaram pelo processo de desidratacdo, secagem, montagem e
metalizacdo conforme o protocolo preconizado pelo Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS
(CME-UFRGS).

Foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura do Centro de Microscopia
Eletronica da UFRGS (CME-UFRGS). Imagens foram capturadas para analise dos achados
Microscopicos.

Foram determinados a presenca de morfotipos celulares compativeis com cocos,
bacilos, formas espiraladas, células fungiformes e presenca de matriz extracelular. Também foi
feita uma analise descritiva preliminar.

Para a quantificacdo da estrutura de biofime formada, foram utilizados escores
modificados seguindo as recomencdes de Bhuva et. al. (2010):

= Escore 1: Dentina limpa ou células microbianas residuais isoladas que cobrem menos de
5% da superficie da dentina. Auséncia de camadas do biofilme.

= Escore 2. Células microbianas residuais isoladas que cobrem entre 5 a 33% da
superficie dentinaria. Auséncia de camadas do biofilme.

= Escore 3: Estruturas do biofime e células microbianas podem ser idenficadas cobrindo
entre 34 a 66% da dentina.

= Escore 4: Estruturas do biofilme e células microbianas podem ser identificadas cobrindo
mais dos 2/3 da superficie dentinaria (>66%).



4.12 Diagrama
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5. RESULTADOS

Pode-se observar que apds trés dias de uso do aparelho intraoral e 24 horas em contato

com BHI caldo houve crescimento microbiano, como observado na imagem abaixo..

Imagem 1 — Escore 4 - Controle positivo (agua destilada esterilizada)
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Pode-se observar nas imagens da microscopia confocal a laser, houve pouco biofilme que
se manteve sobre a dentina apds o contato com as solugdes testadas.

2 — Imagens da microscopia confocal a laser do Ca(OCI)2 (a, b, c, d)

a) Escore 2 - Hipoclorito de calcio 0,5%



b) Hipoclorito de calcio 1% (sem escore, pois ndo se observa biofilme sobre a dentina

c) Escore 1 - Hipoclorito de célcio 2,5%
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d) Escore 1 -Hipoclorito de calcio 5%.

3 - Imagens da microscopia confocal a laser do NaOCl (e, f, g, h)

e) Escore 4 - Hipoclorito de sédio 0,5%
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f) Escore 1 - Hipoclorito de sédio 1%

g) Escore 1 - Hipoclorito de sodio 2,5%
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h) Escore 1 - Hipoclorito de sddio 5%.

Por meio das imagens de microscopia confocal a laser, apos o contato de um minuto das

amostras com as substanicas quimicas testadas, se observa uma pequena presenca de biofilme,

Anélise por microscopia eletronica de varredura

Na analise por meio da microscopia eletronica de varredura pode-se observar a presenca
de um biofilme estruturado, composto por cocos e bacilos. A imagem mostra, entdo, que a

utilizacao do aparelho intrabucal, pelo periodo de trés dias foi suficiente para formar um biofilme.
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Bk #2a BEe 18 mrn

Imagem 4 — Escore 4 - Controle positivo (agua destilada esterilizada)

5- Imagens da microscopia eletrénica de varredura do Ca(OCl)2 (a, b, ¢, d)



a)Escore 4 - Hipoclorito de célcio 0,5%

b) Escore 3 - Hipoclorito de célcio 1%
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d) Hipoclorito de calcio 5% (auséncia de biofilme)
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Nas imagens analisadas foram observados granulos de Ca(OCl)2 que obliteraram os
tubulos dentinarios. Houve grande concentracdo de Calcio, conforme descrito pela analise por
EDS.

6 Imagens da microscopia eletronica de varredura do NaOCl (e, f, g, h)

18 rm

e) Hipoclorito de sddio 0,5%



e

g) - Hipoclorito de sédio 2,5%
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h) Hipoclorito de sédio 5%.

Nas imagens do NaOCI ndo foram observadas a presenca de granulos. No entanto, pode-

se notar que a dentina ndo apresenta biofilme em nenhuma das concentrag@es.
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6. DISCUSSAQ

Embora j& se tenha extensivamente estudado a agdo antimicrobiana e demais
propriedades do hipoclorito de sodio (SIQUEIRA, et al., 1997, SIQUEIRA, et al., 1998, GOMES,
et al., 2001, ESTRELA, et al., 2002, ZEHNDER M., 2006, MOHAMMADI Z., 2008.) h& poucos
dados relativos a estas propriedades para solugdes de hipoclorito de calcio, especialmente em

concentragdes usualmente empregadas em Endodontia aplicadas a um biofilme in situ.

Neste estudo, avaliou-se o0 efeito antimicrobiano de solu¢des de hipocloritos célcio a partir
do uso do uso de um aparelho intraoral com blocos de dentina para favorecer a formagéo do
biofilme in situ e posterior analise por microscopia. Estudos in vitro ndo séo capazes de simular
de forma exata um biofilme formado na cavidade bucal. Por isso, Koulourides (1974) propds
avaliar modelos de biofilme formados in situ. Inicialmente este modelo era utilizado para estudos
em cariolgia e dentistica. Com o passar do tempo esse modelo de estudo foi sendo adaptado
para utilizacdo na Endodontia..

A acdo antimicrobiana do Ca(OCl)2 em um biofime monoespécie e com celulas
suspensas ja tem apresentado estudos iniciais por de Almeida et al.,(2014) e de Paula (2015),
respectivamente. De Almeida et al (2014) sugeriu que a irrigacdo ultrassonica passiva pode
contribuir para uma maior eliminacdo de células de E. faecalis. Observou-se que o hipoclorito de
calcio 2,5% associado a ativagdo ultrassonica passiva conseguiu eliminar uma maior quantidade
de E. faecalis, quando comparado ao NaOCI 2,5%, associado ou ndo a ativagdo ultrassonica
passiva. De Paula (2015) avaliou a agdo antimicrobiana do Ca(OCl), frente ao Enterococcus
faecalis, em concentragBes similares as do hipoclorito de sodio empregadas em Endodontia. A
autora concluiu que: a) quanto maior a concentracdo da solucédo de hipoclorito de célcio, maior a
intensidade da acdo antimicrobiana e menor o tempo necessario para a inibicdo do
Enterococcus faecalis; b) a acdo antimicrobiana do NaOCl e do Ca(OCl), nas mesmas
concentragdes foram similares entre si, tanto na metodologia do disco-difusdo quanto no contato
direto; d) a dentina e a endotoxina de E. coli ndo exerceram efeito modulador na acéo
antimicrobiana de soluges de hipoclorito de sédio e hipoclorito de calcio; ) em periodos curtos
de exposicéo, a albumina exerceu efeito 19 inibitério da agdo antimicrobiana em solugdes de
NaOCl 0,5%, 20 1% e 2,5% e também para a solugdo de Ca(OCl)2 a 0,5%.
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A justificativa da utilizagdo da formacéo de um biofilme multiespecie se da pela resisténcia
que essa estrutura apresenta frente as substancias comumente utilizadas. Ozok et al. (2007)
compararam 0 crescimento e a suscetibilidade de Fusobacterium nucleatum e
Peptostrepetococcus micros (uni-espécie e multi-espécie) em contato com NaOCl em dois
intervalos de tempo (24 e 96 horas). Em ambos os intervalos de tempo a conformacgdo do
biofilme em multi-espéecie foi mais resistente ao NaOCl do que o biofilme uni-espécie. No
presente estudo, pode-se observar que houve a formagéo de um biofilme com o uso oral durante
0 periodo de trés dias e mais um dia de incubacdo em BHI caldo. No entanto, pode-se notar que
na analise por microscopia confocal a laser presenca de biofilme, diferente da andlise pela MEV.
Isso pode ser explicado pelos valores de magnificacdo utilizado nas diferentes anélises. E outra
justificativa encontrada é que uma das propriedades do Hipoclorito de Sddio é ser solvente de
matéria organica (ZEHNDER, 2006). E também, porque as substancias eram preparadas horas
antes da sua utilizacdo, fazendo com que as concentragdes usadas estivessem mais préximas

das que eram propostas.

A microscopia eletrénica de varredura € um método em que se avalia a capacidade de remocdo
de debris das paredes dos canais radiculares, por diferentes instrumentos e técnicas
endodonticas (BECHELLI; ZECCHI ORLANDINI; COLAFRANCESCHI, 1999). E também na
avaliacdo de microrganismos do canal radicular, no interior dos tibulos dentinarios, na superficie
externa das raizes e na regido periapical (MICKEL 2007, RICHARDSON 2009). Nas
concentragdes do NaOCI de 1%, 2,5% e 5% ndo foram observados biofilmes ou debris na
andlise por microcopia eletrénica de varredura. No entanto em todas as concentracdes do
Ca(OCl)2 foram observados debris e grénulos de célcio, provenientes da propria solucdo.Clegg
et al. (2006) avaliaram a eficacia do NaOCI (1%, 3% e 6%), clorexidina 2% e NaOCI 1% seguido
MTAD Biopure na formacéao de biofilme in vitro em dentina apical. A analise por MEV mostrou
que o NaOCI 3% e 6% foi capaz de remover completamente o biofilme formado, seguido por
NaOCl 1% seguido de MTAD Biopure. Na analise pela microscopia confocal a laser foi
observado que ndo houve viabilidade microbiana nos espécimes expostos ao NaOCl 6%,
seguido pela clorexidina 2% e NaOCIl 1% seguido pelo MTAD Biopure. Carlotto (2015)
encontrou na comparagéo entre as diferentes solugées, dentro de cada tergo, houve diferenga
significativa apenas no terco cervical, para o qual a solucdo de Ca(OCl)2 a 5,25% promoveu
remocdo de debris inferior a solu¢do fisioldgica. Nos outros tercos ndo houve diferenga
significativa (P>0,05) entre as solu¢cdes. Uma das justificativas para essa diferenca pode ser o
valor na qual a magnificagdo foi empregada. No presente trabalho foi utilizada a magnificagéo de
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1000x a 2000x, um pouco diferente do estudo de Carlotto (2015) em que os valores foram
definidos em 200x, para debris. Foram observados grénulos de célcio nas concentracdes de
0,5% e 2,5% do Ca(OCL)2, na andlise por meio da MEV. N&o foram utilizadas susbtancias
quelantes apos o contato dos espécimes com ambos 0s hipocloritos, isso pode justificar a
presenca desses granulos. A acéo quelante do &cido etilenodiamino tertracético (EDTA) tem sido
relatada na literatura, fazendo com que uma irrigacéo final com essa solucdo seja considerada
necessaria apos a instrumentagdo manual (McCOMB; SMITH, 1975, YAMADA et al., 1983, SEM
et al., 1995) ou rotatdria (BERTRAND et al., 1999, YAMASHITA et al., 2005), pois proporciona
melhor limpeza da superficie dentinaria (YAMASHITA et al., 2005). Pelo estudo de Carlotto
(2015), em relacéo a tensdo superficial, as solu¢des de Ca(OCl)2 demonstraram valores mais
elevados comparados ao NaOCI. As solugdes mais concentradas de hipoclorito de calcio
mostraram maiores valores de tensédo, isso pode ser uma limitacdo da substancia, tendo em

vista que apresenta uma menor capacidade de molhamento em relacdo ao NaOCI.

A microscopia confocal a laser apresenta algumas vantagens em estudos com
microrganismos sobre a MEV. Dentre elas pode-se citar: as amostras para microscopia confocal
ndo precisam de tratamento prévio, pode-se medir a espessura de biofime antes e depois de
aplicado a substancia testada, determinar a viabilidade dos microrganismos pelo uso dos
corantes especificos (DEL CARPIO-PEROCHENA, 2011). No presente trabalho observou-se que
as maiores concentragdes de ambos os hipocloritos foram capazes de dissolver o biofilme que
havia sido formado. Esses achados foram similares ao de Del Carpio-Perochena (2011) em que
a dissolugdo do biofilme foi proporcional a concentracdo que era empregada. Suman e
colaboradores (2015) avaliaram o efeito do etanol 95% nas propriedades antimicrobianas da
clorexidina sobre um biofilme multi-espécies formado in situ. Os autores encontraram que 0
grupo da solucdo salina apresentou a maior percentagem de células vivas. Esses achados
corroboram os achados deste estudo, em que houve uma presenca mais evidenciada de células

vivas no controle que foi agua destilada.

A avaliagdo da acgao antimicrobiana do hipoclorito de Sodio frente a um biofilme de origem
multi-espécies ja tem sido alvo de estudos, principalmente utilizando microscopia eletronica de
varredura e confocal (ZAPATA, 2013, CARPIO-PEROCHENA, et al., 2015). Os mesmos
achados para o hipoclorito de calcio ainda ndo estdo descritos na literatura, até o presente
momento. A partir deste estudo pode-se iniciar uma linha de pesquisa que avaliem além das
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propriedades j& estudadas como dissolu¢do pulpar, remocdo de smear layer e debris
(CARLOTTO, 2015), teor de cloro ativo (LEONARDO, 2015), viabilidade e resposta inflamatoria
tecidual (BLATTES, 2015) e a¢do antimicrobiana em biofilme monoespécie (de ALMEIDA et al.,
2014; de PAULA, 2015) estudos clinicos que permitam avaliar se o Ca(OCl)2 pode ser utilizado

como uma substancia quimica auxiliar.

Avaliados os achados do presente estudo, o efeito antimicrobiano das solugdes de hipoclorito de
calcio apresentou resultados similares aos do hipoclorito de sédio que séo empregadas

clinicamente.
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7. CONCLUSAO

Considerando-se os resultados obtidos e as limitacdes experimentais do presente estudo, pode-

se concluir que:

= Que foi determinada a viabilidade celular microbiana em biofilmes apds a exposi¢do as
solugBes de hipoclorito de calcio em diferentes concentracdes, por meio de microscopia
confocal a laser.

= a acdo antimicrobiana entre solucdes de hipoclorito de sodio e hipoclorito de calcio na
concentragdo de 0,5% apresentou diferenca, sendo a do NaOCI um pouco inferior a do
Ca(OCl)2 pela analise das imagens. As demais concentra¢fes foram similares.

= foi observado, por meio da microscopia eletronica de varredura, a presenca de granulos

do hipoclorito de calcio obliterando os tubulos dentinarios.
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