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RESUMO

QUINTANA, R. M. Efeito de inibidores teciduais e endotoxina sobre a atividade
antimicrobiana de solugdes irrigadoras. 2014. 27 f. Trabalho de Concluséo de
Curso (Graduagédo) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, 2014.

O presente estudo in vitro avaliou o possivel efeito inibitério da dentina humana
pulverizada (DH), albumina sérica bovina (ALB) e de endotoxina (LPS) na acéo
antimicrobiana de solucfes de hipoclorito de sédio (NaOCI), gel de clorexidina 2%
(CHX), MTAD®, e QMiX. frente ao E. faecalis (ATCC 29212), nos periodos de 2 min,
30 min e 6 horas. O efeito dos inibidores sobre a acédo antimicrobiana das solucdes
foi avaliado pelo método do contato direto em meio liquido. Apds o periodo de
contato determinado, foram utilizados neutralizadores especificos para cada
solucdo. Uma aliquota e respectivas diluicdes de cada conjunto foram plaqueadas
para a determinacdo do numero de unidades formadoras de colonia. Os dados
foram tabulados e realizou-se a analise estatistica (Kruscal-Wallis e teste de Dunn,
a=5%). Nos periodos experimentais listados, na auséncia dos inibidores, todas os
irrigantes eliminaram o E.faecalis. Em 2min, na presenca da ALB, apenas o NaOCI
5% eliminou o E. faecalis. Em contato com a DH, todas as solucdes, com excessao
do MTAD, eliminaram o E. faecalis. O LPS né&o alterou o efeito antimicrobiano das
solu¢cdes Em 30min e 6h, todas as solucdes eliminaram o E. faecalis, mesmo na
presenca de DH, ALB ou LPS. Conclui-se que, apds 2 minutos de contato com o E.
faecalis, a ALB inibe acdo antimicrobiana das solu¢fes testadas, com excesséo do
NaOCI| 5%. Em 2 minutos a DH inibiu a acdo do MTAD. Nos demais periodos
experimentais a ALB, a DH e o LPS néo influenciaram a acao dos irrigantes.

Palavras-chave: Efeito antimicorbiano. Enterococcus faecalis. Solu¢des irrigadoras.



ABSTRACT

QUINTANA, R. M. Efeito de inibidores teciduais e endotoxina sobre a atividade
antimicrobiana de solugdes irrigadoras. 2014. 27 f. Final Paper (Graduation in
Dentistry) - Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, 2014.

The present in vitro study evalueted the possible inhibitory effect of human dentin
powder (DH), bovine serum albumin (ALB) and endotoxin (LPS) in the antimicrobial
activity of sodium hypochlorite (NaOCI), 2% chlorhexidine gel (CHX) , MTAD® and
QMiX against E. faecalis (ATCC 29212), in periods of 2 min, 30 min and 6 hours. The
effect of inhibitors on the antimicrobial activity of the solutions was evaluated by
direct contact in liquid medium method. After the specified period of contact, were
used for each specific neutralizing solution. An aliquot and their dilutions of each set
were plated to determine the number of colony forming units. The data were plotted
and carried out the statistical analysis (Kruscal-Wallis test and Dunn, [J = 5%). In alll
experimental periods, in the absence of inhibitors, all irrigators eliminated E. faecalis.
2min in the presence of the ALB, only 5% NaOCI eliminated E. faecalis. Contact the
DH, all solutions with the exception of MTAD, eliminated E. faecalis. LPS did not alter
the antimicrobial effect of the solutions in 30min and 6h, all solutions eliminated E.
faecalis, even in the presence of DH, ALB or LPS. We conclude that, after 2 minutes
of contact with E. faecalis, ALB inhibits the antimicrobial action of the tested
solutions, with the exception of 5% NaOCI. In two minutes the DH inhibited the action
of MTAD. In the other experimental periods ALB, DH and LPS did not influence the
action of irrigators.

Keywords: Antimicrobial effect. Enterococcus faecalis. Irrigating solutions.
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1 INTRODUCAO

Jé esta bem estabelecido na literatura que microrganismos sdo 0s principais
agentes etiolégicos das patologias pulpares e periapicais (1). Por esta razado, o
tratamento endoddntico visa remover as bactérias do canal radicular, por meio do
preparo quimico-mecénico, e vedar o espa¢o do canal para evitar uma futura
recontaminacdo (2). A instrumentacdo é essencial para a remo¢do de estrutura
dental infectada, mas pode ter sua acao prejudicada pela morfologia complexa do
sistema de canais radiculares, isto €, canais laterais e acessorios, deltas apicais, etc.
Por esta razdo, também é necessario o emprego de meios quimicos para auxiliar na
desinfecg&o do sistema de canais radiculares (3).

Apesar dos melhores esfor¢cos para a descontaminagéo do sistema de canais
radiculares, a persisténcia de bactérias e/ou a reinfeccao via infiltracdo coronaria séo
as causas mais comuns de falha do tratamento endodontico (4). Enterococcus
faecalis € uma bactéria anaerdbia facultativa Gram-positiva, a qual esta presente em
24-74% das infeccdes endododnticas persistentes e assintomaticas (5). Algumas das
razdes que contribuem para a resiliéncia do E. faecalis sdo: sua capacidade de
sobreviver a longos periodos de privacdo nutricional, sua excelente capacidade de
invadir os tubulos dentinarios, além de se ligar a dentina e ao colageno (5, 6). Em
uma tentativa de melhorar a taxa de sucesso do tratamento de canal, € importante
direcionar as pesquisas para possiveis bactérias responsaveis pelos fracassos
endodonticos.

Idealmente, as solucbes irrigadoras devem ser substancias quimicas com
acao antimicrobiana, lubrificante, ndo tdxica, minimamente destrutiva para a
estrutura dental, além de proporcionar a dissolucdo de materiais organicos e
inorganicos, e ser relativamente conveniente e facil de usar (7). O hipoclorito de
sédio (NaOCl) é a solucao irrigadora mais comumente utilizada no preparo do canal
radicular. Em relacdo ao seu mecanismo de ac¢éo, o cloro afeta uma vasta gama de
microrganismos, incluindo virus e fungos, enquanto o oxigénio mata bactérias
anaerobias prevalentes em patologias endodonticas. Devido ao efeito proteolitico do
cloro livre do NaOCI, este é também um poderoso solvente do tecido pulpar

necrotico e de restos organicos (8).



O gluconato de clorexidina tem sido sugerido como irrigante intracanal, devido
ao seu efeito antimicrobiano, substantividade e acdo prolongada através da ligacéo
a hidroxiapatita (9).

Como passo final, ap6s o emprego do NaOCI ou do gluconato de clorexidina,
o EDTA a 17% € recomendado para remover a smear layer e abrir os tubulos
dentinarios para proporcionar uma superficie limpa para a obturacdo do canal
radicular (10). Como alternativa ao EDTA, irrigantes que contenham substancias
guelantes em sua composigao tém sido desenvolvidos ao longo dos anos (11-14). O
BioPure MTAD (Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, EUA) foi langado
comercialmente em 2003 (12), sendo composto por doxicilina, acido citrico e um
detergente. Seu uso tem sido preconizado apos irrigagcdo com NaOCI a 1,3% (15) e
vem demostrando eficacia sobre diferentes cepas de E. faecalis (16).

Outro produto desta natureza, mais recentemente langado nos EUA, chama-
se QMiX (Dentsply Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, EUA). De acordo com o
fabricante, este irrigante contém uma mistura de gluconato de clorexidina a 2%,
EDTA, e um surfactante, capaz de remover smear layer e smear plugs, enquanto
desinfeta ao mesmo tempo. Ele foi concebido para ser utilizado como irrigante final
durante 60 a 90 segundos em vez do EDTA, no entanto provoca menos
desmineralizacdo dentinaria do que o primeiro (17). Assim como no BioPure MTAD,
a presenca de um detergente reduz a tenséo superficial e aumenta a molhabilidade
das solucbes para permitir penetracdo nas irregularidades do canal (18). E
preconizado que a composicdo exclusiva do QMiX conseguiu superar descobertas
anteriores de formacdes de precipitado devido a interacdo entre CHX e EDTA e
entre NaOCl e CHX, que séo potencialmente cancerigenas (19,20).

Estudos in vitro tém mostrado que dentina e materiais organicos presentes no
interior dos canais radiculares podem afetar a acdo antibacteriana de solucdes
irrigadoras e medicamentos intracanal (21-27). O efeito tampdo da dentina pode
explicar a inibicdo de produtos basicos, como medicacdes a base de hidroxido de
célcio e NaOCI (24).

A albumina é a principal proteina do soro humano e bovino, representando o
maior componente do exsudato inflamatério (29). O exsudato proveniente dos
tecidos periapicais pode penetrar nos canais radiculares, via forame apical, em
casos de infecgbes purulentas (30). Ja foi demonstrado que a presenca de albumina

pode inibir ou retardar a agdo de solugbes irrigadoras (23,25,26). Por fim, o



lipopolissacarideo (LPS) bacteriano é outro potencial inibidor, encontrado na parede
celular de bactérias Gram-negativas, o qual pode formar complexos eletrostaticos
com algumas substancias desinfetantes e, consequentemente, prejudicar seu efeito
(26).

Portanto, o principal objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia in vitro de
novas solucdes irrigadoras, BioPure MTAD e QMiX, sobre E. faecalis e a inibicdo
potencial por p6é de dentina humana, albumina sérica bovina e LPS. A hip6tese nula
indica que ndo ha diferencga significativa entre BioPure MTAD, QMiX, NaOCI (0,5%,
1%, 2,5% e 5%), clorexidina gel a 2%, e agua apirogénica estéril em eliminar
bactérias planctbnicas, na presenca ou auséncia dos inibidores teciduais e

endotoxina supracitados.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito de inibidores teciduais e LPS
na atividade antimicrobiana de substancias quimicas auxiliares empregadas no

preparo quimico mecanico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Comparar a capacidade do BioPure MTAD, QMiX, gluconato de clorexidina
gel a 2% e hipoclorito de sédio 0,5%, 1%, 2,5% e 5% em eliminar o E.
faecalis na forma planctonica nos periodos de 2 minutos, 30 minutos e 6

horas;

b) avaliar o efeito inibidor do p6 de dentina humana na atividade
antimicrobiana das substancias quimicas auxiliares nos periodos de 2

minutos, 30 minutos e 6 horas;

c) avaliar o efeito inibidor do albumina sérica bovina na atividade
antimicrobiana das substancias quimicas auxiliares nos periodos de 2

minutos, 30 minutos e 6 horas;

d) avaliar o efeito inibidor do LPS na atividade antimicrobiana das substancias

guimicas auxiliares nos periodos de 2 minutos, 30 minutos e 6 horas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CONSIDERACOES ETICAS

O presente estudo foi avaliado e aprovado pela comissdo de pesquisa da
Faculdade de Odontologia da UFRGS (Anexo 1) e pelo Comité de Etica da mesma
universidade (Anexo 2).

3.2 DELINEAMENTO

Inibidores

PO de dentina, albumina sérica bovina (BSA 18%; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) e lipopolissacarideo de Echerichia coli (LPS; Sigma Aldrich, St. Louis,
MO, EUA), na propor¢ao 1 pL/mL, foram testados como potenciais inibidores (26).

O po de dentina foi preparado conforme descrito previamente (27), a partir de
cinco raizes distais de molares inferiores humanos extraidos. As coroas dos dentes
e 0 cemento das raizes foram removidos. A dentina radicular foi esmagada e moida
utilizando um moedor elétrico (Modelo DCG-20, Cuisinart, East Windsor, NJ, EUA) e
0 po de dentina foi suspenso em agua destilada, 28mg por aliquota de 50uL, como
preconizado por Haapasalo et al. (21). As aliquotas foram colocadas em tubos teste
Eppendorf e esterilizadas em autoclave (HA-300 MIl, Hirayama Manufacturing Co,

Saitama, Japao) e mantidas a 4°C até o momento do uso.
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Figura 1 - (a) Frasco contendo lipopolissacarideo de Echerichia coli, (b) Frasco contendo
Albumina sérica bovina, (c) Moedor elétrico, utilizado para moer dentina humana, e
frasco contendo dentina em po.

Fonte: Do autor, 2014.

Substéncias quimicas auxiliares testadas

As substancias quimicas auxiliares avaliadas foram: BioPure MTAD (Dentsply
Tulsa Dental Specialties, Tulsa, OK, EUA), QMiX (Dentsply Tulsa Dental Specialties,
Tulsa, OK, EUA), solucéo de hipoclorito de sédio (NaOCI) a 0,5% 1%, 2,5% e 5%
(Asfer Industria Quimica, Sdo Caetano do Sul, SP, Brasil) e clorexidina (CHX) gel
2% (Essencial Farma, Itapetininga, SP, Brasil). Além disso, agua apirogénica estéril

foi utilizada como controle negativo.
Suspenséao bacteriana

Enterococcus faecalis (ATCC 29212) foi utilizado como organismo teste. Uma
cultura overnight em placa de agar Brain Heart Infusion (BHI; Difco Laboratories,
Detroit, MI, EUA) foi avaliada em relagéo a pureza através de estudo da morfologia
das col6nias e pela coloracdo de Gram. Apds foi suspensa em 5 mL de BHI caldo
estéril. A suspensao bacteriana foi ajustada por meio de espectofotbmetro (FANEM
LTDA, Sdo Paulo, SP, Brasil) a uma densidade celular de 1,5 x 10® UFC/mL,
correspondendo a um valor de absorbéancia igual a 0,036 (comprimento de onda
540nm)
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Figura 2 — (a) Tubo plastico do tipo Falcon contendo Enterococcus faecalis em BHI caldo para o
indculo; (b) Tubo pléastico do tipo Falcon contendo o indculo de Enterococcus faecallis.

Fonte: Do autor, 2014.

Atividade antibacteriana

Foi utilizado o teste de contato direto previamente descrito por Portenier et al
(23), com pequenas modificacbes. ApOs ajustada a suspensdo bacteriana, em 21
tubos falcon (um para cada solucdo com cada um dos inibidores), aliquotas de 450
pL da suspensdo de pd de dentina, albumina sérica bovina ou LPS foram
completamente misturados com 450 pL de uma das solucgdes irrigadoras e 450 uL
da suspensado bacteriana, representando um volume total de 1350 pL. No controle
negativo, em um tubo plastico do tipo falcon, agua apirogénica ao invés das
substancias quimicas auxiliares foi adicionado para manter o volume total. Para o
controle da influéncia dos inibidores na atividade antimicrobiana do E. faecalis, em
07 tubos plasticos do tipo falcon (um para cada substancia quimica auxiliar), agua
apirogénica ao invés dos inibidores foi adicionada para manter o volume total.

Apés incubacédo durante 2 minutos, 30 minutos e 6horas, aliquotas de 100 pL
foram obtidas e submetidas a diluicdes seriadas até 10™*. Quando as solucdes
irrigadoras estavam presentes na suspencao, 0os primeiros dois tubos da sequéncia
de diluicdo continham um inativador para reduzir o efeito carry-over das soluc¢des
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irrigadoras, conforme descrito por Pappen et al. (31). Os seguintes inativadores
foram empregados: Tween 80 a 3% + a-lecitina a 0,3% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, EUA) para MTAD, QMiX e CHX, e tiossulfato de sodio a 0,5% (Mallickrodt
Chemical Works, St. Louis, MO, EUA) para NaOCI. Trés aliquotas de 20 pL de cada
tubo de diluicdo foram semeadas em placas de &gar BHI e incubadas a 37°C
durante 24 horas em estufa microbioldgica. As colbnias bacterianas foram contadas
com limite para contagem de UFC estabelecido entre 5 e 50 colbnias, a pureza foi
verificada como ja descrito e o numero de UFC/mL foi calculado. Todos os

experimentos foram realizados em triplicata.

Figura 3 - Exemplo de diluigdo seriada, contendo os dois primeiros tubos plasticos do tipo eppendorf

com lecitina + tween 80 e os dois Ultimos com agua destilada estéril feitas em triplicata.

Fonte: Do autor, 2014.
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Figura 4 - (a) Representacéo grafica da placa de petri com dilui¢cdes. (b) Exemplo de placa de petri
com o crescimento bacteriano nas 4 diluigBes.

or's
o

Fonte: Do autor, 2014.

Analise dos dados

Os dados foram inseridos em uma palnilha de calculo (excel), testados em
relacdo a sua normalidade pelo teste Shapiro-Wilk. N&o foi constatada distribuicédo
normal. Para comparar as diferentes solucbes e a agua, em cada tempo
experimental (2min, 30min e 6horas), em contato com um dos inibidores (albumina,
dentina e LPS) ou na auséncia destes, e, posteriormente, para comparar o efeito dos
inibidores em cada tempo experimental, considerando cada uma das solucdes e a
agua, os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de

Dunn. Foi estabelecido um nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

A tabela 1 sumariza os resuldos obtidos. Nos periodos de 30 minutos e 6
horas, todas as substancias quimicas auxiliares eliminaram E. faecalis, mesmo na
presenca da dentina, albumina e LPS, sendo diferentes do respectivo controle. A
presenca dos inibidores, em todos 0s tempos experimentais, ndo alterou o
crescimento do E. faecalis na auséncia das solucdes irrigadoras.

Em dois minutos, na auséncia dos inibidores e na presenca da endotoxina
todas as solucdes foram diferentes do controle (dgua), sendo capazes de eliminar o
E. faecalis. Quando em contato com a albumina, apenas o NaOCI 5% foi capaz de
eliminar E. faecalis. O NaOCI 1%, 2,5%, e CHX gel 2% reduziram a quantidade do
microrganismo e o NaOCI 0,5%, MTAD e QMix néo foram diferentes do controle. Em
contato com a dentina, todas as solugdes eliminaram E. faecalis, com excesséo do

MTAD que nao apresentou diferencas em relacdo ao controle.
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Tabela 1 - Mediana, valores minimo e maximo para o nimero de UFC (x10° / mL) de E. faecalis quando expostos as substancias quimicas auxiliares, com ou
sem inibidores, em diferentes periodos de tempo (2 minutos, 30 minutos ou 6 horas)

Water Albumine Dentine Endotoxin
2 min 30 min 6h 2 min 30 min 6h 2 min 30 min 6h 2 min 30 min 6h
185 182,5 NC 200 336 NC 200 316 NC 88 160 NC
Water 160-210 180-185 188-224 332-244 188-216 5,2-380 4-204 152-176
aA aA aA aA aA aA aA aA
0 0 0 76 0 0 0 0 0 0 0 0
NaOCl 0.5% bB b 60-84 b bB b bB b
abA
0 0 0 6 0 0 0 0 0 0 0 0
NaOCl 1% bB b 3,2-9,6 b bB b bB b
cdA
0 0 0 14,4 0 0 0 0 0 0 0 0
NaOCl 2,5% bB b 13,6-16 b bB b bB b
bcdA
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NaOCl 5% b b d b b b b b
0 0 0 0,24 0 0 0 0 0 0 0 0
2% CHX gel bB b 0,22-0,25 b bB b bB b
cdA
0 0 0 29,6 0 0 48 0 0 0 0 0
MTAD bB b 23,4-29,6 b 0,14-52 b bB b
abcA aA
0 0 0 25,6 0 0 0 0 0 0 0 0
QMIX bB b 16-32 b bB b bB b
abcA

Fonte: Do autor, 2014.

Nota: Diferentes letras minisculas na mesma coluna significam diferencga estatisticamente significativa (P <0,05). Letras mailsculas diferentes na mesma
linha significam diferenca estatistica significativa entre 4gua e inibidores para cada substancia quimica auxiliar (P <0,05). NC = UFC n&o contaveis
(>50 UFC).
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5 DISCUSSAO

O presente estudo investigou a influéncia de componentes teciduais ou
endotoxina microbiana presentes nos canais radiculares contaminados sobre a
atividade antimicorbiana de algumas solucdes irrigadoras. Em canais radiculares
infectados, substancias quimicas auxiliares que apresentam adequada agado contra
bactérias endodonticas in vitro, podem ter sua atividade comprometida in vivo. Tal
fato ocorre em funcdo da presenca de dentina e de varias outras substancias que
podem inibir a atividade antimicrobiana dos medicamentos e solugdes empregadas
no tratamento endododntico (21-23).

A influéncia da presenca de dentina humana, albumina e endotoxina na
atividade antimicrobiana do hipoclorito de sodio, clorexidina gel, MTAD e QMIX foi
investigada frente a cultura plactonica de E. faecalis. A cepa ATCC foi escolhida em
funcdo de ja ter sido amplamente empregada em investigacdes prévias a respeito
dos efeitos antimicrobianos de solucdes irrigadoras de uso endoddntico
(26,27,31,32).

O periodo experimental inicial foi estabelecido a partir dos achados de
Morgental et al (27), os quais verificaram que um minuto de contato da clorexidina e
do QMix com E. faecalis néo foi suficiente para elimina-lo. Considerando que o QMix
e 0 MTAD sao solucdes preconizadoas para o toalete final da cavidade apos a
conclusdo do preparo-quimico mecanico, o periodo de 2 minutos foi empregado
objetivando-se verificar a acdo antimicorbiana das solu¢cdes em um curto espaco de
tempo. Como NaOCI| e CHX sao solucdes preconizadas para o preparo quimico-
mecanico dos canais, o tempo de 30 minutos foi estabelecido, buscando-se
aproximar o tempo de contato entre as solucdes e o microrganismo do tempo
dispendido na préatica clinica para realizar-se tal procedimento. O periodo de 6 horas
foi empregado em funcéo da substantividade da clorexidina (9), que também esta
presente no QMix e possibilita uma atuacéo por longo periodo de tempo.

Os resultados desta pesquisa mostraram que apenas o NaOCl 5% néo teve
sua atividade antimicrobiana influenciada pelos substratos testados como possiveis
inibidores em todos 0s tempos experimentais, mostrando-se o irrigante mais efetivo.
Tal achado concorda com estudos prévios que também demostraram a
superioridade desta solugédo em altas concentragbes (27,31,32). Apesar do NaOCI

ser o irrigante mais amplamente empregado na Endodotia, ndo ha concenso a



19

respeito da concentracdo ideal (3). Estudos prévios mostraram que seu emprego em
altas concentracdes é uma maneira de eliminar tanto as bactérias planctdnicas como
o biofilme presente no interior do canal radicular (13,14). Apesar de sua vantagem
em relacdo a atividade antimicrobiana, o emprego do NaOCI em altas concentracdes
€ controverso, pois pode causar irritacdo severa em casos de extravasamento
acidental para os tecidos periapicais (33).

A presenca da albumina, retardou a agao das substancias quimicas auxiliares
testadas, com excecao do NaOCI 5%, em contato com o E. faecalis, uma vez que s6
foram capazes de eliminar tal microrganismo ap6s 30 minutos de contato com o
mesmo. Corroborando com estes achados, Pappen et al. (25) comprovaram o efeito
inibitério da albumina, sendo concentracéo-dependente, sobre a acdo do NaOCI. Por
sua vez, Portenier et al. (23) verificaram que a acdo do MTAD e da clorexidina foi
retardada na presenca de albumina. No mesmo estudo, a influéncia da albumina na
acao antimicrobiana da clorexidina associada a cetramida foi comprovada. Por
conter tais solucdes em sua composicao, o retardo da acdo do QMix frente a cultura
de E. faecalis, quando na presenca da albumina, pode ser explicado.

O modelo de pé de dentina proposto por Haapasalo et al. (21) tem sido
utilizado para investigar o efeito da presenca desta na atividade atividade
antimicorbiana de substdncias empregadas no tratamento endodoéntico
(22,23,26,27). Assim como neste, no estudo de Portenier et al. (23) o efieito
antimicrobiano do MTAD foi retardado pela presenca de dentina. As demais
solucdes testadas ndo foram influenciadas pela presenca deste componente,
discordando dos achados de Haapasalo et al (21), onde a acdo antimicrobiana do
NaOCI 1% e da clorexidina 0,05% foi reduzida na presenca de dentina. Da mesma
forma, Portenier et al. (23) verificaram que a dentina atrasou a atividade
antimicrobiana da clorexidina 0,02%. Tais diferencas podem ser atribuidas as
menores concentracbes da clorexidina empregadas nos referidos estudos em
comparacao com a utilizada no presente. Quando a concentracao de 2% foi testada,
os resultados encontrados foram semelhantes aos aqui apresentados (27). Diferindo
dos achados da presente investigacdo, Morgental et al. (27) verificaram que a
presenca de pé de dentina retardou a acdo antimicorbiana do QMix, NaOCl 1% e
6%. As diferencas verificadas podem ser atribuidas aos curtos tempos
experimentais, 10 segundos e 1 minuto, ndo avaliados nesta pesquisa, e, também,

ao fato de os referidos autores terem utilizado p6 de dentina bovina, cuja
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composicdo quimica ainda foi pouco investigada, podendo influenciar na intensidade
do efeito tampao por ela promovido, sendo este responsavel pela inibicdo da agéo
antimicorbiana das solugoes.

A endotoxina bacteriana ndo apresentou efeito inbitorio nas substancias
quimicas auxiliares testadas. O LPS bacteriano é encontrado na parede celular de
bactérias gram-negativas sendo liberado durante o crescimento, multiplicacao e lise
celular. Sendo assim, € um componente comumente presente em canais radiculares
contaminados (34). Por ser capaz de formar componentes eletrostaticos com
algumas substancias desinfetantes (26), a hipdtese testada foi de que tal
componente poderia influenciar negativamente a acgdo antimicorbiana das
substancias quimicas auxiliares frente a cultura plantbnica de E. faecalis , porém o
mesmo nao foi observado. Em canais radiculares infectados contatou-se que a
consentracdo do LPS é variavel de acordo com a presenca ou auséncia de
sintomatologia (35). Sendo assim, embora no presente estudo tenha sido
empregada a concentracdo média de endotoxina encontrada nos canais radiculares
(35), o efeito de variagcbes em sua concentracdo deve ser investigado em futuras
pesquisas.

Com os avangos tecnolégicos, o0 preparo quimico-mecanico dos canais
radiculares tem se tornado uma manobra cada vez mais rapida e atencdo deve ser
tomada para que as substancias empregadas tenham tempo suficiente para atuar de
forma satisfatéria. O conjunto de dados obtidos na presente investigacao contribuiu
com informacdes a respeito de possiveis interacfes das solucdes irrigadoras com
componentes dos canais radiculares em um modelo in vitro. O retardo na atividade
antimicrobiana do NaOCI 0,5%, 1% e 2,5%, da Clorexidina gel 2%, do MTAD e do
QMix na presenca de albumina e do MTAD na presenca de dentina evidenciou a
influéncia destes componentes na acdo das substancias quimicas auxiliares no
sistema de canais radiculares durante o tratamento endodéntico. Entretanto, fatores
gue nado estdo presentes no modelo experimental empregado podem excercer um
papel importante na efetividade e modo de acéo destas substancias in vivo. Sendo
assim, tais achados devem ser complementados com investigagbes in vivo para

melhor representar a aplicagéo clinica destas solucdes.
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6 CONCLUSOES

Conclui-se que, em curto periodo de tempo, a dentina e a endotoxina nao
influenciaram a agéo antimicrobiana das substancias quimicas auxiliares testadas,
frente ao E. faecalis. Na presenca de albumina as substancias testadas, com
excegdo do NaOCIl 5%, necessitaram de um tempo maior para eliminar o
microrganismo. O mesmo foi observado na presenca de dentina, quando o E.
faecalis foi exposto ao MTAD.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DA COMISSAO DE PESQUISA
Parecer aprovado em reunifio do dia 16 de agosto de 2013
ATA n° 05/2013.

A Comissdo de Pesquisa da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul apés analise aprovou o projeto abaixo citado com o seguinte parecer:

O objetivo do presente estudo in vitro sera avaliar a eficicia de solugdes irrigadoras,
empregadas para o preparo dos canais radiculares, sobre E. Faecalis, e o efeito da presenga de
p6 de dentina, albumina sérica bovina ou LPS na atividade antimicrobiana de tais solugdes.
Especificamente o projeto visa: a) comparar a capacidade do BioPure MTAD, QMiX, NaOCl a
2,5% e clorexidina a 2% em eliminar o E. faecalis na forma planctonica; b) avaliar o efeito
inibidor do pé de dentina na atividade antimicrobiana do BioPure MTAD, QMiX, NaOCl a
2,5% e clorexidina a 2%; c) Avaliar o efeito inibidor do albumina sérica bovina na atividade
antimicrobiana do BioPure MTAD, QMiX, NaOCI a 2,5% e clorexidina a 2% e d) Avaliar o
efeito inibidor do LPS na atividade antimicrobiana do BioPure MTAD, QMiX, NaOCl a 2,5% e
clorexidina a 2%. Solugdo salina esterilizada serd empregada como controle negativo. As
solugdes serdo testadas sobre Enterococcus faecalis (ATCC 29212), avaliando o possivel efeito
inibitoério de dentina pulverizada, albumina sérica bovina e lipopolissacarideo (LPS) bacteriano.
O p6 de dentina sera preparado a partir de raizes distais de molares inferiores e posteriormente
esterilizado. A sobrevivéncia das bactérias expostas aos irrigantes na presenga ou auséncia dos
inibidores ser4 monitorizada, sob condigdes plancténicas. O numero de unidades formadoras de
colénias (UFC) sera determinado, submetido & transformagdo logaritmica e, posteriormente,
analisado por meio de ANOVA e teste t de Student. Valores de P inferiores a 0,05 serdo
considerados sngmﬁcatwos Cumpre ressaltar que as raizes a serem empregadas na pesquisa sdo
parte dos dentes ja empregados em um estudo prévio, ja avaliado e aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Numero do parecer: 244.304; Data da
relatoria: 21/03/13).

O projeto encontra-se bem descrito e fundamentado. O parecer € pela aprovagao. Cadastrar o

projeto na plataforma Brasil e encaminhar ao comite de ética da UFRGS.
Atenciosamente, Comisséo de Pesquisa de Odontologia.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITO DE INIBIDORES TECIDUAIS SOBRE A ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DE
NOVAS SOLUCOES IRRIGADORAS

Pesquisador: Patricia Maria Poli Kopper Méra

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 35289314.0.0000.5347

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 834.833
Data da Relatoria: 25/09/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de projeto que envolve a participagdo de bolsistas de Iniciagdo Cientifica e aluno de Pos-
doutorado. Tem como tema o papel da presenga de microrganismos como causa de falha de tratamento
endodéntico. Nesse contexto, Enterococcus faecalis é bactéria presente em 24-74% das infecgcdes
endoddnticas persistentes e assintomaticas. Solug¢des irrigadoras, como hipoclorito de sodio e gluconato de
clorexidina, séo utilizadas no preparo do canal radicular. EDTA e irrigantes que contém substancias
quelantes em sua composicdo (como BioPure MTAD e QMiX) também tém sido recomendados. Estudos in
vitro tém mostrado que dentina e materiais organicos presentes no interior dos canais radiculares podem
afetar a agdo antibacteriana de solugdes irrigadoras e medicamentos intracanal. Trabalhos prévios sugerem
que dentina, albumina e lipopolissacarideo (LPS) bacteriano sdo inibidores potenciais da agao de solugdes
irrigadoras.

Objetivo da Pesquisa:

Esta pesquisa tem por objetivo ‘avaliar a eficacia de solugdes irrigadoras, empregadas para o preparo dos
canais radiculares, sobre E. faecalis, e o0 efeito da presenca de p6 de dentina, albumina sérica bovina ou
LPS na atividade antimicrobiana de tais solugdes.’

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Beneficios estédo descritos no projeto de pesquisa, na Plataforma e no TCLE.
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de Fischer sera utilizado para avaliagdo das variaveis categéricas de instrumento fraturado. Sera mpregado

um nivel de significancia de 0,05.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo do presente estudo sera avaliar o transporte apical e o tempo de preparo do canal radicular, bem

como a deformacao e a fratura de instrumentos WaveOne, Wizard Navigator e ProTaper.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Apresentados de forma completa pelo pesquisador.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

O projeto ja foi aprovado pela Compesq Odontologia, sendo que cronograma e orgamento estdo adequados.

A diligéncia foi atendida na integra.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Adequados.

Recomendacoes:
O projeto de pesquisa estd em condicdes de aprovacao.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:
O projeto de pesquisa esta em condi¢cdes de aprovagédo.

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
Encaminha-se.
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