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RESUMO

O Enterococcus faecalis, principal microrganismo presente nas infecgdes
endodobnticas secundarias, possui a habilidade de sobreviver em condigdes
desfavoraveis. Dessa forma, o potencial antimicrobiano de solugdes irrigadoras
associadas ou nao a novas terapéuticas vem sendo estudado. Entretanto, ndo se sabe
muito sobre o impacto dessas técnicas na superficie dentinaria do canal radicular. Esta
pesquisa objetivou comparar os possiveis efeitos na estrutura dentinaria da Agua
Eletrolisada com acido hipocloroso (AE) associada a uma fonte luminosa (Germinator)
ao irrigante mais comumente utilizado — hipoclorito de sédio 2,5%. Foram utilizados
56 dentes bovinos, onde se avaliou o potencial erosivo através de imagens (5.000x e
10.000x de magnificagdo) adquiridas com Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
Os grupos testados foram: controle negativo para fins de comparacao (G1); controle
positivo (G2); AE (G3), AE + Germinator (G4), hipoclorito de sodio 2,5% (G5),
hipoclorito de sédio 2,5% + Germinator (G6), Germinator (G7). Os dados foram
analisados através dos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney, com nivel de
significancia de 1%. Os resultados mostraram que o hipoclorito de sodio 2,5%,
associado ou ndo ao Germinator, foi o Unico irrigante que causou eroséo na superficie
do canal radicular, bem como, modificagdes no contorno dos tubulos dentinarios
(p<0.001). Foi possivel concluir que o hipoclorito de sddio 2,5% causou erosdo na
superficie do canal radicular, bem como, alteracbes no contorno dos tubulos
dentinarios. Ainda, Agua Eletrolisada com &cido hipocloroso, com relacdo ao seu

potencial erosivo, seria uma opgao segura para uso na Endodontia.

Palavras-Chave: Erosdo; Endodontia; Microscopia Eletrénica de Varredura.



ABSTRACT

Enterococcus faecalis, the main microorganism present in secondary endodontic
infections, has the ability to survive in unfavorable conditions. Thus, the antimicrobial
potential of irrigating solutions associated or not with new therapies has been studied.
However, not much is known about the impact of these techniques on the dentin
surface of the root canal. This research aimed to compare the possible effects on the
dentin structure of Electrolyzed Water with hypochlorous acid (AE) associated with a
light source (Germinator) to the most commonly used irrigant — 2.5% sodium
hypochlorite. Fifty-six bovine teeth were used, where the erosive potential was
evaluated through images (5,000x and 10,000x magnification) acquired with Scanning
Electron Microscopy (SEM). The groups tested were: negative control for comparison
purposes (G1); positive control (G2); AE (G3), AE + Germinator (G4), sodium
hypochlorite 2.5% (G5), sodium hypochlorite 2.5% + Germinator (G6), Germinator
(G7). Data were analyzed using the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests, with a
significance level of 1%. The results showed that 2.5% sodium hypochlorite,
associated or not with Germinator, was the only irrigant that caused erosion on the
surface of the root canal, as well as changes in the contour of the dentinal tubules
(p<0.001). It was possible to conclude that 2.5% sodium hypochlorite caused erosion
on the root canal surface, as well as alterations in the contour of the dentinal tubules.
Also, electrolyzed water with hypochlorous acid, with regard to its erosive potential,

would be a safe option for use in Endodontics.

Keywords: Erosion; Endodontics; Scanning Electron Microscopy.



Figura 1 -
Figura 2 -
Figura 3 -
Figura 4 -
Figura 5 -

Figura 6 -
Figura 7 -
Figura 8 -
Figura 9 -

Figura 10 -
Figura 11 -
Figura 12 -

Figura 13 -
Figura 14 -

Figura 15 -
Figura 16 -
Figura 17 -
Grafico 1 -

Tabela 1 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

LISTA DE ILUSTRACOES

Incisivos bovinos maduros apos a extragdo e armazenagem...........
Remocéao da coroa abaixo da jungdo amelocementaria...................
Incisivo bovino apds confecgéo dos sulcos longitudinais..................
Incisivos bovinos com cera utilidade fixada no apice radicular..........
Organizacdo da mesa de materiais utilizados para o protocolo de
1 o == (o TSROSO
Dentes posicionados em microtubos com Fita Micropore.................
Microtubos posicionados nas caixas e prontos para esterilizagao....
Tubos contendo caldo BHI apds teste de esterilidade......................
Adigao da cultura de E. faecalis no interior do canal radicular pelo
OFifiCIO CENEIAL......cooiiiiieeee e
Troca do meio de cultivo em capela de fluxo laminar........................
Troca de meio de cultivo pelo orificio lateral do microtubo................
Capela de fluxo laminar pronta para aplicacdo dos protocolos de
tratamento... ... s
Equipamento Dentaqua DW-8............coooririiiiiiiieeeeeeeeeee
(A) Germinator e Power Pack. (B) Germinator posicionado sobre a
regiao cervical das amostras.........ccoovevvieiiiiiiiii i,
Clivagem dos dentes no protétipo de madeira...............ccceeevvvvennenns
Hemisecgdes prontas paraanaliseem MEV............ccccoooiiie
Amostras para analise em MEV...........c.ooooiiiii
Média do potencial erosivo das amostras de cada grupo analisado.
Erosdo da superficie dentinaria, por zona radicular e grupo de
tratamento... ... s
Imagem da zona A de uma amostra do grupo controle negativo
(G1) no aumento de 10.000x. Sem areas de erosao dentinaria.
Contorno dos tubulos
1= 11 (=7 = To [ TSP

Imagens da zona A no aumento de 10.000x do grupo G3 (A) e G7

32
33
33
34

35
36
37

38
39

40
41
41
42
44

45



Figura 21 -

Tabela 2 -

Imagens da zona A no aumento de 10.000x do grupo G5 (A) e G6



1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.6

2.1
2.2

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9
3.10

SUMARIO

INTRODUGAO........ccoeireerteerreeesarsssessssasssssesssssessssessessessssessssssssssssssssnsnns 12
Tratamento ENdOdONtICO.........uuuii e 13
Solugdes Irrigadoras (Hipoclorito de SOdio)..........coovvveviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee, 14
1) 711 = PP 19
Enterococcus faeCalis...........uuuuiiiiiiiiiiiiiieee e 20
[C 72T 4 01T = (o ] PP 23
Agua Eletroquimicamente Ativada...............ccccoooveveeeeeeceeeeece e, 25
OBUJETIVOS........c oo ccccessseerrer s e ss s s sssssmns e s e e e e e s ee s s s mmnnns 27
ODbJetivVOS Geral......ccco oo 27
Objetivos ESPeCIfiCOS. ......cooiiiiiiiii e 27
METODOLOGIA...... ..o s mnannnns 28
Selecdo e Preparo das AMOStras..........ceevueeeeeiiieieiiieecee e 28
ANalise EstatiStiCa........ccooeei e e 29
Limpeza e Esterilizagdo dos dentes.............uuuiiiiiiiiniii e 29
Preparo da CUlUrA...........ooooiiieee e e e e e e 34
INOCUIAGA0 das AMOSIIAS.......uuueeiiiii it e 35
Classificagao dos Grupos de Tratamento.............ccccoceeeeiiiiiiiiiiiiiiiieee, 37
Tratamentos Aplicados NOS GrUPOS.........euuvuuriiiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeee e e, 38
Agua Eletrolisada (AE) com Acido HipocCIoroso............ccccvevieeveeeeenennn. 39
12T 5 011 = (o USSR 39
Microscopia Eletronica de Varredura..............coeeeiiiiiiiiiiieicii e 40
RESULTADOS........orrrerrrrrrrrsessssssssssssmssssnn s ss s s s s es s snsssssssssssnssnmnsssssssennsees 44
DISCUSSAOD.......coeieirrertestesessesssssesssssssessessssssssssssssssssssssssessssessesssssesesnens 49
CONSIDERAGOES FINAIS.......cocceeteuerieteereesesassesessesesssesssssssssesssssssssessns 59

REFERENCIAS.........ccooireetetrtreres s eeseaescesesesssesssssssasessssseseessssesssssasasseas 60



1 INTRODUGAO

Um tratamento endoddntico de exceléncia vai além de utilizar bons
equipamentos e realizar os procedimentos técnicos de forma adequada. Nao se
resume em seguir protocolos, mas sim em compreender os fatores etioldgicos
das doengas endodénticas de forma abrangente, conhecer as técnicas de
diagnostico pulpar e periapical e interpretar as respostas obtidas através da
anamnese e exame clinico. Seguir esse caminho, aproxima o profissional de um
diagnéstico seguro e acurado (SIQUEIRA; RICUCCI, 2010).

Alghamdi e Shakir (2020), afirmam que, bactérias e seus produtos s&o
fatores que causam inflamacao pulpar e perirradicular, sendo a sua eliminacao
imprescindivel para o sucesso do tratamento. Os autores ainda relatam que, com
o diagnostico estabelecido e a conduta clinica planejada, o cirurgido-dentista tem
a capacidade de lidar com duas situagdes patologicas: alteragédo do tecido pulpar
por meio de um processo inflamatdrio irreversivel ou através de um processo
infeccioso caracterizado por necrose pulpar. Consequentemente, Siqueira e
Rocgas (2009) complementam que, nesses casos, pode-se também encontrar

perda 6ssea periapical.

O percentual de sucesso poés-tratamento endoddntico oscila de acordo
com a situagao clinica inicial do paciente e com os métodos utilizados pelo
profissional no transcorrer do tratamento, podendo variar entre 86% e 98%. Se
o canal radicular se encontrar livre de infecgao, o objetivo do tratamento passa
a ser a assepsia do meio, prevenindo que uma possivel infecgdo entre em
contato com a porcgao apical do canal. Sendo assim, ha um aumento nas taxas
de reparo e na previsibilidade de sucesso da terapéutica (PRADA et al., 2019;
ZEHNDER, 2006).

Prada et al. (2019) também relatam que, a datar do momento em que a
polpa entra em processo de necrose, seja pela evolugdo de lesédo cariosa,
doenga periodontal ou trauma, a possibilidade de existir infec¢do no interior dos
canais aumenta progressivamente. Nesses casos, 0 desenvolvimento de um

ambiente propicio para colonizacido e multiplicagao de bactérias é viabilizado por



uma temperatura adequada, pela inexisténcia de nutrientes e por uma baixa

quantidade de células de defesa capazes de combater os microrganismos.

Zehnder (2006) expde que casos de necrose pulpar apresentam
microrganismos que com o tempo tendem a ocupar o sistema de canais
radiculares, alojando-se no interior dos tubulos dentinarios, deltas apicais,
ramificagcdes e istmos. A essa disseminagao, soma-se também a liberacao de
produtos toxicos bacterianos que causam injurias aos tecidos perirradiculares,

iniciando um processo de recrutamento de células de defesa para a regiao.

O autor ainda afirma que, enquanto ndo houver a remogado desses
microrganismos através do tratamento endodéntico, o ligamento periodontal
segue sendo agredido. Na sequéncia, devido a continua quimiotaxia de células
de defesa para essa area, a mesma acaba se tornando incapaz de comportar
todos esses elementos. Sendo assim, os osteoclastos sao recrutados. Essas
células atuam reabsorvendo tecido dsseo local, criando um espago para
comportar mais células do sistema imune, formando a lesdo periapical
(ZEHNDER, 2006).

Entende-se também que, quanto maior for essa lesao periapical, maior
sera a carga microbiana presente no sistema de canais radiculares. Dessa
forma, algumas situagdes clinicas como: dentes com periodontite apical
assintomatica ou retratados endodonticamente, se contrastados com casos de
necrose ou vitalidade pulpar, apresentardo diferentes prevaléncias de sucesso,
devido ao maior ou menor grau de infecgao. Portanto, quando estabelecido um
diagnostico utilizando todas as ferramentas disponiveis (anamnese, exame
fisico, testes de sensibilidade pulpar e interpretacdo de exames de imagem e
complementares), tem-se respaldo para planejar as etapas operatérias e
escolher as técnicas mais adequadas, objetivando o sucesso da terapia
endoddbntica (SIQUEIRA; RICUCCI, 2010).

1.1 Tratamento Endodontico

Durante o tratamento endodéntico, Siqueira & Rogas (2009) apontam

que o biofilme precisa sofrer um processo de desorganizagéo através de meios



mecanicos (instrumentos endodénticos), dando inicio ao processo de
desinfecgdo do canal radicular. Essa etapa, também conhecida por
desbridamento, tem por objetivo promover a redu¢do da carga bacteriana e o
aumento da suscetibilidade das bactérias a agdo quimica dos agentes

antimicrobianos.

Santos et al. (2012) e Lucena et al. (2021) acrescem que a terapia
endoddntica consiste na combinacdo de um preparo quimico-mecanico
(irrigacdo e instrumentagdo) com o selamento desse sistema de canais
radiculares através da obturagdo em todo o seu comprimento. A associagao de
instrumentos endodonticos com solugdes irrigadoras para a remogao de
microrganismos e matéria organica, faz parte das etapas do tratamento. Em

casos especificos, complementa-se com a medicagéao intracanal.

Ainda, conforme Jhajharia et al. (2015), o biofilme é rompido e a carga
microbiana € reduzida através da instrumentagdo mecanica, irrigagdo com
solugdes tecido-liticas e microbiocidas e com o uso de medicamentos
antimicrobianos no canal radicular. Consoante Gabardo et al. (2009), os
irrigantes tém por objetivo sanificar, desinfetar e lubrificar os condutos radiculares
durante o preparo quimico-mecanico. Selecionar a solugdo irrigadora mais
eficiente vai depender do seu efeito na microbiota de canais radiculares e a sua
acao sobre os tecidos periapicais. O desafio se encontra em alcancar o maior

potencial antimicrobiano com uma concentracdo segura.

1.2 Solugodes irrigadoras (Hipoclorito de Sédio)

Retamozo (2010) e Janani et al. (2017), apresentam em seus estudos
as qualidades desejaveis de uma solugao irrigadora que reuna as principais
necessidades dos profissionais: habilidade de dissolugdo da matéria organica;
capacidade de remover smear layer; baixa toxicidade; efeito bactericida e
bacteriostatico; facilitar a acdo dos instrumentos. Diferentes solugdes tém sido
analisadas com relagao ao potencial de desinfecgdo: compostos halogenados
(hipoclorito de sdédio/NaOCI), agentes quelantes (EDTA, 4&cido citrico),
clorexidina, detergentes (anibnicos, catidnicos), agua ozonizada e vinagre de

maca.



Os autores ainda citam que, o hipoclorito de sédio é a solugdo mais
comumente escolhida pelos endodontistas, pois dispde da maioria das
propriedades citadas anteriormente. Entretanto, é incapaz de remover a smear
layer; contudo, irrigagbes com solugdes quelantes tém sido indicadas como
adjuvantes no tratamento de canal radicular, com a intencdo de remover essa
camada de matéria inorganica (RETAMOZO, 2010; JANANI et al., 2017).

Inicialmente, o hipoclorito de sédio foi recomendado por Labarraque
(1777-1850), com objetivo de prevenir a febre puerperal. No século XIX, estudos
laboratoriais realizados por Koch e Pasteur aumentaram a aceitagdo da solugao
como desinfetante. Durante a Primeira Guerra Mundial, com base nos estudos
de Dakin sobre o uso de diferentes solugdes em tecido infectado, o NaOCI
tamponado a 0,5% foi utilizado para irrigar feridas. Pelo seu alto potencial de
dissolucao de tecidos necroéticos, o mesmo fora introduzido na Endodontia em
1920 (ZEHNDER, 2006).

Conforme Renovato et al. (2017), o hipoclorito de sédio € um solvente
com pH maior que 11. Possui a habilidade de dissolver os componentes
organicos e tecidos necroéticos. Seu espectro antimicrobiano € abrangente,
agindo contra bactérias, bacteriéfagos, esporos, leveduras e virus. Em altas
concentracdes, consegue agir sob a E. faecalis. Entretanto, Janani et al. (2017)
evidenciam que, conforme sua concentragdo, o NaOCI pode exibir algum nivel
de toxicidade. Se altas concentragdes do irrigante forem injetadas na regidao do

periapice, essa extrusao pode levar a necrose tecidual ou a reagdes alérgicas.

A acao do hipoclorito de sodio no interior do canal radicular se da atraves
da degradacgéo de aminoacidos e da hidrdlise ao produzir cloro. Para um melhor
entendimento do processo, os autores verificam as reagdes quimicas que
ocorrem entre tecido organico e o NaOCI. O irrigante funciona como um solvente
ao degradar acidos graxos, transformando os mesmos em sais e glicerol; essa
reagao tem por objetivo diminuir a tensdo superficial da solugéo residual,

dissolvendo matéria organica (reagéo de saponificacdo) (ESTRELA et al., 2002).

Estrela et al. (2002) descrevem também a segunda reag&o que ocorre

no processo de descontaminacgao: reacdo de neutralizacdo. O hipoclorito de



soédio neutralizara aminoacidos, formando sal e agua. Com a saida dos ions
hidroxila, o pH diminui. O acido hipocloroso, presente na solucdao de NaOCI,
quando em contato com tecidos organicos, age como um solvente. Entéo, cloro
sera liberado e, ao ser combinado com o grupo amino da proteina, formara as

cloraminas (reagao de cloraminagao).

Entendendo melhor o mecanismo antimicrobiano das reacdes, o0s
autores explicam que a reacdo de cloraminagao vai interferir no metabolismo
celular ao oxidar e inibir enzimas bacterianas, trocando hidrogénio pelo cloro.
Essas enzimas estao presentes na membrana citoplasmatica das células, sendo
responsaveis por fungdes essenciais: metabolismo, divisdo e crescimento
celular, formagado da parede celular, biossintese de lipidios, transporte de
elétrons e fosforilagdo oxidativa. Sendo assim, o pH elevado da solugédo modifica
a integridade da membrana citoplasmatica e interfere no transporte de nutrientes
das células bacterianas (ESTRELA et al., 2002).

Outras duas propriedades do hipoclorito de sédio vém sendo discutidas
entre Retamozo (2010) e Janani et al. (2017): a necessidade de estar em contato
direto e durante um periodo minimo de tempo para alcancar os efeitos
desejados. Haapasalo et al. (2007) acrescem que é indispensavel o contato entre
os agentes desinfetantes e as células microbianas, objetivando a morte desses
microrganismos. Apds o inicio dessa interagéo, o produto quimico desinfetante
passara pelo processo gradual de inativagdo e, em cada regido do sistema de
canais radiculares, isso se da por diferentes causas. No canal principal a solugéo
pode ser desafiada pelas diversas camadas dos biofilmes, da mesma forma que,
uma variedade de outros componentes organicos ali presentes vao interagir com

o irrigante utilizado podendo afetar o potencial antibacteriano do mesmo.

Haapasalo et al. (2007) seguem afirmando que, nos tubulos dentinarios,
pode-se encontrar fatores de diluicao, dificultando a completa limpeza da dentina
infectada pela solugdo irrigadora. Ainda, algumas espécies microbianas
conseguem invadir em profundidade a dentina, sendo os cocos gram-positivos
facultativos (enterococos e estreptococos) os mais habeis invasores. Santos et

al. (2012) e Retamozo (2010) avaliaram a capacidade de difusdo do NaOCI no



interior dos tubulos, atingindo uma profundidade de 200-300um. Porém, a E.
faecalis consegue alcancar profundidades maiores. A vista disso, o contato direto
entre solugdo e microrganismo fica impossibilitado, resultando na persisténcia

bacteriana mesmo apods instrumentacgao e irrigagao dos canais.

Outro questionamento levantado pelos autores é sobre o tempo minimo
de contato entre irrigantes e microrganismos. O estudo de Retamozo (2010)
mostrou que a irrigagdo com NaOCI 5,25% durante 40 minutos, foi o unico
processo capaz de eliminar completamente as bactérias. Entretanto,
concentragdes altas de hipoclorito de sddio ndao sao recomendadas para uso, em
virtude dos niveis elevados de toxicidade. Os autores também evidenciaram que
NaOCI 1,3% ou 2,5% séao ineficazes em um periodo menor que 40 minutos,

resultando em bactérias residuais no interior do elemento dentario.

Rutala & Weber (1997) afirmam que nao existe um consenso sobre a
concentracao ideal de hipoclorito de sddio para uso. O objetivo maior seria uma
concentrac&o apta a destruir os microrganismos e neutralizar os seus produtos
sem causar danos aos tecidos adjacentes. De acordo com o estudo de
Spangberg, Engstrom e Langeland (1973), a concentracéo de 5,25% de NaOCI,
apesar de ter sido forte o suficiente para eliminar cepas bacterianas no interior
do canal radicular, apresentou alta toxicidade para ser usada na rotina

endodobntica.

Zehnder (2006) acresce que, o potencial antimicrobiano do NaOCl e sua
capacidade de dissolugao de tecido, estdo diretamente relacionados com a
concentracao, porém sua toxicidade também. O estudo ainda disserta sobre o
uso do hipoclorito 5,25% por parte da maioria dos profissionais americanos.
Porém, fortes irritacdes foram vistas nos tecidos periapicais ou na mucosa dos
pacientes que passaram por procedimentos endodonticos, nos quais houveram

vazamento da solugcao, nessa concentragao, através do dique de borracha.

Entre os profissionais ndo existe um consenso acerca da solugao
irrigadora ideal. Essa selec¢do leva em consideragao o potencial antimicrobiano
dos irrigantes e sua possivel agado sobre os tecidos periapicais. De todos os

irrigantes disponiveis, Zehnder (2006) afirma que o hipoclorito de sddio segue



sendo “padrao ouro” e o mais utilizado. Marending et al. (2007) elucidam que o
NaOCI é um agente oxidante ndo especifico, podendo desproteinizar tecidos
duros em aplicagdes biomédicas. Os autores ainda afirmam que um dos efeitos
colaterais dessa solugao nao recebeu sua devida importancia dentro da literatura

endoddntica: o impacto na matriz dentinaria.

Consoante Renovato et al. (2017), dos 22% de material organico da
dentina, o colageno do tipo | é o seu principal constituinte. Esse colageno tem
atuacao direta nas propriedades mecanicas da dentina. O mesmo pode sofrer a
acéao solvente do NaOCI, visto que essa solugéo a 5% consegue degradar em
torno de 14% do peso seco de amostras de dentina em um periodo de 24 horas.
Em estudo, Guerisolli et al. (1998) avaliaram a perda de estrutura dentinaria
quando em contato com diferentes concentragdes de NaOCI; os resultados
mostraram que ndo houve diferenga entre as concentragdes na degradagéo do
colageno em dentina mineralizada. Entretanto, em dentina desmineralizada, a
diferenga de concentragao foi estatisticamente significante: maior concentracgao,

maior perda de estrutura.

Conforme Marending et al. (2007), o hipoclorito de sédio tem a habilidade
de fragmentar longas cadeias peptidicas e clorar grupos terminais de proteinas,
afetando as propriedades mecanicas da dentina ao degradar seus componentes
organicos. Nesse contexto, foi visto que uma superficie dentinaria exposta ao
NaOCl a 5% tem sua matriz de dentina periférica severamente alterada. O
estudo de Grigoratos, Knowles e Gulabivala (2001), mostrou que expor a dentina
durante duas horas a uma concentragcéo de 3%, diminui significativamente seu
modulo de elasticidade e sua resisténcia a flexdo em comparagdo com soro
fisiologico. Além disso, os autores puderam observar linhas de fratura nessa

dentina.

Novamente, Zehnder (2006) apontou que, uma solugao de hipoclorito de
sédio 5,25% diminui significativamente o mdédulo de elasticidade e a resisténcia
a flexdo da dentina, se comparado com uma solugao de NaOCI 0,5%. Seguindo
na mesma linha, Nakamura et al. (1985) reportam que as concentragdes 2,6% e

5,2%, quando utilizadas a 37°C, dissolveram 40% do colageno apds quatro



minutos, 45% apods oito minutos e 50% apds 12 minutos. No mesmo estudo, foi
visto que a solugdo com concentragao de 5%, a 4°C, dissolveu 45% de colageno

ap6s 10 minutos.

Em uma revisdo de literatura os autores discorrem sobre as mudancas
na dureza do dente apds o uso de hipoclorito de sédio durante o tratamento
endoddntico. O uso do irrigante seria um fator cumulativo, podendo predispor o
dente a fraturas, devido a sobrecargas durante a mastigacao. Sobre a diminuicéo
da resisténcia a flexdo, o resultado seria uma menor capacidade do dente de
suportar as deformagdes na presenga de algum tipo de for¢ca. Dessa forma, apos
a utilizacdo de NaOCI, menos esforgos seriam necessarios para que as ligagoes
coesivas dentro da dentina se rompessem. Esses resultados foram vistos apds
irrigagao com concentragdes de 2.5%, 3%, 5%, 5.25% e 9% em um periodo entre
24 minutos a 2 horas (PASCON et al., 2009).

1.3 Biofilme

As mudancas nas propriedades fisico-quimicas da dentina nao sé
prejudicam a resisténcia do elemento dentario, como também podem criar
espagos propicios para as bactérias residuais se alojarem. De acordo com
Siqueira & Ricucci (2010), temos o biofilme como o principal mediador da
infeccdo endodbntica, nas quais as bactérias sdo as principais causadoras da
inflamacgéo pulpar e periapical. Prada et al. (2019) reforcam ainda que, no interior
do canal radicular, as bactérias podem estar isoladas como células planctonicas,
suspensas em liquido ou na forma de agregados aderidos as paredes

dentinarias, formando diversas camadas de biofilme.

Chakraborty & Kumar (2019) retificaram que os biofilmes sdo uma
comunidade bacteriana tridimensional cercada por uma matriz extracelular de
substancias poliméricas que protegem as células de antimicrobianos e
componentes imunolégicos. Jhajharia et al. (2015) acrescentam que essa matriz
€ composta em 85% por proteinas, polissacarideos e acidos nucleicos. Enquanto
que estruturas celulares compdem os 15% restantes. A mesma, age como uma
barreira fisica, criando um ambiente favoravel para sobrevivéncia. Ela aumenta

a patogenicidade; a protecdo contra microrganismos e/ou agentes



antimicrobianos; a area para crescimento e a eficiéncia metabdlica. Da mesma
forma que diminui o estresse causado pelo ambiente e pela defesa do

hospedeiro.

O biofilme pode ser encontrado em diversas areas do complexo sistema
de canais radiculares. Estudos in situ observaram biofilmes sésseis recobrindo
as paredes dentinarias desse sistema em infecgdes primarias e secundarias. Foi
revelada também, a presenga de biofilme em ramificacbes apicais, canais
laterais e istmos que realizam a conexao com o canal principal. Acrescenta-se
ainda que, biofiimes aderidos na superficie apical da raiz (biofiime
extrarradicular) tém sido considerados como uma possivel causa de periodontite
apical pés-tratamento. Além disso, essas regides dificultam o contato entre os
instrumentos e/ou agentes quimicos com as bactérias (RICUCCI et al., 2010;
PRADA et al., 2019).

Prada et al. (2019) ainda afirmam que, apdés os procedimentos de
desinfeccdo endododntica, o remanescente bacteriano (mesmo com substrato
reduzido) consegue sobreviver nessas areas de dificil acesso aos instrumentos
e irrigantes endodénticos e em regides rugosas de erosdo causadas pelo
hipoclorito de sddio. Para isso, as bactérias devem possuir caracteristicas que
as tornem habeis para se adaptarem a um ambiente pobre em nutrientes. Para
tanto, algumas espécies podem estar envolvidas no insucesso do tratamento
endodéntico, sendo a Enterococcus faecalis a mais prevalente: Pinheiro et al.
(2003) mostraram a presencga de 45,8% de E. faecalis, mesmo apds endodontia
finalizada; Sedgley et al. (2006), descobriram que é mais frequente a presenca

da E. faecalis em infec¢bes secundarias (89,6%) do que em primarias (67,5%).

1.4 Enterococcus Faecalis

De acordo com Alghamdi & Shakir (2020), as bactérias e os seus
subprodutos s&o fatores que originam inflamagdes pulpares e perirradiculares,
dessa forma, sua eliminacdo do sistema de canais radiculares durante o
tratamento endoddntico é essencial para o sucesso da terapia. Ainda que uma
adequada instrumentagdo e irrigacdo possa diminuir a carga microbiana, a

Enterococcus faecalis nem sempre é removida por completo do canal radicular,



abrigando-se em locais propicios para sua sobrevivéncia.

Essa bactéria € um coccus gram-positivo anaerébio facultativo que
normalmente habita a cavidade oral e trato gastrointestinal. Outrossim, € um
indicador biologico amplamente utilizado nos estudos cientificos, por mostrar alta
resisténcia aos agentes antimicrobianos. Ela consegue sobreviver a ambientes
desfavoraveis com baixa disponibilidade de nutrientes e oxigénio, pH alcalino em
torno de 11.5 e alta variabilidade de temperatura (ALGHAMDI; SHAKIR, 2020).

Del Fabbro et al. (2013) mostram que a E. faecalis consegue estabelecer
uma infecgdo extrarradicular de forma direta ao secretar toxinas na regiao do
periapice, ou indireta ao induzir uma reagao inflamatéria. Os autores dissertam
acerca da capacidade dessa bactéria de ganhar e transferir elementos
extracromossémicos e codificar tragos de viruléncia, constatando que € possivel
colonizar o meio com maior facilidade, competir com outras bactérias, crescer
como biofilme, resistir a mecanismos de defesa do hospedeiro e produzir

mudancgas patoldgicas.

Na forma de biofilme, é capaz de induzir a precipitacdo de hidroxiapatita
formando uma calcificagao favoravel para resistir aos processos de cicatrizagcao
apos tratamento endoddntico. Seguindo, a E. faecalis tem a habilidade de utilizar
os fluidos do ligamento periodontal como fonte nutricional e formar biofiimes nas
paredes dentinarias, protegendo-se da resisténcia do hospedeiro e agentes
desinfetantes. Ademais, consegue penetrar profundamente nos tubulos
dentinarios e se fixar nas fibras colagenas (ALGHAMDI; SHAKIR, 2020).

Segundo Kayaoglu & Orstavik (2004), a E. faecalis é resistente aos
efeitos antimicrobianos do hidréxido de calcio, possivelmente pelo fato de possuir
um efetivo mecanismo de bomba de prétons que mantém os niveis de pH
citoplasmaticos ideais. Os autores discutem também que os principais fatores de
viruléncia sédo as substancias de agregacao, adesinas bacterianas de superficie,
ferormbnios sexuais, produgdo de superodxidos extracelulares e duas enzimas

liticas (hialuronidase e gelatinase).

Seguindo, Siqueira & Rdcas (2008) tém revelado que, o preparo



quimico-mecanico utilizando hipoclorito de sédio em diferentes concentragdes
nao € suficiente para, previsivelmente, tornar os canais radiculares livres de
bactérias cultivaveis (40-60% dos canais permanecem com bactérias no seu
interior). Além do mais, Janani et al. (2017) apontam que a E. faecalis € um dos
fatores etioldgicos das falhas endodénticas, sendo capaz de formar biofilmes
intra e extrarradiculares dificultando a sua remocéo por completo. Gabardo et al.
(2009) também confirmam que o insucesso do tratamento endodéntico esta
relacionado com a impossibilidade de esterilizar por completo o sistema de

canais radiculares.

Outras estratégias abordadas no mesmo estudo sdo: a capacidade de
aderir as paredes do canal e formar comunidades organizadas em biofilmes;
importante para resistir e persistir aos procedimentos antimicrobianos. Elas
também conseguem escapar da agédo dos instrumentos e dos irrigantes ao se
localizarem em ramificagdes, istmos, interior de tubulos dentinarios e outras
irregularidades (SIQUEIRA; ROCAS, 2008).

Nair et al. (2005) mostram que 88% das raizes mesiais de molares
inferiores apresentaram infeccdo residual, apds tratamento endodéntico
finalizado em uma consulta. Gabardo et al. (2009) e Haapasalo & Orstavik (1987)
explicam que, a manutencéao do fator microbiolégico ocorre devido a capacidade
da contaminacgao se dar através do esmalte ou do cemento, com a penetracao
das bactérias ao longo dos tubulos dentinarios. O estudo de Siqueira Jr. (2001),
também mostrou que istmos, ramificagdes ou tubulos dentinarios podem nao ser
afetados pelos procedimentos realizados durante a endodontia. Portanto, essas
regides permanecem com uma reserva de nutrientes disponivel para as

bactérias.

Jhajharia et al. (2015) e Haapasalo & Orstavik (1987) apontam que,
essas mesmas zonas exercerao a fungao de protecao para as bactérias durante
a instrumentacado do canal radicular. Pois de acordo com os autores, esses
microrganismos possuem a capacidade de penetragao nos tubulos dentinarios a
uma profundidade que varia entre 300-400um apds trés semanas de incubacgao,

podendo alcangar valores entre 500 e 800um. Siqueira Jr. (2001) acrescenta que



um outro possivel déficit dos tratamentos endododnticos é a inacessibilidade das
limas nos tecidos perirradiculares. Explicando-se a permanéncia de

microrganismos nesses locais.

Seguindo, Renovato et al. (2017) afirmam que eliminar microrganismos
dos canais radiculares tem sido um desafio para a Endodontia. IniUmeras
medidas vém sendo estudadas para reduzir a quantidade de infecgao do canal
radicular: diversas técnicas de instrumentagao, novos protocolos de irrigagéo e
medicagao intracanal. Como visto anteriormente, apenas a instrumentagao
mecanica nao promove uma remog¢ao completa dos microrganismos, para mais,
0s remanescentes pulpares podem impedir os efeitos antimicrobianos dos

irrigantes endodoénticos e medicamentos.

Com o passar do tempo, os microrganismos tém desenvolvido
mecanismos de resisténcia as técnicas do preparo quimico-mecanico, a
medicagao intracanal e a medicagao sistémica, permanecendo no canal mesmo
apos a finalizacao do tratamento. Sendo assim, uma maior atengdo vem sendo
direcionada para novos procedimentos que complementem as técnicas
endoddnticas convencionais e realizem o controle dessa infecgao (GABARDO et
al., 2009; FIGUEIREDO JR. et al., 2021).

1.5 Germinator

Amaral et al. (2010) afirmam que nos ultimos anos, a Endodontia evoluiu
significativamente com o desenvolvimento de novas tecnologias, objetivando
facilitar a rotina clinica e diminuir o tempo de consulta. Fontes luminosas vém
sendo estudadas como coadjuvante ao tratamento endoddntico convencional.
No estudo de Saydjari, Kuypers e Gutknecht (2016), € possivel entender que
lasers odontologicos podem diminuir a carga bacteriana do sistema de canais
radiculares. O desenvolvimento do laser ocorreu na década de 50, sendo
utiizado primeiramente no campo da oftalmologia e dermatologia. Na
Endodontia, foi utilizado pela primeira vez em 1971, com o objetivo de selar o

forame apical.



Existem diversos tipos de lasers disponiveis para uso odontoldgico,
variando o seu comprimento de onda de acordo com o0 seu proposito.
Especificamente na Endodontia, possuem um menor comprimento de onda
(630-800nm), sendo a Terapia Fotodinamica (PDT) a mais conhecida e utilizada.
Na PDT é utilizado o laser, sendo 0 mesmo uma fonte de luz colimada que age
de forma local e pontual. E de facil e rapida aplicacdo, ndo desenvolve
resisténcia microbiana e tem seu efeito antimicrobiano se utilizado
conjuntamente a um fotossensibilizador (corante azul) (PLOTINO; GRANDE;
MERCADE, 2018; AMARAL et al., 2010; JANANI et al., 2017).

Souza et al. (2021), testaram um novo dispositivo de desinfec¢ao
(“Germinator”™ por Designs For Vision, Bohemia, NY, EUA) com duas solugdes:
peroxido de hidrogénio e clorexidina (CHX). Seu objetivo seria reduzir a
concentracao e o tempo de aplicagcao dessas solugdes, diminuindo, dessa forma,
0s possiveis efeitos negativos nos tecidos bucais devido as suas toxicidades.
Esse protétipo para desinfecgao oral permite a fotocatdlise através de quatro
LEDs com comprimento de onda de 405nm. O LED é uma fonte de luz nao
colimada que tem sua acgédo de forma difusa, dessa maneira, sua emissédo se

propaga pelo tecido.

Souza et al. (2021) utilizaram esse dispositivo para avaliar a influéncia
da radiagcao nao ionizante como foto-catalisador ativo. Como resultado mais
relevante, foi visto que a fonte de luz azul, associada ou ndo a alguma solugao,
potencializa a descontaminacado intra-oral. Especificamente, o Germinator
aumentou a capacidade de desinfeccdo do perdxido de hidrogénio em
concentracdes de 3% e 1,5%; ainda, mais do que duplicou a eficacia bactericida
da clorexidina. O tempo de aplicagdo da fonte luminosa na pesquisa foi de 3
minutos, sendo o suficiente para potencializar o efeito das solugdes, garantindo

uma agao antimicrobiana eficaz.

A reacgao que ocorre entre as solucdes estudadas e a fonte luminosa é a
fotdlise. Fotolise € o processo de degradagédo de moléculas orgénicas através da
radiagdo luminosa. Esse processo abrange radicais livres, os mesmos vao

causar o rompimento de ligacbes quimicas de uma molécula, resultando na



formacdao de ions. Outras pesquisas também verificaram o potencial
antimicrobiano dessa reagdao na presenga do peroxido de hidrogénio. A
desinfecg¢ao ocorre através do radical hidroxila gerado pela fotélise, oxidando os
componentes celulares dos microrganismos como a membrana celular, acido
nucléico, entre outros. Esse efeito bactericida gerado, esta diretamente
associado com tempo de irradiagédo e poténcia da luz utilizada (comprimento de
onda e densidade de energia) (SHIRATO et al., 2012; IKAI et al., 2010).

Shirato et al. (2012) acrescem outro fator importante: a concentragdo da
solugao testada. Foi visto anteriormente que, quanto maior a concentragao,
maior sera o efeito oxidativo sob as células. Entretanto, altas concentracbes de
determinadas substancias podem causar efeitos adversos no hospedeiro. Sendo
assim, ao associarmos uma fonte de luz com as solugdes irrigadoras utilizadas
no tratamento endoddntico, pode-se ser possivel a utilizacido de concentracdes
menores e mais seguras. Diminui-se, dessa forma, os possiveis danos aos

tecidos do hospedeiro.

Ja se sabe que os microrganismos podem se tornar suscetiveis quando
expostos a uma fonte luminosa que potencialize a desinfecgao. Porém os efeitos
dessas novas tecnologias na estrutura dentaria devem ser investigados, visando
identificar a possibilidade de haver possiveis danos e/ou alteragées morfoldgicas
nos tubulos dentinarios e na permeabilidade dentinaria. Essa investigacao se faz
importante pois, na presenga de modificagdes negativas nessa estrutura, a
capacidade de vedagdo dos cimentos obturadores pode ser prejudicada,
resultando em reinfecgdes. Ainda, a manutencao e previsibilidade do dente em
funcdo pode ser diminuida, resultado da fragilidade da estrutura dentaria

causada ou nao por estes novos dispositivos (LACERDA et al., 2016).
1.6 Agua Eletroquimicamente Ativada (AE)

Como visto em outros estudos, ja esta bem documentado que a E.
faecalis tem o potencial de sobreviver no sistema de canais radiculares ja
tratados endodonticamente por longos periodos. Essa bactéria consegue se
manter mesmo sem a disponibilidade de nutrientes adicionais ou o suporte

metabdlico de outras bactérias, podendo provocar uma resposta inflamatéria



periapical no hospedeiro. A vista disso, novas técnicas vém sendo desenvolvidas

para melhorar a desinfecgdo dos canais radiculares (CHEN et al., 2013).

A respeito das solugdes irrigadoras utilizadas, o hipoclorito de sédio €
considerada a substancia de primeira escolha, uma vez que mostra os melhores
resultados no processo de desinfecgdo e possui propriedades antibacterianas
consideravelmente importantes. Atualmente, esta sendo utilizada, em processos
de desinfeccdo médica e industrial, uma solugdo denominada agua com

potencial oxidativo ou agua eletroquimicamente ativada (FONSECA et al., 2009).

De acordo com Fonseca et al. (2009) e Hata et al. (2001), essa solugao
de natureza eletrolitica tem pH variando entre 2.3 e 2.7 e um potencial de oxi-
reducdo (REDOX) maior que 1100mV. Chen et al. (2013) e Hata et al. (2001)
explicam que a agua com potencial oxidativo é gerada eletroquimicamente
através do uso de dispositivos nos quais o anodo e o catodo sao separados por
uma membrana, fomando dois compartimentos. A eletrélise de uma solugao
aquosa de cloreto de sodio tem por objetivo produzir agua eletrolisada acida e
oxidativa (baixo pH e alto potencial de oxi-redu¢cao) na camara anddica de uma
célula eletroquimica. No compartimento do lado do catodo, € produzida uma
agua eletrolisada alcalina e redutora (pH maior que 11 e potencial de oxi-redugao
de -800mV).

A solugao de cloreto de sédio que reage na superficie do anodo, vai gerar
cloro, oxigénio e outros oxidantes reativos que sao liberados no fluido. Essa agua
eletrolitica exibe notavel atividade antimicrobiana contra bactérias e virus. Sua
aplicabilidade clinica como irrigante se da de forma segura, pois ao reagir com
substancias fotossensiveis e/ou organicas seu potencial de oxi-redug¢ao diminui
rapidamente. Ainda, essa solucéo tem efeito semelhante ao EDTA 15% no que

diz respeito a permeabilidade dos tubulos dentinarios (HATA et al., 2001).

De acordo com Fonseca et al. (2009), a agua eletrolitica tem capacidade
de atuar contra a E. faecalis, ja que bactérias anaerdbias facultativas crescem
adequadamente em ambientes alcalinos com potencial de oxi-redugao em torno
de 300mV. Um potencial de oxi-reducao elevado afasta os elétrons da membrana

celular, a mesma acaba por se desestabilizar e romper resultando na morte da



célula bacteriana. Os autores também afirmam que a agua eletrolisada se
apresenta eficaz na remogao de matéria organica e inorganica, podendo ser

utilizada para desinfecgédo de canais radiculares.

Gulabivala et al. (2004) ratificam que, atualmente, existe a necessidade
de uma solugéo irrigadora que possua propriedades antibacterianas, mas que
atue brandamente sobre os tecidos vitais realizando o desbridamento da
superficie dentinaria sem enfraquecer sua estrutura, como foi visto nos estudos
com o hipoclorito de sédio. Os autores ainda sugerem que a solugao acida
produzida na camara anddica poderia ser Util para a remogao de detritos e de
smear layer. Enquanto a solugédo produzida no lado do catodo, poderia atuar
como detergente sendo considerada biocompativel. A toxicidade reduzida
dessas solugdes e o baixo impacto nas propriedades fisico-quimicas da dentina,
podem ser vistas como caracteristicas vantajosas com relagéo aos tratamentos

endododnticos.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral



Avaliar in vitro os possiveis efeitos na estrutura dentinaria de novas
tecnologias utilizadas para a desinfeccdo do sistema de canais radiculares

durante o tratamento endodéntico.
2. 2 Objetivos Especificos

Comparar, através da andlise de imagens obtidas com Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), as possiveis mudangas no contorno dos tubulos
dentinarios e na superficie do canal radicular de dentes bovinos, apds irrigagéao
com uma solugdo com potencial oxidativo (Agua Eletrolisada Ativada com &cido

hipocloroso/AE) e hipoclorito de sddio 2,5% associadas, ou ndo, ao Germinator.

3 METODOLOGIA

Dissertacao de Mestrado desenvolvida para o uso de uma fonte de luz azul



com baixo comprimento de onda como estratégia antimicrobiana contra o
biofilme de Enterococcus faecalis. A mesma foi encaminhada a Comissao de
Pesquisa do Instituto de Ciéncias da Saude (ICBS) (COMPESQ) sob numero
34070. (Anexo 1)

3.1 Selecao e Preparo das Amostras

Para o presente estudo 56 incisivos inferiores bovinos, unirradiculares e
maduros foram selecionados apdés a extracdo com alavancas e forceps. Os

mesmos, foram armazenados em agua destilada até serem utilizados (Figura 1).

Figura 1: incisivos bovinos maduros apos a extragéo e armazenagem.

Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

Os critérios para que os dentes selecionados fossem incluidos no estudo
foram: canais predominantemente retos que apresentassem diametros
semelhantes e ideais para a realizagdo do trabalho e formagdo completa do
apice radicular. Os critérios de exclusao foram dentes deciduos, dentes com

desenvolvimento incompleto, qualquer tipo de fratura ou dilaceragdes apicais.

3.2 Limpeza e Esterilizagao dos Dentes

Apoés a selecao das amostras, a limpeza da superficie externa dos dentes foi
realizada através de raspagem radicular. O ligamento periodontal remanescente
aderido as raizes foi removido com cureta periodontal do tipo Gracey n° 1/2, 3/4
e 5/6 (Neumar Instrumentos Cirurgicos Ltda - Brasil) e lamina de bisturi n® 12.
Apds a raspagem radicular, as amostras foram lavadas em agua corrente

durante um minuto e a secagem foi realizada em temperatura ambiente.



A coroa dos dentes foi removida abaixo da jungdo amelocementaria de forma
perpendicular ao longo eixo do dente com o auxilio de um disco diamantado (KG
Sorensen Industria e Comércio Ltda., Barueri, Sdo Paulo, Brasil) acoplado a
peca reta de mao (Kavo Kerr), dessa forma, todas as raizes mantiveram o

mesmo comprimento de 16mm (Figura 2).

Figura 2: remogé&o da coroa abaixo da jungdo amelocementaria.

«s. o i

Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

Ainda, com o auxilio de peca reta de méo, foram realizados sulcos no sentido
longitudinal das faces vestibular e lingual das amostras, com profundidade
suficiente para que no fim do experimento pudessem ser clivadas com maior
facilidade em duas hemissecgdes, porém tendo o cuidado para que o interior do
canal radicular ndo fosse atingido. Os mesmos discos diamantados dupla face
foram utilizados para a confecgao dos sulcos (KG Sorensen Industria e Comércio
Ltda., Barueri, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 3). As amostras foram clivadas para
que, posteriormente, fossem analisadas através da Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV).



Figura 3: incisivo bovino apds confec¢ao dos sulcos longitudinais.

Fnte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

Para a exploragao e desobstrugcdo dos canais radiculares, limas manuais do
tipo K (Dentsply Sirona Maillefer, Catanduva, Sao Paulo - SP) de 21mm e
calibradas em 16mm foram utilizadas. Para canais mais calibrosos, foram
selecionadas limas tipo K de calibre 20, enquanto nos canais de menor calibre,

utilizou-se as limas tipo K #10.

Finalizada a explorag&o dos canais radiculares, uma pequena quantidade de
cera utilidade New Max U (Technew Comércio e Industria Ltda, Quintino
Bocaiuva, RJ, Brasil) foi fixada na regido correspondente ao apice
proporcionando um vedamento apical (Figura 4). Este bloqueio apical, permitiu
que fosse possivel realizar o protocolo de irrigagdo dos dentes. As amostras
foram acopladas em um torno de bancada de forma que as faces sulcadas
ficassem perpendicularmente presas aos dentes da morsa e sob a mesma, foi
disposto um recipiente para coleta dos residuos (agua, solug¢des, residuos

organicos).

Figura 4: incisivos bovinos com cera utilidade fixada no apice radicular.

L

! ' I , 1. 8
Fonte: Kellyn

i
Rocca Souz



Todos os dentes receberam um protocolo de irrigacdo adaptado para a
desinfecgao dos canais radiculares, sem que causasse alteracdes na superficie:
protocolo de Grundling et al. (2011). Insertos ultrass6nicos Helse E1 Irrisonic
(Helse, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil) foram utilizados para a ativacao das
amostras. O inserto foi posicionado a 3mm do comprimento de trabalho (16mm)
e acionados com poténcia correspondente a um terco do equipamento

(SybronEndo, Sao Paulo, Brasil).

O protocolo de Grundling et al. (2011) utilizado para a limpeza das amostras
foi composto por uma irrigagéo inicial com agua destilada (Asfer, Sdo Caetano
do Sul, Sédo Paulo, Sdo Paulo, Brasil) e ativagdo por um tempo de trés segundos.
Apos, a irrigacao foi realizada com hipoclorito de sédio 2,5% (Soda Clorada Asfer
2,5%, Dental Marc, Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil) e novamente
ativada por trés segundos. Seguiu-se, utilizando EDTA trissodico a 17%
(lodontec Industria e Comércio de Produtos Odontolégicos Ltda, Porto Alegre,
Rio Grande do Sul, Brasil) e ativagao por trés segundos. O protocolo foi repetido
por trés vezes (Figura 5). Para a lavagem final, foi utilizada agua destilada. A

secagem dos dentes foi realizada em temperatura ambiente.

Figura 5: organizacdo da mesa de materiais utilizados para o protocolo de irrigacéo.
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Em seguida, os dentes descoronados foram posicionados em microtubos de

1,5ml (Kasvi, S&o José dos Pinhais, Parana, Brasil) com a porg&o cervical para



cima, objetivando minimizar os riscos de contaminagao e facilitar as trocas do
meio de cultura. O preparo dos tubos para receber as amostras foi realizado da
seguinte maneira: um pequeno orificio foi realizado no centro das tampas dos
microtubos com auxilio de um instrumento aquecido em chama. Nesse orificio,
os dentes foram posicionados e, posteriormente, tiras de Fita Micropore Nexcare
(8M, Sumaré, Sao Paulo, Brasil) foram utilizadas ao redor da tampa para fixar de
forma adequada o dente e também diminuir as chances de uma possivel
contaminagao. Ao lado do orificio central, foram confeccionados mais dois
orificios laterais de menor tamanho com agulha descartavel para irrigacéo (Injex
21G, Ourinhos, Sao Paulo, Brasil), esses orificios foram utilizados para as trocas

do meio de cultura (Figura 6).

Figura 6: dentes posicionados em microtubos com Fita Micropore.

Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

O conjunto microtubo/dente foi posicionado em caixas de polipropileno
(Heathrow Scientific, Vernon hills, lllinois, EUA), as mesmas foram
individualmente embaladas em papel grau para autoclave (Hospflex, Sorocaba,
Sao Paulo, Brasil), em seguida, esterilizadas em autoclave vertical (Laboratério
de Imunologia e Microbiologia da Escola de Ciéncias da Pontificia Universidade
Catdlica do Rio Grande do Sul) (Figura 7). O tempo de esterilizagdo das

amostras ocorreu em um ciclo de 15 minutos a temperatura de 120°C.



Figura 7: microtubos posicionados nas caixas e prontos para esterilizacéo.

Fonte: Kellyn Rocca Souz, 2021.

Antes da inoculacdo das amostras, as mesmas passaram por um teste de
esterilidade utilizando cones de papel estéreis (Pontas de papel absorventes 15-
40 e 45-80, Diadent/TDK, Dental Web, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil).
Essas pontas foram introduzidas no interior do canal radicular e, logo apés, foram
transferidas para um tubo contendo 3ml de BHI (Figura 8). Esses tubos foram
incubados a uma temperatura de 37°C por um periodo de 24 horas. O teste de
esterilidade foi realizado em todas as amostras. Nenhum tipo de crescimento
bacteriano foi detectado no caldo dos tubos apds o teste de esterilidade, sendo

assim as amostras passaram para a etapa de inoculagao da bactéria.

Figura 8: tubos contendo caldo BHI apds teste de esterilidade.

3.3 Preparo da Cultura

O Enterococcus faecalis foi a cepa bacteriana selecionada para a realizagao



deste trabalho (ATCC 29212). O preparo do indculo foi realizado a partir de
estoque -20, cultivado em uma aliquota de 200ul em 3ml de caldo BHI e incubado
por um periodo de 24 horas no Laboratério de Imunologia e Microbiologia da
Escola de Ciéncias da Pontificia Universidade Catdélica do Rio Grande do Sul.
Em seguida, uma aliquota de 200ul foi retirada e cultivada novamente em um

novo caldo BHI de 3ml sendo incubada novamente por 24 horas.

As estirpes de E. faecalis foram cultivadas em um caldo de infusdo de cérebro
e coracado (BHI) por 24 horas posicionado em shaker. Posteriormente, foi
realizado teste de coloragao Gram verificando se havia contaminagao. Apés a
confirmacéao do teste para contaminagao negativa, o cultivo foi mantido em estufa
a 37°C até seu uso. Os E. faecalis foram cultivados no Laboratério de Imunologia
e Microbiologia da Escola de Ciéncias da Pontificia Universidade Catdlica do Rio
Grande do Sul (PUC-RS) em meio BHI contendo 1% de tripticase (BBL,
Cockeysville, MD), 1% de proteose peptone (Difco, Detroit, Ml), 0,5% de extrato
de levedura (Difco, Detroit, Ml), 0,5% de cloreto de sédio, 5mg/mg de hemina e
0,5% mg/ml de vitamina K suplementado com 0,2% de glicose a 37°C durante
24 horas (TAKAHASHI, et al. 1997).

3.4 Inoculagcao das Amostras

Nos microtubos, a cultura de Enterococcus faecalis foi adicionada de forma
igualitaria dentro do canal de cada amostra (quantidade correspondente a 100ul
do indculo inicial) através do orificio central havendo dessa forma possibilidade
para o desenvolvimento de biofilme (Figura 9). Ainda, foi acrescentado caldo BHI
através dos orificios laterais até que toda a extensao do dente ficasse submersa.
No grupo controle negativo, foi introduzido apenas o caldo de BHI sem a
presenca de E. faecalis. As caixas com os microtubos dentro foram envoltas com

plastico filme e levadas a incubagdo em estufa a 37°C até a nova troca de meio.



Figura 9: adicao da cultura de E. faecalis no interior do canal radicular pelo orificio central.

I
Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

A cada 48 horas, a troca do meio de cultivo foi realizada com o auxilio de
agulhas descartaveis para irrigacdo e seringas descartaveis luer lock de 5ml
(Injex, Ourinhos, Sao Paulo, Brasil). Primeiramente foi realizado o preparo do
local de trabalho (capela de fluxo laminar): descontaminagao com alcool 70% da
superficie da capela e luz ultravioleta (germicida) acionada por um periodo de 15
minutos. Pretendeu-se criar uma area o mais estéril possivel para 0 manuseio
dos materiais bioldgicos, evitando a contaminagao das amostras e garantindo a

seguranc¢a no momento da manipulagcéo das mesmas (Figura 10).

Figura 10: troca do meio de cultivo em capela de fluxo laminar.

Ol

Fonte: Kellyn Rocca Sl;za, 2021.

Como cada grupo (caixa) possuia 8 amostras, durante a troca de meio, a



cada 4 amostras a agulha e a seringa eram substituidas com o propésito de
diminuir as chances de contaminacgao. Totalizando assim, duas agulhas e duas
seringas por grupo (caixa). A maior quantidade de caldo BHI possivel (em média
2/3) foi removida através dos orificios laterais confeccionados nas tampas dos
microtubos, e descartada; um novo meio de cultura foi inserido pelo mesmo local
(Figura 11). As amostras em seguida foram novamente embaladas em plastico
filme e levadas a estufa na mesma temperatura de 37°C por mais 48 horas, até
a proxima troca por um periodo de 7 dias. A renovagdo do meio era sempre

realizada na segunda, quarta e sexta-feira (figura 11).

Figura 11: troca de meio de cultivo pelo orificio lateral do microtubo.

Durante cada troca de meio, uma gota do material de cada grupo foi coletada
do interior do microtubo e disposta em uma placa de agar sangue. As 7 placas
foram levadas a estufa a 37°C por um periodo de 48 horas, apds esse periodo,
foi realizada uma avaliacao visual, coleta e analise de Gram. Para a analise das
placas de agar sangue, foram coletadas amostras com auxilio de uma alga
aquecida e estéril, posteriormente, foram depositadas em laminas de vidro,
coradas com a técnica de Gram e analisadas em microscopio (objetiva de 100x).
Essa analise objetivou verificar se houve o crescimento de bactérias do tipo

estreptococos ausentes de contaminacgéo.
3.5 Classificagao dos Grupos de Tratamento

As amostras foram numeradas de 1 a 56 e divididas de forma randomizada

em 7 grupos, totalizando 8 amostras por grupo:



GRUPO 1: controle negativo - para fins de comprovagéo de auséncia de areas
erosivas, modificagdes nos tubulos dentinarios e crescimento bacteriano, as

amostras nao foram inoculadas e nao receberam nenhum tipo de tratamento;

GRUPO 2: controle positivo - E. faecalis + BHI. Nao receberam nenhum tipo de

tratamento;

GRUPO 3: E. faecalis + BHI + AE;

GRUPO 4: E. faecalis + BHI + AE + Germinator;

GRUPO 5: E. faecalis + BHI + NaOCIl 2,5%;

GRUPO 6: E. faecalis + BHI + NaOCI 2,5% + Germinator;
GRUPO 7: E. faecalis + BHI + Germinator.

Todos os grupos foram, apds a realizagdo dos procedimentos, analisados

através de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
3.6 Tratamentos Aplicados nos Grupos

Apds o periodo de cultivo de 7 dias, as amostras foram removidas dos
microtubos com o auxilio de uma pinga mosquito (Golgran, S&do Caetano do Sul,
Sao Paulo, Brasil) (figura 12). Novamente, cera utilidade foi fixada no apice de
cada raiz (vedamento apical) e, as mesmas, foram acopladas no torno de

bancada.



Figura 12: capela de fluxo laminar pronta para a aplica¢do dos protocolos de tratamento.
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Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

O protocolo de irrigacao foi realizado da mesma forma nas amostras dos
grupos G3, G4, G5 e G6: 3 ciclos de irrigagdo com a solugado pertencente a cada
grupo; sendo que cada ciclo tinha a duragéo de 3 segundos. A agulha irrigadora
foi inserida 3mm aquém do comprimento de trabalho. Durante a irrigagao, foi
realizado movimento de vai e vem. Durante o protocolo de irrigagao, o canal ficou
inundado com a solugao pertencente ao seu grupo de tratamento, sendo o tempo

de contato entre a solugao irrigadora e o canal radicular de um minuto e meio.

As amostras pertencentes ao Grupo 3 receberam um protocolo de
desinfeccdo com Agua Eletrolisada com Acido Hipocloroso (Dentaqua, Sdo
Francisco, Estados Unidos). As amostras do Grupo 4 receberam o mesmo
protocolo de irrigacdo com a mesma solugéo do Grupo 3, porém acrescido da
aplicacdo de uma fonte luminosa de comprimento de onda de 405nm
(“Germinator”), antes e ap0s a irrigagéo, durante trés minutos, totalizando seis

minutos com o dispositivo acionado sobre as amostras.

As amostras do Grupo 5 receberam irrigagao com Hipoclorito de Sodio 2,5%
e as amostras do Grupo 6 também foram irrigadas com a mesma solugao no
mesmo periodo de tempo, entretanto receberam a aplicacdo do Germinator,
antes e apos a irrigagao, por trés minutos. As amostras do Grupo 7 receberam a
aplicagao de luz durante 3 minutos, foram preenchidas com agua destilada e,

novamente, uma nova aplicagdo com a fonte luminosa foi realizada no mesmo



periodo de tempo.
3.7 Agua Eletrolisada (AE) com Acido Hipocloroso

A Agua Eletrolisada com Acido Hipocloroso utilizada no presente estudo foi
obtida através do equipamento Dentaqua Dw-8 (figura 13). Este equipamento foi
fornecido pela empresa Dentaqua, situada em S&o Francisco, EUA, para a
realizacao do experimento. Os procedimentos foram realizados no laboratério de

Imunologia e Microbiologia da Escola de Ciéncias da PUC-RS.

Figura 13: equipamento Dentaqua Dw-8.

Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

A formulacao do acido hipocloroso foi manipulada conforme as instru¢des do
fabricante, sendo descrita como “brine”. Essa solugao é composta por 450ml de
agua deionizada, 50ml de cloreto de sdédio e 25ml de acido cloridrico 9%. O
equipamento foi operado conforme as indicacbes do fabricante, descritas no

manual de uso.
3.8 Germinator

A fonte de luz utilizada no estudo foi adquirida através de um dispositivo
protétipo chamado de “Germinator” (“Germinator” by Desing For Vision,
Bohemia, Nova York, EUA). Por intermédio dos 4 LEDs presentes no dispositivo,
foi possivel realizar uma reagao de fotocatalise com comprimento de onda de
405nm.



Esse aparelho de desinfecgao é composto pelo protétipo do protetor bucal e
o Power Pack (figura 14A). Uma extremidade do cabo conector é conectada ao
micro-USB e a outra extremidade no conector USB da fonte de alimentacdo. O
botdo power deve ser pressionado para ligar o aparelho, o mesmo deve estar

configurado da seguinte maneira: alta poténcia (400mA), emitindo luz LED.

O protétipo, ao ser utilizado, foi posicionado sobre os dentes que estavam
com a por¢ao cervical voltada para cima (figura 14B). A irradiagdo luminosa
ocorreu durante 3 minutos, apds, o protétipo foi desligado, concluindo o protocolo

de descontaminagao de acordo com cada grupo.

Figura 14: (A) Germinator e Power Pack. (B) Germinator posicionado sobre a regido cervical
das amostras.

- sad 3
Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.
3.9 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Apds a clivagem dos dentes executada através de um protétipo de madeira
(figura 15), realizou-se a analise em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV).
As amostras permaneceram por 7 dias em solucdo de glutaraldeido a 2,5%
(Glicolabor — Ribeirdo Preto, Sao Paulo, Brasil). Através da imersao em solugdes
de acetona em concentragdes de 10, 30, 50, 70, 90 até 100% foram desidratadas
e secas usando uma ponta de papel (Pontas de papel absorventes 15-40 e 45-
80, Diadent/TDK, Dental Web, Porto Alegre- RS), em uma superficie com a

porcao do canal voltada para cima.



Figura 15: clivagem dos dentes no protétipo de madeira.

Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

A Microscopia Eletronica de Varredura foi realizada no Centro de Microscopia
e Microanalises da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul (PUC
— RS) (figuras 16 e 17). As amostras foram cobertas com aproximadamente
30nm de espessura de liga ouro/paladio (Emitech K650 Sputter Coater, London,
England), em maquina Sputter Coater BAL-TEC SCD 005 (BAL-TEC AG,
Liechtenstein, Alemanha), a um nivel de vacuo de aproximadamente 5 x 10-2

mbar.

Figura 16: hemisecc¢bes prontas para analise em MEV.
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Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

As observagdes em Microscopia Eletrénica de Varredura (XL 30; Philips,
Eindhoven, Netherlands) foram realizadas com magnificagdo de 500x, 5.000x,
10.000x e 20.000x. Para avaliagao foram utilizadas as magnificagbes de 5.000x
e 10.000x por apresentarem uma melhor visualizagado da superficie do canal
radicular. As regides de avaliagdo foram padronizadas: entre tergco cervical e
médio (zona A) e tergo médio e apical (zona B). O objetivo foi analisar o canal
principal e os tubulos dentinarios, sendo realizada uma analise observacional
descritiva por um pesquisador experiente e cego com relagao aos grupos de

tratamento.



Figura 17: amostras para andlise em MEV.

Fonte: Kellyn Rocca Souza, 2021.

Apés a clivagem dos dentes, as amostras foram fixadas no glutaraldeido a
2,5% durante 7 dias. A utilizacdo do glutaraldeido, justifica-se pelas suas
propriedades de penetracdo e por precipitar imediatamente as substancias
proteicas da célula. Sendo assim, € possivel uma preservacdo adequada da
estrutura dentinaria. E indicado como fixador para microscopia eletrdnica,
podendo ser recomendado para boa parte dos tecidos animais e vegetais.
Quando o objetivo € aumentar a rigidez do espécime, o tempo de agéo do fixador

pode variar de algumas horas a varios dias (DE CASTRO, 2002).

ApOs os sete dias de fixagdo, as amostras de cada grupo foram para analise
em Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV). A microscopia eletrénica se
mostra como uma importante ferramenta na investigagdo da microestrutura de
diversos tipos de superficie. A regido analisada € irradiada por um fino feixe de
elétrons sob condi¢gbes de vacuo, como resultado inumeras radiagdes sao
emitidas. Elétrons secundarios e retroespelhados, vao gerar informagdes a
respeito do relevo da superficie em alta resolugcao e sobre a composi¢cao quimica
respectivamente. Ja os sinais de raios- X especificos dos elementos que os
geraram, vao apresentar informagdes qualitativas e quantitativas da composigao
elementar da amostra analisada. A imagem gerada ira representar em tons de
cinza o mapeamento e a contagem de elétrons emitidos pelo material analisado
(DUARTE et al., 2003; SOARES; SARON, 2010).



A cobertura com a liga ouro/paladio aplicada nas amostras consiste na
metalizagdo das mesmas, ou seja, realiza-se uma precipitacdo de uma pelicula
micrométrica de material condutor (no caso, o ouro) possibilitando a condugao
da corrente elétrica. A magnificacdo obtida com as imagens geradas pela
microscopia eletrbnica de varredura, proporcionou uma observacido mais
detalhada da superficie do canal radicular. Além disso, com a MEV, tem-se uma
facilidade no preparo das amostras, rapidez na aquisicdo de dados e, por nao
ser um método destrutivo, as mesmas podem ser arquivadas para estudos
posteriores ou direcionadas para outras analises se necessario (DUARTE et al.,
2003).

As observagdes em MEV foram analisadas em duas regides do canal
radicular: entre tergos cervical e médio e entre tergos médio e apical. As imagens
mais representativas dessas regides foram salvas e analisadas. Objetivou-se
verificar as mudangas na estrutura dentinaria apds o tratamento aplicado, sendo

possivel comparar a presenga ou nao de erosdo em cada grupo testado.
3.10 Analise Estatistica

As médias atribuidas as alteragdes morfologicas da superficie do canal
radicular dos grupos tratados foram avaliados pelo teste de Kruskal-Wallis,
seguido por post-hoc de Mann Whitney. Ainda foi realizada uma comparagéo
entre os grupos tratados, os dados relativos a essa comparagao foram
submetidos ao teste de Mann-Whitney. O mesmo teste também serviu para
avaliar a comparagéo entre regides de uma mesma amostra: comparou-se a
regido entre tergo cervical e médio (zona A) com a regido entre terco médio e

apical (zona B).

Todos os testes foram realizados no Software SPSS (versao 21.0, IBM Corp,

Somers, NY) a um nivel de significancia de 1%.



