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RESUMO

CAPPELLETTI, Elise Fagundes. Avaliagdo in vitro do desempenho do
DIAGNOdent pen na deteccdo de Enterococcus faecalis em canais radiculares
de dentes bovinos infectados. 2012. 50f. Trabalho de Conclusdo de Curso
(Graduacédo em Odontologia) — Faculdade de Odontologia — Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, 2012.

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o desempenho do DIAGNOdent pen na
identificagdo de microrganismos em canais radiculares de dentes bovinos infectados
artificialmente, bem como identificar a descontaminacdo desses canais radiculares
utilizando solucéo de hipoclorito de sodio 5,25% e solugéo de clorexidina 2%.

Metodologia: Foram utilizadas 40 raizes de incisivos bovinos extraidos. Os dentes
foram distribuidos em 4 grupos, de acordo com o periodo de contaminacdo e a
substancia quimica empregada para sanificacdo do canal radicular infectado.
Previamente a contaminacdo, as amostras foram avaliadas em 3 regides (3, 8 e
12mm) com o DIAGNOdent pen utilizando uma ponta de fibra de safira para a
guantificacdo da fluorescéncia da dentina radicular. As raizes foram imersas em
meio de cultura BHI liquido e autoclavadas. Foi realizada a contaminagéo dos canais
radiculares com E. faecalis pelo periodo de 7 e 14 dias. Apdés cada periodo de
contaminagao, foram coletadas amostras do canal radicular e cultivadas em meio de
cultura BHI Agar, para determinar o numero de unidades formadoras de col6nia
(UFCs). Neste momento, foi realizada novamente a quantificacdo da fluorescéncia.
Os canais radiculares foram irrigados com as substancias quimicas por 5 minutos e
ap0s a neutralizacdo dos canais realizou-se uma nova coleta microbiologica e
repetiu-se a quantificacdo da fluorescéncia. Os resultados obtidos foram analisados
estatisticamente através do programa SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago,
lllinois, USA) e do programa BioEstat 5.0 (Fundacdo Mamiraua, Belém, Para, Brasil).
O nivel de significancia estabelecido para os testes foi de 5%.

Resultados: Biofilmes formados em um periodo de contaminacdo de 14 dias,
obtiveram maiores valores de fluorescéncia, quando comparados ao momento inicial
(sem contaminagéo) e apos 7 dias de contaminagédo (P<0,05). Observou-se que a
solucdo de hipoclorito de sédio 5,25% e a solucéo de clorexidina 2% reduziram os
valores de fluorescéncia das amostras, ndo havendo diferenca estatisticamente
significante entre elas, independente do terco radicular (P>0,05). Para as amostras
em que o biofilme de E. faecalis foi induzido em 14 dias, observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre a fluorescéncia da dentina antes da
contaminacao, apos a contaminacdo e também apos a desinfeccdo, independente
do terco radicular e do irrigante utilizado (Teste de Friedman, P<0.05).

Conclusbes: O DIAGNOdent pen apresentou potencial para quantificar niveis de
fluorescéncia diferentes quando a dentina radicular bovina apresentava-se
contaminada ou ndo. As solucdes irrigantes foram efetivas na reducao da populacao
microbiana em biofilmes de E. faecalis induzidos em curtos periodos de tempo.

Palavras-chave: DIAGNOdent pen. Enterococcus faecalis. Fluorescéncia.



ABSTRACT

CAPPELLETTI, Elise Fagundes. In vitro evaluation of DIAGNOdent pen to detect
Enterococcus faecalis in infected bovine root canals. 2012. 50f. Final Paper
(Graduation in Dentistry). Dental School — Federal University of Rio Grande do Sul,
Porto Alegre, 2012.

Objectives: The aim of this study was to evaluate the performance of the
DIAGNOdent pen on the detection and quantification of microorganisms in root
canals of bovine teeth artificially infected and on the identification of the root canals
decontamination by using 5.25% sodium hypochlorite and 2% chlorhexidine
solutions.

Methodology: A total of 40 roots from extracted bovine incisors were used. The teeth
were divided into four groups according to the contamination time and to the solution
used for sanitizing the infected root canals. Prior to contamination, the samples were
evaluated in three depths (3, 8, and 12mm) with DIAGNOdent pen and a sapphire
fiber tip for determining the fluorescence of root dentine. The roots were immersed in
liquid BHI medium and autoclaved. The root canals were then contaminated for 7
and 14 days with E. faecalis. After each period of contamination, samples were
collected from the root canals and grown in culture medium BHI agar to determine
the number of colony forming units (CFUs). Also at this time, DIAGNOdent
measurements were performed in each group. The canals were irrigated with the
chemical solutions for 5 minutes. Then, after neutralization a new microbiological
collection and fluorescence measurements were performed. The results were
statistically analyzed using SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
USA) and BioEstat 5.0 (Mamiraua Foundation, Belém, Para, Brazil). The level of
significance was set at 5%.

Results: Biofilms formed after a 7 and 14-days period of contamination got higher
values of fluorescence when compared to baseline (no contamination).(P <0.05). It
was observed that 5.25% sodium hypochlorite and 2% chlorhexidine solutions
decreased the fluorescence values of the samples with no statistically significant
difference between them, independent of the root third (P> 0.05). For samples in
which biofilms of E. faecalis was formed after 14 days, statistically significant
difference between the fluorescence of dentin before contamination, after
contamination and also after disinfection was observed, independent of the root third
and the solution used (Friedman test, P <0.05).

Conclusions: DIAGNOdent pen showed potential to detect and quantify different
levels of fluorescence of contaminated or not bovine root dentin. Chemical solutions
were effective in reducing microbial colonies in biofilms of E. faecalis induced during
short periods of time.

Keywords: DIAGNOdent pen. Enterococcus faecalis. Fluorescence.
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1 INTRODUCAO
1.1 INFECCAO DO SISTEMA DE CANAIS RADICULARES

Em casos de lesdo periapical crbnica, a persisténcia microbiana no
sistema de canais radiculares pode ocorrer devido a falhas como: controle asséptico
inadequado, cirurgia de acesso deficiente, limpeza insuficiente, obturagéo
inadequada, ou quando ha uma infiltracdo coronéaria (NAIR, 2006). No entanto,
existem casos que resultam em fracasso apesar do tratamento ter seguido 0s
padrdes e técnicas corretas, sendo estes, normalmente associados a complexidade
anatdmica do sistema de canais radiculares. Microrganismos resistentes a terapia
endoddntica ou mesmo aqueles que invadem o sistema de canais radiculares apés o
tratamento endoddntico sdo considerados 0s principais agentes a sustentar ou

desenvolver uma lesédo perirradicular (NAIR, 2006).

Ja foi bem estabelecido que bactérias viaveis podem permanecer no
sistema de canais radiculares apds o tratamento endoddntico com efetivo preparo
quimico-mecanico (BYSTROM; SUNDQVIST, 1981, 1983, 1985). O Enteroccocus
faecalis vem sendo citado em uma série de estudos por sua habilidade de invadir os
tubulos dentinarios e provavelmente estas bactérias sdo capazes de resistir ao
preparo quimico-mecanico e medicacdo intracanal, podendo reinfectar o canal
radicular obturado (AKPATA; BLECHMAN, 1982; HAAPASALO; ORSTAVIK, 1987,
ORSTAVIK; HAAPASALO, 1990; LOVE, 2001).

O E. faecalis que faz parte de um grupo de bactérias gram-positivas
anaerobias facultativas, € o responsavel por 80-90% das infec¢cdes humanas por
enteroccocus (RUOFF et al., 1990) e geralmente a Unica espécie encontrada em
canais radiculares obturados (SUNDQVIST et al., 1998; DAHLEN et al., 2000). Essa
espécie é encontrada em um percentual muito baixo em dentes que apresentam
necrose pulpar (SUNDQVIST, 1992).

Pinheiro et al. (2003) avaliaram os microrganismos presentes em 60
dentes com lesdo periapical persistente e submetidos ao retratamento endodontico.
Na amostra microbiolégica realizada apés a desobturacdo, em 51 dentes havia a
presenca de microorganismos. Dentre as espécies bacterianas isoladas, 57,4%
eram anaerbbios facultativos e 83,3% eram bactérias Gram-positivos. O

Enterococcus faecalis foi 0 microorganismo mais encontrado.
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O E. faecalis tem a habilidade de resistr a acdo de agentes
antimicrobianos, invadir tecidos e formar um biofilme em dificeis condi¢cbes de
crescimento, sendo este o fator que mais contribui para a sua permanéncia no canal
radicular apos o tratamento endoddntico (CALAS et al., 1998, KISHEN et al., 2006).

Sundqvist et al. (1998) relataram que o E. faecalis demonstrou ter a
capacidade de sobreviver em canais radiculares e tubulos dentinarios sem o suporte
de outras bactérias, se aderir as paredes destes, acumular e formar comunidades
organizadas em biofilmes. Biofilme € uma populcdo de microorganismos que esta
concentrada em uma interface e é normalmente envolvida por uma matriz de
polissacarideos extracelulares (PEC). A populacdo de bactérias no biofilme séo
altamente resistentes, tanto a fagocitose, a acdo dos anticorpos e dos
antimicrobianos, quando comparadas aquelas células que ndo estdo organizadas
em biofilmes (STUART et al., 2006). Conforme Donlan et al. (2002) e Sandoe et al.
(2006), o metabolismo lento dos microorganismos nos biofilmes, assim como a

matriz extracelular do biofilme pode impedir a efetividade de muitos antimicrobianos.

O Enteroccocus faecalis tem sido utilizado em estudos in vitro que
avaliam a eficacia de solugdes irrigantes e medicacdes intracanal, devido ao seu alto
nivel de resisténcia aos agentes antimicrobianos e também a sua facilidade de
cultivo laboratorial (GOMES et al., 2001; GOMES et al., 2003).

1.2 SANIFICACAO DO SISTEMA DE CANAIS RADICULARES

O preparo quimico-mecéanico tem como objetivo promover a limpeza e a
modelagem do sistema de canais radiculares através da instrumentacédo e irrigacéo
com diferentes substancias quimicas (LEONARDO, 2008). Dessa forma, consegue-
se obter uma conformacao conica no sentido apice-coroa, tornando mais facil a
introducdo de medicacdes intracanal e preenchimento com materiais obturadores
(LEONARDO, 2008).

Embora instrumentacdo mecéanica reduza aproximadamente 50% das
bactérias intracanal, substancias auxiliares sdo necessarias para ajudar na remog¢ao
da microbiota em areas que os instrumentos ndo conseguem alcancar (LEE et al.,
1990).
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As substancias quimicas auxiliares sdo solu¢cdes empregadas durante o
tratamento endodéntico com o objetivo de dissolver tecidos vivos ou necrosados,
eliminar ou reduzir os microrganismos que nao sdo alcancados pela instrumentacao
mecanica, lubrificar, quelar ions célcio, suspender detritos advindos da
instrumentacdo, sem causar irritagdo aos tecidos apicais (LOPES; SIQUEIRA
JUNIOR, 2010).

Dentre as substancias mais utilizadas, podem ser citadas as solucdes de
hipoclorito de sédio (NaOCI) em suas diversas concentracdes e o digluconato de
clorexidina (CHX) (LEONARDO, 2008; LOPES; SIQUEIRA JUNIOR, 2010; FERRAZ
et al., 2001; VIANNA et al., 2007).

O hipoclorito de sbédio € a substancia quimica auxiliar mais popular e
largamente utilizada, devido a sua habilidade de atuar frente a uma ampla gama de
microrganismos e de dissolver matéria organica. As maiores desvantagens do
NaOCl sdo o seu efeito citotoxico, quando injetado nos tecidos periapicais
(SPANGBERG et al., 1973, PASHLEY et al., 1985, SPANGBERG et al., 1988); mal
cheiro e gosto; capacidade de manchar roupas; potencial para causar corrosao
(NEAL et al., 1983) e causar reacdes alégicas (KAUFMAN; KEILA, 1989). A acao
antimicrobiana e a toxicidade desta solucdo sé&o proporcionais a sua concentracao.
A eficiencia da desinfeccdo do NaOCl| depende da concentracdo de acido
Hipocloroso dissociado (HCIO) na solucédo, o qual exerce um efeito germicida pela
acao oxidativa nos grupos sulfidricos das enzimas das bactérias. Como enzimas
essenciais sao inibidas, uma importante reacdo metabdlica € interrompida,

resultando na morte das células bacterianas (DYCHDALA, 1991).

O &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) € frequentemente usado para
remover a smear layer, agindo como quelante. O EDTA desnatura proteinas ricas
em cisteina e também pode desnaturar coldgeno humano tipo | em dentina. Como o
NaOCl é incapaz de remover matéria inorganica, a utlizacdo do EDTA é
recomendada previamente a aplicacdo de medicacdo intracanal ou obturacéo

endodoOntica.

O digluconato de clorexidina (CHX) também vem sendo utilizado como
solucdo quimica auxiliar, baseado em seu efeito antimicrobiano, capacidade de

absorcdo nos tecidos dentais com gradual e prolongada liberagcdo em niveis
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terapéuticos e a baixa citotoxicidade quando comparada ao NaOCI. O mecanismo
de acdo da CHX esta relacionado a sua concentracdo. A clorexidina se liga as
células da parede dos microrganismos e causa extravasamento dos componentes
intracelulares, em baixa concentracéo tem efeito bacteriostatico e em alta apresenta
efeito bactericida (Fardal & Turnbull, 1986).

Sena et al. (2006), realizaram um estudo com o objetivo de investigar a
atividade antimicrobiana de Hipoclorito de Sodio com concentragbes de 2,5% e
5,25% , e Clorexidina a 2% na forma gel e liquida como substancias endododnticas
irrigantes contra biofilmes monoespécies formados por Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Candida albicans, Prevotella intemedia, Porphyromonas
gingivalis ou Porphyromonas endodontalis. Os agentes antimicrobianos na
apresentacao liquida, principalmente o NaOCI 5,25% e a solucdo de clorexidina 2%

eliminaram os microrganismos de forma mais rapida.

1.3 VERIFICACAO DA PRESENCA DE MICRORGANISMOS EM CANAIS
RADICULARES

Atualmente sdo empregados critérios clinicos para determinar o momento
final do preparo quimico-mecéanico do sistema de canais radiculares, tais como 0s
padrdes de ampliacdo e modelagem. Entretanto, esses critérios ndo sao capazes de
demonstrar a permanéncia de areas com bactérias e produtos bacterianos. Os
métodos de cultura microbiana e métodos que envolvem a quantificacdo de acidos
nucléicos tém sido empregados para avaliar a presenca de microrganismos apos 0s
procedimentos de desinfeccdo (GOMES; MONTAGNER, 2012). Estes métodos sao
dispendiosos e exigem uma etapa laboratorial. Portanto, seria interessante a
utilizacdo de um método para avaliar a presenca de bactérias em tempo real em
canais radiculares durante os procedimentos endoddnticos (SAINSBURY et al.,
2009).

O método de fluorescéncia a laser tem sido empregado para a detecc¢ao
de lesdes de carie oclusal e proximal e também para a avaliacdo da presenca de
célculo subgengival. No mercado, estdo disponiveis os aparelhos DIAGNOdent
(KaVo, Biberach, Alemanha) e o DIAGNOdent Pen (KaVo). Ambos dispositivos

utilizam luz vermelha visivel no comprimento de onda de 655nm para induzir a
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fluorescéncia que é emitida pelos tecidos dentarios. A emisséo de fluorescéncia esta
associada ao conteudo organico presente nos tecidos e a principal molécula
responsavel pela emisséo de fluorescéncia é a porfirina bacteriana. Estas moléculas
produzidas por microrganismos séo conhecidas como fluoréforos. Diversos trabalhos
demonstram a utilizacdo destes aparelhos como auxiliares no diagnostico de cérie
(IWAMI et al.,, 2004; BADER; SHUGARS, 2004; HEINRICH-WELTZIEN, 2003;
YANG; DUTRA, 2005). Diferentes estudos clinicos indicam ainda que o
DIAGNOdent € sensivel a niveis muito baixos de produtos bacterianos em lesdes
brancas de esmalte (WALSH; CLIFFORD, 2008), bem como na dentina coronal de
lesdes de carie (IWAMI et al., 2004) e lesdes da superficie radicular (VLACIC et al.,
2007).

Apenas um estudo descreve a utilizacdo deste sistema para avaliar a
presenca microbiana no interior do sistema de canais radiculares. Sainsbury et al.
(2009) utilizaram o sistema de emissdo de fluorescéncia induzida por laser em um
estudo in vitro para verificar os valores normais de fluorescéncia da dentina radicular
humana antes e ap0s a contaminacdo com espécies microbianas. Os autores
demonstraram que os valores de fluorescéncia das amostras foram alterados apos a

contaminagao com E. faecalis, em curtos periodos de tempo.

O DIAGNOdent pen ja vém sendo utilizado na deteccao de lesbes de carie e
da presenca de calculo subgengival, contudo seria interessante testar sua
capacidade de detectar bactérias intracanal, antes e ap0s o preparo quimico-
mecanico. Este método difere dos métodos de cultura microbiana e de métodos que
envolvem a quantificacdo de acidos nucleicos, pois ndo exige uma etapa

laboratorial, podendo ser utilizado diretamente na clinica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho do DIAGNODent
pen na identificacdo da presenca e na quantificagdo de microrganismos em canais
radiculares bovinos infectados artificialmente. Objetivou-se também a comparacao
da capacidade de desinfeccdo da solucdo de hipoclorito de sodio 5,25% e da
solucdo de clorexidina 2%, através dos métodos de cultura microbiana e do
DIAGNODent pen.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Pesquisa em
Odontologia da Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Rio Grande
do Sul (COMPESQ-ODO) sob o numero 22709 (Anexo).

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Bioquimica e Microbiologia
Oral (LABIM) da Faculdade de Odontologia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

Para o célculo amostral foi utilizado o pacote estatistico BioEstat 5.0
(Fundagédo Mamiraua, Belém, Para, Brasil), considerando os descritos por Sainsbury
et al. (2009), sendo necessarios 10 dentes para cada grupo.

3.1 PREPARO DOS DENTES BOVINOS

Foram selecionados para o estudo 40 incisivos bovinos com formacao
radicular completa. Os dentes foram coletados e armazenados em solugao

fisiologica apds a exodontia.

As coroas foram separadas das raizes utilizando maquina de corte de
precisdo com um disco diamantado sob refrigeracdo utilizando uma cortadora
metalografica (Isomet 1000, Buehler Ltda., Lake Bluff, Il, EUA) ao nivel da juncao
amelo-cementaria. As raizes foram padronizadas no comprimento de 15 milimetros,
utilizando-se um paquimetro digital para a mensuracdo. Marcas delimitando os
tercos radiculares (apical, médio e cervical) foram intencionalmente confeccionadas

com disco de carburundum (KG Sorensen Ind. Com. Ltda., Barueri, SP).

Cada amostra foi submetida a remoc¢éo do tecido pulpar por meio do uso
de brocas de Gates-Glidden #5 e #6 (Maillefer, Ballaigues, VD, Switzerland),
complementada por uma lima endodoéntica #130 (Maillefer, Ballaigues, VD,
Switzerland). Durante o preparo, a cada utilizacdo de uma nova lima ou broca, 5 mL
de soro fisiolégico foi levado ao canal com auxilio de uma seringa descartavel BD de
10mL e agulha 20 x 5,5.

A smear layer formada durante o preparo foi removida lavando-se os
dentes em EDTA 17% por 10 minutos, em NaOCI 5,25% por mais 10 minutos sob

agitacdo constante (Agitador-Aquecedor FANEM, S&o Paulo, Brasil). As amostras
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foram submetidas a uma lavagem com &gua corrente por 1 hora para a remogao
dos possiveis residuos de EDTA e NaOCI (FERRAZ et al., 2001).

A regido apical foi selada através da aplicacdo de uma cobertura com
resina composta (Magicfill, Vigodent, S&o Paulo, SP, Brasil), ap6s o
condicionamento acido da superficie externa com acido fosférico 17% (Magicfill,
Vigodent, Sado Paulo, SP, Brasil) e aplicacao de sistema adesivo (Magicfill, Vigodent,
Séo Paulo, SP, Brasil). Todos os procedimentos foram realizados em uma mesa

metalica, conforme ilustrado na figura 1.

Figura 1 — Dentes dispostos em mesa metéalica para a execucao dos procedimentos
de preparo do canal radicular, previamente a contaminacdo com o
microrganismo E. faecalis ATCC 29212.

Fonte: do autor, 2012.
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3.2 QUANTIFICACAO DA FLUORESCENCIA DA DENTINA BOVINA

Previamente a contaminagdo com Enterococcus faecalis, todos os canais
radiculares foram analisados utilizando o DIAGNOdent pen 2190 (DDpen, KaVo,
Biberach, Alemanha) e um prot6tipo de uma ponta de fibra de safira, inicialmente
designada para utilizacdo em tecido periodontal, de acordo com as instru¢gbées do
fabricante. Desta forma, foi quantificada a fluorescéncia para a dentina bovina néo

contaminada.

Para a andlise de cada amostra, o aparelho foi calibrado utilizando um
padrdo ceramico cuja fluorescéncia é conhecida, de acordo com as instru¢des do
fabricante. Apés a calibracédo, o excesso de umidade do canal radicular foi removido
utilizando-se cones de papel esterilizados. A ponta de safira foi introduzida no canal
radicular em 3 comprimentos distintos: 12 mm (correspondendo a medida do valor
de fluorescéncia para o tergo apical), 8 mm (correspondendo a medida para o valor
de fluorescéncia para o terco medio) e 3 mm (correspondendo a medida do valor de
fluorescéncia para o terco cervical). As leituras foram realizadas em triplicata. Foi
registrado entdo o valor maximo de fluorescéncia para cada uma destas regides
(Figura 2). Previamente a leitura, a cada troca de amostra, a ponteira foi desinfetada

utilizando-se solucéo de hipoclorito de sédio 5,25%, aplicada por 1 minuto.
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Figura 2 — Leitura do nivel de fluorescéncia utilizando-se o aparelho DIAGNOdent
pen 2190: A) Calibragdo em bloco ceramico de fluorescéncia conhecida;
B) Leitura de fluorescéncia da dentina previamente a contaminacao
microbiana; C) Modo de visualizacao dos resultados no visor do aparelho

DIAGNOdent pen.

Fonte: do autor, 2012.
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3.3 CONTAMINACAO DOS ESPECIMES COM ENTEROCOCCUS FAECALIS

As amostras foram autoclavadas por 30 minutos a 121°C e 1 atm em
grupos de 5 dentes em frascos de vidro com tampas rosqueaveis contendo 5 mL do
meio de cultura liquido de Brain Heart Infusion (BHI) (Difco BD, Sparks, MD, EUA).
Finalmente, apds a autoclavagem, os dentes foram mantidos por 48 horas em estufa
de 10% de CO,; a 37°C, para a comprovagao da esterilidade dos mesmos
(HAAPASALO; GRSTAVIK, 1987).

Para a contaminacdo das raizes, foram utilizadas culturas puras de E. faecalis
ATCC 29212 em meio de cultura liquido BHI (Difco BD, Sparks, MD, EUA). E.
faecalis foi subcultivado em BHI Agar suplementado com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado e incubado a 37°C em estufa microbiologica 48horas (Figura 3A).
Decorrido o tempo de incubacgéo, as colbnias isoladas foram transportadas para um
frasco de vidro contendo 60 mL de BHI Caldo, respeitando o padrdo de
concentragdo 0,5 da escala McFarland, com absorbancia de 600 nm através do
espectrofotometro (FEMTO 432, Marconi, Piracicaba, SP) (Figura 3B e Figura 3C).

As amostras foram incubadas em estufa microbiologica a 37°C. A cada dois
dias, na camara de fluxo laminar, ap0s a agitacdo do frasco de vidro contendo as
amostras, 20 mL de BHI contendo a suspensao microbiana foi substituido por 20 mL
de BHI esterilizado. Esta troca era realizada para evitar a saturacdo do meio de
cultura. Os tempos de incubacao em estufa a 37°C foram 7 ou 14 dias, dependendo

do grupo que pertenciam.

O crescimento bacteriano foi verificado pela presenca de turbidez do
meio. A pureza das culturas foi confirmada através da morfologia das colonias
plaqueadas em BHI Agar (Difco BD, Sparks, MD, EUA), coloracdo de Gram e teste

de catalase.



23

Figura 3 — Contaminacgdo das amostras com E. faecalis ATCC 29212: A) Colbnias de
E. feacalis ATCC 29212 em cultura pura, subcultivadas em meio BHI
Agar, a 37°C por 48 horas; B) Frasco contendo as amostras imersas em
BHI Caldo com suspenséao de E. feacalis; C) Amostra acondicionada em
tubos plasticos individuais, contendo o cédigo do grupo a que pertencia.

Fonte: do autor, 2012.

3.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

As 40 raizes bovinas foram divididas em 4 grupos experimentais, de
acordo com o periodo de contaminacdo das amostras; e a substancia quimica

auxiliar utilizada. Estas informacdes estao descritas na Tabela 1.
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Tabela 1- Distribuicdo das amostras em grupos, de acordo com o tempo de
contaminacao e substancia quimica auxiliar utilizada.

Periodo de
_ Substéncia Grupo
Contaminacao
NaOCI-7d-c
7 dias (n=10) NaOCl 5.25% NaOCI-7d-m
NaOClI-7d-a
NaOCI-14d-c
14 dias (n=10) NaOCl 5.25% NaOCI-14d-m
NaOCl-14d-a
CHX-7d-c
7 dias (n=10) CHX 2% CHX-7d-m
CHX-7d-a
CHX-14d-c
14 dias (n=10) CHX 2% CHX-14d-m
CHX-14d-a

* NaOCI-7d-c = biofilme de 7 dias apos desifeccdo com NaOClI, leitura do terco
cervical; CHX-7d-c= biofilme de 7 dias apds a desifeccdo com Clorexidina,
leitura do terco cervical; B-m = dentina ndo-infectada, leitura do terco médio;
7d-m = biofilme induzido em 7 dias, leitura do terco médio; NaOCI-7d-m =
bifilme de 7 dias apos desifec¢cdo com NaOCI, leitura do terco médio; CHX-7d-
m= biofilme de 7 dias ap6s a desifeccdo com Clorexidina, leitura do tergo
médio; B-a = dentina nao-infectada, leitura do terco apical; 7d-a = biofilme
induzido em 7 dias, leitura do terco apical; NaOCI-7d-a = bifilme de 7 dias
apos desifeccdo com NaOCI, leitura do terco apical; CHX-7d-a= biofilme de 7
dias apos a desifeccdo com Clorexidina, leitura do terco apical.

* NaOCI-14d-c = biofilme de 14 dias apos desifeccdo com NaOClI, leitura do
terco cervical; CHX-14d-c= biofilme de 14 dias apés a desifeccdo com
Clorexidina, leitura do terco cervical, B-m = dentina ndo-infectada, leitura do
terco médio; 14d-m = biofilme induzido em 14 dias, leitura do terco médio;
NaOCI-14d-m = bifiilme de 14 dias ap6s desifeccdo com NaOCI, leitura do
terco médio; CHX-14d-m= biofiilme de 14 dias apdés a desifeccdo com
Clorexidina, leitura do terco médio; B-a = dentina ndo-infectada, leitura do
terco apical; 14d-a = biofilme induzido em 14 dias, leitura do terco apical;
NaOCI-14d-a = bifilme de 7 dias apds desinfeccdo com NaOCI, leitura do
terco apical; CHX-14d-a= biofiime de 14 dias ap6s a desinfeccdo com
Clorexidina, leitura do terco apical
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35 QUANTIFICACAO E  VERIFICACAO DA PRESENCA DA
CONTAMINACAO BACTERIANA

A gquantificacéo e verificacdo da presenca de contaminacdo bacteriana foi
realizada através de contagem das unidades formadoras de colénias (UFCs) e

através de fluorescéncia a laser, respectivamente.
3.5.1. Contagem das unidades formadoras de col6nia (UFCs)

No interior da camara de fluxo laminar, as amostras de cada grupo foram
dispostas em uma plataforma metalica esterilizada. Cada raiz foi irrigada com 1,0 mL
de solucdo salina estéril e a seguir foram coletadas amostras microbiologicas do
canal radicular contaminado, com o auxilio de cones de papel absorventes
esterilizados #45 (TANARI, Tanarian Industrial Ltda, Macapura, AM).

Estes cones foram depositados individualmente em tubos esterilizados
tipo Eppendorf (Elkay Products Inc.-Shrewsbury, USA) contendo 1 mL de BHI.
Imediatamente ap0s cada coleta, as amostras foram agitadas (Vortex MA 162,
Marconi, Piracicaba) por 1 minuto e diluidas em série 1/10, 1/100, 1/1000 em BHI
esterilizado. Vinte e cinco yL de cada diluicdo foram plaqueados em triplicata em
BHI e incubados por 48 horas. Apds o periodo de incubacédo, as col6nias de
microrganismos presentes nas placas foram contadas determinando-se as unidades
formadoras de coldnias (UFC). A pureza das culturas foi confirmada através da

morfologia das colbnias, coloracdo de Gram e teste de catalase.

Para a obtencdo do numero de UFCs presentes na amostra por mL
(amostra inicial) foi necesséaria a realizacdo de calculos. Como exemplo podemos
citar a diluicdo de 1/100. Assim, considerando-se a diluicdo 102, o valor
correspondente a essa diluicdo € 100 vezes menor que o inicial (1,0 mL). A aliquota
plaqueada foi de 25 uL, ou seja, 40 vezes menor que 1,0 mL. Portanto o fator de

multiplicacdo do nimero de UFCs obtido seria 4.000.

A média do numero de UFCs contado nas 3 dilui¢Bes foi utilizada como

valor final da contagem.

Os mesmos procedimentos adotados para contagem de UFCs foram
realizados ap0s a aplicacdo das substancias quimicas auxiliares (NaOCl ou CHX),
considerando os dois periodos de contaminacédo (7 e 14 dias). Para a verificacdo da

acdo antimicrobiana da substancia irrigadora, o canal radicular de cada amostra foi
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preenchido com a substancia irrigadora indicada, que permaneceu em seu interior
por 5 minutos. A substéancia foi removida com 10mL de soro fisiologico esterilizado.
Para a inativacdo do hipoclorito de sodio, foi empregada uma solucdo de tiossulfato
de sodio 0,5% por 1 minuto, previamente a coleta microbiolégica. Para a inativacéao
de residuos de clorexidina, foi empregada uma suspensao de lecitina 20% + tween
80 por 1 minuto, previamente a coleta microbiologica. Os procedimentos descritos

acima estao representados na Figura 4.
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Figura 4 — Coleta das amostras: A) Insercao de cones de papel esterilizados para
coleta das amostras microbioldgicas antes da insercdo das substancias
quimicas auxiliares; B) Acondicionamento dos cones de papel utilizados
nas coletas em frascos de plastico contendo meio de cultura BHI Caldo
(Amostra mée); C) Insercéo da substancia auxiliar, seguida de aspiracao
e neutralizacdo da mesma com agente apropriado; D) Ap6s a coleta
final, realizou-se a diluicho da amostra-mée para plaqueamento e
contagem de UFCs.

Fonte: do autor, 2012.



3.5.2 Fluorescéncia a laser

As amostras foram avaliadas com o DIAGNOdent pen utilizando a mesma
ponta de fibra de safira apdés a contaminacdo com E. faecalis e também apds a

aplicacéo da solucdo quimica auxiliar, conforme descrito no item 3.2.

Abaixo, esté ilustrado o fluxograma das etapas experimentais do presente

estudo (Figura 5).

Figura 5 — Fluxograma das etapas contendo os procedimentos realizados durante o

experimento.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente através do
programa SPSS 10.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA) e do programa
BioEstat 5.0 (Fundacdo Mamiraud, Belém, Pard, Brasil). O nivel de significancia

estabelecido para os testes foi de 5%.

Para a comparacdo da fluorescéncia dos tercos cervical, médio e apical
em amostras dos grupos onde a dentina ndo estava contaminada ou quando
contaminada com biofilmes formados em 7 dias ou em 14 dias foi utilizado o Teste
ANOVA de uma via.

A comparagdo entre a fluorescéncia entre os biofilmes formados
considerando o0s periodos de 7 e 14 dias, considerando-se 0s tercos
individualmente, antes do preparo quimico com NaOCI ou CHX foi avaliada através

do Teste T para amostras independentes.

A comparagdo entre os valores de fluorescéncia inicial, apos a
contaminacdo e apds a aplicacdo das substancias quimicas auxiliares em um

mesmo periodo de tempo foi realizada atraves do Teste de Friedmann.

A comparacado entre o percentual de reducdo microbiana obtido pelo
NaOCI e pela CHX foi determinado pelo teste de ANOVA, seguido pelo teste de
Tukey.
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4 RESULTADOS
4.1 DIAGNODENT PEN

Foram obtidos valores de fluorescéncia semelhantes para dentina bovina,
independente do terco radicular (One-way ANOVA, P = 0,0106). O valor médio de
fluorescéncia para a dentina bovina néo infectada foi de 2, para os tergos cervical,
médio e apical. Observou-se uma uniformidade na fluorescéncia da dentina radicular

bovina, ao longo de toda a extenséo do canal radicular.

Os biofilmes formados nos tercos radiculares cervical, médio e apical
foram similares quanto a sua fluorescéncia, sugerindo uma uniformidade ao longo de

toda a extensao do canal radicular (One-way ANOVA, P>0.05).

Biofilmes induzidos em 7 dias demonstraram valores de fluorescéncia de
6, 5 e 5 para os tercos cervical, médio e apical, respectivamente. Os valores de
fluorescéncia observados em amostras com biofilmes induzidos em 7 dias n&o foram
diferentes dos observados para a dentina, previamente a contaminacao,
independentemente do terco radicular (P>0,05) (Figura 6). Entretanto, quando o
periodo de contaminacédo foi aumentado para 14 dias, observou-se valores maiores
de fluorescéncia, quando comparados ao momento inicial (sem contaminacao) e
apo6s 7 dias de contaminacdo (P<0,05) (Figura 6). A meédia dos valores de
fluorescéncia para biofilmes induzidos em 14 dias foram 28, 36 e 53 para 0s tercos

cervical, médio e apical, respectivamente.

Os valores de fluorescéncia obtidos em amostras de biofilme formado em
14 dias foram maiores que 0s observados para as amostras de 7 dias, em todos os

tercos do canal radicular.

Apés a inducéo da formacao do biofilme, as amostras foram divididas em
dois grupos, que seriam submetidos a desinfeccdo com hipoclorito de sédio 5.25%
ou clorexidina liquida 2%. N&ao foi observada diferenca estatisticamente significante
entre os valores de fluorescéncia das amostras que compunham cada grupo antes

do procedimento de desinfec¢éo (Figura 6).

Apbs a exposicao das amostras contendo biofilmes induzidos em 7 dias a
solucdo de NaOCI 5,25%, obteve-se valores médios de fluorescéncia de 6, 6, e 4
para os tercos cervical, médio e apical.Considerando este mesmo periodo, as

amostras submetidas a irrigacdo com solucdo de clorexidina 2% demonstraram
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valores médios de fluorecéncia de 3, 1 e 2 nos tercos cervical, médio e apical. A
reducdo da fluorescéncia promovida pela solugdo de clorexidina 2% foi superior
aquela promovida pela solucéo de hipoclorito de sédio 5,25% em biofilmes induzidos
em 7 dias, especialmente nos tercos cervical e médio (P<0,05) (Figura 7).

A média dos valores de fluorescéncia ap6s o uso de NaOCI em biofilmes
induzidos em 14 dias foi de 20, 13 e 15 para os tercos cervical, médio e apical,
respectivamente. Apos a utilizacdo da solucdo de clorexidina 2%, as médias de
fluorescéncia nas amostras foram de 19, 17 e 28 nos ter¢os cervical, médio e apical,
respectivamente. Observou-se que tanto a solucdo de hipoclorito de sédio 5,25%,
guanto a solucdo de clorexidina 2% reduziram os valores de fluorescéncia das
amostras, nao havendo diferenca estatisticamente significante entre elas,

independente do terco radicular (P>0,05) (Figura 8).

Para as amostras em que o biofilme de E. faecalis foi induzido em 14
dias, observou-se diferenca estatisticamente significativa entre a fluorescéncia da
dentina antes da contaminacdo, apdés a contaminacdo e também apos a
desinfeccdo, independente do terco radicular e do irrigante utilizado (Teste de
Friedman, P<0.05).
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Figura 6 — Gréfico demonstrativo dos valores das medianas de fluorescéncia da
dentina bovina nos momentos inicial (B), apos 7 dias de contaminacao
(7d) ou ap6s 14 dias de contaminacdo (14d), considerando-se os ter¢os
radiculares cervical (c), médio (m) e apical (a).
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Fonte: do autor, 2012.

* B-c = dentina ndo-infectada, leitura do terco cervical; B-m = dentina nao-
infectada, leitura do terco médio; B-a = dentina ndo-infectada, leitura do terco
apical; 7d-c = biofilme induzido em 7 dias, leitura do terco cervical; 7d-m =
biofilme induzido em 7 dias, leitura do terco médio; 7d-a = biofilme induzido
em 7 dias, leitura do terco apical; 14d-c = biofilme induzido em 14 dias, leitura
do terco cervical; 14d-m = biofilme induzido em 14 dias, leitura do terco
médio; 14d-a = biofilme induzido em 14 dias, leitura do terco apical.
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Figura 7 — Gréfico demonstrativo das medianas dos valores de fluorescéncia da
dentina bovina nos momentos inicial (B), apos 7 dias de contaminacao
(7d) e ap6s o protocolo de descontaminacdo com solucao de hipoclorito
de sddio (NaOCIl) ou clorexidina liquida (CHX), considerando-se o0s
tercos radiculares cervical (c), médio (m) e apical (a).
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Fonte: do autor, 2012.

* B-c = dentina ndo-infectada, leitura do terco cervical; 7d-c = biofilme induzido
em 7 dias, leitura do terco cervical; NaOCI-7d-c = biofilme de 7 dias apds
desifeccdo com NaOCl, leitura do terco cervical, CHX-7d-c= biofilme de 7 dias
apos a desifeccdo com Clorexidina, leitura do terco cervical, B-m = dentina
nao-infectada, leitura do terco médio; 7d-m = biofilme induzido em 7 dias,
leitura do terco médio; NaOCI-7d-m = bifilme de 7 dias apds desifeccdo com
NaOCI, leitura do terco médio; CHX-7d-m= biofiime de 7 dias apds a
desifeccdo com Clorexidina, leitura do terco médio; B-a = dentina né&o-
infectada, leitura do terco apical; 7d-a = biofilme induzido em 7 dias, leitura do
terco apical; NaOCI-7d-a = bifilme de 7 dias apés desifeccdo com NaOCI,
leitura do terco apical;, CHX-7d-a= biofilme de 7 dias apds a desifeccdo com
Clorexidina, leitura do terco apical.
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Figura 8 — Gréfico demonstrativo das medianas dos valores de fluorescéncia da
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de sddio (NaOCIl) ou clorexidina liquida (CHX), considerando-se o0s
tercos radiculares cervical (c), médio (m) e apical (a).

. -
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Fonte: do autor, 2012.

* B-c = dentina ndo-infectada, leitura do terco cervical; 14d-c = biofilme induzido
em 14 dias, leitura do terco cervical, NaOCI-14d-c = biofilme de 14 dias apés
desifeccdo com NaOCI, leitura do terco cervical; CHX-14d-c= biofilme de 14
dias apds a desifeccdo com Clorexidina, leitura do terco cervical; B-m =
dentina ndo-infectada, leitura do terco médio; 14d-m = biofilme induzido em 14
dias, leitura do terco médio; NaOCI-14d-m = bifilme de 14 dias apds
desifeccdo com NaOCI, leitura do terco médio; CHX-14d-m= biofilme de 14
dias apos a desifeccdo com Clorexidina, leitura do terco médio; B-a = dentina
nao-infectada, leitura do terco apical; 14d-a = biofilme induzido em 14 dias,
leitura do terco apical; NaOCI-14d-a = bifilme de 7 dias apds desinfec¢cdo com
NaOCI, leitura do terco apical; CHX-14d-a= biofilme de 14 dias apls a
desinfeccdo com Clorexidina, leitura do terco apical.
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4.2 CONTAGEM DO NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIA
(UFCS)

Apo6s o periodo de incubacgdo, todas as coldnias cultivadas a partir das
amostras apresentaram a mesma morfologia, sugerindo que ndo havia presenca de

contaminantes externos.

O numero de UFCs obtido em biofilmes de 7 dias foi superior aquele
observado para biofilmes de 14 dias (Teste T de Student, P<0,05).

Nos dentes que continham biofilmes formados em 7 dias, a solugao de
hipoclorito de sbédio 5,25% e a clorexidina liquida 2% foram capazes de produzir
reducdo microbiana de 99,23% e 100%, respectivamente. N&o foi observada
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (P>0,05) (Tabela 2).

Em biofilmes de 14 dias, observou-se uma reducdo no numero de UFCs
de 99,67% e de 99,86% para a solucado de hipoclorito de sodio 5,25% e para a
clorexidina liquida 2%, respectivamente (P>0,05) (Tabela 3).
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Tabela 2— Contagem do numero de unidades formadoras de colbénia (UFCs) e
percentual de reducdo microbiana em cada amostra antes e ap0s 0s
protocolos de desinfeccdo com NaOCl 5,25% ou CHX 2%,
considerando-se 7 dias de contaminacao bacteriana.

Solug&o de NaOCI 5.25% Solugdo de CHX 2%
x10™ UFCs/mL REDUCAO x10" UFCs/mL  REDUCAO
AMOSTRA ) AMOSTRA )
ANTES APOS % ANTES APOS %
1 204,60 3,12 98,48 1 13060,00 0,22 100,00
2 3120,00 2,68 99,91 2 2908,80 21,36 99,27
3 3600,00 4,17 99,88 3 53,80 0,00 100,00
4 320,00 12,79 96,00 4 2794,67 0,00 100,00
5 800,00 0,82 99,90 5 8640,00 0,00 100,00
6 1080,00 2,42 99,78 6 6860,00 0,00 100,00
7 1920,00 12,87 99,33 7 2340,00 0,04 100,00
8 68,00 15,78 76,79 8 35880,00 0,02 100,00
9 1600,00 13,88 99,13 9 133840,0 0,15 100,00
10 1200,00 140,40 88,30 10 31300,00 0,00 100,00
Mediana 1140,00 8,48 99,23 | Mediana 7750,00 0,01 100,00
Minimo 68,00 0,82 76,79 | Minimo 53,80 0,00 99,27
Méaximo 3600,00 140,40 99,91| Maximo  133840,0 21,36 100,00
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Tabela 3— Contagem do numero de unidades formadoras de colbnia (UFCs) e
percentual de reducdo microbiana em cada amostra antes e apds 0s
protocolos de desinfeccdo com NaOCl 5,25% ou CHX 2%,
considerando-se 14 dias de contaminacgao bacteriana.

Solucdo de NaOCI 5.25%

Solucéo de CHX 2%

x10™ UFCs/mL REDUGAO x10™ UFCs/mL REDUGAO
AMOSTRA AMOSTRA
ANTES DEPOIS % ANTES DEPOIS %
1 10,62 0,520 95,10 1 7,44 0,320 95,70
2 24,00 0,600 97,50 2 270,93 0,001 100,00
3 226,00 0,240 99,89 3 3,24 0,002 99,93
4 268,00 0,030 99,99 4 3,78 0,005 99,86
5 36,00 0,035 99,90 5 3,66 0,004 99,90
6 3,24 0,480 85,19 6 16,08 0,022 99,86
7 96,00 0,320 99,67 7 72,00 0,005 99,99
8 ND 0,480 ND 8 52,00 0,321 99,38
9 128,00 0,038 99,97 9 0,88 0,001 99,86
10 6,02 0,080 98,67 10 48,00 0,178 99,63
Mediana 36,00 0,28 99,67 | Mediana 11,76 0,01 99,86
Minimo 3,24 0,03 85,19| Minimo 0,88 0,00 95,70
Méximo 268,00 0,60 99,99| Maximo 270,93 0,32 100,00
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5 DISCUSSAO

Os dentes bovinos foram empregados no estudo por serem de facil
obtencdo e apresentam um padrdo mais coerente de configuragdo da
microanatomia, favorecendo a padronizacdo do substrato base para a pesquisa
(CAMARGO et al., 2007). Schmaltz et al. (2001) relatam que a variabilidade no
padrédo de configuracdo da dentina bovina € mais homogéneo quando comparada a

dentina humana.

Para a avaliacao da alteracdo na fluorescéncia de dentina contaminada, é
necessario avaliar a fluorescéncia da dentina sem a presenga de contaminantes. De
acordo com os resultados do presente estudo, a dentina de canais radiculares de
dentes bovinos demonstrou um valor médio de fluorescéncia igual a 2. Sainsbury et
al. (2009) demonstraram valores de fluorescéncia proximos a 5 quando a
fluorescéncia da dentina radicular humana foi mensurada. Entretanto, os autores
nao consideraram as diferentes profundidades do canal radicular ao realizarem a
avaliagdo. No presente estudo, ndo se observou variagdo de fluorescéncia quando
os tercos cervical, médio e apical foram acessados com a ponta de leitura. Observa-
se assim uma uniformidade na fluorescéncia da dentina radicular bovina, ao longo
de toda a extensao do canal radicular. Pode-se sugerir que ha uma similaridade nos
valores de fluorescéncia da dentina radicular de dentes bovinos e humanos. Embora
ocorram variacdes no diametro e na densidade de tubulos dentinarios nas diferentes
regides do canal radicular (CARRIGAN et al., 1984), parece que a fluorescéncia da
dentina esta associada as caracteristicas de constituicdo do tecido dentinario e ndo
a sua configuracdo anatdomica. Estudos de Shilke et al. (2007) e Camargo et al.
(2007) ndo observaram diferenca estatisticamente significante entre o nimero de
tubulos dentinarios/unidade de area quando as dentinas coronaria e radicular

humana e bovina foram comparadas.

De acordo com Costerton (2001), biofilmes sdo populacdes de células
aderidas de forma irreversivel a superficies inanimadas ou vivas, enclausuradas em
matrizes de substancias extracelulares, proteinas, polissacarideos e acidos
nucléicos. As bactérias organizadas em biofilmes demonstram comportamentos
diferenciados daquele observados em células microbianas isoladas (COSTERTON,

2001). As cepas de Enterococcus faecalis tém a capacidade de se organizar em
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biofilmes, desenvolvendo estruturas complexas que recobrem as paredes do canal
radicular (DUGAN; SEDGLEY, 2007).

Fatores nutricionais, disponibilidade de ferro e gas carbonico,
osmolaridade, pH e temperatura séo fatores que influenciam as caracteristicas dos
biofilmes formados por cepas de Enterococcus spp. (MOHAMED; HUANG, 2007). O
fator tempo parece ser importante na formacao dos biofiimes de E. faecalis (WANG
et al., 2012). O numero de UFCs obtidos no presente estudo apds a coleta inicial em
biofilmes induzidos em 14 dias foi menor do que aquele observado para biofilmes
formados em 7 dias. A maior complexidade das estruturas extracelulares que
envolveriam tais microrganismos poderia reduzir o nimero de células passiveis de
serem removidas durante o procedimento de coleta utilizando pontas de papel
absorvente. Da mesma forma, biofilmes mais velhos podem apresentar um namero
de células nado-vidveis maiores que as presentes em biofilmes mais jovens. No
estudo também observou-se que biofiilmes formados em 7 dias apresentaram
valores de fluorescéncia similares a dentina bovina e inferiores aqueles formados
apos 14 dias de incubacdo. Bactérias Gram-positivas demonstram baixas taxas de
emissdo de fluorescéncia (SAINSBURY et al., 2009). Assim, a escolha de
microrganismos que apresentem baixa fluorescéncia permitiu a observacdo de
alteracoes na fluorescéncia a medida que ocorreu acréscimo no tempo de infecgao.
Tal resultado pode estar associado ainda a baixa concentracdo de fluoréforos
produzidas pelas células microbianas, abaixo dos limites de deteccdo do método.
Estes dados ndo sdo concordantes com os resultados descritos por Sainsbury et al
(2009), onde valores de fluorescéncia proximos a 20 foram obtidos para biofilmes de

E. faecalis induzidos apds 7 dias de inoculacao.

Embora o fator tempo possa influenciar nas caracteristicas dos biofilmes
de E. faecalis, a localizacdo no interior do canal radicular ndo parece influenciar o
numero de UFCs e a fluorescéncia associada aos biofilmes. No presente estudo, os
biofiimes formados nos tercos cervical, médio e apical demonstram ser uniformes,

pois os valores de fluorescéncia néo se alteraram ao longo de todo o canal radicular.

O preparo mecanico isolado dos canais radiculares ndo consegue atingir
todas as areas do sistema de canais radiculares, permanecendo uma quantidade
significante de locais ndo instrumentados, onde permanecem bactérias e restos

teciduais (PETERS et al., 2001). Torna-se necessario associar uma substancia



40

quimica auxiliar que favoreca a sanificacdo do sistema de canais radiculares,

favorecendo a remocé&o de tecido pulpar e de microrganismos.

O objetivo do presente estudo foi acessar as propriedades
antimicrobianas da solucdo de hipoclorito de sddio 5,25% e da solucao de
clorexidina 2% frente a biofilmes de E. faecalis, sem a utilizacdo do preparo
mecanico com instrumentos endodonticos. Senna et al (2006) demonstraram agao
antimicrobiana similar entre a solugdo de NaOCI| 5,25% e a solugdo de CHX 2%
frente a biofiimes de E. faecalis, mesmo em periodos de 30 segundos. Embora
apresentem efeito antimicrobiano similar, o0 mecanismo de agdo do NaOCI| e da CHX
séo diferentes. Enquanto que as solu¢des de NaOCI apresentam elevado pH e sao
capazes de desnaturar proteinas das membranas celulares, as solucfes de CHX
atuam por alteracdo na osmolaridade da célula bacteriana (ESTRELA et al., 2009;
FERRAZ et al., 2001; GOMES et al., 2003). Os niveis de fluorescéncia dos biofilmes
e 0 numero de UFCs de E. faecalis recuperadas dos canais radiculares foram
reduzidos ap0s a exposicao as substancias quimicas auxiliares. Em amostras onde
o biofilme foi induzido em 7 dias, a reducéo da fluorescéncia promovida pela solucéo
de CHX 2% foi superior aquela promovida pela solucdo de NaOCI| 5,25%,
especialmente nos tercos cervical e meédio. Efeitos similares de reducdo de
fluorescéncia e UFCs foram obtidos com o uso das solucdes de NaOCl e CHX para
biofiimes induzidos em 14 dias. Embora apresentem mecanismos de acgao
diferenciados, tanto o NaOCI quanto a CHX foram efetivos na reducéo microbiana
em canais radiculares infectados com E. faecalis, concordando com os resultados de
Gomes et al. (2001) e Berber et al. (2006).

As substancias quimicas auxiliares foram capazes de reduzir
significativamente os niveis de contaminacdo no interior de canais radiculares
bovinos infectados com biofilmes de E. feacalis induzidos em 7 e 14 dias. Wang et
al. (2012) observaram diferenca do efeito das substancias quimicas auxiliares entre
biofiimes produzidos apés 1 dia e em biofilmes produzidos apos 30 dias de
contaminacao. A divergéncia de resultados pode estar associada a diferenca entre
os periodos de contaminacdo avaliados. No presente estudo, a redu¢do microbiana
avaliada corresponde aos microrganismos presentes apenas na luz do canal

radicular. Wang et al. (2012) avaliaram através de microscopia confocal a laser a
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viabilidade dos microrganismos que estavam presentes também no interior de

tubulos dentinarios.

Cabe destacar novamente que, quando se utiliza o método do
DIAGNOdent para a avaliacdo de biofilmes induzidos em curtos periodos de tempo,
ndo é possivel determinar se a fluorescéncia observada € apenas emitida pela
dentina ou pelos microrganismos constituintes do biofilme. Os resultados sugerem
ainda que biofilmes induzidos em 7 dias podem nao ter uma carga microbiana
suficiente para produzir moléculas de fluorescéncia em uma concentragdo capaz de
ser detectada pela sonda do DIAGNOdent. Sdo necessarios estudos adicionais para
determinar se a fluorescéncia captada pode ser emitida apenas pela dentina e
microrganismos presentes na superficie de dentina ou mesmo no interior dos tibulos

dentinarios.

A capacidade de deteccao da reducéo dos niveis de fluorescéncia apos a
utilizagdo de substancias quimicas auxiliares demonstra que o DIAGNOdent pen
parace ser uma ferramenta interessante como auxiliar no controle do padrédo de
infeccdo do sistema de canais radiculares. Torna-se necessario desenvolver sondas
gue apresentem maior flexibilidade e menores diametros para que possam ser

utilizadas no interior dos canais radiculares previamente a sua ampliacao.
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CONCLUSAO
A partir dos resultados do presente estudo pode-se concluir que:

a) o DIAGNOdent pen apresentou potencial para detectar e quantificar niveis
de fluorescéncia diferentes quando a dentina radicular bovina

apresentava-se contaminada ou nao.

b) Biofilmes de E. faecalis apresentaram valores de fluorescéncia superiores
aos da dentina radicular, especialmente apds 14 dias de formacéo.

c) A solucédo de hipoclorito de sédio 5,25% e a solucéo de clorexidina gel 2%
foram efetivas na reducdo do numero de bactérias da populacdo
microbiana em biofilmes de E. faecalis induzidos em curtos periodos de

tempo.
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ANEXO- DOCUMENTO DE APROVACAO DO PROJETO DE PESQUISA NA
COMISSAO DE PESQUISA EM ODONTOLOGIA, DA FACULDADE DE
ODONTOLOGIA, DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL.

Titulo: AVALIACAO IN VITRO DO DESEMPENHO DO DIAGNODENT PEN NA DETECCAO DE ENTEROCOCCUS
FAECALIS EM CANAIS RADICULARES DE DENTES BOVINOS INFECTADOS

COMISSAO DE PESQUISA DE ODONTOLOGIA: Parecer

O objetivo deste estudo é avaliar o desempenho do DIAGNOdent pen na identificacdo de microrganismos em
canais radiculares de dentes bovinos infectados artificialmente, bem como em identificar a descontaminagao
desses canais radiculares utilizando solucédo de hipoclorito de sédio 5,25% e solugéo de clorexidina 2%. A origem
dos dentes bovinos é partir de abates. Estes dentes serdo contaminados com cepas dos microrganismos e a
contagem em UFC ser;a considerado o método padrdo ouro. Anélises de acurécia com curva ROC e testes de
diagnostico serdo aplicados. A metodologia esta adequada para os objetivos proporstos.



