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Objetivo: O presente estudo piloto “in vitro” avaliou o efeito antimicrobiano do hipoclorito de sdédio,
clorexidina, terapia fotodinamica e do 6leo de girassol ozonizado utilizados como agentes irrigantes na
eliminacéo do Enterococcus faecalis em canais radiculares de dentes humanos extraidos.

Métodos: Sessenta raizes de dentes unirradiculares (n = 60) foram selecionadas e autoclavadas para
realizagdo do experimento em fluxo laminar. Para a realizagcdo do teste de infiltragdo, confeccionou-
se um dispositivo para cada dente que permitiu a contaminacdo por Enterococcus faecalis e posterior
preparo quimico-mecanico. As amostras foram submetidas ao preparo biomecanico com didmetro cirdrgico
correspondente a lima #45 e mesma conicidade nos tercos médio e cervical e receberam protocolo de
desinfecgcéo com hipoclorito de sédio a 2,5% (NaOCI), Clorexidina a 2% (CHX), 6leo de girassol ozonizado
a 2400ppm (OGO), PDT apés irrigagdo com soro fisiologico (PDT+S) e PDT apos irrigagdo com hipoclorito
de sédio a 2,5% (PDT+H). As dez raizes restantes constituiram os controles positivo e negativo, sendo
cinco dentes para cada grupo. Os controles positivos foram infectados e nao foi utilizado nenhum agente
irrigante. Os controles negativos foram compostos por dentes nao contaminados pelo E. faecallis.

Resultados: Os resultados da contagem de UFC/mL total e analise descritiva foram realizados. NaOCI e
PDT+H apresentaram crescimento bacteriano inferiores aos valores de referéncia e foi considerado nulo.
CHX e PDT+S apresentaram crescimento bacteriano baixo e OGO apresentou crescimento bacteriano
moderado.

Conclusao: NaOCl e PDT+H apresentaram melhor desempenho em relagdo aos demais protocolos de
desinfecgéo utilizados. OGO apresentou crescimento bacteriano moderado sugerindo inviabilidade de sua
utilizagao isolada em protocolos de desinfecgdo em endodontia

Descritores: Fotoquimioterapia. Endodontia. Desinfecgao.

Submetido: 22/10/2018
Aceito: 09/01/2019

INTRODUCAO completo do tecido pulpar, de restos de dentina
e microrganismos infecciosos e da completa

O sucesso da terapia endodéntica obturagdo do sistema de canais radiculares
depende do desbridamento quimico-mecanico (SCR)'. A ag¢do de lavagem das solugdes
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irrigadoras auxilia na remocdo de detritos
e material organico do interior dos canais
radiculares, além de ajudar a lubrificar os
instrumentos endodénticos?.

Embora a terapia endodéntica nos dias
atuais apresente um elevado indice de sucesso,
a persisténcia da infec¢do nos canais radiculares
€ a principal causa de insucesso, impedindo
o reparo da regido apical*®. Muitos casos de
insucessos saocausados porproblemastécnicos,
porém existem também lesbes refratarias ao
tratamento tecnicamente bem realizado*. Além
de bactérias anaerdbias estritas, espécies
aerdbias e anaerdbias facultativas também tém
sido encontradas em canais radiculares, muitas
vezes associadas a infeccbes persistentes
ou refratarias?®. Destas espécies destacam-
se Streptococcus, Enterococcus faecalis e
Pseudomonas aeruginosa, além de fungos,
principalmente do género Candida?5.

Durante o preparo biomecanico, diversas
substancias quimicas sao utilizadas como
irrigantes?°. Devido a uma série de propriedades
como a capacidade de dissolver a matéria
organica, acao antimicrobiana, lubrificacdo e
neutralizagao de conteudos toxicos, o hipoclorito
de sodio (NaOCl) é atualmente o agente mais
utilizado*®. A clorexidina (CHX) tem sido usada na
Endodontia como solugao irrigadora e medicagao
intacanal’. Sua agdo como irrigante endodontico,
como alterantiva ao hipoclorito de sédio, é devida
as suas propriedades de inibir o crescimento
de bactérias comumente encontradas nas
infeccdes endodénticas, grande substantividade
e relativa auséncia de citotoxicidade®’. O
O0leo de girassol ozonizado (OGO) produz
oxidacao letal no protoplasma bacteriano, por
alteracado nos acidos graxos poliinsaturados da
parede bacteriana, tornando-se microbicida,
bactericida, fungicida e parasiticida e também
possui agao antiinflamatéria e analgésica, com
alivio da sintomatologia dolorosa, por regular o
metabolismo celular, os mecanismos oxidativos
celulares, favorecer a oxigenagao tecidual e por
ser imunomodulador®.

A terapia fotodindmica (photodynamic
therapy - PDT) tem sido utilizada como coadjuvante
ao tratamento endoddntico convencional nos
ltimos anos®. A PDT consiste em um tratamento
gue engloba a ac¢ao simultdnea de uma fonte de
luz e de um agente fotossensibilizante (PS) na
presenca do oxigénio dos tecidos. Individualmente,
cada uma destas substancias é in6cua e quando
interagem sao capazes de originar espécies
citotéxicas que levam a morte celular™.
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O objetivo do presente estudo piloto
“in vitro” foi avaliar o efeito antimicrobiano
do hipoclorito de soédio, clorexidina, terapia
fotodindmica e do 6leo de girassol ozonizado
utilizados em protocolo de desinfecdo na
eliminacdo do Enterococcus faecalis em canais
radiculares de dentes humanos extraidos.

MATERIAL E METODOS

Para o estudo piloto, foram utilizados
60 dentes humanos (n = 60) unirradiculares
higidos extraidos por razdes ortoddnticas ou
problema periodontal, nas Clinicas de Cirurgia
da Faculdade de Odontologia da Universidade
Federal de Minas Gerais (FO-UFMG), obtidos
apos autorizagao dos pacientes pela assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE). Foram observados os aspectos éticos
da Resolugdo 196/96, sendo a pesquisa
aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (CAAE:
0458.0.203.000-11).

SELECAO E PREPARO DOS DENTES

Os dentes foram radiografados e, como
critério de inclusdo, nao deveriam apresentar
tratamento endodéntico, calcificagbes ou apice
incompleto. Os dentes utilizados foram limpos e
mantidos em solugao de Timol 0,1% a 9 °C. Antes
de iniciar o experimento, foram lavados em agua
destilada por 24h, com objetivo de eliminar os
residuos do timol. Os dentes foram seccionados
com disco de carborundum montado em pecga
de mdo em baixa rotacdo proximo a juncéo
amelocementaria, de forma que todas as raizes
ficassem com 14 mm de comprimento. Apds o
seccionamento, foram mantidos em solugao
salina a 0,9% a 9 °C para evitar a desidratacao.

Para a padronizacdo do diametro
anatdémico, uma lima endodédntica #30 tipo
Kerr (Dentsply Sirona Endodontics, Ballaigues,
Switzerland) foi introduzida no canal radicular a
fim de selecionar raizes cujo didmetro anatémico
coincidissem com o diametro da lima. Em
seguida, para determinagao do comprimento de
trabalho, a lima foi introduzida no canal até que
sua ponta fosse visualizada no forame apical, e
deste comprimento foi subtraido Tmm. Os dentes
foram autoclavados a 120 °C durante 20 minutos.
A partir desta etapa, todos os procedimentos
foram realizados em camara de fluxo laminar
para manutencao da cadeia asséptica.

Arqg Odontol, Belo Horizonte, 55: €02, 2019 2



Atividade antimicrobianda da PDT e agentes irrigantes em canais radiculares

TESTE DE INFILTRAGAO

Para a realizagao do teste de infiltracao,
confeccionou-se um dispositivo para cada
dente como descrito por Mozini'' e Souza et al’.
Inicialmente, realizou-se o corte da extremidade
de frascos de eppendorfs com lamina de bisturi
para possibilitar que 2mm da raiz ficasse para
fora do tubo. Na unido entre a raiz e o eppendorf
cortado, foi realizado um selamento com resina
epoxica de polimerizagao rapida (Jet, Campo
Limpo Paulista, SP). Os eppendorfs com os
dentes foram colocados em tubos de vidro
de 13ml, contendo 9ml do meio liquido Brain
Heart Infusion (BHI, Oxoid Ltda, Basingstoke,
Hampshire, Inglaterra) em volume suficiente
para que os apices das raizes permanecessem
imersos no meio liquido. Para que néo
ocorresse contaminagao externa, foi realizado
também um selamento com resina epdxica
entre o frasco de vidro e o tubo de eppendorf.
Apos esse procedimento, os espécimes foram
armazenados em estufa a 37 °C por 24 horas
para confirmacao da sua esterilidade.

CONTAMINAGCAO DOS DENTES COM
ENTEROCOCCUS FAECALIS

O microrganismo escolhido para o
teste de infiltragdo foi o Enterococcus faecalis
(ATCC - 29212). Para o crescimento da cultura
do E. faecalis, foram utilizados 200ul da cepa
microbiana em 2ml de BHI armazenados em
estufa a 37 °C por 24 horas. Para o preparo do
inéculo, realizou-se adiluicdo da culturaretirando-
se 200 ul da suspenséao de E. faecalis que foi
transferida para um tubo de hemdlise contendo
1,8 ml de BHI, resultando em uma concentracao
de aproximadamente 1 x 10" UFC/ml. Os dentes
dos grupos experimentais e o controle positivo
receberam indculo do E. faecalis a cada trés dias,
por 30 dias, ou até apresentarem crescimento
bacteriano. Os espécimes do grupo controle
negativo ndo receberam inoculagao bacteriana.
Para a realizagcdo da inoculagdo, 10ul do
in6culo foi depositado no espago preparado
para contencado intrarradicular em todos os
espécimes com o auxilio de um micro pipetador.
Os dispositivos foram colocados em recipientes
plasticos e incubados em estufa microbiolégica
a 37 °C durante o tempo do experimento. Apds
a turvacado do liquido no interior do dispositivo
contendo as raizes contaminadas, a data e o
numero do espécime eram anotados. A turvacao
€ o indicativo de que o crescimento bacteriano
ocorreu devido a infiltracdo bacteriana e
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esse conteudo foi submetido aos testes
microbiolégicos’™.

A fim de analisar o crescimento do E.
faecalis e comprovaraausénciade contaminagao
externa foram realizados os testes de morfologia
colonial em placas de agar Mueller Hinton.
Amostras do liquido proveniente dos dispositivos
e do in6culo utilizado para contaminagdo das
raizes foram coletadas, semeadas em placas
de agar Mueller Hinton e armazenadas a 37 °C
por 24 horas para verificacdo do crescimento
bacteriano por meio da analise da morfologia
colonial. Em seguida, foram confeccionados
esfregacos em laminas de vidro coradas pela
coloracdo de Gram para identificacdo da

morfologia microbiana.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Cinquenta dentes foram aleatoriamente
distribuidos em cinco grupos experimentais
com dez dentes cada (n = 10), de acordo com
o protocolo de desinfec¢do utilizado apds a
infeccdo do canal radicular com Enterococcus
faecalis. No Grupo 1, os dentes foram irrigados
com hipoclorito de sdédio a 2,5% (NaOCl);
no Grupo 2 os dentes foram irrigados com
Clorexidina a 2% (CHX); no Grupo 3 o agente
de irrigagdo utilizado foi o éleo de girassol
ozonizado a 2400ppm (OGO); no Grupo 4 os
dentes foram submetidos a PDT apds irrigagéao
com soro fisiolégico (PDT+S) e no Grupo 5, os
dentes foram submetidos a terapia fotodinamica
apos irrigagdo com hipoclorito de sédio a 2,5%
(PDT+H). As dez raizes restantes constituiram
0os controles positivo e negativo, sendo cinco
dentes para cada grupo. Os controles positivos
foram infectados e nao foi utilizado nenhum
agente irrigante. Os controles negativos,
compostos por dentes ndo contaminados pelo
E. faecallis, foram armazenados em estufa a 37
°C para confirmacao da sua esterilidade.

A confeccdo do batente apical foi
realizada com trés instrumentos acima do
didmetro anatémico anteriormente determinado
(limas K #35, 40, 45). Durante todo o preparo,
realizou-se airrigagéo/aspiragao com os agentes
microbianos propostos de acordo com 0s grupos
previamente definidos, a saber:

« NaOCI: 2ml de NaOCI a 2,5% durante um
minuto para cada lima;

*+ CHX: 2 ml de CHX a 2% durante um minuto
para cada lima;

+ OGO: 2ml de ¢dleo de girassol ozonizado a
2400ppm durante um minuto para cada lima;
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+ PDT+S: aplicacdo da PDT apés irrigacao
com soro fisioldgico durante dois minutos
para cada lima;

» PDT+H: aplicagdo da PDT apés irrigacéao
com NaOCl a 2,5% conforme descrito para o
grupo de NaOCI.

A aplicagdo da PDT foi avaliada
isoladamente ou em associacdo com O
hipoclorito de sédio. O protocolo de aplicacao
foi utilizado conforme descrito por Araujo et al™.
Apo6s cinco minutos de tempo de pré-irradiacao,
tempo no qual o agente fotossensibilizante azul
de metileno (MB) (50mg/L) foi deixado no interior
do canal radicular antes da exposicao a fonte de
luz, o excesso foi removido com o auxilio de um
cone de papel absorvente #25. O canal radicular
foi irradiado com um laser vermelho Laser Duo
MMOptics (660nm, 40mW de poténcia) (MMO,
Sao Paulo, Brasil), com o auxilio de uma fibra
Optica intracanal por 60s, resultando em uma
dose de energia de 60J/cm>.

O conteudo dos canais radiculares foi
coletado apds lavagem dos condutos com uma
aplicacdo coronal de 1mL de solucdo salina
tamponada estéril (PBS) com uma seringa de
irrigacdo. A suspensao bacteriana foi entao
coletada em um tubo de eppendorf de 1,5mL

posicionado abaixo do forame apical e medida
em espectrofotdbmetro. Apds vortex por 20
segundos, realizaram-se diluicbes seriadas e
aliquotas de 100mL foram plaqueadas em agar
sangue e incubadas anaerobicamente por 7 dias
conforme Soukos et al'*. O numero de unidades
formadoras de colénias (UFCs) foi obtida por
contagem visual. Os resultados obtidos foram
analisados por meio de estatistica descritiva.

RESULTADOS

Os resultados da contagem total de UFC/
mL em Agar Sangue foram tabulados (Tabela1)
e a analise descritiva realizada. NaOCl e PDT+H
apresentaram crescimento bacteriano muito
inferiores aos valores de referéncia, devido a
isso 0 crescimento bacteriano foi considerado
nulo para esses grupos. (Tabela 1). CHX e
PDT+S apresentaram crescimento bacteriano
baixo e OGO apresentou crescimento
bacteriano moderado de acordo com os valores
de referéncia (Tabela 1). Os controles positivos
apesentaram crescimento bacteriano alto uma
vez que foram infectados e nenhum protocolo
de descontaminacao foi utilizado. Os controles
negativos, nao apresentaram crescimento
bacteriano (Tabela 1).

Tabela 1 — Quantidade de coldnias microbianas encontradas

Grupos Crescimento E. faecalis
NaOCI Nulo

CHX Baixo

OGO Moderado

PDT+S Baixo

PDT+H Nulo

Controle positivo Alto

Controle Negativo Nulo

Baixo crescimento: valores < 10! UFC

Moderado crescimento: valores entre 10' a 102 UFC
Alto crescimento: valores entre 10> a 10° UFC
Muito alto: valores > 10° UFC

DISCUSSAO

A desinfeccao do sistema de canais
radiculares é, sem duvida, um componente
fundamental do sucesso do tratamento
endoddntico. Técnicas contemporaneas incluem
o desbridamento mecanico e a modelagem
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com énfase em varios sistemas mecanizados
de niquel-titanio (NiTi), irrigagdo intracanal
com antimicrobianos/agentes de dissolugao
de tecidos e medicagdo intracanal®. No
entanto, a complexidade do sistema de canais
radiculares torna o desbridamento completo
e remocao bacteriana com instrumentacao,
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irrigacdo e medicagdes intracanal virtualmente
impossiveis'®. Numerosos estudos verificaram
que a eliminagdo completa de bactérias do SCR
nao pode ser consistentemente alcangada com
nenhuma das técnicas e combinagdes usadas
atualmente’.

E. faecalis foi usado neste estudo
porque esta bactéria € um dos microrganismos
encontrados nos canais radiculares infectados
e também em infecgbes secundarias?. Além do
mais, & capaz de formar biofilme, que confere
resisténcia a fagocitose, anticorpos e agentes
antimicrobianos™®.

Em busca de novos métodos para
fornecer desinfeccao adicional para o sistema de
canais radiculares e, provavelmente, melhorar
o resultado do tratamento, novas técnicas
incluindo diversos comprimentos de onda de
laser'®, hidraulicos?, sdnicos?' e ultrassdnicos?
além de ozonioterapia?® e terapia fotodinamica?*
tém sido propostos na literatura.

No presente estudo foi detectado
crescimento bacteriano em todos os grupos
utilizados em proporgdes diferentes. No grupo
NaOCI, observou-se crescimento bacteriano foi
considerado nulo. O hipoclorito de sodio atua
como solvente organico e adiposo que degrada os
acidos graxos e os transforma em sais de acidos
graxos (sabao) e glicerol (alcool), reduzindo a
tensdo superficial da solugdo remanescente
(reacdo de saponificagdo). Autores relatam
que instrumentacdo associada a um irrigante
antimicrobiano, como NaOCI, produz mais culturas
negativas do que a instrumentacgao isolada®. No
entanto, mesmo com o uso de NaOCI, a remogao
de bactérias dos sistemas de canais radiculares
apos a instrumentagdo permanece uma meta foi
inatingivel, o que também pode ser observado no
presente estudo.

No grupo CHX, o crescimento bacteriano
foi considerado baixo. A CHX é um agente
antimicrobiano de amplo espectro, ativo contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas e
leveduras'. Devido a sua natureza catidnica,
o CHX é capaz de se ligar eletrostaticamente
as superficies carregadas negativamente de
bactérias, danificando as camadas externas
da parede celular e tornando-a permeavel'.
Dependendo da sua concentragdo, o CHX
pode ter efeitos bacteriostaticos e bactericidas
e substantividade'. Segundo Basrani &
Haapasalo (2012)', 2% de CHX foi muito eficaz
na eliminagdo de um biofilme de E. Faecalis. A
eficacia antibacteriana da CHX na reducgao de
bactérias em canais radiculares infectados in
vivo tem sido investigada em varios estudos.
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Ringel et al*® relataram que o hipoclorito de
sédio foi significativamente mais eficaz do que
a clorexidina quando os canais radiculares
infectados foram irrigados por 30 minutos por
qualqguer uma das solucdes. Entretanto, um
estudo mais recente também baseado em técnica
de cultura nao revelou diferenca significativa
entre a eficacia antibacteriana do NaOCl e a
CHX liquida quando utilizados como irrigantes
durante o tratamento de canais infectados.

Em relagdo ao OGO, o crescimento
bacteriano apresentou-se maior em relagéo
aos demais grupos. Recentemente, o ozbnio
foi introduzido na odontologia por seu efeito
antibacteriano, especialmente para a eliminacao
de patdégenos endoddnticos e periodontais?.
Acredita-se que seja uma alternativa ao
NaOCl na endodontia em relacdo ao seu
efeito antimicrobiano sobre os microrganismos
resistentes/persistentes. O 0zbnio mostrou-se
eficaz para formas planctonicas de E. faecalis
em vez de biofilmes®. Nagayoshi et al®
utilizando a agua ozonizada na concentracao
de 4 mg/L, avaliaram o efeito sobre E. faecalis
e Streptococcus mutans inoculados em dentes
bovinos. Os autores verificaram que houve
um decréscimo significante dessas bactérias
intratubulares, que foi melhorado com a agitacao
dos meios, onde seu efeito foi semelhante
estatisticamente a solugdo de hipoclorito de
sodio 2,5%. O 6leo ozonizado € um composto
que mistura o gas com oleo, obtido mediante
descargas elétricas em moléculas de oxigénio,
tornando-se mais estavel. Esta reagdo produz
compostos oxigenados, como hidroperoxidos,
aldeidos, perdxidos, diperoxidos e poliperoxidos,
que sao responsaveis pela atividade biologica
dos Oleos vegetais ozonizados. A gama de
compostos oxigenados gerados na reacao do
ozbnio com os 6leos depende das condigdes no
momento da mistura, como da temperatura, a
agitacdo da reacdo da mistura, a concentragao
de ozo6nio utilizada®. Sugere-se que os
resultados desse trabalho ndo acompanham os
achados pela literatura em relagéo a eficacia da
ozonioterapia devido ao veiculo oleoso utilizado,
o qual apresenta viscosidade e escoamento
incompativeis com as caracteristicas de uma
substancia irrigadora ideal.

No grupo PDT+S, o crescimento
bacteriano foi maior em relacdo aos grupos
NaOCI, CHX e PDT+H. Garcez et al® mostraram
que o tratamento endodéntico isolado foi capaz
de reduzir 90% das bactérias, enquanto que a
PDT apresentou reducéo de 95% e a combinagéo
desses dois protocolos foi capaz de reduzir as
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bactérias em 98%. Em outro estudo, Garcez et
al'® mostraram que o tratamento endodéntico
sozinho pode produzir uma diminuigdo
significativa na contagem microbiana, enquanto
que na combinacao de tratamento endodbntico
com PDT todos os dentes se mostraram livres
de bactérias corroborando os resultados desse
estudo. A PDT tem sido estudada como uma
abordagem promissora para erradicar bactérias
patogénicas orais que causam doengas como
periodontite, periimplantite e carie™.

Varias estratégias adjuvantes ao preparo
quimico-mecanico tém apresentado resultados
significantes na desinfecdo do sistema de canais
radiculares, e tém sido recomendadas para
aumentar o nivel de desinfecgdo. No presente
estudo piloto, NaOCl e PDT+H apresentaram
melhor desempenho em relacdo aos demais
protocolos de desinfeccao utilizados, enquanto
o grupo do OGO apresentou crescimento
bacteriano moderado sugerindo inviabilidade
de sua utilizacdo isolada em protocolos de
desinfeccdo em endodontia. Apesar dos
resultados apresentados neste estudo terem
sido promissores em relagdo ao uso da PDT,
estudos laboratoriais e clinicos adicionais sao
necessarios para determinar paradmetros mais
eficientes e seguros do uso da PDT em protocolos
de desinfeccao do SCR. Sugere-se também
a utilizagdo de um meio menos viscoso para o
ozbnio afim de permitir caracteristicas melhor
escoamento do SCR. As perspetivas futuras
convergem para parametros de tratamento para a
desinfec¢ao endodéntica 6tima, a desorganizagao
mais efetiva do biofilme radicular e utilizacdo em
protocolos de revascularizagéo pulpar.
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A pilot study of the comparative analysis of the antimicrobial activity of
PDT and irrigating agents in root canals inoculated with Enterococcus
faecalis “in vitro”

Aim: The present “in vitro” pilot study evaluated the antimicrobial effects of sodium hypochlorite,
chlorhexidine, photodynamic therapy, and ozonated sunflower oil, which were used as irrigating agents in
the elimination of Enterococcus faecalis in the root canals of extracted human teeth.

Methods: Sixty roots of single-root teeth (n = 60) were selected and autoclaved to perform the laminar
flow experiment. To perform the infiltration test, a device was constructed for each tooth, which allowed for
contamination by Enterococcus faecalis, and the tooth’s subsequent chemical-mechanical preparation.
The samples were submitted to biomechanical preparation with surgical diameter, corresponding to file
#45 and the same taper in the middle and cervical thirds, and received a disinfection protocol with 2.5%
sodium hypochlorite (NaOCI), chlorhexidine 2% (CHX), ozonized sunflower oil at 2400ppm (OGO), PDT
after irrigation with saline solution (PDT+S), and PDT after irrigation with 2.5% sodium hypochlorite (PDT
+ H). The remaining ten roots were positive and negative controls, with five teeth in each group. Positive
controls were infected, and no irrigating agent was used. Negative controls consisted of teeth that were
not contaminated by E. faecallis.

Results: The results of the total CFU count and descriptive analysis were performed. NaOCl and PDT+H
presented a bacterial growth of much lower t than the reference values and was considered null. CHX and
PDT+S presented low bacterial growth, while OGO presented moderate bacterial growth.

Conclusion: NaOCI and PDT + H presented better performance in relation to the other disinfection
protocols used in this study. OGO presented moderate bacterial growth, suggesting its unviable use in
endodontic disinfection protocols.

Uniterms: Photochemotherqapy. Endodontics. Disinfection.
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