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RESUMO

A contaminacéao do sistema de canais radiculares € uma das principais intercorréncias
em um tratamento endoddntico, onde a polpa necrosada ndo tem vasos sanguineos
que possam transportar células de defesa e antibidticos para o local. O objetivo deste
estudo foi avaliar, in vitro, a redugdo fungica de canais radiculares tratados com
diferentes terapias antimicrobianas. Cinquenta e quatro dentes bovinos foram
previamente preparados para a confecgdo de canais unirradiculares padronizados,
por meio da instrumentagdo prévia com limas Hedstréen (Denstsplay®) #35, pré-
alargados com brocas Gattes Gliden #4 (Denstsplay®) e instrumentados, de forma
mecanizada com movimentos reciprocantes, em toda a sua extensdo com limas
Reciproc R 50-25 mm. Em seguida os canais radiculares foram contaminados com
Candida albicans e submetidos a diferentes terapias antimicrobianas: irrigagdo com
hipoclorito de sédio 1%, por 5 min (GH); irrigacdo com clorexidina 0,2%, por 5 min
(GCHX); terapia fotodinamica (aPDT- antimicrobial Photodynamic Therapy), mediada
por azul de metileno (0,005%) e laser de baixa poténcia (Laser Duo, MMO, S&o Carlos,
Brasil, =660 nm; P=100 mW,; E=18 J ; t=180 s) (GaPDT); irrigacdo com oleo de
girassol ozonizado 2400 ppm, por 5 min (GOOQO) e irrigagdo com agua ozonizada, por
5 min (GAO). Ainda, um grupo de dentes recebeu irrigagdo com soro fisiolégico como
grupo controle (GC). Para avaliar a redugao microbiana promovida pelos diferentes
tratamentos realizados, amostras microbiologicas foram obtidas antes e
imediatamente apds as diferentes intervencdes, T1 e T2 - respectivamente. As
redugdes microbianas foram analisados por testes estatisticos de Kruskal Wallis e
teste de Dunn, como post hoc (p< 0,05). Os resultados mostraram que os grupos: GH,
GCHX, GaPDT e GAO promoveram a erradicagao total dos microrganismos, nos
parametros testados em cada grupo, enquanto que o GOO, apresentou redugdo
microbiana estatisticamente significativa (p=0,0044) entre T1 e T2. Portanto podemos
concluir que todas as terapias antimicrobianas testadas neste estudo se mostraram
eficaz na reducéo fungica de canais radiculares, no entanto o uso do 6leo de girassol

se mostrou menos efetivo, nos parametros testados, que as outras terapias avaliadas.

Palavras-chave: Terapia fotodindmica antimicrobiana. Oleo ozonizado. Agua

ozonizada.



ABSTRACT

Contamination of the root canal system is one of the main complications in
endodontic treatment, where the necrotic pulp does not have blood vessels that can
transport defense cells and antibiotics to the site. The aim of this study was to
evaluate, in vitro, the fungal reduction of root canals treated with different
antimicrobial therapies. Fifty-four bovine teeth were previously prepared for the
manufacture of standardized single-root canals, with previous instrumentation with
Hedstroen files (Denstsplay®) #35, pre-enlarged with Gattes Gliden #4 drills
(Denstsplay®) and instrumentation throughout its length with Reciproc R 50-25 mm
files, using mechanized instrumentation with reciprocating movements. Then the
root canals were contaminated with Candida albicans and submitted to different
antimicrobial therapies: irrigation with 1% sodium hypochlorite for 5 min (GH);
irrigation with 0.2% chlorhexidine for 5 min (GCHX); photodynamic therapy (aPDT-
antimicrobial Photodynamic Therapy), mediated by methylene blue (0.005%) and
low power laser (Laser Duo, MMO, Sao Carlos, Brazil, [1=660 nm; P=100 mW; E=18
J ; t=180 s) (GaPDT); irrigation with 2400 ppm ozonized sunflower oil for 5 min
(GOO) and irrigation with ozonized water for 5 min (GAO). Also, a group of teeth
received irrigation with saline solution as a control group (CG). To assess the
microbial reduction promoted by the different treatments performed, microbiological
samples were obtained before and immediately after the different interventions, T1
and T2 - respectively. Microbial reductions were analyzed by Kruskal Wa llis
statistical tests and Dunn's test aspost hoc (p<0.05). The results showed that the
groups: GH, GCHX, GaPDT and GAO promoted the total eradication of
microorganisms, in the parameters tested in each group, while the GOO presented
a statistically significant microbial reduction (p=0.0044) between T1 and T2.
Therefore, we can conclude that all antimicrobial therapies tested in this study
proved to be effective in reducing fungal root canals, however the use of sunflower

oil was less effective, in the parameters tested, than the other therapies evaluated.

Keywords: Antimicrobial photodynamic therapy. Ozonized oil. Ozonized water.



DIVULGAGAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

O insucesso do tratamento endoddntico ainda €& uma realidade na clinica
odontologica. A presenga de microrganismos remanescentes nos condutos
radiculares, mesmo apds a intervencdo do profissional no ato do tratamento
endodéntico pode ser considerada uma das grandes responsaveis por esse
insucesso. Este estudo mostrou que o uso de solugdes irrigadoras como o hipoclorito
de sddio, a clorexidina, a terapia fotodinamica antimicrobiana, o 6leo de girassol
ozonizado e a agua ozonizada, mostraram-se eficaz na redug¢do fungica de canais
radiculares, no entanto o uso do dleo de girassol se mostrou menos efetivo, nos

parametros testados, que as outras terapias avaliadas.

Esse trabalho se encaixa:
e Area de Pesquisa: Fotobiomodulacdo, Biomarcadores e Sistemas
Diagnosticos;
e Linha de Pesquisa: Biofotonica Aplicada;

e Projeto de Pesquisa: Processos oxidativos avangados

RELEVANCIA NA BIOENGENHARIA:

O uso de substancias antimicrobianas tem ocasionado o aparecimento de
espécies microbianas resistentes. Neste contexto, a busca por terapias alternativas
capazes de promover efeito antimicrobiano, com resisténcia microbiana pouco
provavel e segura, para os tecidos sadios adjacentes, tem sido cada vez mais
exploradas.
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1 INTRODUGAO

A Endodontia abrange diversos tratamentos que poderédo ser escolhidos a
partir das diferentes etiologias detectadas nos exames de anamnese, clinico e
radiografico, realizados pelo cirurgido-dentista. Entre essas variaveis a serem
consideradas para a escolha do tratamento, a contaminagao do sistema de canais
radiculares tem importancia relevante, uma vez que o tratamento endoddntico tem
como objetivo reparar estruturas pulpares, apicais e periapicais alteradas e a
descontaminacgao do sistema pulpar pode ser um desafio. Diferentemente da maioria
das estruturas do organismo, o dente com polpa necrosada e infectado ndo apresenta
circulagao sanguinea, tornando-se inacessivel para células e elementos de defesa,
ou seja impedindo o efeito da antibidticoterapia sistémica e consequentemente a
resposta do sistema imunoldgico, (LEONARDO MR, et al 2012).

Conhecendo essa limitagdo do organismo em se auto defender, a fase do
debridamento quimico-mecanico completo do tecido pulpar, dos restos de dentina e
dos microrganismos € de suma importancia e deve ser realizada corretamente para
que se obtenha sucesso no tratamento endoddntico, (BASRANI B, et al 2012).

Embora a endodontia nos dias atuais apresente um elevado indice de sucesso,
devido ao uso de técnicas de instrumentagcdo mecanizada e diagnosticos radiograficos
mais precisos, a persisténcia de contaminacdo nos canais radiculares € a principal
causa de insucessos, pois impede a reparagédo apical, (AFKHAMI F, et al 2017).
Microrganismos como bactérias anaerdbias estritas, aerObias e anaerobias
facultativas tém sido encontrados em canais radiculares, muitas vezes associados as
infecgbes persistentes ou recidivantes, (BELTLES C, et al 2017). Destas espécies
podemos destacar. os Streptococcus, Enterococcus faecalis e Pseudomonas
aeruginosa, além de fungos, principalmente do género Candida albicans, principal
fungo encontrado na cavidade bucal (MOHAMMADI Z, et al 2017).

O tratamento na fase do preparo biomecanico, agcdo dos instrumentos
cortantes, normalmente se limita apenas ao canal principal, ndo atingindo totalmente
o sistema de canais radiculares, devido a complexidade da anatomia dos mesmos.
Cerca de 50% das paredes dos canais radiculares ndo sao instrumentadas, deste
modo, faz-se necessario a utilizagcdo de uma substancia quimica auxiliar.

A substancia quimica quando associada a instrumentacdo mecanica penetra

neste complexo sistema, facilitando a acdo dos instrumentos endodénticos e
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potencializam a desinfec¢do. Diversas substancias quimicas podem ser utilizadas
como agentes irrigantes. Essas solugbes devem possuir propriedades tais como,
capacidade de dissolver a matéria organica, acdo antimicrobiana, lubrificacdo e
neutralizagao de conteudos téxicos, que podem contribuir para diminuicdo do indice
de insucessos do tratamento endodéntico (MOHAMMADI Z, et al 2017).

O hipoclorito de sédio (NaOCI) € uma solugéo irrigadora muito utilizada por
possuir eficacia antimicrobiana. Por outro lado, dependendo das concentracoes
utilizadas, o NaOCI é citotoxico aos tecidos periapicais, além de apresentar gosto e
cheiro desagradaveis. Assim, a busca por outros agentes irrigantes, com menor
potencial para induzir efeitos colaterais adversos e mais seguros, vem sendo
estudadas. O gluconato de clorexidina (CHX) também tem sido utilizado como agente
de irrigagdo endoddntica em substituicdo ao NaOCI, por apresentar amplo espectro
antimicrobiano e possuir agao bactericida, além de auséncia de citotoxicidade, em
baixas concentragdes. No entanto, o uso desta substancia pode causar resisténcia
microbiana, (SOUZA MA, et al 2017).

Neste contexto, a busca por terapias alternativas capazes de promover efeito
antimicrobiano, com resisténcia microbiana pouco provavel e segura, para os tecidos
sadios adjacentes, tem sido cada vez mais exploradas.

Dentre estas alternativas antimicrobianas, a terapia fotodinamica
antimicrobiana (do inglés: antimicrobial photodynamic therapy — aPDT), tem se
mostrado efetiva em infeccbes localizadas e de microbiota conhecida. A aPDT
consiste em um tratamento que engloba o uso de um fotossensibilizador (FS), que
deve permanecer em contato com a area tratada por um tempo determinado, seguido
de iluminagdo por luz visivel, com comprimento de onda ressonante ao FS, na
presencga de oxigénio, promovendo a formacgao de espécies reativas de oxigénio, que
levam a morte microbiana por danos oxidativos (GARCEZ AS, et al 2015).
Individualmente, a luz e o FS ndo promovem efeitos antimicrobianos (GARCEZ AS,
et al 2015).

Outra alternativa antimicrobiana que tem mostrado resultados efetivos € 0 uso
do ozbnio, utilizado na forma individual ou em combinagdo com outras substancias,
como a agua ou o 6leo (TIWARI S, et al 2017). O uso do ozbnio consiste em uma
molécula inorganica formada por trés atomos de oxigénio, caracterizado pelo seu

poder oxidativo. Quando exposto a fluidos orgénicos provoca a formagdo de
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moléculas reativas de oxigénio capazes de promover danos oxidativos em células
microbianas (UGAZIO E, et al 2017).

A maioria dos estudos, com terapias antimicrobianas alternativas, avaliam a
reducdo bacteriana em canais radiculares, no entanto, a casuistica clinica de
reinfeccdo, periodontite periapical e necessidade de retratamento endoddntico ou
cirurgia periapical, muitas vezes sao provocadas por infecgdes fungicas, (GARCEZ
AS, et al 2010).

Assim, sdo necessarios mais estudos que avaliem diferentes abordagens
antimicrobianas, que sejam capazes de inativar células fungicas, de forma eficiente,

sem o risco de induzir resisténcias.
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2 OBJETIVOS

O objetivo desse estudo foi avaliar, in vitro, a redugdo fungica de canais

radiculares tratados com diferentes terapias antimicrobianas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar os efeitos do hipoclorito de sodio a 1%, como solugdo irrigante,
na redugdo microbiana em canais radiculares contaminados com C.
albicans.

e Avaliar os efeitos da clorexidina 0,2%, como solugado irrigante, na
redugdo microbiana em canais radiculares contaminados com C.
albicans.

e Avaliar os efeitos da aPDT mediada por azul de metileno e laser
vermelho, na redugdo microbiana em canais radiculares contaminados
com C. albicans.

e Avaliar os efeitos do o oOleo de girassol ozonizado, na redugao
microbiana em canais radiculares contaminados com C. albicans.

e Avaliar os efeitos da agua ozonizada na redugao microbiana em canais

radiculares contaminados com C. albicans.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microbiota na Endodontia

A endodontia é a especialidade da Odontologia cuja finalidade € conhecer a
funcéo, a fisiologia da polpa além de tratar as afec¢gdes da polpa dentaria e do tecido
periapical (LEON-ROMA et al., 2004).

A polpa dentaria € um tecido conjuntivo frouxo, que compdéem o elemento
dentario formando com a dentina o complexo dentino-pulpar. Histologicamente, ela
apresenta componentes celulares, como os odontoblastos, os fibroblastos, as células
mesénquimais indiferenciadas, os macréfagos e outras células imunocompetentes,
bem como, vasos sanguineos, linfaticos, fibras nervosas e, permeando este conjunto,
substancia fundamental amorfa. Além dos diferentes componentes celulares, a polpa
dentaria desempenha diversas fungbes como sensibilidade dentaria, hidratagao,
defesa e a mais importante delas a formagédo de dentina (NONAKA et al., 2005).

Em caso de uma necrose pulpar havera uma proliferagdo de microrganismos
que serao responsaveis pelas infecgdes pulpares e periapicais. Estima-se que
aproximadamente 150 espécies de microrganismos sejam capazes de colonizar os
canais radiculares, sendo responsaveis pelas lesdes endoddnticas, associadas a
necrose pulpar. A microbiota encontrada geralmente € mista, dificultando a avaliagéo
do papel desempenhado por cada espécie, assim como, possiveis interagcoes entre
elas, fato que contribui para o estabelecimento de um ambiente seletivo no interior
dos canais radiculares, com predominio de microrganismos anaerdbios
(BAUMGMARTNER & FALKLER JUNIORS8, 1991; SUNDQVIST86, 1992;
SUNDQVIST87-8, 1992, 1994).

As bactérias mais comuns encontrada em lesbes refratarias s&o o
Enterococcus faecalis e a Escherichia coli, por possuirem alto poder de penetracao
nos tubulos dentinarios, o que contribui para sua sobrevivéncia durante o preparo
biomecéanico, demonstrando resisténcia as solugbes irrigadoras, comumente
utilizadas durante a terapia endodéntica (MOLANDER et al.54, 1998; SUNDQVIST et
al.89, 1998; SUNDE et al.85, 2002),

Grande parte das infecgcbes endoddnticas sdo de natureza bacteriana, porém

as leveduras também tem sido encontradas nos canais radiculares de dentes com
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necrose pulpar. Dentre as espécies de leveduras comumente isoladas nos canais
radiculares, a Candida albicans € encontrada principalmente em lesdes refratarias.

A eliminagdo do E. faecalis, da C. albicans e de outros microrganismos do
interior dos canais radiculares se faz necessario, uma vez que esses microrganismos
sdo os agentes causadores das patologias pulpares e periapicais, além da
persisténcia da infec¢ao devido seu poder de penetracado nos tubulos dentinarios.

Em busca de erradicagdo desses microrganismos sdo buscadas novas
técnicas, novos materiais irrigadores, novos curativos de canais e até mesmo novos
cimentos obturadores de canal radicular, que consigam reduzir essa microbiota
resistente e assim melhorar as taxas de sucesso nos tratamentos endoddnticos,
(Baumgartner JC, et al 2000).

3.2 Agao antimicrobiana e antifungicas de irrigantes endodénticos

Segundo Di Santi et al. (2015), na perspectiva de se obter um tratamento
endodontico de sucesso, precisamos eliminar totalmente esses microrganismos
patogénicos, pois a permanéncia resultara na falha do tratamento.

Para que n&o ocorra esse insucesso, estao sendo utilizadas na fase do preparo
mecanico, solugdes irrigadoras que possuem mecanismos de agdo como atividade
microbiana, capacidade de dissolver proteinas e tecidos, baixa tensao superficial, que
sejam de facil manuseio, além de n&o promoverem injurias aos tecidos periapicais
(PAIVA et al, 1973).

O emprego do hipoclorito de soédio como solugdo irrigadora na terapia
endodéntica se tornou de rotina em razdo dos seus importantes efeitos
antimicrobianos e da dissolugao de tecidos necréticos. SIQUEIRA JUNIOR et al.
(1997) relataram a efetividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio, quando em
contato com restos organicos, resultando na formagdo de um acido forte (acido
hipocloroso - HOCL), com efetiva acdo oxidante sobre enzimas bacterianas, devido a
presenca do cloro ativo, inibindo definitivamente as fungdes metabdlicas microbianas.

Quando utilizado em altas concentragdes, o hipoclorito de sodio provoca
agressao aos tecidos pulpares adjacentes, assim, outras substancias quimicas
auxiliares, mais biocompativeis e com efetiva agdo antimicrobiana, vém sendo

utilizadas como alternativas no tratamento endodéntico, como a clorexidina.
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Em 1994, Jeansonne & White compararam o efeito antimicrobiano do
hipoclorito de sédio 5,25% com a clorexidina 2,0%. Como resultado, obtiveram
reducdes significativas no numero de colénias de microrganismos poés-irrigagéo,
comprovando a eficacia de ambas solugdes. Siqueira Junior et al (1998) confirmaram
a eficacia dos agentes irrigantes, no qual foi avaliado a agdo de irrigantes
endodénticos, frente a quatro bactérias anaerdbias Gram-negativas produtoras de
pigmentos negros e quatro anaerobias facultativas. Foram empregadas as solug¢des
de hipoclorito de sodio em diferentes concentragdes: 4%, 2,5% e 0,5%; clorexidina
2% e 0,2%; EDTA 17% e acido citrico 10%. Apds sete dias, as zonas de inibicdo de
crescimento foram medidas e os resultados demonstraram que as solugdes irrigantes
testadas inibiram 100% das cepas bacterianas. Diante dos resultados, classificaram
a eficacia diante do didametro do halo de inibigdo do crescimento bacteriano, do maior
para o menor, classificadas da mais eficiente para a menos eficiente, ordenadas:
hipoclorito de sédio 4%, hipoclorito de sédio 2,5%, clorexidina 2%, clorexidina 0,2%,
EDTA, acido citrico e finalmente hipoclorito de sédio 0,5%.

Em 2001, Gomes et al compararam, in vitro, a efetividade de diferentes
concentragbes e também obtiveram resultados efetivos da agdo antimicrobiana do
hipoclorito de sodio e da clorexidina na eliminagdo de E faecalis. Foram utilizados
hipoclorito de sodio 0,5%, 1,0%, 2,5%, 4,0% e 5,25% e duas formas de clorexidina
(gel e liquida), nas concentragdes de 0,2%, 1,0% e 2%. Siqueira Junior et al. (2002)
avaliaram a eficacia das técnicas e dos agentes irrigantes, como o hipoclorito de sédio
2,5% e clorexidina 2%, na reducéao de E. faecalis do interior de canais radiculares. Os
autores verificaram que as técnicas foram eficientes e as solu¢des empregadas
reduziram significativamente a quantidade de microrganismos.

Apesar da comprovacao da efetividade do hipoclorito de sddio em diferentes
concentragdes, sabe-se que essa solugao irrigadora apresenta citotoxicidade. Assim
estudos de toxicidade foram desenvolvidos comparando o hipoclorito de sédio com a
clorexidina. Em estudos na determinacdo do efeito antimicrobiano de medicacdes
sobre C. albicans, Sen et al. (1999) investigaram, in vitro, a agdo antifungica do
hipoclorito de sodio e da clorexidina, no interior de canais radiculares de 266 dentes
humanos unirradiculados, contaminados com C. albicans, por 10 dias. Foi verificado
crescimento microbiano apdés acdo das solugbes de hipoclorito de sodio 1%,
hipoclorito de sédio 5% e clorexidina 0,12% em 1, 5 e 30 min. Os resultados
demonstraram ainda que na presencga de smear layer, o hipoclorito de sédio e suas
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concentragdes e a clorexidina 0,12% n&o apresentaram eficiéncia nos trés tempos
testados, mas apos 1 h de tratamento, os irrigantes apresentaram agéo antifungica.
Na auséncia de smear layer, somente o hipoclorito o de sodio 5% foi efetivo em 1, 5
e 30 min. O hipoclorito de sédio 1%, e a clorexidina 0,12% nao foram efetivos nos trés
tempos testados.

3.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana

A terapia fotodinamica antimicrobiana (do inglés: antimicrobial Photodynamic
Therapy - aPDT) é um efetivo recurso terapéutico com acgao antimicrobiana. O método
envolve a utilizagdo de um fotossensibilizador (FS), como o azul de metileno, que é
um composto quimico, que absorve luz na regido do vermelho do espectro
eletromagnético e na presenca de oxigénio é capaz de promover a formagao de
especies reativas de oxigénio que levam a danos celulares (Konopka K, et al 2007).

A aPDT tem sido apontada como uma técnica coadjuvante no tratamento
endodéntico, pois apresenta potencial de aumentar a eficiéncia na descontaminagéo
dos canais radiculares, quando utilizada com a instrumentag¢do convencional (Marinic
K, et al 2015).

Souza et al 2010, realizaram um estudo em que foi avaliada a associacao
durante o preparo biomecanico, utilizando o hipoclorito de sodio e a aPDT. Os
resultados deste estudo mostraram que a associagao entre essas duas técnicas se
mostrou mais eficaz, que a sua utilizagao isolada do hipoclorito de soédio ou da aPDT.
Uma substancia para ser considerada um bom FS devera apresentar caracteristicas
de nao toxicidade, sem efeitos danosos ao hospedeiro, facil acessibilidade, baixo
custo, solubilidade e alto rendimento quantico, isto é, alta produgdo de espécies
reativas de oxigénio. Para que ocorram danos oxidativos no microrganismo &
importante que o FS interaja com a parede celular ou penetre no microrganismo, uma
vez que absorvendo a radiagéo eletromagnética da luz ressonante ira desencadear o
processo oxidativo (GARCEZ A, et al 2015).
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3.4 Ozb6nio

As pesquisas com o0zo6nio estdo crescendo nos ultimos tempos devido suas
propriedades antimicrobianas.

O ozbnio atua causando a oxidacdo das paredes celulares e membranas
citoplasmaticas das bactérias, agindo também sobre fungos, protozoarios e virus.
Pode afetar o equilibrio osmético promovendo a lise celular (GARDUNO et al., 1995;
OIZUMI et al., 1998; VELANO et al., 2001). Estas propriedades antimicrobianas s&o
utilizadas no tratamento de varias enfermidades, sendo bastante efetivas na
eliminacédo de bactérias, fungos e virus em lesbes infectadas (RODRIGUEZ et al.,
1994). Estudos microbiolégicos da agédo antimicrobiana da agua ozonizada e sua
eficacia contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, associadas com
alimentos, comecaram a fornecer dados para aplicagao na industria de alimentos,
sendo que, Restaino et al. (1995) afirmaram que a utilizagdo do ozénio resultou em
redugcao microbiana, podendo ser aplicada no controle microbiano de alimentos. A
agua ozonizada também foi eficaz contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e leveduras, seguindo esta ordem de efetividade. O efeito antimicrobiano do o0zdnio
na odontologia, ainda é pouco difundido, mas tem atraido alguns pesquisadores
interessados em estudos neste campo. Este gas, tem-se mostrado eficaz contra
muitas das espécies microbianas encontradas na cavidade bucal (BARROS, et al
2000) e como método de desinfecgao de préteses (OIZUMI et al. 1998).

Nagayoshi et al. (2004), avaliaram o efeito antimicrobiano da agua ozonizada
como agente irrigante, durante o preparo biomecanico da terapia endodontica, sobre
E. faecalis e S. mutans inoculados no interior dos canais radiculares de dentes
bovinos. Os resultados mostraram que houve uma diminuigdo significativa destes
microrganismos, sugerindo que a agua ozonizada pode ser empregada como agente
irrigante durante a terapia endoddntica.

Faria et al. (2005) avaliaram os efeitos oxidativos da agua ozonizada (3,3 mg/mi
O3) frente a 49 cepas de Candida, recém isoladas da saliva e os resultados
demonstraram redugao de C. albicans nas suspensoes.

Rodriguez et al. (1994) avaliaram a utilizagdo do 6leo de girassol ozonizado no
tratamento da gengivo-estomatite herpética aguda em criangas. O oOleo de girassol
ozonizado foi empregado embebido em gaze utilizada na assepsia das lesdes, quatro
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vezes ao dia. O periodo de reparagao foi bastante reduzido; em 3 dias de tratamento
se obteve 76,9% de cura.

Varias solugdes tém sido utilizadas como irrigantes endodonticos, entretanto,
necessitamos saber quais dessas solugdes € mais eficaz, de forma a contribuir ainda
mais para sucesso da terapia endodéntica.
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4 MATERIAL E METODOS

As avaliagbes microbiolégicas foram realizadas no Laboratoério de Microbiologia
da Universidade Brasil, campus, Fernanddpolis, SP.

Para realizagdo deste estudo foram utilizados dentes bovinos unirradiculares
extraidos de animais abatidos para comercializagdo da carne, conforme laudo
veterinario (ANEXO 1). Este estudo passou pela Comissdo de Etica de uso Animal
(CEUA), cujo numero de protocolo € 2000086 (ANEXO 2). A execugéo experimental
do preparo dos espécimes, preparos quimicos-mecanicos dos canais radiculares,
vedamento apical e impermeabilizagado externa das raizes foram realizadas por um

operador treinado, calibrado e especialista em endodontia.

4.1 Preparo dos espécimes

Cinquenta e quatro (54) dentes bovinos unirradiculares recém extraidos, limpos
com auxilio de curetas Gracey (S.S. White Artigos Dentarios Ltda., Juiz de Fora, MG,
Brasil), para remoc¢ao de tecidos moles, fibras periodontais, calculos e remanescentes
0sseos aderidos foram utilizados neste estudo.

Apoés a limpeza, os dentes foram mantidos em solugao fisiologica estéril em
frasco vedado em freezer (-20° C) por 30 dias. No momento da realizagdo do
experimento os dentes foram selecionados e lavados com agua destilada, imersos
por 48 h em hipoclorito de sédio a 1% e posteriormente seccionados, proximo a jungao
cemento-esmalte com disco de carborundum (KG Sorensen, Alemanha), acoplado a
um mandril em micromotor, descartando-se as coroas e padronizando o comprimento

dos remanescentes radiculares em aproximadamente 25 mm.

4.2 Preparo quimico-mecénico dos canais

Todas as amostras foram submetidas a instrumentacdo prévia para
padronizagédo do diametro dos canais radiculares. O tecido pulpar foi removido com
limas Hedstréen (Denstsplay®) #35. Os canais radiculares foram pré-alargados com
brocas gattes gliden #4 (Denstsplay®) e instrumentados em toda a sua extensdo com

limas Reciproc R 50-25 mm, utilizando-se a instrumentagdo mecanizada com
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movimentos reciprocantes. Os canais foram irrigados durante toda instrumentagao

com solucéo fisioldgica.

4.3 Vedamento apical e impermeabilizagao externa das raizes

Os canais radiculares foram secos com cones de papel absorvente estéreis n°
20, no comprimento do remanescente radicular, por 1 min e foi realizado o vedamento
da regido apical das raizes utilizando resina composta fotopolimerizavel (Z100 cor, 3M
ESPE, St Paul, EUA). As raizes foram ainda impermeabilizadas, em toda sua
extensao, com duas camadas de esmalte para unhas na cor preta marca impala, SP,

Brasil) (Figura 1 e Figura 2).

Figura 1 — Vedamento apical.

Fonte: Préprio autor.
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Figura 2 — Impermeabilizagcao externa das raizes.

Fonte: Préprio autor.
4.4 Esterilizacao das raizes
As amostras de raizes foram distribuidas em grupos em 3 caixas plasticas com
divisorias para esterilizagao em autoclave, colocando cada raiz em um compartimento.

A caixa foi embalada para esterilizagao em autoclave a 121°C por 50 min (Figura 3).

Figura 3 - Esterilizac&do das raizes

Fonte: Préprio autor.
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4.5 Contaminagao dos espécimes

Os procedimentos descritos a seguir foram realizados no interior de uma
camara de fluxo laminar, a qual foi previamente submetida a desinfeccdo com alcool
70% e incidéncia de luz ultravioleta por 30 min. Todos os materiais e instrumentos
utilizados foram previamente esterilizados em autoclave a 121°C por 50 min .

As amostras foram contaminadas com Candida albicans (ATCC 10231),
previamente semeada em caldo Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA) por 48 h.
Apos esse periodo, com auxilio de uma pipeta, 20 ul de microrganismos foram
inoculados em cada raiz (Figura 4). Os canais foram selados com tamp&o de algod&o
estéril, embebidos em solugao salina estéril, a fim de manter a umidade. A caixa foi
entdo vedada e mantida em estufa bacteriologica a 37° C, sob agitagdo mecénica, por
48 h (Figura 5 e Figura 6).

Figura 4 - Contaminac&o das raizes

Fonte: Préprio autor.



Figura 5 - Selamento dos canais radiculares

Fonte: Préprio autor.

Figura 6 - Caixa vedada sob agitagdo mecanica a 37°C, por 48 h

Fonte: Préprio autor.

28
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4.6 Divisao dos grupos

Para as avaliagbes in vitro, da eficacia antimicrobiana de diferentes solugdes
irrigantes utilizadas no tratamento endodéntico e a comparagdo com diferentes
terapias que levam a morte microbiana por dano oxidativo, as amostras foram
divididas em 6 grupos experimentais, conforme Tabela 1. As avalia¢gdes foram feitas
em duplicatas em 3 dias diferentes. Os grupos experimentais avaliaram 2 amostras
de dente por dia de experimento, enquanto o grupo controle avaliou uma amostra de

dente por dia.

Tabela 1: Grupos amostrais e intervengdes realizadas.

Grupos Intervencgao

Grupo Controle (GC) (6 raizes)

irrigagéo com soro fisiolodgico (5 mL), por 5 min;

Grupo Hipoclorito de sédio (GH) (n=6)

irrigagdo com hipoclorito de sodio 1,0% (5 mL) por 5

min;

Grupo Clorexidina (GCHX) (n=6)

irrigagdo com digluconato de clorexidina 0,2% (5 mL)

por 5 min;

Grupo Terapia fotodinamica (GaPDT) (n=6)

Azul de metileno (3 min) + luz vermelha;

Grupo Oleo ozonizado (GOO) (n=6)

6leo ozonizado 2400 ppm (5 mL) por 5 min;

Grupo Agua ozonizada (GAO) (n=6) agua ozonizada 75 pg/mL (5 mL) por 5 min.

Fonte: Proprio autor.

Previamente as diferentes intervengbes com finalidades microbioldgicas, todas as
amostras foram instrumentadas, de forma mecanizada, com limas reciprocantes R50 #50.06
(VDW ®), irrigadas com a solugéo irrigadora escolhida (5 mL), aspiradas, irrigadas com EDTA
17% (5 mL) e novamente aspiradas, a fim de mimetizar os procedimentos endoddnticos
preconizados na pratica clinica.

A aPDT foi mediada com o uso do azul de metileno (Sigma, Aldrich), como FS, na
concentragao de 0,005% e laser de baixa poténcia (Laser Duo, MMO, Sao Carlos, Brasil, A =
660 nm).

O FS foi deixado em contato com os canais contaminados por 3 min, antes das
irradiagdes (PIT: do inglés — Pre IrradiationTtime). Apds o PIT, as amostras foram entéo

irradiadas com um laser de baixa poténcia (Laser Duo, MMO, S&o Carlos, Brasil, A = 660 nm;
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P =100 mW; E =18 J; t =180 s), com auxilio de uma fibra 6ptica para uso intracanal (Figura

7). Cada amostra foi irradiada com uma fibra optica diferente, previamente esterilizada.

Figura 7 - Laser com a fibra optica

Fonte: Proprio autor.

4.7 Avaliacao Microbiolégica

Para avaliar a redugdo microbiana promovida nos diferentes tratamentos
realizados, amostras microbioldgicas foram obtidas antes de qualquer intervencéo
(T1) e depois dos procedimentos (T2).

Amostras T1:

Para obtencdo das amostras T1 foram selecionados 6 dentes, um de cada
grupo, em 3 dias diferentes (18 dentes).

ApoGs as 48 h de incubagdo dos microrganismos em estufa bacteriologica, foi
colocado 30 pL de solugéo salina estéril e mantida por 10 min, em cada amostra.
Amostras microbioldgicas foram ent&do obtidas com auxilio de um cone de papel estéril
e colocadas em eppendorfs contendo 1 mL de solugao salina estéril e submetidas a
agitagdo mecanica (Vortex) de 200 rpom por 30 s. Para facilitar a contagem final de
microrganismos, em uma placa de microtitulagdo foram realizadas diluicbes seriadas
na ordem de 1/10, com a finalidade de diminuir a concentragdo de UFC/mL (UFC -

Unidades Formadoras de Colbnias). Em seguida, 10 uL de cada diluicdo foram
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estriados em placas de Petri, contendo como meio de cultura Sabouraud dextrose
(Difco, Detroit, EUA), colocadas em estufa bacteriolégica a 37°C, por 48 h para a
contagem final dos microrganismos. As placas foram feitas em duplicata para cada
amostra. As UFC encontradas nas placas de Petri foram multiplicadas pelo fator de
dilui¢ao.

Amostras T2:

Para obtencdo das amostras T2 foram selecionados 12 dentes, dois de cada
grupo, em 3 dias diferentes (36 dentes).

Foram obtidas amostras microbiolégicas imediatamente apds os diferentes
procedimentos (T2), para controle microbiolégico, com auxilio de um cone de papel
estéril, friccionando o mesmo nas paredes do conduto radicular. Na sequéncia, os
cones foram colocados em eppendorfs contendo 1 mL de solugdo salina estéril e
submetidos a agitagdo mecénica (Vortex) de 200 rpm por 30 s. Para facilitar a
contagem final de microrganismos, em uma placa de microtitulacao, foram realizadas
diluicdes seriadas na ordem de 1/10, com a finalidade de diminuir a concentragao de
UFC/mL. Dez-uL de cada diluicdo foram estriados em placas de Petri, contendo como
meio de cultura Sabouraud dextrose (Difco, Detroit, EUA), colocadas em estufa
bacteriolégica a 37°C, por 48 h para a contagem final dos microrganismos. As placas
foram feitas em duplicata para cada amostra. As placas foram feitas em duplicata para
cada amostra. As UFC encontradas nas placas de Petri foram multiplicadas pelo fator
de diluic&o.

4.7 Analise dos dados

Para avaliagdo dos resultados microbiolégicos foram calculadas as fragdes de
sobrevivéncia dos diferentes grupos e foi realizado o teste de normalidade por
Shapiro-Wilk, que atestou distribuicdo ndo-normal das amostras. Por conta disso, foi
realizado o teste estatistico ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e o teste de Dunn como
post hoc. As amostras foram consideradas significantemente diferentes quando p<
0,05.
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5 RESULTADOS

O presente estudo avaliou, in vitro, os efeitos de diferentes terapias
antimicrobianas em canais radiculares contaminados com C. albicans, comparando
solugdes irrigadoras de amplo uso clinico, aPDT e o uso de 6leo e agua ozonizada.

A Figura 8 mostra que todas os grupos avaliados estavam contaminados com
C. albicans, nas concentracdes entre 105 e 10% apés 48 h de incubagéo e

imediatamente antes de qualquer intervencgéo antimicrobiana.

Figura 8 — Contaminacéo dos condutos radiculares com C. albicans, antes de
qualquer procedimento. Grupo Controle (GC); Grupo Hipoclorito (GH), Grupo
Clorexidina (GCHX); Grupo Terapia Fotodinamica (GaPDT); Grupo Oleo Ozonizado
(GOO); Grupo Agua Ozonizada (GAOQ) (as barras indicam o desvio padrdo).
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Fonte: Proprio Autor

A Figura 9 mostra a fragcdo de sobrevivéncia dos grupos: hipoclorito (GH),
clorexidina (GCHX), aPDT (GaPDT), 6leo ozonizado (GOQO) e agua ozonizada (GAO)
em relagédo ao grupo controle (GC). Nota-se que os grupos: GH, GCHX, GaPDT e
GAO promoveram a erradicagao total dos microrganismos, nos parametros testados
em cada grupo, enquanto que o GOO, apresentou reducado microbiana entre T1 e T2

de aproximadamente 1,5 log (Figura 10).
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Figura 9 — Fragao de sobrevivéncia da C. albicans, ap0s as diferentes intervengdes
antimicrobianas. Grupo Controle (GC); Grupo Hipoclorito (GH), Grupo Clorexidina
(GCHX); Grupo Terapia Fotodinamica (GaPDT); Grupo Oleo Ozonizado (GOO);
Agua Ozonizada (GAO) (as barras indicam o desvio padr&o).
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Figura 10 — Redug&o microbiana entre as avaliagdes antes e imediatamente apds as
diferentes intervengdes, T1 e T2 - respectivamente. Grupo Controle (GC); Grupo
Hipoclorito (GH), Grupo Clorexidina (GCHX); Grupo Terapia Fotodinamica (GaPDT);
Grupo Oleo Ozonizado (GOO); Agua Ozonizada (GAO) (as barras indicam o desvio

padrao).
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Fonte: Proprio Autor

A Figura 11 mostra que a redugdo microbiana promovida pela agdo do dleo
ozonizado, nos paréametros testados, proporcionou reducgdo significativa de C.
albicans (p=0,0044).
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Figura 11 - Redugdo microbiana entre as avaliagdes antes e imediatamente apos o

uso do 6leo ozonizado. Grupo Controle antes do uso Oleo Ozonizado (GC-O0);

Grupo imediatamente apés o uso do Oleo Ozonizado (GOO) (as barras indicam o

UFC/mL (log 10)
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6 DISCUSSAO

A importancia da limpeza mecénica e quimica do sistema de canais radiculares
durante o tratamento endoddntico tem sido amplamente enfatizada durante as ultimas
décadas (LIOLIOS et al., 1997, ESTRELA et al., 2003), uma vez que sdo encontrados
inumeros microrganismos e seus produtos nas doengas pulpares e periapicais.

Cerca de 509 espécies de bactérias podem ser encontradas na cavidade oral,
portanto, a escolha da técnica de instrumentagao e solugdes irrigadoras que permitam
a neutralizagdo microbiana e inativagédo das toxinas, sem interferir negativamente com
o processo de cura, é fundamental para o sucesso do tratamento endodéntico
(LEONARDO et al., 1999). As bactérias facultativas, como o Enterococcus faecalis e
Staphylococcus aeureus e fungos como Candida albicans sao considerados por
muitos, as espécies mais resistentes na cavidade oral (GOMES et al., 2003, VIANNA
et al., 2004).

GARCEZ et al, (2007) ressaltou que a incorporagéo da terapia fotodinamica
antimicrobiana, como coadjuvante no tratamento endoddntico pode ser uma boa
alternativa na descontaminacdo do sistema de canais radiculares, uma vez que a
resisténcia microbiana aos agentes antimicrobianos, desperta o interesse da
comunidade cientifica, que incorpora cada vez mais em seus objetivos, a busca por
mecanismos que transponham esse problema. E possivel observar no tratamento
endodéntico atual, que diferentemente daquela da década de 80, oferece muito em
tecnologia para viabilizar um tratamento eficiente na eliminagdo de microrganismos,
na otimizagdo do tempo de tratamento, com a finalidade de diminuir
consideravelmente as intervengdes, de forma segura aos padrées de qualidade em
Endodontia. Dentre as inovagbdes, a utilizacdo da Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana em Endodontia tém se destacado ( ALMEIDA, 2007).

O presente estudo mostrou em seus resultados o quanto é eficaz a utilizagao
de terapias antimicrobianas na descontaminagdo dos canais radiculares
contaminados com Candida albicans, associada ao preparo quimico mecanico € a
instrumentagédo endoddéntica. O uso do hipoclorito de sédio a 1%, da clorexidina 0,2%,
como solugdes irrigadoras, assim como, a utilizagdo da aPDT, mediada por azul de
metileno e luz vermelha, nos parémetros testados neste estudo e a irrigagdo com agua

ozonizada 75ug/mL, promoveram a erradicagdo fungica dos canais radiculares. A
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irrigagdo com o oOleo de girassol ozonizado 2400ppm, apesar de nao ter promovido a
erradicagao fungica, promoveu diminui¢ao de 1,5 logs de C. albicans.

Os estudos de D’Arcangelo et al, (1999) mostrou a efetividade do efeito
fungicida do hipoclorito de s6dio sobre a C. albicans e o presente estudo corrobora
com tais evidéncias cientificas. Segundo ESTRELA et al., (2003), a atividade
antimicrobiana do hipoclorito de sédio o torna a solugéo irrigadora de escolha pelos
cirurgides-dentistas, principalmente em casos de dentes com polpa necrosada.

FERRAZ et al.,, (2007) realizaram um estudo e afirmaram que tanto a
clorexidina gel a 2%, quanto a liquida a 2% foram mais eficazes comparadas com
todas as concentrag¢des de hipoclorito de sédio testadas, incluindo o 5,25%, quando
ambas expostas a 5 espécies de bactérias anaerdbias facultativas e 4 espécies de
anaerobios estritos. A clorexidina foi testada em varios estudos sobre terapia
endodéntica e demonstrou apresentar uma grande eficiéncia no tocante a eliminagéo
de fungos como a C. albicans (LIN S et al, 2016), sendo que nesse estudo os
resultados se assemelham, no entanto, usando concentracbes menores de
clorexidina.

O sucessso da aPDT esta relacionado principalmente pelo efeito
antimicrobiano comprovadamente constatado em diferentes microrganismos, além de
apresentar pouca probabilidade em promover resisténcia microbiana, ser uma técnica
de facil aplicagdo, indolor, além de somar a todas essas caracteristicas, os efeitos
benéficos oriundos da terapia com laser de baixa poténcia, como biomodulacéao,
analgesia, importantes condi¢des para o sucesso de todas as fases do tratamento
endodontico (ALTUNDASAR E et al, 2006).

Muitas das dificuldades no estabelecimento de um protocolo efetivo da aPDT
para utilizagdo intracanal consiste na diferenga de susceptibilidade dos
microrganismos aos protocolos empregados. A literatura reporta a efetividade da
aPDT frente a diferentes microrganismos, tais como: Candida albicans, Escherichia
coli, Streptococcus mutans e Enterococcus faecalis ( BRASIL CO, et al, 2006), no
entanto, ndo ha consenso na literatura dos parametros que promovem a efetividade
da aPDT para os diferentes microrganismos.

Os indices de descontaminagao alcangados com a aPDT atingem entre 97-
100% e séo equivalentes aqueles conseguidos com os lasers de alta poténcia. O efeito
antimicrobiano da aPDT em patdgenos endodénticos (P. gingivalis, P. intermedia, F.
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nucleatum, P. micros, P. endodontalis) foi observado tanto in vitro (BELBER VB,
2005), quanto in vivo (ALTUNDASAR E, 2006).

O uso do azul de metileno (do inglés Metyllene Blue - MB) na pratica médica
tem sido realizado por mais de 100 anos, apresentando baixa toxicidade tecidual.
Apresenta forte absorgao na regido do vermelho do espectro eletromagnético, na qual
a penetragao da luz nos tecidos é considerada 6tima. Na Endodontia, o periodo de
pré-irradiacdo pode variar entre dois e cinco minutos — tempo para o FS atingir e
ultrapassar a membrana celular microbiana

Outra terapia que tem mostrado efetividade antimicrobiana é o uso do ozénio,
que pode se apresentar diluido em agua ou em Oleo, ou ainda na forma de gas
(HOLMES, 2004).

Cardoso, et al., (2008) relataram em seu estudo que a agua ozonizada, é efetiva
contra Candida albicans e Enterococcus faecalis e nao promove efeitos residuais.
Reportam ainda a efetividade do uso da agua ozonizada, como agente irrigante na
eliminacao de bactérias e na neutralizacao de endotoxinas, durante a sanificagcao de
canais radiculares.

Cruz HFO (2006) afirmou a eficacia da agao antimicrobiana do 6leo ozonizado,
guando misturado com veiculos viscosos, permitindo maior difusdo e sendo mais facil
a sua remocao do interior do canal.

Silva NLS et al (2019) alegam que na reparagdo Ossea periapical € eficaz a
utilizacdo da agua ozonizada como agente irrigante juntamente com a utilizagado do
0leo ozonizado como medicagdo intracanal.

Na questdo da administragcdo do ozénio, Martins IVR (2018), afirma que se
administrado em concentragbes adequadas, com tempo de exposi¢ao ideal e se
aplicado de forma correta a terapia € eficaz, porém nao existe protocolos sobre a
concentragao ideal de utilizagdo do ozdnio.

SILVA, (2019) também concordou que, ha poucas informagbdes sobre a
quantidade de doses, concentragdo e seu uso ainda ndo € bem definido, sendo
necessario mais estudos para definir a quantidade de doses, tempo de aplicacéo para
que a Ozonioterapia venha a ser cada dia mais efetiva nos tratamentos odontoldgicos.

Durmus N et al.,(2019), avaliaram a eficacia da aplicacdo do oz6nio na terapia
pulpar indireta em duas sessdes em 105 pacientes utilizando HealOzone na
concentragdo de 2100 ppm, a uma taxa de fluxo de 615 ml/min por 60 s. Esse

protocolo foi utilizado como agente desinfetante do canal radicular em duas sessoes.
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Embora as aplicacbes de desinfetantes de cavidades tenham melhorado a eficacia
antibacteriana (controle: 79,11%; clorexidina: 98,39%; oz6nio: 93,33%), a aplicagéo
da clorexidina exibiu uma redugéo significativa maior do que ambos os grupos.
Apesar de nossos resultados serem promissores em relagdo ao uso da aPDT
e da ozonioterapia na descontaminagéao fungica de canais radiculares, mais trabalhos
in vitro e in vivo devem ser realizados, a fim de estabelecer protocolos clinicos eficazes

€ seguros.



40

7 CONCLUSAO

Portanto podemos concluir que todas as terapias antimicrobianas testadas
neste estudo se mostraram eficaz na redugédo fungica de canais radiculares, no
entanto o uso do 6leo de girassol se mostrou menos efetivo, nos parametros testados,

gue as outras terapias avaliadas.
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ANEXO 1

DECLARAGAO

O frigorifico Red Beef inscrito no Servigo de Inspegdo de Produtos de Origem
Animal - SISP 0111 DECLARA, para os devidos fins de pesquisa, que o material usado
pela Odontologa Roberta Mirandola Mile Rossi, portadora do RG 43.734.135-6 e
CPF 310.431.728-31, em sua pesquisa "Avaliagdo in vitro a redugao flngica de canais
radiculares tratados com diferentes terapias®, foram retirades de mandibula de
animais abatidos neste estabelecimento sob fiscalizagéo sanitaria estadual, por seu

médico vetenndrio credenciado

Sendo verdade dato e assinoe o presente.

Valentim Gentil-SP, 16 de margo de 2.021
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ANEXO 2

UNIVERSIDADE

BR¥SIL

RESOLUCAO - PARECER
COMISSAO DE ETICA PARA USO DE ANIMAIS - CEUA

PROTOCOLO N°2000086

RESPONSAVEL

Nome completo Ricardo S. Navarro

Instituigdao Universidade Brasil

Unidade S3o Paulo

Departamento / Disciplina Odontlogia- Pos graduagio Bioengenharia e
Engenharia Biomédica

TITULO DO PROJETO

Avaliag3o da efetividade de agentes irrigantes e da PDT na descontaminagio de
canais radiculares contaminados com Candida albicans.

RESOLUGAO DA COMISSAO

A Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA. na sua reunido de 03/07/2020.
APROVOU os procedimentos ticos apresentados neste Protocolo.
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Assinatura — coordenadora da comiss3o
Cassia Maria Barroso Orlandi




