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INTRODUGAO:

Os produtos e subprodutos de microrganismos desempenham papel importante no desenvolvimento
das infec¢Bes pulpares e perirradiculares (Baumgartner et al, 1991; Kakehashi et al, 1965). O sucesso do
tratamento endodéntico depende do desbridamento completo e do controle de infec¢do. Para isso, o preparo
guimico-mecanico visa a remog¢do dos microrganismos e seus subprodutos localizados no sistema de canais
radiculares. No entanto, alguns microrganismos e tecidos necréticos residuais podem persistir em algumas
areas dos canais radiculares, mesmo apds um meticuloso preparo quimico-mecanico devido a complexidade
anatdbmica radicular e a existéncia de microrganismos resistentes (Gomes et al, 2001; Gomes et al, 2013;
Siqueira Junior, 2018).

Acredita-se que a principal causa de insucesso do tratamento endodontico e consequente infeccdo
secundaria/persistente é a sobrevivéncia de microrganismos na porgdo apical do canal radicular e nos tubulos
dentinarios (Evans et al, 2002; Baumgartner et al 1991; Stuart et al, 2006). A persisténcia desses
microrganismos do biofilme da parede dos canais radiculares acontece devido a capacidade de penetrar os
tubulos dentinarios em até dois tercos da espessura da dentina (Ricucci et al, 2010; Vera et al, 2012) e essa
penetracdo é influenciada por fatores como: presenca de oxigénio, disponibilidade nutricional e mecanismo de
adesdo dos microrganismos. Diferentes instrumentos sdo usados durante o preparo mecanico do sistema de
canais radiculares. No entanto, as dificuldades anatdmicas presentes no canal radicular tendem a ser um
desafio para um desbridamento adequado (Taha et al, 2010; Weiger et al, 2002).

As SQA sdo agentes irrigantes com agado antimicrobiana. A associacdo dessas substancias com irrigantes
como agua destilada ou soro fisioldgico também pode ter um papel na reducdo no nimero de microrganismos
e suas endotoxinas (Gomes et al. 2009). Algumas das SQA que mais tém sido usadas como irrigantes em
associacdo com o PQM do sistema de canais radiculares sdo: hipoclorito de sédio (NaOCl); clorexidina gel e
acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (Neelakantan et al, 2019). O uso de substancias que, além de atividade
antimicrobiana de amplo espectro, também tenham habilidade de dissolver tecidos, inativar fatores de
viruléncia e baixa citotoxicidade é altamente recomendado (Safavi et al, 1990; Ferraz et al, 2007).

A eficacia das SQA pode ser otimizada por meio de técnicas de ativacdo que complementam o método
tradicional de depdsito dessas substancias no canal radicular (Haapasalo et al, 2012). O método tradicional de
irrigagcdo é o mais utilizado e consiste no uso de seringas, porém é um método que possui reduzida eficiéncia
na limpeza de dreas como istmos, canais laterais, tubulos dentinarios, deltas apicais e outras irregularidades
(Thomas et al, 2014; Versiani et al, 2015; Duque et al, 2017). Com isso, a agitacdo mecanica dos irrigantes se
tornou uma nova opg¢do para remocao de detritos e alcance de microrganismos do canal radicular nessas areas.

O easyclean (Easy Equipamentos Odontoldgicos, Belo Horizonte, Brasil) € um dispositivo de plastico,
composto por acrilonitrila butadieno estireno, com tamanho de 25/0.04 e uma secc¢do transversal no formato
de “asa de aeronave”. Foi projetado para realizacdo de agitagdo mecanica de SQA no sistema de canais
radiculares e realiza um movimento alternativo (uma volta de 180° no sentido horario seguida de uma volta de
90° no sentido anti-horario). Pode ser usado com contra-angulo e micromotor em rotagdo continua (Duque et
al. 2017) e por realizar um movimento mecanico, o contato com as paredes dos canais radiculares ndo impede
que a agitacdo ocorra ao longo de todo o comprimento do instrumento. O risco de deformacdo das paredes
em detrimento desse contato é minimo pois o instrumental é feito de plastico e isso permite que sua
introducdo seja feita até o comprimento de trabalho (Andrade-Junior et al, 2016; Kato et al, 2016).



O objetivo deste estudo visa avaliar, in vitro, a eficacia e o grau de limpeza e desinfeccdo de canais
radiculares contaminados com E. faecalis, C. albicanseE. coli fazendo uso do sistema Easyclean para ativacao
das SQA mais utilizadas em endodontia (NaOClI e Digluconato de clorexidina gel).

METODOLOGIA:

Estudo piloto: Foram avaliados 3 protocolos diferentes de acordo com os periodos: 10, 15 e 21 dias. Cada grupo
foi composto por 10 dentes (n=30). Em seguida, foram realizados procedimentos prévios, tais como:

Selegdo e preparo dos dentes

Foram selecionados 30 pré-molares inferiores, com apices completos, raizes retas e canais Unicos,
extraidos por problemas periodontais ou indicacdo ortoddntica. Para confirmacao dos critérios de selegao foi
realizado radiografias periapicais com sensor digital nos planos mésio-vestibular e vestibulo-lingual dos
elementos (Figura 1). A utilizacdo destes dentes foi submetida para aprovacdo pelo Comité de Etica em
Pesquisas em humanos da Faculdade de Odontologia de Piracicaba-UNICAMP(CAAE: 63728522.0.0000.5418).
As coroas dentais foram removidas com disco de carburundum (KG Sorensen Ind. 30 Com. Ltda., Barueri, SP)
eas raizes foram padronizadas no comprimento de 15 milimetros. Os dentes foram submetidos em um
protocolo de desinfeccao a partir de EDTA 17% por 10 minutos, em NaOCI 5,25% por mais 10 minutos sob
agita¢do constante (Agitador-Aquecedor FANEM, S3o Paulo, Brasil) e uma nova lavagem com solugdo de fosfato
tamponado por 10 minutos, seguida de agua destilada por 1 (Perez et al.,1993; Ferraz et al., 2001).As raizes
foram autoclavadas por 30 minutos a 121°C e 1 atm.Finalmente, apds a autoclavagem, os dentes foram
mantidos por 48 horas em estufa de 10% de CO2 a 37°C, para a comprovagao da esterilidade dos mesmos
(Haapasalo&Orstavik, 1987).

Figura 1. Radiografia periapical dos pré-molares inferiores no sentido mésio-vestibular e vestibulo-lingual.

Sele¢do dos microrganismos para os diferentes protocolos de contaminagdo

Os microrganismos selecionados para o presente estudoforamCandidaalbicans, Escherichiacoli
eEnterococcusfaecalis.Foram utilizadas cepas-padrdo liofilizadas de Candidaalbicans (ATCC 18804),
Enterococcusfaecalis (ATCC 29212) e Escherichiacoli (ATCC 25922).
Contaminacdo utilizando a centrifuga em diferentes periodos: A contaminacdo foi realizada utilizando
centrifuga e diferentes ciclos durante 10, 15 e 21 dias. Nos sete primeiros dias foi utilizada a espécie microbiana
E. coli — Gram-negativa e a partir do oitavo dia de contaminacgdo as espécies microbianas utilizadas foram E.
faecalis — Gram-positiva e C. albicans. Em camara de fluxo laminar, apds crescimento dos microrganismos em
placas de Petri, o preparo da suspensdo de cada microrganismo foi realizado, separadamente, em SF estéril e
apirogénica, contendo 106 células/mL, as quais foram padronizadas em espectrofotdmetro, utilizando-se
comprimento de onda de 530 nm, 760 nm e 590 nm e densidade dptica de 0,284, 0,298 e 0,324 para C. albicans,
E. faecalis e E. coli, respectivamente. No primeiro dia, os espécimes previamente padronizados foram colocados
em microtubos com tampas. Oitocentos microlitros de BHI caldo esterilizado foram adicionados a cada tubo.
Foi realizado um banho ultrassonico, por 15 min, para permitir maior penetracdao do meio de cultura nos
tubulos dentindrios antes do processo de contaminagdo. O BHI caldo foi removido apds o banho ultrassénico
e, 800 pL de inoculo foi adicionado aos tubos contendo as amostras e centrifugados a 1.400, 2.000, 3.600 e
5.600g, por 2 ciclos de 5 minutos cada. Um novo inoculo bacteriano foi adicionado aos tubos entre cada
centrifugacdo. Apds todos os ciclos de centrifugacdo, os espécimesforam incubados a 372C por 24 horas. Este
procedimento foi realizado de maneira igual no terceiro, quinto, sétimo dia e por sequéncia até chegar ao
vigésimo primeiro dia da contaminacdo. No segundo dia de contaminagdo, os tubos contendo os espécimes



foram agitados (Vortex MA 162, Marconi, Piracicaba, SP) por 10 segundos e o inoculo foi descartado.Foi
adicionado 1mL de BHI caldo estéril e realizado um ciclo de centrifugacdo a 3.600g por 5 min a 25°C.
Novamente foi realizado a incubacao, em aerobiose, a 372C, por 24 horas. Este procedimento foi realizado de
maneira igual no quarto, sexto, oitavo dia e por sequéncia até chegar ao vigésimo dia da contaminagao.

Coleta bacteriana inicial e final: apds a contaminacao, os dentes foram dispostos em uma plataforma metalica
estéril que foi levada para o interior da cdmara de fluxo laminar. L3, cada raiz foi irrigada com 1,0 mL de solucao
salina estéril e a seguir foram coletadas amostras microbioldgicas do canal radicular contaminado, com o auxilio
de cones de papel absorventes estéreis #20 (TANARI, Tanarian Industrial Ltda, Macapuru, AM). Depois estes
cones foram depositados individualmente em tubos estéreis tipo eppendorf (ElkayProducts Inc., Shrewsbury,
MA, USA) contendo 1 mL de BHI os quais foram incubados a 37°C.

Preparo das coletas (diluicdo, contagem das unidades formadoras de colonias-UFC): Imediatamente apds
cada coleta, as amostras foram agitadas (Vortex MA 162, Marconi, Piracicaba, SP) por 1 minuto e diluidas em
série 1/10, 1/100 em BHI estéril (FIG. 6-D). Vinte e cinco plL da diluicio 102foramplaqueados em triplicatas em
BHI agar, MacConkey, Saboround e M Enterococcuse incubados em estufa de CO2 a 37° C por 48 horas. Apds o
periodo de incubacdo, as colonias de microrganismos presentes nas placas foram contadas determinando-se
as unidades formadoras de col6nias (UFC).

Analise estatistica: Apds a contagem das unidades formadoras de colonia (UFC) nos diferentes tempos foi
realizado a andlise estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

Os resultados mostraram que as contaminagbes de 15 e 21 dias foram estatisticamente
significantes(p<0,05) quando comparado a contaminagdo de 10 dias, tanto nos meios de cultura Sabouraud
como no de M Enterococcus(Tabela 1).

Tabela 1. Niveis de crescimento microbiano (UFC/mL) nos diferentes meios de cultura e tempos de
contaminagao.

Tempo de Contaminacdo Sabouraud MacConkey M enterococcus
. -
10 dias 8,5x10 4,9x10" 9,9x10°
(7,9%10° — 9,8 x10%) (4,7x10F — 5,3=10°) (8,9%10° - 1,1x107)
4 < 5
15 dias 2,8x10 2,5x107 2=10
(2,4 x10° — 3,4 x10%) (2,4%10°-2,6%10°) {1,8x107 — 2,2x107)
4 5 7
21 dias 2,3 x10 7,2x10" 2,2x10
{2,1x10%—3,1x10%) (6,5x10° 7,9%10°) (2x107 — 2,3%107)

Em relagdo ao crescimento microbiano no meio de cultura M enterococcus, observou-se que ndo
houve diferenga entre os periodos de contaminagao de 15 e 21 dias. No entanto, quando comparado com o
protocolo de contaminagdo de 10 dias, observou-se diferenca significativa (Grafico 1).
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Grafico 1. Crescimento microbiano nos diferentes tempos de contaminagdo no meio de cultura M
enterococcus

Diversos estudos na literatura utilizam somente o Enterococcus faecalis como microrganismo padrdo
no protocolo de contaminagdo uma vez que esta bactéria esta frequentemente presente nas infecgdes
endododnticas, além de casos de insucesso do tratamento endoddntico (Andrade FB et al. 2015; Samiei M et al.
2016).

Um estudo pilo in vitro (Katalini¢ | et al. 2019) utilizou uma contaminac3o tripla de microrganismos com
posterior avaliacdo da eficacia do laser na remocdo deste biofilme. Os microrganismos utilizados foram E.
faecalis, S. aureus e C. albicans. Outro estudo in vitro utilizando Streptococcws sanguis, Actinomyces naeslundii
and Prevotella intermedia foi realizado com o objetivo de avaliar a penetragdo destes microrganismos via
tubulo dentinarios (Perez et al. 1993).

Neste estudo, optou-se por utilizar Enterococcus faecalis, Escherichia coli e Candida albicans com o
objetivo de utilizar bactérias gram-positivas, gram-negativas e fungos; uma vez que todos estes microrganismos
sdo encontrados nas infec¢cbes de origem endodontica. Além disso, a combinagdo destes microrganismos é
baseada na literatura (Molina 2008; Oliveira 2013).

CONCLUSAO:

Conclui-se que ndo houve diferenca estatisticas entre os periodos de 15 e 21 dias, com excec¢do do
meio de cultura MacConkey. O protocolo de contaminagao proposto poderad viabilizar futuras pesquisas in vitro
com a utilizacdo de uma contaminacdo tripla e intratubular de microrganismos presentes nas infe¢oes
endodoénticas.

(Apoio: FAPESP 2015/23479-5; 2021/13871-6, 2019/19300-0, 2019/10755-5, 2017/25242-8; CNPq
303852/2019-4, 421801/2021-2; CAPES 001).
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