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LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

C1 - coleta microbioldgica inicial

C2 — coleta microbioldgica apds o preparo biomecéanico
C3 — coleta microbioldgica apds a permanéncia da medicacéo intracanal
Ca(OH); — hidrdxido de célcio

CAD - comprimento aparente do dente

CLX — gel de digluconato de clorexidina 2%
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EDTA — acido etileno diamino tetra-acético

E. faecalis - Enterococcus faecalis

g — gramas

HCI — &cido cloridrico

kV — Kilovolts

LPS — lipopolissacarideo

M — molar

mA — miliAmpers
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mM - milimolar

MMPs — metaloproteinases

NaCl — cloreto de s6dio



ng - nanograma

nm - nanometros

nM - nanomolar

p.a. — pro-analise

p — nivel de significancia estatistica

PEG - polietilenoglicol

P. gingivalis — Porphyromonas gingivalis

pH — potencial hidrogenibnico

PCR — “Polymerase Chain Reaction” (reagdo em cadeia da polimerase)

gRT-PCR — “quantitative Real Time PCR” (reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real)

rpm — rotagdes por minuto

TE — 10mM Tris-HCI, pH 8,0 + 1ImM EDTA, pH 8,0

uM - micromolar

°C - Grau Celsius

+ - mais

% - porcentagem

[ ]-concentragéo



Gondim JO. Efeito antibacteriano e sucesso clinico/radiografico da pasta de
hidroxido de calcio associada a clorexidina como medicacdo intracanal no
tratamento de dentes deciduos humanos com polpa necrotica [Tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

RESUMO

Este trabalho teve como objetivos identificar e quantificar os microrganismos P.
gingivalis e E. faecalis no interior dos canais radiculares de dentes deciduos
humanos com polpa necrética, avaliar o efeito do preparo biomecanico dos canais
radiculares e da pasta de hidroxido de calcio com clorexidina usada como curativo
intracanal sobre esses microrganismos, bem como, avaliar o sucesso clinico e
radiografico da terapia endoddntica. Foram utilizados 32 dentes com polpa
necrotica de 28 pacientes entre 3 e 8 anos de idade. Desses dentes, 12
apresentavam-se sem lesdo (Grupo 1) e 20 com lesdo (Grupo 1) na regido de furca
e/ou periapical vista radiograficamente. Apds abertura coronéria, foi realizada a
primeira coleta microbioldgica dos canais radiculares, o preparo biomecénico e a
segunda coleta microbioldgica. Em seguida, metade dos dentes dos grupos | e 1l
recebeu como curativo intracanal a pasta de hidroxido de célcio em
polietilenoglicol 400 [Ca(OH), + PEG] (grupo controle), e a outra metade, a
pasta de hidroxido de célcio com clorexidina gel a 2% [Ca(OH),+CLX] (grupo
experimental). Os dentes foram selados provisoriamente com cimento de

iondbmero de vidro restaurador. Depois de 30 dias os dentes foram reabertos, o



curativo intracanal foi removido e, uma terceira coleta microbiolégica foi
realizada. Todos os dentes tiveram o0s canais radiculares obturados com pasta de
hidroxido de calcio em polietilenoglicol 400 e foram restaurados. As amostras
microbiologicas foram processadas usando PCR (reacdo em cadeia da polimerase)
em tempo real e os resultados foram avaliados pelos testes de Wilcoxon e de
Mann-Whitney (0=0,05). Avalia¢des clinica e radiografica foram realizadas nos
periodos inicial e de 1, 3 e 6 meses pds-operatorio, sendo 0s resultados
comparados pela aplicacdo do teste estatistico Z (0«=0,05) . Ndo foi verificada
diferenca significativa entre a microbiota presente nos dentes deciduos sem e com
lesdo de furca e/ou periapical. O preparo biomecanico foi efetivo na reducédo dos
microrganismos no interior dos canais radiculares de dentes deciduos com polpa
necrotica, e, ndo foi observada diferenca estatistica na atividade antibacteriana
guando as duas pastas usadas como curativo intracanal foram comparadas.
Também ndo houve diferenca estatistica no sucesso clinico e radiografico quando
os dentes sem e com lesdo de furca e/ou periapical foram tratados com
Ca(OH),+PEG ou com Ca(OH),+CLX. Pode-se concluir que ndo houve diferenca
no efeito antibacteriano e na propor¢do de sucesso clinico e radiografico entre a
pasta de hidréxido de calcio associada a clorexidina e a pasta de hidroxido de
calcio em polietilenoglicol quando usadas como medica¢do intracanal no

tratamento de dentes deciduos com polpa necrética.

Palavras-chave: Clorexidina; dente deciduo; endodontia; hidréxido de célcio;

necrose da polpa dentéria; reagdo em cadeia da polimerase.



Gondim JO. Antibacterial effect and clinical/radiographic success of calcium
hydroxide combined with chlorhexidine used as intracanal medication on the
treatment of human deciduous teeth with necrotic pulp [Tese de Doutorado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2010.

ABSTRACT

This study aimed to identify the microorganisms P. gingivalis and E. faecalis in
root canals of human deciduous teeth with necrotic pulp, to evaluate the effect of
biomechanical preparation of root canals, to evaluate the antibacterial effect of a
calcium hydroxide paste prepared with chlorhexidine against these
microorganisms, and to evaluate clinical and radiographic success of the
endodontic therapy. Thirty two teeth with necrotic pulp of 28 children aged
between 3 and 8 years were used. Of these teeth, 12 showed no bone lesions
(Group 1) and 20 showed radiographic furcation/periapical bone lesions (Group
I1). After coronal opening and initial microbial root canal sampling,
biomechanical preparation and the second microbial sampling were performed.
Then, half of the teeth in groups I and Il received as intracanal dressing a calcium
hydroxide paste in polyethylene glycol 400 [Ca (OH), + PEG] (group control),
and the other half received calcium hydroxide paste with 2% chlorhexidine gel

[Ca (OH), + CHX] (experimental group). The teeth were temporarily sealed with



a glass ionomer filling material. After 30 days the teeth were reopened, the
intracanal dressing was removed and a third microbial sampling was performed.
All the teeth had the root canals filled with a calcium hydroxide paste in
polyethylene glycol 400 and the final restoration was carried. The microbial
samples were processed using real time PCR (polymerase chain reaction) analysis
and the results were evaluated by Wilcoxon and Mann-Whitney tests («=0.05).
Clinical and radiographic evaluations were performed at 0, 1, 3 and 6 months
postoperatively and the results were compared by the Z statistical test (¢=0.05).
There was no significant difference between the microbiota present in primary
teeth with and without furcation and/or periapical lesions. Biomechanical
preparation was effective in reducing microorganisms in root canals of primary
teeth with necrotic pulp, and there was no statistical difference in the antibacterial
activity when the two intracanal dressings were compared. There was also no
statistical difference in clinical and radiographic success when teeth with and
without furcation and/or periapical lesions were treated with Ca(OH), + PEG or
with Ca(OH), + CHX. It could be concluded that there was no difference in the
antibacterial effect and in the clinical and radiographic success when the paste of
calcium hydroxide combined with chlorhexidine was compared with the paste of
calcium hydroxide in polyethylene glycol as intracanal dressing in primary teeth

with necrotic pulp

Keywords: Chlorhexidine; tooth, deciduous; endodontics; calcium hydroxide;

dental pulp necrosis; polymerase chain reaction.



INTRODUCAO

Apesar de grandes avangos terem ocorrido na &rea de prevencdo da
doenca cérie, lesbes cariosas extensas que resultam na perda da vitalidade do
tecido pulpar ainda sdo freqiientes na clinica odontopediatrica®. E, embora a
manutencdo dos dentes deciduos até a época da esfoliacdo natural seja muito
importante, atingir este objetivo constitui um grande desafio quando ocorre 0
envolvimento pulpar.

Estudos tém demonstrado que ndo existem diferengas estruturais

substanciais entre a polpa de dentes deciduos e permanentes humanos**#’

, porém,
para o tratamento endoddntico de dentes deciduos, deve ser considerado o seu
ciclo bioldgico, pois a reabsorcéo fisioldgica determina que a instrumentacdo dos
canais radiculares respeite os limites do bisel de rizélise e que o material
obturador seja reabsorvivel®.

O sucesso do tratamento endodbntico de dentes com polpa
necrotica depende de varios fatores e, entre eles, a reducdo ou eliminacdo da
infeccdo bacteriana parece ser o mais importante®*>°. Assim, é importante a
identificacdo dos microrganismos envolvidos no processo. Antes do
desenvolvimento de técnicas de cultura estritamente anaerdbias, acreditava-se que
a microbiota dos canais radiculares de dentes permanentes com lesdo periapical
crbnica era composta basicamente por microrganismos aerobios e anaerdbios
facultativos®®. Com o aprimoramento destas técnicas, verificou-se a

12,32,64-65

predominancia de microrganismos anaerdébios estritos Atualmente,
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técnicas mais sensiveis e precisas de biologia molecular estdo disponiveis para a
identificacdo e quantificacdo em tempo real de microrganismos presentes no

interior de canais radiculares®’*®*,

Porém, esta tecnologia tem sido pouco
empregada na avaliagdo das infeccdes endoddnticas de dentes deciduos’*°.

Mais de 200 espécies de microrganismos foram detectadas em
dentes com polpa necrética. Entretanto, um grupo composto de 15 a 30 espécies
tem sido relacionado as infeccdes endoddnticas™°. Desta forma, essas infeccdes
sdo consideradas de etiologia polimicrobiana, com predominio de anaerdbios
estritos, principalmente Gram negativos, sendo isolados também os anaerdbios
facultativos e em menores proporcdes, 0s aerébios”#*2°184%5  Estudos
longitudinais realizados in vivo tém demonstrado que a propor¢do de
microrganismos anaerébios estritos aumenta com o tempo, sendo 0 seu ndmero
inversamente proporcional aquele dos anaerébios facultativos'*°°.

Métodos de controle quimico e mecanico foram desenvolvidos com
0 objetivo de promover a desinfec¢do do sistema de canais radiculares. Contudo,
estes ndo garantem, isoladamente, a completa eliminacdo dos microrganismos,
principalmente, em dentes deciduos cujas caracteristicas da anatomia interna dos
canais radiculares dificultam o acesso dos instrumentos endodonticos®2%:°3°96%,
Assim, as medicagOes intracanais foram introduzidas para atuarem sobre 0s
microrganismos que resistem ao preparo biomecanico dos canais principais e,
principalmente, sobre aqueles que estdo situados nos tabulos dentinarios, canais
secundarios e acessorios

6,9,17,26, 44,59,61

A medicacdo intracanal deve apresentar  propriedades
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antimicrobianas e capacidade de neutralizar os bioprodutos bacterianos com um

minimo de agressdo aos tecidos periapicais, além de ser reabsorvida facilmente,
, ;- . ;- ~ 6

quando extravasada para além do apice radicular, e ser de facil remoc¢édo”. Poucos

estudos foram realizados com o objetivo de identificar a microbiota especifica dos

323951 o o efeito da

canais radiculares de dentes deciduos com necrose pulpar
medicacdo intracanal na eliminacdo da infeccdo residual®, fatos que dificultam
um consenso sobre 0 medicamento mais eficaz para uso em dentes deciduos®.

O hidréxido de calcio, inicialmente usado sobre polpas vitais
expostas com o objetivo de estimular a formacdo de tecido duro, passou a ser
usado como medicamento de escolha para curativo intracanal em dentes com
polpa necrotica, principalmente, devido ao seu elevado pH (aproximadamente
12,5) que Ihe confere um excelente poder bactericida?®°®®*. Considerando que a
maioria dos patdgenos endodénticos é incapaz de sobreviver em ambiente

altamente alcalino®”°6!

, @ acdo antimicrobiana deste material esta relacionada
com a sua capacidade de liberar ions hidroxila em meio aquoso. O hidroxido de
calcio também tem sido amplamente usado na endodontia por ser biocompativel,
apresentar acdo antiinflamatoria e atuar de forma satisfatéria no tratamento das
reabsorcGes radiculares patoldgicas®®. Além disso, atua sobre o lipopolissacarideo
(LPS), endotoxina presente na parede celular de bactérias Gram negativas,
altamente toxica e potente mediador da inflamagao®®***2.

Contudo, estudos mostram que o hidréxido de calcio é pouco

efetivo sobre algumas cepas bacterianas, particularmente sobre o E.

faecalis™"**** Desta forma, visando aumentar seu poder bactericida, diferentes
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compostos tém sido associados ao hidroxido de célcio, entre eles, mais
recentemente, destaca-se a clorexidina®’*92":2931.69,

Esta associacdo do hidroxido de célcio com a clorexidina foi
proposta como medicacéo intracanal em dentes com necrose pulpar devido ao fato
de a clorexidina apresentar acdo antimicrobiana imediata considerada de amplo
espectro, agindo sobre bactérias Gram positivas, Gram negativas, aerobios e

10,21,29

anaerdbios facultativos e certos fungos , além de apresentar também, alta

substantividade* 2. Esta substancia também é capaz de inibir metaloproteinases
(MMPs), enzimas envolvidas no processo de desenvolvimento de lesdes

15,23

periapicais e reabsorcao 0ssea " e apresenta maior capacidade de eliminar o E.

9112931 Entretanto, a literatura relata

faecalis do que o hidroxido de célcio
resultados insatisfatorios para a clorexidina, particularmente, quanto a capacidade
de inativar o LPS bacteriano®®®. Também foi demonstrado que a clorexidina
causa danos as células e quando usada em concentra¢fes ndo citotoxicas permite
significante crescimento bacteriano®**®. Apesar disso, a biocompatibilidade desta
substancia é considerada aceitavel quando usada clinicamente®.

9,11,17

Pesquisas in vitro e in vivo realizadas em animais® e em

dentes permanentes humanos'®%%#

avaliando a atividade antibacteriana da pasta
de hidroxido de célcio associada a clorexidina tém mostrado resultados
contraditorios, e, 0 uso desta associagdo em dentes deciduos tem sido pouco
pesquisado®. Em funcéo da escassez de trabalhos em dentes deciduos, é de

grande importancia a realizacdo de pesquisas que identifiguem e quantifiqguem,

por meio de técnicas mais sensiveis de biologia molecular, 0s microrganismos
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envolvidos na infeccdo endoddntica desses dentes na presenca de necrose pulpar
com e sem lesdo radiografica na regido de furca/periapical, assim como, que
avaliem o efeito do preparo biomecanico e da associacdo do hidroxido de calcio

com a clorexidina como medicacéo intracanal sobre a microbiota identificada.



PROPOSICAO

Avaliar o efeito antibacteriano da pasta de hidréxido de célcio associada a
clorexidina como medicacdo intracanal sobre os microrganismos E. faecalis e P.
gingivalis presentes nos canais radiculares de dentes deciduos humanos com polpa
necrética com presenca e com auséncia de lesdo radiografica na regido de
furca/periapical, bem como, avaliar o sucesso clinico e radiogréfico da terapia

endodontica.



MATERIAL E METODO

1. Delineamento do estudo
Esta pesquisa consiste em um estudo clinico randomizado duplo cego, no
qual estavam cegos os examinadores que realizaram a andlise das radiografias

e quem processou as amostras para as analises por PCR.

2. Populagdo-amostra
Foram selecionados para este estudo, 32 dentes de 28 pacientes de ambos
0S géneros, com idade entre 3 e 8 anos, que procuraram tratamento no Projeto de
Extensdo “Atendimento Odontoldgico de Urgéncia em Odontopediatria” da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP.
3. Critérios de incluséo

e Pacientes saudaveis ndo submetidos a antibioticoterapia sistémica nos 3
meses que antecederam a pesquisa;

e Pacientes cujos paistesponsaveis concordaram com a sua participagéo na
pesquisa e assinaram o termo de Consentimento Livre e Esclarecido
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP (Protocolo 05/07 —
Anexo 1);

e Pacientes com no minimo um dente deciduo (anterior ou posterior) com
necrose pulpar por cérie em condicdo de ser restaurado e com pelo menos

2/3 de raiz remanescente;
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e Dentes com necrose pulpar com auséncia de leséo periapical ou com lesao
periapical que ndo envolvesse a cripta do germe do dente permanente
sucessor;

e Dentes com mobilidade grau 0 (ausente) ou 1 (ligeiramente maior do que o
normal), com auséncia de bolsa periodontal e que ndo haviam recebido
tratamento endodéntico anterior.

4. Avaliacdo das caracteristicas clinicas e radiograficas dos dentes
selecionados
Os dentes foram avaliados clinica e radiograficamente de acordo
com 0s seguintes critérios:

¢ sintomatologia dolorosa (presente ou ausente);

fistula (presente ou ausente);
e edema gengival (presente ou ausente);
e mobilidade dentaria patoldgica (presente ou ausente e grau de
mobilidade quando presente);
e radiolucéncia na regido periapical ou de furca (presente ou ausente,
e quando presente, tamanho da radiolucéncia);
e reabsorc¢do radicular patologica (presente ou ausente).
Os dados dessa avaliacdo foram coletados no exame inicial e nos
exames de controle, e anotados em uma ficha de avaliagdo previamente elaborada

(Anexo 2) para posterior comparagao.
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A avaliacdo clinica foi realizada em cadeira odontoldgica sob luz
do refletor, usando o método visual com o auxilio de espelho bucal e empregando-
se, também, a palpacéo da area correspondente ao dente afetado.

Todos os cuidados quanto aos riscos relacionados as tomadas
radiogréaficas foram criteriosamente controlados por meio da utilizacdo de avental
e protetor de tiredide revestidos por borracha plumbifera, posicionadores de filmes
infantis do tipo Han-Shin e filme radiografico ultra-rapido, possibilitando um
baixo tempo de exposicdo as radiacdes.

As radiografias foram obtidas de forma padronizada, com distancia
foco/filme de aproximadamente 20 cm, usando aparelho de raios X odontolégico
(Dabi Atante Industrias Médico-Odontoldgicas Ltda. — Ribeirdo Preto, SP,
Brasil), operando com 70kV e 10mA, com tempo de exposicdo de 0,5 segundos.
Foram utilizados filmes nimero 0 ou 2, do tipo Ultraspeed (Eastman Kodak,
Rochester, NY, EUA). A revelacdo das radiografias foi realizada utilizando-se
processamento manual pelo método tempo/temperatura em solucdo reveladora
(Kodak, Rochester, NY, EUA), seguida da lavagem intermediaria em agua
corrente por 20 segundos, fixacdo por 10 minutos, lavagem final em agua corrente
por 10 minutos e posterior secagem em temperatura ambiente. Apos a analise
inicial, as radiografias foram arquivadas em cartelas plasticas devidamente
identificadas.

Apbs os exames, clinico e radiografico, os dentes selecionados
foram classificados em dois grupos: Grupo | — dentes com polpa necrética, sem

lesdo de furca/periapical visivel radiograficamente (n = 12); Grupo Il — dentes
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com polpa necrotica e com lesdo de furca/periapical visivel radiograficamente
(n = 20).
5. Tratamento endoddntico e obtencdo das amostras microbiologicas
Os procedimentos foram realizados por um Unico operador
treinado. Inicialmente, foi efetuada a anti-sepsia da cavidade bucal com 5,0 mL de
solucdo de digluconato de clorexidina a 0,12% (Farmacia Escola — UNESP,
Araraquara, SP, Brasil), sob a forma de bochecho por 1 minuto para criangas
maiores e, por meio de gaze umedecida em criancas menores de seis anos, sem
coordenacdo motora adequada para realizacdo do bochecho. Apds anestesia local
usando anestésico com vasoconstritor (Mepivacaina 2%, DFL Ind. e Comércio
Ltda — RJ, Brasil), isolamento absoluto e anti-sepsia do campo operatério com
solucdo de digluconato de clorexidina a 1% (Farméacia Escola — UNESP,
Araraquara, SP, Brasil), toda dentina cariada foi removida com o auxilio de
curetas afiadas ou brocas esféricas lisas, em baixa rotacdo, de tamanho compativel
com a cavidade. Foi realizada nova anti-sepsia do campo operatério e da cavidade
dentaria com solucdo de digluconato de clorexidina a 1% a fim de remover
detritos e possiveis microrganismos oriundos do tecido cariado e, em seguida, foi
completada a abertura corondria com pontas diamantadas esféricas de diametro
compativel com o tamanho do dente (KG Sorensen — Industria e Comércio, SP,
Brasil) e broca Endo-Z (Les Fils d’ August — Maillefer, Suica) em alta rotacéo, sob
refrigeracdo ar/dgua. Em seguida, os canais radiculares foram preenchidos com

solucdo fisioldgica para a realizagdo da primeira coleta microbiolégica (C1).
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A coleta foi realizada pela introducdo consecutiva de quatro cones
de papel absorvente esterilizados de calibre 15 (Dentisply Industria e Comércio
Ltda. — RJ, Brasil), em cada canal radicular, por 30 segundos cada, diminuindo 2
mm do comprimento aparente do dente (CAD) medido na radiografia inicial para
diagnostico, levando-se em consideracdo o apice ou o limite do bisel de rizolise.
Os cones de papel impregnados pelo conteddo do canal radicular, foram
mergulhados em eppendorf contendo 1,0 mL de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 +
1 mM EDTA, pH 8,0) e congelados a -20°C até a extracdo do DNA para analise
microbioldgica por meio de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (qQRT-
PCR). No caso de dentes multirradiculares, foram introduzidos quatro cones de
papel absorvente no interior de cada canal radicular, os quais foram armazenados
em um Unico eppendorf, sendo posteriormente realizados calculos matematicos,
de forma que as coletas dos diferentes canais radiculares do mesmo dente
correspondessem a amostra microbioldgica da unidade dentéaria.

Apbs a coleta, foi realizada a neutralizacdo imediata e progressiva
do conteddo séptico-toxico, no sentido coroa-apice sem pressdo, por meio da
limpeza com instrumentos manuais dos tercos cervical e médio do canal radicular,
anteriormente a intervencdo no terco apical. Foram utilizadas limas tipo K
(Dentsply — Maillefer, Suica), inicialmente compativeis com o terco cervical do
canal e, a seguir, com calibres menores, até atingir o terco apical. A penetracdo
das limas foi associada a abundante irrigacdo/aspiracdo com solugdo de
hipoclorito de sddio a 1% em um volume de 1,8 mL a cada troca de instrumento.

A tomada radiografica para odontometria de cada conduto radicular foi realizada
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diminuindo-se 1,5 a 2,0 mm do CAD medido na radiografia inicial para
diagnostico, levando-se em consideracdo o apice ou o limite do bisel de rizolise,
nos casos de necrose pulpar sem lesdo de furca/periapical (Grupo 1) e diminuindo-
se 1,0 mm do CAD nos casos de necrose pulpar com lesdo de furcaperiapical
(Grupo 11).

Nos dentes do Grupo I, foi realizada a limpeza do 1,0 mm apical
por meio do desbridamento foraminal utilizando o primeiro instrumento a se
prender as paredes dentinarias no CAD associado com o0 uso da solucdo
irrigadora. Ap0s este passo, o instrumento foi recuado 1 mm e iniciou-se o
preparo biomecéanico, por meio da limagem dos canais radiculares com limas tipo
K (1# e 2% Séries — Dentsply — Maillefer, Suica) intercaladas por
irrigacao/aspiracdo/inundacdo com solucdo de hipoclorito de sédio a 1%, em um
volume de 1,8 mL a cada troca de instrumento. O procedimento de
instrumentacdo envolveu movimentos de limagem utilizando, em média, trés
limas a partir do primeiro instrumento introduzido no canal, intercaladas com
irrigacdo com solucdo de hipoclorito de sddio a 1%. Finalizada a instrumentacao
dos canais, foi realizada irrigacdo/aspiracdo e secagem dos canais radiculares
com cones de papel absorvente, e estes foram preenchidos com EDTA (solucéo de
acido etileno diamino tetra-acético 16%, pH 7,4 — Biodinamica, Pr, Brasil), que
permaneceu por 3 minutos no interior dos canais sob constante agitacdo com lima
tipo K. Esta solugdo foi removida e neutralizada com 1,8 mL de solugdo de
hipoclorito de sodio a 1%, seguido da irrigacdo com 1,8 mL de solucdo

fisioldgica.
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A segunda coleta microbiologica (C2) foi realizada logo apds o
término do preparo biomecanico dos canais radiculares, como ja descrito para a
primeira coleta.

Apdbs o término desta etapa, os canais radiculares foram novamente
irrigados, aspirados e secos com o auxilio de cones de papel absorvente
esterilizados e a medicacdo selecionada por meio de sorteio foi colocada em seu
interior. Assim sendo:

» metade da amostra de cada grupo (Gl - n=6 e GII - n=10) recebeu como
medicacdo intracanal uma pasta de hidréxido de calcio p.a. (Merck, KGaA
Frankfurter Strasse, Darmstadt, Alemanha) com polietilenoglicol 400
(PEG 400 — Labsynth - Produtos para Laboratério LTDA, SP, Brasil), na
proporcdo de 1:1 (g/mL), (Grupo controle).

» aoutra metade da amostra de cada grupo (Gl - n=6 e GlI - n=10) recebeu
como medicacdo intracanal uma pasta de hidroxido de calcio p.a. (Merck,
KGaA Frankfurter Strasse, Darmstadt, Alemanha)com gel de digluconato
de clorexidina a 2% (CLX - Farmacia Escola —~UNESP, SP, Brasil)
também na proporcdo de 1:1 (g/mL) (Grupo experimental).

As pastas foram manipuladas sob condi¢fes assépticas com o
auxilio de placa de vidro e espatula n°® 24 (Duflex - S.S.White Artigos Dentarios
Ltda., RJ, Brasil) e foram levadas com o auxilio de broca lentulo (Dentsply —
Maillefer, Suica), preenchendo todo o canal instrumentado. Em seguida, a cdmara
coronaria foi limpa, uma mecha de algodao esterilizada foi colocada em contato

com as entradas dos canais radiculares e o dente foi restaurado provisoriamente
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com cimento de ionémero de vidro (Ketac Fill — 3M ESPE, Dentsply Industria e
Comércio Ltda., RJ, Brasil). Para a visualizacdo do adequado preenchimento do
canal radicular com a medicacdo foi realizada tomada radiografica conforme
descrito anteriormente. A sequéncia clinica de tratamento e realizacdo da 12 e 22

coletas microbioldgicas esta apresentada a seguir na Figura 1.
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FIGURA 1 — Seqiéncia clinica de tratamento e realizacdo da 1% e 22 coletas
microbioldgicas. (A) Aspecto radiografico do dente 75 sem lesdo de furca/periapical ; (B)
Isolamento do campo operatorio com dique de borracha; (C) Abertura coronéria; (D)
Primeira coleta microbiologica; (E) Armazenamento dos cones em eppendorf conts
cgcendo TE; (F) Radiografia para odontometria; (G) Preparo biomecénico; (H)
Irrigacdo/aspiracdo; (I) Segunda coleta microbioldgica; (J) Insercdo da medicacao
intracanal com auxilio de broca lentulo; (K) Selamento coronario provisorio; (L)

Radiografia para avaliagdo do preenchimento do canal radicular com a medicacao.
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A distribuicdo dos grupos experimentais esta descrita na Tabela 1.

Tabela 1 - Distribuicdo da amostra de acordo com o tipo de dente deciduo, a
presenca ou ndo de lesdo na regido de furca/periapical e o tipo de

medicacdo intracanal

Grupos Tipo de dente Medicacao intracanal Total
Ca(OH),+ PEG Ca(OH),+CHX
| incisivos e caninos 3 3 6
(Polpa necrosada
sem
lesdo de molares 3 3 6

furca/periapical)

| incisivos e caninos 6 6 12
(Polpa necrosada
com lesdo de
furca/periapical) molares 4 4 8
Total de Dentes 16 16 32

A medicacdo foi mantida no interior dos canais radiculares por um
periodo de 30 dias™.

Decorrido esse periodo, os dentes receberam isolamento absoluto,
foram reabertos e a medicacdo intracanal foi removida com o auxilio de
irrigacdo/aspiracdo com soro fisiolégico e passagem do ultimo instrumento
endodontico utilizado no preparo biomecanico. O canal radicular foi seco com o
auxilio de cones de papel absorvente esterilizados, uma mecha de algodéao
esterilizada foi colocada na cdmara coronaria, e o dente foi novamente selado
provisoriamente com cimento de iondmero de vidro (Ketac Fill — 3M ESPE,
Dentisply Industria e Comércio Ltda., RJ, Brasil). A seqiéncia clinica para

remocao da medicacgédo dos canais radiculares esta ilustrada a seguir na Figura 2.
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FIGURA 2 — Seqiiéncia clinica da remocao da medicacdo dos canais radiculares.
(A) Aspecto clinico 30 dias apés insercdo da medicacdo intracanal, (B)
Isolamento do campo operatério com dique de borracha e remoc¢éo da restauracdo
provisoria; (C, D) Remocdo da medicacdo intracanal com o auxilio de irrigagdo
com soro fisiologico e utilizacdo do ultimo instrumento endodéntico usado no
preparo biomecanico; (E, F) Colocacdo de uma mecha de algod&o esterilizada na

entrada dos canais e selamento provisério da cavidade.

O dente permaneceu nessa condigdo por um periodo de 72 horas®,
tempo necessario para que caso existissem microrganismos residuais no interior
dos tubulos dentinérios, canais secundarios e acessorios, estes migrassem para a
luz do canal principal e fossem identificados na terceira coleta microbioldgica
(C3). Decorrido este periodo, apds isolamento absoluto e anti-sepsia do campo

operatério, a restauracdo provisoria foi removida, o canal radicular foi inundado
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com solucdo fisiologica e a terceira e ultima coleta microbiologica (C3) foi
efetuada como descrito previamente. Essa coleta teve como objetivo avaliar o
efeito da medicacdo intracanal sobre 0s microrganismos inicialmente
identificados.

Em seguida, o canal radicular foi submetido a abundante
irrigacao/aspiracdo com solucdo de hipoclorito de sodio a 1% em um volume de
1,8 mL, secagem com cones de papel absorvente esterilizadas e foi preenchido
com solucdo de EDTA, por 3 minutos, sob agitacdo com lima, para uma maior
limpeza, e, consequentemente, um contato mais intimo do material obturador com
as paredes dentinarias. Essa solucdo foi removida e neutralizada pela irrigacao
com solucdo de hipoclorito de sédio a 1%, seguido de solucdo fisioldgica,
aspiracdo e secagem do canal radicular com auxilio de cones de papel absorvente.
A obturacdo do canal foi realizada com pasta a base de hidroxido de calcio
(CALEN - S.S.White Artigos Dentarios Ltda., RJ, Brasil) espessada com pé de
6xido de zinco (S.S.White Artigos Dentarios Ltda., RJ, Brasil)*. A entrada do
canal radicular e o assoalho da camara pulpar, em dentes multiradiculares, foram
protegidos com uma camada de cimento de hidroxido de calcio (Dycal —
Dentisply Indlstria e Comércio Ltda., RJ, Brasil), sequido da confeccdo de uma
base cavitaria com cimento de ionémero de vidro (Ketac Fill — 3M ESPE,
Dentisply Indlstria e Comércio Ltda. — RJ, Brasil) e restauracdo definitiva do
dente com resina composta (Z100 — 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) em dentes
anteriores e com amalgama (Velvalloy - S.S.White Artigos Dentarios Ltda., RJ,

Brasil) em dentes posteriores. Finalizada a restauracdo, foi realizada uma tomada
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radiogréafica periapical para certificacdo do adequado preenchimento dos canais
radiculares. A sequiéncia clinica para realizacdo da 32 coleta microbioldgica e

obturacdo definitiva dos canais radiculares esta apresentada na Figura 3.

FIGURA 3 — Sequéncia clinica da realizagdo da 3% coleta microbiologica e
obturagdo definitiva dos canais radiculares. (A) Remocdo da restauracdo
provisdria com campo operatorio isolado; (B) Terceira coleta microbioldgica; (C)
Irrigagéo/aspiragdo dos canais radiculares; (D) Obturagdo dos canais radiculares
com o auxilio de broca lentulo; (E) Restauragdo definitiva do dente; (F)

Radiografia final evidenciando a obturacdo adequada dos canais radiculares.

6. Processamento e andlise das amostras microbiologicas
A andlise das amostras microbioldgicas obtidas foi feita por meio
da gRT-PCR (quantitative real time PCR). Esse teste teve como objetivo detectar,

quantitativamente, as bactérias P. gingivalis e E. faecalis. Para a realizacdo do
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gRT-PCR foi necessaria a extracdo do DNA bacteriano total das amostras

coletadas em C1, C2 e C3.

- Extracdo do DNA bacteriano. Os eppendorfs foram descongelados e agitados
em vortex (Phoenix AP 56, Araraquara, SP, Brasil) por 1 minuto. Foi retirada uma
aliquota de 100 microlitros (uL) de cada amostra e estas foram mantidas em
banho seco (Thermomixer Comfort, Eppendorf Ag 22331, Hamburg, Alemanha) a
97°C por 10 minutos. Cem microlitros de TE (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 + 1 mM
EDTA, pH 8,0) foram adicionados aos eppendorfs e, em seguida, foram
acrescentados 200 uL de Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico (25:24:1). As
amostras foram homogeneizadas em vortex duas vezes por 1 minuto cada e
centrifugadas por 5 minutos a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para
outro eppendorf e esta etapa foi repetida por mais duas vezes. Os eppendorfs
foram acrescidos de 25 puL de NaCl 5M, em seguida foram preenchidos com
etanol absoluto gelado e homogeneizados manualmente por 20 vezes suavemente.
Os eppendorfs foram levados ao freezer -20°C por 20 minutos. Apds este periodo,
as amostras foram, novamente, centrifugadas por 10 minutos a 14.000 rpm. O
sobrenadante foi retirado e descartado, deixando somente o pellet correspondente
ao DNA. Os pellets foram lavados 2 vezes com 1mL de etanol 75% gelado,
homogeneizados manualmente por 20 vezes suavemente. O etanol foi descartado
e os eppendorfs foram deixados a temperatura ambiente (24+1°C) até a sua
completa evaporacdo. Apos seco, 0 precipitado foi ressuspendido em 70 uL de

TE. A concentracdo de DNA foi determinada por espectrofotometria de luz UV
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(Biomate 3 — Thermo Electron Corporation) a 260 nm, e a relacdo entre as
absorbancias a 260/280 nm foi analisada. Como parametro de qualidade, foi

considerada como adequada entre 1,8-2,0.

- Desenho dos primers. As seqiiéncias dos primers especificos para P. gingivalis

e E. faecalis foram obtidos a partir da literatura®*’

(Tabela 2) e sintetizados pela
Invitrogen (Invitrogen Tech-Line®™). Em seguida, esses primers foram avaliados
quanto a sua especificidade pela verificacdo da curva de dissociacdo (curva de
Melting), onde é possivel observar apenas um pico de dissociacdo para cada par
de oligonucleotideos utilizados. A presenca de apenas um pico comprova que

apenas um fragmento esta sendo amplificado independentemente da concentracao

de oligonucleotideos.

Tabela 2 - Sequéncia de primers especificos para 0s microrganismos avaliados no

presente estudo

PRIMER
Microrganismo FORWARD REVERSE
P. gingivalis* 5’ CTTGACTTCAGTGGCGGCAG 3’ 5’ AGGGAAGACGGTTTTCACCA 3’
E. faecalis™ 5’ CCGAGTGCTTGCACTCAATTGG 3’ 5" CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC 3’

" - Maeda et al.”, 2003.
- Sedgley et al.*’, 2006.

- Otimizacédo e validagdo dos primers. A utilizacdo do SYBR Green PCR
(Applied Biosystems, California, EUA) exige a obtencdo de produtos especificos

de PCR. Em funcéo disso, a eficcia das reacbes para primers foi otimizada antes
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do inicio das reacGes propriamente ditas. Para isso, concentracfes variando de
0,25 uM a 0,7 uM de cada primer foram utilizadas para determinar em quais
condigdes a reacdo teria a melhor eficiéncia. A eficiéncia de amplificacdo (Ef.)
dos pares de oligonucleotideos utilizados foi determinada pela formula

[Ef.:lo(-llslope) _1] 37.

- PCR em tempo real. As amostras de todos os casos foram avaliadas quanto a
presenca de bactérias por meio do ensaio de gRT-PCR usando o equipamento
7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems®, California, EUA). Foi
utilizado o sistema baseado no fluorocromo SYBR, fazendo uso do kit Power
SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems®, California, EUA), de
acordo com as condic¢des recomendadas pelo fabricante.

Para realizacdo da curva padrdo, apds extracdo do DNA das cepas
puras, obteve-se uma concentracdo inicial 0,5 — 0,6 pg/uL de cada DNA
bacteriano. Em seguida, realizou-se oito dilui¢cbes seriadas e ap6s otimizagdo
foram selecionadas quatro diluicdes por placa (10* — 10°) para confeccdo da curva
padréo. Esta foi utilizada para converter os escores de Ct (Cycle Treshold) obtidos
com as amostras de fluido em nimeros de concentragdo de DNA.

As reacOes foram realizadas em triplicata, em placas
especificascontendo 96 pocos (MicroAmp Applied Biosystems®, California,
EUA), seladas com adesivos dpticos (Applied Biosystems®, Califérnia, EUA).
Cada placa continha as coletas 1, 2 e 3 referentes a 6 dentes e quatro amostras

com diferentes concentracdes conhecidas de DNA das cepas puras (0,01pug,
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0,1pg, 1ug e 10ug) que serviu para confeccdo da curva padrdo. Alem disso, a
placa continha um po¢o com a mistura para reacdo de PCR, entretanto, sem a
presenca de DNA para cada uma das amostras estudadas, inclusive para curva
padrdo, como controle negativo. Cada reacdo continha um volume total de 20uL,
sendo 10pL de Sybr Green, 1,0 — 2,8 uL de primers (forward e reverse), 1 uL de
DNA. O volume final foi ajustado com agua estéril livre de DNAse e RNAse. A
termociclagem utilizada foi de 95°C por 10 minutos, 40 ciclos a 95°C por 15
segundos e 60°C por um minuto. Apds a reacdo de PCR foi realizada a curva de
dissociacdo com temperatura entre 60°C e 95°C. Os dados foram analisados

utilizando o programa Step One™ (Appied Biosystems®, Califérnia, EUA).

7. Avaliacdo clinica e radiogréfica

No exame inicial e nos exames de controle realizados nos periodos
de 1, 3 e 6 meses apds o tratamento endoddntico, os seguintes dados clinicos
foram registrados: histéria de dor espontanea indicativa de periodontite apical,
presenca de fistula ou abcesso, presenca de edema gengival, e mobilidade
patoldgica. Radiograficamente, foram avaliados sinais de radiolucéncia na regido
de furca/periapical e de reabsor¢éo radicular patologica (Anexo 2).

Os dados clinicos coletados no exame inicial e no controle de 6
meses de pds-operatdrio e a comparacdo da radiografia inicial para diagndstico
com a radiografia realizada no exame de controle de 6 meses foram a base para
avaliacdo do sucesso ou insucesso da terapéutica endodoéntica. As radiografias

foram analisadas por dois profissionais experientes, com o auxilio de uma lente



43

com aumento de 2X (VRX - Fabinject, Taubaté, SP, Brasil) e negatoscdpio. Estes
profissionais ndo tinham nenhuma informagdo com relacdo ao grupo de
tratamento ao qual cada dente pertencia e, em caso de davidas durante a avaliacéo,
foi estabelecido um consenso entre os examinadores.
Os critérios avaliados para considerar sucesso ou falha na terapia
endodontica instituida foram os seguintes:
1. Reparo completo (= sucesso)

e Clinicamente: auséncia de sinais e sintomas, e,

e Radiograficamente: auséncia de reabsorcdo radicular patoldgica,
largura do espaco do ligamento periodontal normal, auséncia de
desenvolvimento de lesdo na regido de furca/periapical nos casos
de auséncia de lesdo observada na radiografia inicial para
diagnostico e regressao total da lesdo quando presente no inicio do
tratamento.

2. Reparo incompleto (= sucesso)

e Clinicamente: auséncia de sinais e sintomas, e,

e Radiograficamente: auséncia de reabsorcdo radicular patoldgica e
reducdo em tamanho da leséo na regido de furca/periapical.

3. Auséncia de reparo (= insucesso)

¢ Clinicamente: sinais e sintomas indicativos de periodontite apical
em fase aguda, e/ou,

e Radiograficamente: presenca de reabsorcdo radicular patologica,

lesdo na regido de furca/periapical de tamanho inalterado durante
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0 periodo de acompanhamento, aumento ou desenvolvimento de

nova lesdo radiogréfica.

8. Analise dos resultados

Dados obtidos por PCR em Tempo Real

Andlise 1: Comparacdo da concentracdo de DNA bacteriano em canais de dentes

deciduos com necrose pulpar com presenca e com auséncia de lesdo visivel

radiograficamente na regido de furca/periapical.

Inicialmente foi avaliada a distribuicdo dos dados obtidos a partir
da coleta inicial (C1), empregando-se o teste de Shapiro-Wilks (n = 32). Em
seguida, como ndo foram obedecidos os critérios de normalidade, a concentracao
de DNA da bactéria P. gingivalis para as condi¢des independentes: presenca e
auséncia de lesédo visivel radiograficamente na regido de furca/periapical de dentes
deciduos com necrose pulpar foi comparada utilizando o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney.

Para o E. faecalis foi feita apenas analise descritiva, devido ao

pequeno ndmero de amostras que continham este microrganismo.

Andlise 2: Avaliacdo da eficicia do preparo biomecanico na neutralizacdo dos

microrganismos identificados nos canais radiculares de dentes deciduos com
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polpa necrdtica com presenca e com auséncia de lesdo visivel radiograficamente

na regido de furca/periapical.

A concentracdo de DNA de P. gingivalis foi comparada entre as
coletas 1 e 2 (C1 e C2), separadamente, para as condicOes: presenca e auséncia de
lesdo visivel radiograficamente na regido de furca/periapical de dentes deciduos
com necrose pulpar, usando o teste de Wilcoxon.

Para comparar a eficacia do preparo biomecéanico em dentes com e
sem les&o visivel radiograficamente foi utilizada a diferenca entre C1 e C2 (Ac), €

aplicado o teste de Mann-Whitney.

Andlise 3: Avaliacdo do efeito da medicacdo intracanal sobre a microbiota

presente nos canais radiculares de dentes deciduos com polpa necrética com

presenca e com auséncia de lesdo visivel radiograficamente na regido de

furca/periapical.

As condicBes: dentes deciduos com necrose pulpar sem leséo e
dentes deciduos com necrose pulpar e lesdo visivel radiograficamente na regido de
furca/periapical foram avaliadas separadamente. A concentragdo de DNA
bacteriano foi comparada entre as coletas 2 e 3 (C2 e C3) para as condigdes:
medicacg&o intracanal com hidroxido de célcio + PEG e medicagdo intracanal com

hidréxido de célcio + CLX, usando o teste de Wilcoxon.
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Para comparar a eficacia da medicacdo intracanal (hidroxido de
calcio + PEG e hidrdxido de célcio + CLX) foi utilizada a diferenca entre C2 e C3

(Ac) e aplicado teste de Mann-Whitney.

Avaliacao Clinica e Radiograéfica

Os dados relativos as analises clinica e radiografica dos dentes
deciduos com necrose pulpar foram avaliados, nos periodos inicial e aos 6 meses,
para as condicOes: presenca e auséncia de lesdo visivel radiograficamente na
regido de furca/periapical, bem como, para as condicBes: tratamento com
hidroxido de calcio + PEG e tratamento com hidroxido de célcio + CLX,
utilizando o Teste Z para comparacao de proporcades.

Todos os testes estatisticos foram avaliados considerando o nivel

de significancia de 5% (a = 0,05).



RESULTADOS

Anélise por PCR em Tempo Real

Na coleta microbioldgica inicial (C1), dos 32 dentes da amostra, a
P. gingivalis foi identificada em 28 casos e o E. faecalis em apenas trés. Em dois
dentes foram identificados concomitantemente a P. gingivalis e o E. faecalis,
enquanto que em trés dentes ndo foi identificado nenhum destes microrganismos.

Em relagéo ao E. faecalis, um dente apresentava lesdo na regido de
furca/periapical visivel radiograficamente e os outros dois ndo apresentavam
lesdo. Assim, devido ao baixo numero de amostras que continham este
microrganismo, foi realizada apenas uma avaliacao descritiva dos dados.

Nos dois dentes com polpa necrética sem lesdo, nos quais este
microrganismo foi identificado em C1, ndo foi observada amplificacdo de DNA
em C2 e C3. Enquanto que no outro dente, o qual apresentava lesdo visivel
radiograficamente, o preparo biomecanico ndo foi efetivo em eliminar
completamente este microrganismo do interior dos canais radiculares. Este dente
apresentou agudizacdo do processo infeccioso e niveis de DNA bacteriano, em
C3, semelhantes aqueles detectados inicialmente.

Na tabela 3 pode-se verificar a distribuicdo da amostra, de acordo
com os seguintes dados: presenca ou ndo de lesdo, medicagédo intracanal, dente,
concentracdo de DNA de P. gingivalis (ng x 10°®), de acordo com as diferentes

coletas (C1, C2, C3).
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Tabela 3 - Distribuicdo da amostra de acordo com presenca ou ndo de lesdo,

medicacdo intracanal, dente e concentracdo de DNA de P.gingivalis

(ng x 10°) de acordo com as diferentes coletas microbioldgicas

[ ]1de DNA de P. gingivalis

Grupo Medicacao Dente (ng x 10
intracanal
Coleta 1 Coleta 2 Coleta 3
51 0,22 0 0
75 0 0 0
Ca(OH), + PEG 75 3,87 0,27 4,42
52 0 0 0,08
I 62 23,40 0,35 0,01
(Polpa necrética 75 0,27 0 0,02
sem lesdo de
furca/periapical) 53 4,73 0,18 0,23
55 8,28 0,10 0,70
75 29,00 38,23 0
Ca(OH), + CLX 63 10,00 0 0
85 2,43 0 0
61 15,75 2,16 7,82
n=20
62 105,55 0,05 0
51 6,41 2,17 0,41
85 102,17 45,30 103,67
85 1,19 0 0
Ca(OH), + PEG 74 0 0 0,01
61 111,20 0,74 4,85
51 0,65 0,03 0,29
75 1,55 0,02 4,72
I 52 0,48 0 0
(Polpa necrética 51 3,84 0,73 5,96
com leséo de
furca/periapical) 61 3,02 0,08 0,08
61 3,39 0 0,57
61 6,26 0 20,75
84 99,05 2,16 7,82
Ca(OH),+CLX 75 12,50 2,14 8,46
75 0 0 0
85 0,65 0 2,54
61 31,80 2,45 14,90
61 13,13 3,97 4,30
n=20 51 0,34 0 0
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A P.gingivalis foi identificada em 10 dos 12 dentes que néo
apresentavam lesdo visivel radiograficamente e em 18 dos 20 dentes que
apresentavam lesdo, ndo sendo observada diferenca estatisticamente significante
(p>0,05) na concentracdo de DNA da P.gingivalis em relacdo a presenca ou ndo

de les@o na regido de furca/periapical (Tabela 4).

Tabela 4 - Comparacdo da concentracdo de DNA (mediana, P25 e P75) de P.
gingivalis em canais de dentes deciduos com necrose pulpar com
presenca ou auséncia de lesdo visivel radiograficamente na regido de

furca/periapical na coleta inicial

Lesdo P. gingivalis - Coleta 1
[ 1de DNA (ng x 10°%)

Ausente (n = 12) 4,30 (0,23 -14,31) a

Presente (n =20) 3,61 (0,65 - 27,30) a

Letras iguais denotam auséncia de diferenca estatistica (Mann-Whitney, p>0,05).

A Tabela 5 mostra os resultados relativos a eficacia do preparo
biomecanico na neutralizacdo do microrganismo P.gingivalis identificado na
coleta inicial (C1). Pode-se verificar que o preparo biomecanico promoveu uma
reducdo significativa da concentracdo do DNA bacteriano, sendo observada uma
maior concentracdo de DNA em C1 quando comparado a C2, independente da
presenca ou ndo de lesdo de furca/periapical (Wilcoxon, p<0,05). Calculando-se a
diferenca dos valores obtidos nas duas coletas (Ac= C1-C2), ndo foi observada

diferenga estatistica na reducdo da concentragdo de DNA dessa bactéria
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determinada pelo preparo biomecanico, quando foram comparados dentes com

lesdo com aqueles sem lesdo de furca/periapical (Mann-Whitney, p>0,05)

Tabela 5 - Eficacia do preparo biomecanico na neutralizacdo da P. gingivalis
identificada nos canais radiculares de dentes deciduos com polpa
necrética com presenca e com auséncia de lesdo visivel

radiograficamente na regido de furca/periapical.

Leséo P. gingivalis
[ ]de DNA (ng x 10%)"
Coleta 1 (C1) Coleta 2 (C2) AC (C1-C2)
Ausente 4,30 (0,23-1431)a 0,05(0-0,33) b 3,01 (0,05-9,54) A
n=12
Presente 3,61 (0,65 —27,30) a 0,04 (0-2,15) b 3,25 (0,63 — 24,60) A
n=20

* - Mediana (P25-P75)

Letras minusculas diferentes nas linhas denotam diferenca estatistica (Wilcoxon, p<0,05)
e letras maiusculas iguais na coluna denotam auséncia de diferenca estatistica (Mann-
Whitney, p>0,05).

A capacidade da medicagdo intracanal em eliminar o0s
microrganismos que persistiram nos canais radiculares dos dentes deciduos com
polpa necrotica apos o preparo biomecanico pode ser observada na Tabela 6. Na
condicdo necrose sem lesdo, para ambas as medicacOes (hidroxido de calcio +

PEG e hidroxido de calcio + CLX) ndo houve diferenca significante na

concentracdo de DNA da P.gingivalis detectada nas coletas 2 e 3 (Wilcoxon,
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p>0,05). Ou seja, as duas medicacgdes intracanais mantiveram em C3, niveis de
DNA bacteriano semelhantes aqueles encontrados em C2.

Avaliando a condic¢éo necrose com lesdo, ndo houve diferenca entre
as coletas 2 e 3 no grupo do Ca(OH), + PEG (Wilcoxon, p>0,05). No grupo do
Ca(OH), + CLX, foi observada uma maior concentracdo de DNA bacteriano em
C3 quando comparado com C2 (Wilcoxon, p<0,05), sugerindo que esta
medicacdo ndo impediu 0 crescimento dos microrganismos que permaneceram
no sistema de canais radiculares apds o preparo biomecéanico.

Com relacdo a eficacia na reducdo da P. gingivalis (Ac = C2-C3),
ndo houve diferenca estatistica quando foram comparadas as medicagdes
intracanais, pasta de Ca(OH), + PEG e pasta de Ca(OH), + CLX aplicadas em
dentes com necrose sem lesdo (Mann-Whitney, p>0,05). Quando as pastas foram
comparadas em dentes com lesdo, também ndo mostraram diferenca
estatisticamente significativa na quantificacdo de DNA de P. gingivalis (Mann-
Whitney, p>0,05). Também ndo houve diferenca estatistica na eficacia da pasta
Ca(OH), + PEG quando usada em dentes sem e com lesdo (Mann-Whitney,
p>0,05). Resultado semelhante também foi observado quando a utilizacdo da
pasta de Ca(OH), + CLX foi comparada em dentes sem lesdo e com lesdo na

regido de furca/periapical (Mann-Whitney, p>0,05).
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Tabela 6 - Efeito da medicacdo intracanal sobre a P. gingivalis presente nos canais
radiculares de dentes deciduos com polpa necrotica com presenca e com

auséncia de lesdo visivel radiograficamente na regido de furca/periapical.

Lesao Medicacéo P. gingivalis
intracanal [ ]de DNA (ng x 10°
Coleta 2 (C2) Coleta 3 (C3) AC (C2-C3)
Ca(OH), + 0(0-0,29)a 0,01(0-1,17)a -0,01 (-1,10 - 0,08) AC
Ausente PGE
Ca(OH), + 0,14 (0-11,17) a 0,12(0-2,48)a -0,03 (-1,86 — 9,56) AD
CLX
Presente  Ca(OH),+ 0,4(0-1,10) a 0,35(0-5,13)a -0,19 (-4,83 -0,01) BC
PGE

Ca(OH),+  004(0-223)a 342(045-10,07)b -2,32(-7,85—(-0,25)) BD
CLX

* - Mediana (P25-P75)

Letras minusculas iguais nas linhas denotam auséncia de diferenga estatistica (Wilcoxon,
p>0,05).

Letras maiusculas iguais na coluna denotam auséncia de diferencga estatistica (Mann-
Whitney, p>0,05).

Anélise Clinica e Radiografica

Todos os pacientes foram acompanhados por meio de exames
clinico e radiogréafico 1, 3 e 6 meses ap6s o tratamento endododntico.

Dos 16 dentes que receberam o Ca(OH), + PEG como medicacéao
intracanal, seis apresentavam-se sem lesdo e dez com lesdo de furca e/ou
periapical no exame inicial. Dos dentes sem lesdo, um foi perdido por trauma
(avulsdo) aos cinco meses de acompanhamento e 0 outro apresentou iNSUCesso a
terapia efetuada, sendo diagnosticada a presenca de reabsorgéo apical na consulta
de controle de seis meses pos-operatério. Os outros dentes deste grupo

apresentaram sinais clinicos e radiograficos compativeis com a normalidade
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durante os seis meses de avaliacdo (Figura 4). Dos dentes com lesdo que foram
tratados com Ca(OH), + PEG, dois foram considerados como insucesso no
primeiro més de pds-operatorio, sendo em um deles observada a presenca de
fistula e, no outro, a presenca de tumefacdo, rubor e dor associados a copiosa
secrecdo purulenta via canal radicular. Os demais dentes deste grupo apresentaram
clinicamente auséncia de sinais e sintomas e, radiograficamente, reducéo parcial
ou total da lesdo de furca/periapical e auséncia de reabsorcéo patoldgica das raizes

durante todo o periodo de avaliacao.
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FIGURA 4 — Dente 75 (Grupo | — Ca(OH), + PEG) — Sucesso clinico e

radiografico. (A) Aspecto radiogréfico inicial; (B) Acompanhamento de um

més; (C) Acompanhamento de trés meses; (D) Acompanhamento de seis meses.

A outra metade da amostra (16 dentes — 6 sem leséo e 10 com leséo
de furca e/ou periapical) recebeu Ca(OH), + CLX como medicagédo intracanal.
Dos que ndo apresentavam lesdo no exame inicial, um mostrou insucesso
radiografico aos 3 meses, com presenca de aumento do espaco do ligamento
periodontal e reabsorcéo radicular (Figura 5). Os demais dentes pertencentes a
este grupo apresentaram sinais clinicos e radiograficos compativeis com a

normalidade durante os seis meses de avaliacdo. Dos dentes que apresentavam
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lesdo no exame inicial, dois mostraram insucesso. Desses, um apresentou-se
clinicamente normal no exame de trés meses de pos-operatdrio, entretanto,
radiograficamente foi observado um aumento do espessamento do espaco do
ligamento periodontal associado ao surgimento de lesdo periapical relacionada
com a raiz mesial. No outro dente, aos seis meses, foi verificada mobilidade
patoldgica associada a reabsorcdo radicular e aumento da lesdo (Figura 6). Os
outros oito dentes apresentaram auséncia de sinais e sintomas clinicos, reducéao
parcial ou total da lesdo de furca/periapical vista radiograficamente (Figura 7)

associado a auséncia de reabsor¢do radicular patoldgica, no periodo de seis meses

de avaliacdo.

B

FIGURA 5 - Dente 75 (Grupo | — Ca(OH), + CLX). (A) Aspecto radiografico
inicial; (B) Acompanhamento de um més; (C) Acompanhamento de trés meses.
Insucesso determinado pelo espessamento do espago do ligamento periodontal e

reabsorcao radicular nas raizes mesiais aos 3 meses de pos-operatorio.
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FIGURA 6 — Dente 85 (Grupo Il — Ca(OH), + CLX). (A) Aspecto radiografico
inicial evidenciando a lesdo de furca/periapical; (B) Acompanhamento de um

més; (C) Acompanhamento de trés meses; (D) Acompanhamento de seis meses.
Insucesso determinado pela presenca de reabsorgéo radicular acelerada e aumento

da lesdo de furca/periapical associado a mobilidade patoldgica.
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FIGURA 7 — Dente 75 (Grupo Il — Ca(OH), + CLX). (A) Aspecto radiogréafico

inicial; (B) Acompanhamento de um més; (C) Acompanhamento de trés meses;

(D) Acompanhamento de seis meses. Sucesso clinico e radiogréafico, sendo
verificado o reparo total da lesdo na regido de furca/periapical pré-existente aos

seis meses de pos-operatorio.

A Tabela 7 apresenta a proporc¢éo de sucesso clinico e radiografico

para cada grupo da amostra, num periodo de acompanhamento de seis meses.
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Tabela 7 - Proporcdo de sucesso clinico e radiografico de dentes deciduos com
polpa necrotica tratados endod6nticamente, num periodo de 6 meses de

poOs-operatorio

Medicacdo intracanal Periodo de Proporcéo de
acompanhamento sucesso
Inicio 6 meses
Sem lesdo 6 4 4/5=0,8
Ca(OH). + PEG Com lesdo 10 8 8/10=0,8
Ca(OH), + CHX Sem leséo 6 5 5/6 = 0,83
Com lesao 10 8 8/10=0,8

“um dente sofreu trauma com avulsdo aos 5 meses de pds-operatorio, sendo
excluido da amostra.

Aplicando-se o Teste Z aos dados da Tabela 7, pode-se observar
que ndo houve diferenca entre a propor¢do de sucesso clinico e radiografico em
dentes sem lesdo tratados com Ca(OH), + PEG ou com Ca(OH), + CLX (p>0,05).
Também ndo houve diferenca estatistica entre a proporcao de sucesso clinico e
radiografico em dentes com leséo tratados com Ca(OH), + PEG ou com Ca(OH),
+ CLX (p>0,05).

Pode-se observar ainda, que ndo houve diferenca entre a proporgao
de sucesso clinico e radiogréfico comparando-se dentes sem e dentes com leséo
tratados com pasta Ca(OH), + PEG (p > 0,05) ou tratados com Ca(OH), + CLX.
(p > 0,05).

Na Tabela 8 pode-se observar 0 numero de dentes com necrose
pulpar sem leséo radiografica no exame inicial que apresentaram sucesso ou
insucesso nos periodos de 1, 3 e 6 meses apds tratamento de acordo com o tipo de

medicacdo intracanal
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A Tabela 9 mostra o numero de dentes deciduos com polpa
necrotica e lesdo radiografica no exame de diagnostico, com reparo total ou
parcial da lesdo, assim como, o insucesso da terapia endodéntica de acordo com o

tipo de medicacéo intracanal e periodo pos-operatdrio.

Tabela 8 - Frequéncia cumulativa de dentes com necrose pulpar sem leséo
radiografica (Grupo 1) que apresentaram SucessO OuU iNSUCESSO NOS
periodos de 1, 3 e 6 meses apds tratamento de acordo com o tipo de

medicacdo intracanal

Sucesso (n° inicial de  Insucesso (n° inicial de
Medicacdo intracanal dentes) dentes)
Im 3m 6m Im 3m 6m

Ca(OH), + PEG 6(6) 6(6) 4(B)* 0(6) 0(6) 105

Ca(OH), + CLX 6(6) 5(06) 5(6) 0(6) 1(6) 1(6)

“um dente sofreu avulsdo devido a traumatismo aos 5 meses de pds-operatorio e
foi excluido da amostra.

Tabela 9 - Frequéncia cumulativa de dentes deciduos com necrose pulpar e lesdo
radiogréafica (Grupo Il) que apresentaram reparo total, reparo parcial da lesdo ou
insucesso nos periodos de 1, 3 e 6 meses apos tratamento de acordo com o tipo de
medicacdo intracanal

Reparo total Reparo parcial Insucesso Total
Medicacéo de
intracanal Im 3m 6m Im 3m 6m Im 3m 6m  dentes
Ca(OH),+ PEG 0 1 2 8 7 6 2 2 2 10
Ca(OH), +CLX 0 1 1 10 8 7 0 1 2 10

Total 0 2 3 18 15 13 2 3 4 20




DISCUSSAO

O presente estudo foi delineado como um ensaio clinico duplo cego
visando minimizar a incorporacdo de vieses que poderiam agir como fatores de
confusdo e impedir a adequada avaliacdo da eficacia de materiais e técnicas de
tratamento. Assim, os dentes deciduos foram alocados, de acordo com o
diagnostico clinico e radiografico, em dois grupos: Grupo | (polpa necrética sem
lesdo de furca/periapical) e Grupo Il (polpa necrética com lesdo de
furca/periapical). Apds o preparo biomecanico dos canais radiculares, os dentes
pertencentes a cada grupo foram distribuidos aleatoriamente, por meio de sorteio,
em dois subgrupos, de acordo com a pasta usada como medicacdo intracanal.
Assim, metade da amostra de cada grupo recebeu como medicacdo intracanal
pasta de hidroxido de calcio p.a. + polietilenoglicol 400, e a outra metade, pasta
de hidréxido de célcio p.a. + clorexidina gel 2%.

Métodos de cultura microbiolégica tém sido rotineiramente
utilizados para avaliacdo de procedimentos endodonticos e tém demonstrado que a
microbiota dos canais radiculares de dentes com necrose pulpar (infeccdo
priméria) consiste principalmente de microrganismos anaerébios estritos®2 3264,
Técnicas de biologia molecular (reacdo em cadeia da polimerase — PCR, reacéo
em cadeia da polimerase em “tempo real” — gqRT — PCR) tém sido recentemente
empregadas na endodontia com o objetivo de identificar microrganismos
presentes no interior de canais radiculares com infecgdes primarias e em casos de
retratamento® "8 Comparando as técnicas para avaliagdo microbioldgica, pode-

se observar que a técnica de cultura é deficiente tanto em relagdo a identificagdo
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como na quantificacdo de microrganismos™®*’. As técnicas de biologia molecular,
apesar do alto custo, sdo mais precisas, rapidas e especificas, sendo capazes de
identificar uma maior quantidade de espécies microbiolégicas’ 8394

Poucos sdo os trabalhos que avaliam a microbiota dos canais

71323951 o astes se limitam a

radiculares de dentes deciduos com polpa necrotica
verificar os microrganismos em dentes que apresentam lesdo periapical cronica.
Até o momento, ndo foram encontrados na literatura trabalhos comparando a
microbiota de dentes deciduos com e sem lesdo periapical. Desta forma, um dos
objetivos deste trabalho foi identificar e quantificar as bactérias P. gingivalis e E.
faecalis em canais radiculares de dentes deciduos com polpa necrética com e sem
lesdo radiografica nos casos de infeccdo primaria por carie.

A P. gingivalis é um bacilo gram-negativo anaerdbio estrito
pigmentado de preto comumente encontrado em canais com polpa necrética que
apresentam sensibilidade a percussdo. Essa espécie bacteriana foi encontrada em
10 dos 12 dentes necrosados sem lesdo e em 18 dos 20 dentes com leséo de furca
e/ou periapical. O E. faecalis € um coco gram-positivo anaerobio facultativo
relacionado com a sensibilidade dolorosa e com a presenca de leséo periapical”*’.
Estudos que usam o método de identificacdo por cultura relatam a presenca do E.
faecalis predominantemente em dentes com insucesso na terapia endoddntica’®*’,
Porém, pesquisas recentes, que utilizam a biologia molecular para analise,
mostram que, apesar de em menor quantidade, este microrganismo também pode

estar presente em dentes com infeccdo primaria”*®*’. No presente estudo, o E.

faecalis foi encontrado em apenas trés dentes, sendo dois sem lesdo e um com
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lesdo de furca efou periapical, semelhante ao que tem sido observado na
literatura®*®. O E. faecalis foi selecionado para o estudo por estar relacionado aos
casos de insucesso de tratamento endoddntico e ser menos sensivel ao hidroxido
de calcio usado como medicacdo intracanal. Assim, uma das hipOteses deste
estudo era que a associacao do hidroxido de calcio com a clorexidina aumentaria o
seu efeito antibacteriano sobre este microrganismo. Porém, pelo baixo nimero de
amostras contendo o E. faecalis, ndo foi possivel a realizacdo desta analise. Em
relacdo a P. gingivalis ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa
nas concentracGes de DNA na primeira coleta em dentes com presenca ou nao de

lesdo de furca e/ou periapical.

Para 0 sucesso do tratamento endoddntico de dentes com polpa
necrotica infectados é importante a eliminacdo dos microrganismos dos canais
radiculares, sendo o preparo quimico-mecanico e a medicacdo intracanal
empregados com essa finalidade®*. Nos Gltimos anos, tem ocorrido uma mudanca
nos paradigmas do tratamento endoddntico de dentes deciduos, sendo atualmente
mais freqliente a realizacéo do preparo biomecanico®®. Entretanto, foi encontrado
apenas um trabalho na literatura que avalia a efetividade desse procedimento na
reducéo da microbiota intracanal em dentes deciduos®®. Devido & caracteristica da
infeccdo endodontica associada as especificidades desses dentes, tais como a
complexidade do sistema de canais radiculares, o processo de reabsorcéo
fisioldgica e o risco de lesdo ao germe dos dentes permanentes sucessores, sugere-
se que 0 preparo biomecanico seja incapaz de remover por completo o0s

microrganismos presentes no interior dos canais radiculares. No presente trabalho
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pode-se observar que o preparo biomecanico associado a irrigacdo com solucgéo de
hipoclorito de sddio a 1% foi efetivo, determinando uma reducéo significativa da
concentracdo de DNA da bactéria P. gingivalis na coleta 2 em relacdo aquela
observada na coleta 1 (p<0,05). Sakamoto et al.* (2007) e Blome et al.® (2008),
por meio do PCR em tempo real, também observaram uma reducéo significante de
microrganismos apds preparo biomecanico de dentes permanentes. Apesar destes
resultados, verificou-se no presente trabalho que 18 dos 28 dentes que
apresentavam microrganismos na coleta 1 ainda apresentavam algum grau de
contaminacdo na coleta 2, ressaltando a dificuldade de desinfec¢do dos canais

radiculares dos dentes deciduos.

Vale salientar que a coleta microbioldgica realizada imediatamente
apos o preparo biomecanico evidencia o estado do canal principal, entretanto,
podem existir colbnias bacterianas residuais nos tubulos dentinarios, canais
secundarios e acessorios e nas crateras de reabsorcdo. Além disso, diferencas sdo,
geralmente, encontradas quando sdo comparados os resultados apresentados pelos
diferentes estudos com relacdo a porcentagem de microrganismos detectados apos
0 preparo biomecanico. Estas diferencas podem ser atribuidas ao tipo e
concentracdo das solugdes irrigadoras, aos sistemas de irrigacdo, as técnicas de
avaliacdo microbiolégica utilizadas e ao tipo de dentes analisados*. Somado a
isso, podem existir variagdes anatdmicas nos canais radiculares que dificultam o
acesso das limas e solugdes irrigadoras favorecendo a permanéncia de restos

necroticos e infectados®33%2,
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A semelhanca do que ocorre em dentes permanentes, nos dentes
deciduos o hidréxido de célcio esta entre os materiais de escolha para medicacao
intracanal®®®31:334244 "por ser altamente alcalino (pH aproximado 12,5), varias
propriedades bioldgicas sdo atribuidas a esta substancia, tais como: acéo
antimicrobiana, inativacdo do LPS, inibicdo de reabsorcédo radicular e inducdo de
reparo pela formacdo de tecido duro®’#+%.

A acdo antimicrobiana do hidroxido de calcio esta relacionada
principalmente com a liberacdo de ions hidroxila e consequente alcaliniza¢do do
meio, quando em solucéo aquosa®®. Estes fons atuam como radicais livres de alta
reatividade promovendo acdo letal sobre as bactérias’®*"*. De acordo com a
literatura, a P. gingivalis apresenta crescimento estavel em ambiente no qual o pH
encontra-se entre 8,0 e 8,3, enquanto que alguns Enterococcus apresentam maior
tolerancia, podendo sobreviver em ambientes com pH variando de 9 a 111617348,
Assim, a maioria dos microrganismos presentes no interior dos canais radiculares
de dentes com necrose da polpa € incapaz de sobreviver em ambiente altamente
alcalino provido pelo hidréxido de calcio®®*,

Apbs 30 dias de permanéncia do curativo de demora de hidréxido
de célcio no interior dos canais, era esperado que este fosse capaz de eliminar ou
reduzir abruptamente a infeccdo residual. Entretanto, no presente trabalho, em
relacdo a P.gingivalis, ndo foi observada diferenca estatistica entre a coleta 2 (C2),
realizada imediatamente ap6s o preparo biomecéanico e a coleta 3 (C3), trés dias
apos a remocao da medicagdo intracanal, independente da presenca ou ndo de

lesdo. Estes resultados estdo de acordo com os apresentados por Peters et al.*
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(2002), Sakamoto et al.** (2007) e Blome et al.®> (2008) que ndo encontraram
diferenca significante na concentracdo de DNA bacteriano entre as coletas ap0s o
preparo biomecanico e ap6s a medicacdo com hidréxido de célcio. Desta forma,
supde-se que uma Unica aplicacdo do hidroxido de célcio e manutencéo intracanal
por 30 dias, ndo confere agdo bactericida suficiente para a erradicacdo dos
microrganismos presentes. Este resultado pode ser atribuido ao fato de o
hidroxido de calcio apresentar acdo antimicrobiana dose-dependente®*>"". Além

disso, a dentina exerce capacidade tamp&o**®’

e alguns microrganismos
apresentam mecanismos inerentes de protecdo?.

Para atuar como medicacao intracanal de forma efetiva no caso de
dentes com polpa necroética, o hidréxido de célcio precisa difundir pelos tabulos
dentinarios em concentracdo adequada para eliminar 0s microrganismos.
Entretanto, a dentina € composta por ions fosfato e bicarbonato, proteinas e
diéxidos de carbono, os quais podem atuar como tampdao, neutralizando os ions
hidroxila®"®®®’. Substancias presentes nos fluidos teciduais de lesdes periapicais
também podem impedir o aumento da concentragdo dos fons hidroxila®" 867,
Desta forma, para alcancar nivel de pH capaz de eliminar os microrganismos no
interior dos tdbulos dentinarios, a difusdo idnica do hidroxido de célcio deve
exceder a capacidade tampao do tecido dentario, bem como, a a¢do neutralizadora
dos fluidos teciduais™.

A disposicdo dos microrganismos que compdem o biofilme dos

canais radiculares também limita a acdo bactericida do hidréxido de célcio. Dessa

forma, as bactérias localizadas nas camadas mais internas do biofilme sdo
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protegidas por aquelas situadas na sua periferia®. Além disso, alguns
microrganismos podem apresentar mecanismos de adaptacdo por meio de sintese
protéica, aumentando assim a sua resisténcia em meio alcalino e o tempo de
sobrevida®.

O objetivo do tratamento endodéntico ndo se resume apenas na
eliminacdo de bactérias, mas também em inativar suas endotoxinas. O
lipopolissacarideo (LPS), endotoxina presente na parede celular de bactérias
gram-negativas, € um dos fatores responsaveis por desencadear e manter o
processo inflamatério e a reabsorcdo 6ssea na regido de periapice®. Tem sido
demonstrado que a solucdo de hipoclorito de sédio e a clorexidina usadas como
solugdes irrigadoras auxiliam na reducdo do LPS, mas ndo o eliminam
completamente®®®. Assim, é importante selecionar, para curativo intracanal, um
medicamento que também seja capaz de inativar os produtos e subprodutos
bacterianos localizados nos tdbulos dentinarios e crateras de reabsorcdo. Neste
sentido, o poder do hidroxido de céalcio em neutralizar o LPS tem sido
evidenciado por diversas pesquisas*®+°#°¢,

Segundo Vianna et al.®® (2005) e Gomes et al.»” (2006) as bactérias
anaerobias estritas sdo mais sensiveis a medicacdo intracanal do que as aerdbias e
anaerdbias facultativas. Apesar disso, o hidroxido de célcio requer um periodo de
tempo para elevar o pH local até um nivel que exerca efeito bactericida'’.
Contudo existem controvérsias em relacdo ao tempo necessario de permanéncia

do material intracanal para tornar o ambiente asséptico®*'*3%2%2_ Oncag et al.*

(2006) demonstraram o crescimento de microrganismos apés 48h de efeito da
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medicacdo intracanal. Sjogren et al.®®

(1991) relataram que uma semana de
curativo de hidréxido de calcio é suficiente para a eliminacdo das bactérias do
interior dos canais radiculares. Entretanto, outras pesquisas demonstraram a
permanéncia de bactérias apds o uso desta medicacdo durante uma semana,
mostrando que neste periodo de tempo, ela é incapaz de atingir microrganismos
localizados na superficie radicular externa ao canal radicular*®*®*?. Blome et al.?
(2008) em um estudo in vivo também demonstraram que 2 semanas de uso do
hidroxido de calcio, ndo é um periodo satisfatorio para erradicacdo dos
microrganismos.

Bystrom et al.> (1985) sugeriram um periodo de permanéncia da
medicacdo intracanal de 4 semanas, o qual pode ser suportado pelo trabalho de

Nerwich et al.*

(1993), que demonstrou a difusdo dos ions hidroxila atraves da
dentina radicular, atingindo altos niveis tanto na regido cervical como na apical da
raiz e determinando um pH estavel na superficie radicular apds esse periodo de
tempo. No presente trabalho, o hidroxido de calcio com polietilenoglicol
permaneceu no interior dos canais radiculares por um periodo de 4 semanas (30
dias) e , mesmo assim, pode-se verificar a presenca de crescimento bacteriano em
quatro dos seis dentes deciduos com polpa necrética sem lesdo na regido de
furca/periapical e em sete dos dez dentes com polpa necrética e lesdo. Resultado
semelhante foi observado por Peters et al.** (2002), no qual também foi

encontrado crescimento de microrganismos apos a permanéncia da medicacao de

hidroxido de calcio por 4 semanas.
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O fato de o hidréxido de célcio ser capaz de se difundir pelos
tubulos dentinérios e tornar o ambiente alcalino é de fundamental importancia no
tratamento de dentes com polpa necrética com reabsor¢do radicular patoldgica
tanto por céarie como por trauma, visto que, o alto pH além de ser bactericida,
inibe a atividade osteoclastica®®’.

O baixo poder bactericida sobre o E. faecalis apresentado pelo
hidroxido de célcio fez com que algumas substancias fossem adicionadas a este
material para aumentar sua acdo antibacteriana e consequente sucesso
endodéntico. A clorexidina tem sido amplamente utilizada na odontologia por
apresentar caracteristica antibacteriana de amplo espectro e substantividade®.
Sua associacdo com o hidroxido de céalcio tem sido pesquisada, visto ter sido
demonstrada aco letal da clorexidina sobre o E. faecalis*"****!. Contudo, ainda
ndo existe um consenso na literatura em relacdo a concentracdo ideal de
clorexidina a ser incorporada ao hidréxido de calcio'®****!, Diversas pesquisas in
vitro e in vivo realizadas em dentes permanentes tém usado diferentes
concentracdes de clorexidina tanto na forma isolada como em associacdo ao

hidroxido de calcio*’ %%,

Entretanto, estudos com relacdo ao tratamento
endoddntico em dentes deciduos sdo escassos>". Diante disso, no presente trabalho
optou-se por utilizar a clorexidina na forma de gel, numa concentracdo de 2%
associada ao hidroxido de célcio p.a. como medicacdo intracanal em dentes
deciduos necrosados, em funcdo de alguns trabalhos apresentarem resultados

promissores’"'°*?%8 Gomes et al.}” (2006) demonstraram que a clorexidina gel a

2% é capaz de eliminar completamente o crescimento bacteriano ap6s permanecer
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em contato direto por um minuto com o E. faecalis e por 15 segundos com a P.
gingivalis. Quando associada ao hidroxido de célcio, os tempos requeridos foram
de um minuto e de 30 segundos, respectivamente para o E. faecalis e para a P.
gingivalis. Quando avaliado o hidroxido de calcio associado a agua, para inibir o
crescimento dessas bactérias foi necessario um contato direto por 24 horas para o
E. faecalis e por 30 segundos para a P. gingivalis.

As metaloproteinases (MMPs) sdo enzimas responsaveis pela
degradacdo da matriz extracelular e estdo presentes de forma regulada nos tecidos
normais do hospedeiro. Na presenca de um processo inflamatério, estas enzimas
encontram-se em desequilibrio, tendo sido fortemente relacionadas com o
processo de reabsorcdo Ossea associado a lesdo periapical”®. Tem sido
demonstrado que, mesmo em baixas concentracdes, a clorexidina atua como
inibidor sintético de MMPs™. Desta forma, a incorporacdo da clorexidina ao
hidroxido de célcio como medicacdo intracanal também tem como finalidade
inibir as metaloproteinases envolvidas na reabsorcao 0ssea na regido de periapice
de dentes com polpa necrética, favorecendo o reparo tecidual .

O poder antimicrobiano da clorexidina parece ser reduzido quando
ela é incorporada ao hidréxido de calcio e, embora alguns estudos tenham
demonstrado que o efeito antibacteriano do hidréxido de calcio seja

11,17,19,31,34

significantemente aumentado com a sua adicéo , outros ndo observaram

2,10,26,46

este sinergismo de acao . No presente estudo, a associa¢ao do hidréxido de

calcio com a clorexidina ndo se mostrou mais efetiva do que o hidréxido de calcio
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com PEG em eliminar os microrganismos do sistema de canais radiculares
independente da presenca ou ndo de leséo.

Avaliando-se o0s dentes sem lesdo, 0 uso da associacdo do
hidroxido de calcio com a clorexidina ndo mostrou diferenca estatisticamente
significante na concentracdo de DNA de P. gingivalis entre as coletas 2 e 3.
Entretanto, nos dentes com lesdo, as concentraces de DNA bacteriano foram
estatisticamente superiores na coleta 3 em relacdo a coleta 2 (p<0,05). Para o E.
faecalis, dos 16 dentes tratados com essa medicagdo, apenas um dente sem lesdo
radiografica apresentou essa espécie bacteriana em Cl. Em C2 esse
microrganismo ndo foi identificado e a associacdo do hidréxido de célcio com a
clorexidina conseguiu manter este resultado. Em um estudo in vivo realizado em

dentes deciduos necrosados, Oncag et al.**

(2006) obtiveram melhores resultados
sobre o E. faecalis usando clorexidina gel 1% ou a sua associa¢cdo com 0
hidroxido de célcio quando comparado ao hidroxido de calcio puro. Manzur et
al.?® (2007), em um estudo in vivo em dentes permanentes, ndo encontraram
diferenca estatistica ao avaliar a acdo antibacteriana da clorexidina gel 2%, do
hidroxido de calcio e da associacdo de ambos medicamentos.

A auséncia de acdo antibacteriana adicional observada no presente
estudo quando a clorexidina foi incorporada ao hidréxido de célcio pode ser
devido a diferenca de pH de atuacdo destes dois compostos. A atividade
antibacteriana da clorexidina é pH dependente, com pH étimo variando entre 5,5 e
7,0%2_ Alguns estudos relatam que a clorexidina por ser instavel em pH alcalino

2,69

tende a precipitar~™”, e pode ocorrer ligacdo entre as moléculas de clorexidina e os
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ions hidroxila do hidroxido de célcio com consequente inibicdo da liberacdo da
molécula de clorexidina®. A clorexidina é capaz de interagir com componentes
organicos expostos da dentina, principalmente com proteinas da matriz, o que
pode também limitar sua ac&0>>®. Além disso, foi demonstrado por Grenier et
al.?% (1995) que a membrana celular de algumas cepas da P. gingivalis é capaz de
produzir e liberar vesiculas que inibem o efeito antibacteriano da clorexidina,
protegendo assim essa e outras espécies bacterianas da acédo letal desta substancia.

Algumas pesquisas avaliam a eficacia bactericida da medicacédo
intracanal logo ap6s sua remocdo®?®313342 Entretanto, a coleta realizada neste
momento reflete a condicdo imediata do canal principal. Para que esta amostra
represente o estado microbioldgico real do sistema de canais radiculares é
necessario que o canal radicular permaneca vazio durante um periodo de tempo
associado ao adequado selamento da coroa®™. Com esse procedimento, os
microorganismos que resistem ao preparo biomecanico e a medicacdo intracanal,
proliferam e recolonizam as paredes do canal radicular, sendo capazes de atingir
niveis numéricos equivalentes aqueles encontrados antes do tratamento
endodontico®. No presente trabalho, a eficacia de ambas as medicagdes intracanal
foi avaliada 72 h apds sua remocdo, sendo observada a permanéncia de
microrganismos na maioria dos casos.

Desta forma, a deteccdo de bactérias apds o periodo de
permanéncia das medicages intracanal (3* coleta) pode ter sido devido a
proliferacdo de microrganismos residuais provenientes dos tabulos dentinarios,

crateras de reabsorcao e regides inacessiveis a medicagéo“. Outras hipdteses para



72

este resultado podem ser sugeridas, tais como, a neutralizacdo das medicagdes
intracanal por componentes teciduais, o desenvolvimento de fatores de resisténcia
bacteriana e alteracGes na expressao génica que permitem que 0S microrganismos
sobrevivam em ambientes com condicdes desfavoraveis™®°.

A avaliacdo clinica e radiografica dos dentes deciduos com polpa
necrotica realizada durante um periodo de seis meses evidenciou um baixo
percentual de insucesso, sendo demonstrado que ndo houve diferenca entre a
proporcdo de sucesso clinico e radiografico em dentes com e sem lesdo
radiografica que receberam como curativo intracanal hidréxido de célcio em
polietilenoglicol ou hidroxido de calcio associado a clorexidina, e foram obturados
com pasta de hidroxido de célcio em polietilenoglicol. Numa visdo panoramica,
quatro dos vinte dentes com lesdo radiografica (20%) apresentaram insucesso a
terapia instituida, sendo observado um reparo total da area de lesdo em 15% e

parcial em 65% dos dentes avaliados. Ercan et al.™

(2007) avaliaram, por meio de
exames clinico e radiografico por 12 meses, o efeito da associacdo do hidroxido
de célcio com clorexidina como medicacdo intracanal em dentes permanentes com
necessidade de retratamento endodontico. Estes autores observaram 64% de
reparo total, 14% de reparo parcial e 22% de insucesso. Coser et al.® (2008)
avaliaram durante quatro anos o efeito do hidroxido de calcio no tratamento de
dentes deciduos necrosados com perda Ossea na regido de furca observando

significante reducdo ou reparo total da lesdo nos primeiros 12 meses de

acompanhamento.
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A reducdo parcial da lesdo ou a persisténcia dos sinais e sintomas
depois de um tempo adequado para que ocorra o reparo total apds a realizacdo do
tratamento endodoéntico pode ser resultado da permanéncia de microrganismos
residuais, porém este assunto tem sido pouco pesquisado em relacdo aos dentes
deciduos®***>®® Desta forma, é importante incentivar pesquisas laboratoriais e
clinicas para uma continua busca por uma medicacdo intracanal ideal para dentes
deciduos, dando énfase as suas particularidades e a condi¢cdo comportamental do
paciente infantil. Este achado representaria uma importante contribuicdo para se
estabelecer um protocolo para o tratamento endoddntico desses dentes nas
diferentes Instituicdes de Ensino, contribuindo para reduzir a inseguranca dos
profissionais no momento de realizar a terapia pulpar em dentes deciduos com

polpa necrotica.
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CONCLUSAO

1 - N&o houve diferenca no efeito antibacteriano sobre a P. gingivalis entre a pasta
de hidrdxido de calcio associada a clorexidina e a pasta de hidroxido de célcio em
polietilenoglicol, quando usadas como medicacdo intracanal no tratamento de
dentes deciduos com polpa necrotica na presenca ou na auséncia de lesdo de furca

e/ou periapical.

2 — Apesar de ndo ter ocorrido a eliminacdo completa dos microrganismos P.
gingivalis e E. faecalis presentes no interior dos canais radiculares de dentes
deciduos humanos com necrose da polpa sem e com lesdo radiografica na regido
de furca e/ou periapical submetidos ao tratamento endoddntico utilizando
hidroxido de calcio associado ou ndo a clorexidina como medicacgdo intracanal,
ambas as pastas estudadas determinaram elevado indice de sucesso clinico e

radiografico.
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ANEXO 2 -
radiografica

Nome:

Prontuario:
Endereco:
Cidade:
Telefone #1:
Telefone #2:

Pai:
Maie:

Residéncia
Residéncia

Ficha elaborada para

86

a realizacdo das avaliagbes clinica e

Idade:

Trabalho
Trabalho

Identificacao:

Recado:
Recado:

Nascimento:

S/ —

Consulta 1 — Rx de diagnostico, coleta microbioldgica inicial, preparo biomecénico dos canais
radiculares, coleta 2, medicacao intracanal, selamento do dente

Data Dente | Mucosa Dor Fistula Edema Mobilidade Rarefacdo Reabsorgéo
Ossea radicular
B
Diagnostico: | () Necrose pulpar, sem leséo periapical
() Necrose pulpar, com lesdo periapical
Grupo: ( ) Ca(OH),
() Ca(OH), + CHX 2%
Observagdes:

Consulta 2 — Remocéo da medicacdo intracal, colocacéo de bola de algodéo, selamento do dente

Data Dente | Mucosa Dor Fistula Edema Mobilidade Rarefacao Reabsorgéo
Ossea radicular
]
Observagdes:

Consulta 3 — Coleta 3, obturacdo dos canais radiculares , restauracdo definitiva do dente, Rx

Data Dente | Mucosa Dor Fistula Edema Mobilidade Rarefacdo Reabsorgéo
Ossea radicular
1
Observagoes:
| Acompanhamento clinico e radiografico — 1 més |
Data Dente | Mucosa Dor Fistula Edema Mobilidade Rarefacdo Reabsorgéo
0ssea radicular
1

Observagoes:




87

Acompanhamento clinico e radiografico — 3 meses

Data Dente | Mucosa Dor Fistula | Edema Mobilidade Rarefacao Reabsorcéo
6ssea radicular
I
Observagdes:
Acompanhamento clinico e radiografico — 6 meses
Data Dente | Mucosa Dor Fistula Edema Mobilidade Rarefacdo Reabsorgéo
Ossea radicular
I

Observagdes:
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