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RESUMO



Enterococcus faecalis tem sido associado & inflamacéo apical persistente em situacdes
clinicas, podendo sobreviver em ambiente com escassez de nutrientes, organizar-se em

biofilme, resistindo a instrumentagdo quimico-mecénica e as medicacdes intracanal
utiizadas corriqueiramente. Este microrganismo e seus produtos téxicos sao
responsaveis pelo desenvolvimento e persisténcia da periodontite apical de origem
endodéntica. Numerosas medidas foram descritas para reduzir o numero de
microrganismos do canal radicular, incluindo o uso de diferentes técnicas de
instrumentacdo, regimes de irrigacdo e medicacdo intracanal. Um grande nlmero de
abordagens in vivoe in vitro tém sido utilizadas no esforgo de determinar a eficacia dos
varios agentes desinfetantes contra os microrganismos envolvidos. A presente revisdo de

literatura teve como objetivo avaliar a eficacia das solugdes irrigadoras: Hipoclorito de
sodio, Bio-Pure MTAD® e Clorexidina, tomando como base o0s resultados obtidos em
diferentes investigacdes. Para este estudo comparativo, foram utilizadas publicacfes
classicas e recentes referentes a cada solucéo, na tentativa de conhecer um protocolo de

irrigacdo mais eficaz na erradicagdo do Enterococcus faecalis do sistema de canais

radiculares.

Palavras-chave - Enterococcus faecalis, solucdes irrigadoras do canal radicular, biofilme,

MTAD, hipoclorito de sddio, clorexidina

ABSTRACT



Enterococcus faecalis has been associated to persistent periapical inflamation in clinical
situations, with the ability to survive to environments with lack of nutrients,
constitute

biofilms, resist to chemical-mechanical instrumentation and the medications used inside

the root canal. This microorganism and its toxic bioproducts are responsible for the
development and persistence of endodontic apical periodontitis. Numerous measures
have been described in order to reduce the number of microorganisms in the root canal,

including the use of different instrumentation techniques, irrigations regimes and intracanal
medications. A great number of in vivo and in vitro approaches have been applied in an

effort to determine the efficacy of several endodontic disinfecting agents against the
involved microorganisms. The present review of literature aimed to evaluate the efficacy of
irrigation solutions: Sodium hypochlorite, Bio-Pure MTAD® and Chlorhexidine, taking as
base the results obtained in different investigations. Classical and recent publications,
refering each of the three solutions, were used for this comparative study, with the aim of

finding the most effective irrigating regime for eradicating Enterococcus faecalis from the

root canal system.

Key-words - Enterococcus faecalis, irrigation solutions of radicular canal, biofilm, MTAD,

sodium hypochlorite, chlorhexidine.
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1. Introducgéo

As patologias pulpares e periradiculares sao usualmente de natureza
inflamatéria e de etiologia bacteriana. Microrganismos e seus subprodutos
exercem papel fundamental na introducdo e, principalmente, na perpetuacdo de
tais doencas. O tratamento endodéntico tem como principais objetivos a maxima
eliminacdo da infeccdo instalada no sistema de canais radiculares (SCR) e a

prevencao da introdugdo de novos microrganismos durante e apds o tratamento.

A eliminacdo da infeccdo do canal radicular (CR) propicia um ambiente
favoravel ao reparo das lesBes periapicais, enquanto que a persiténcia de
microrganismos, como Enterococcus faecalis, exerce um papel relevante nas

falhas do tratamento endododntico.

Embora esta espécie bacteriana ndo seja uma habitante comum da cavidade
oral, sem histéria de tratamento endoddntico, ela é frequentemente encontrada
como uma espécie Unica nos pacientes com infeccao pos-tratamento endoddntico.
A recuperagdo frequente de Enterococcus faecalis de CR com insucesso do
tratamento endodontico tem sido amplamente relatada. Estudos demonstram uma

prevaléncia de 29 a 77% no isolamento desta bactéria.

O Enterococcus faecalis pode se aderir as paredes do CR, acumular e formar
comunidades organizadas em biofilme adquirindo resisténcia contra fagdcitos,
anticorpos e antimicrobianos. A sua resistencia antimicrobiana e a habilidade de
adaptacdo a ambientes adversos, tais como baixo pH, baixo teor de oxigénio e
fraca nutricdo, ajudam-no a persistir dentro do SCR, sendo o principal fator

etioldgico das lesdes perirradiculares persistentes.

A coroa do dente é o principal portal de entrada da bactéria para dentro do
SCR, que pode utilizar o tecido cariado ou a exposicdo pulpar como acesso.
Considerando uma exposi¢éo pulpar acidental, o microrganismo encontra o tecido
pulpar e as paredes dentinérias livres de contaminag&o. Contudo, uma exposi¢ao

dentindria pode ocorrer por abrasdo, erosdo, raspagem e alisamento radicular



durante o tratamento profildtico da doenca periodontal, levando & formacdo de
fendas e a exposicdo de inameros tdbulos dentinarios. Outro possivel caminho
para a infec¢éo do tecido pulpar é pelo forame apical ou pelos canais acessorios,

levando a liquefagéo e necrose do tecido pulpar.

Uma vez penetrado o SCR, a aderéncia e a invasao dos tubulos dentinarios
sao considerados os primeiros passos para a colonizagao bacteriana. O processo
€ mediado por componentes especificos da superficie da parede de E. faecalis,
chamados adesinas de superficie, que promovem a sua ligagdo a algumas
proteinas da matriz extracelular incluindo o colageno do tipo I. Como o colageno
do tipo | é o principal componente orgénico da dentina, ele € considerado o maior

substrato para a adeséo deste microrganismo, fornecido pela prépria dentina.

Embora o preparo quimico-mecénico do SCR seja capaz de reduzir o nUmero
de bactérias, a completa desinfeccdo do CR ¢é dificili devido a sua complexidade
anatomica. Sendo assim, uma solugdo irrigadora do SCR, como, hipoclorito de
s6dio (NaOCl), torna-se necesséria para auxiliar neste processo. NaOCI elimina
bactérias efetivamente, e a sua atividade esta vinculada a concentracdo e ao
tempo de contato com o tecido. O seu uso durante o debridamento quimico-
mecanico leva a formagdo da “smear layer”, uma estrutura granular amorfa,
constituida de tecido calcificado de 1 a 2 pm de espessura, misturado com
fragmentos de processos odontoblasticos e materiais necroticos, aderidos a
parede dentinaria. Esta substancia apresenta um potencial de contaminacéo
inibindo ou retardando a penetracéo de agentes antimicrobianos, razéo pela qual,
a sua remocdo da foi recomendada. A inundacdo final com o &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) seguida pela irrigacdo com NaOCI é um método
efetivo para remocdo da “smear layer” e dos debris superficiais das faces

instrumentadas dos CR.

Uma nova solugdo irrigadora Bio-Pure MTAD® (Dentsply International, York,
EUA), contendo uma mistura de um isdbmero da tetraciclina (doxiciclina), &cido
citrico e detergente (Tween-80), tem apresentado resultados promissores.

Investigagdes recentes envolvendo o uso do MTAD demonstram sua habilidade
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em desinfetar CR infectados, eliminar E. faecalis e remover a camada de “smear

layer” produzida durante o preparo quimico. A “smear layer” formada € composta

de debris, material organico e microrganismos que se aderem as paredes dos
canais radiculares obstruindo as aberturas dos tabulos dentinarios. A doxiciclina e

0 A&cido citrico exibem propriedades antimicrobianas e de ataque 4&cido

respectivamente.

A clorexidina tem sido amplamente sugerida como material para anti-sepsia
de CR seja como substéncia quimica auxiliar durante o preparo quimico-
mecanico, ou como medicagdo intracanal entre sessbes. Possui agéo
antimicrobiana imediata, amplo espectro de agéo, relativa auséncia de toxicidade,
capacidade de absorcdo pela dentina e lenta liberagdo de substancia ativa,
prolongando sua atividade antimicrobiana residual. Mesmo apresentando a
desvantagem de ser incapaz de dissolver tecido organico, a clorexidina se

consolidou como material promissor para a desinfec¢géo do SCR.

Considerando as ag¢bes antimicrobianas das solugbes irrigadoras de
clorexidina, hipoclorito de sédio e Biopure-MTAD" e a possibilidade de associagéo
destas substancias como medicacéo intracanal, esta revisdo de literatura propde
revisar os resultados do desempenho antimicrobiano destes compostos sobre o E.

faecalis presente no SCR.



2. Justificativa

Estudos microbiolégicos da infeccdo endodbntica demonstram claramente
que a bactéria presente no SRC necrosado pode ser encontrada no espago do
canal principal, lateral, e nos tabulos dentinarios, dificultando a acdo do sistema de
defesa em alcancar e eliminar o microrganismo. Os sistemas de instrumentacéo,
utilizados correntemente, deixam largas superficies das paredes dentinarias nao
tocadas pelos instrumentos, enfatizando a importancia da irrigacao na remocgéao de
debris, bactérias, produtos toxicos e substratos necessarios para 0 crescimento

bacteriano e a consequente instalacdo de uma leséo inflamatéria periapical.

O frequente relato de isolamento de Enterococcus faecalis a partir de
amostras recolhidas de CRs que apresentaram insucesso no tratamento
endoddntico, motivaram a selecdo deste microrganismo para esta revisdao de
literatura. Com base nos resultados dos estudos dos autores referenciados, pode-
se concluir que E. faecalis apresenta a capacidade de penetragdo nos tubulos
dentinérios e constituir um biofilme tornando-o resistente a ambientes adversos e

aos processos de desinfeccao utilizados na terapia endodontica.

O sucesso do tratamento endodontico depende da limpeza, formatagéo,
desinfeccdo e selamento dos canais radiculares. A limpeza ocorre
simultaneamente com o preparo quimico-mecanico, desinfecgdo, eliminagdo do
tecido pulpar degenerado e de dentina contaminada. Este processo ocorre pela
acao dos instrumentos nas paredes dos canais radiculares e pelas propriedades
antimicrobianas das solugbes irrigadoras utilizadas durante o tratamento
endodoéntico. Desta forma, torna-se relevante o estudo detalhado das
propriedades das substancias auxiliares no tratamento endodontico, com o0

objetivo de se alcangar a completa desinfec¢éo dos CR.



3. Revisao de literatura

3.1 Doenca Periodontal — Generalidades

A periodontite apical € causada por bactérias e seus subprodutos no
gue, se ndo tratada, pode evoluir para reabsorcdo do 0sso alveolar como resposta
da defesa do organismo contra ainvasdo de microrganismos no CR. O sucesso
do tratamento da periodontite apical envolve a eliminacdo bacteriana pelo preparo
guimico-mecénico associado a irrigacdo, o uso de medicagcdo intracanal
temporaria ea adequadarestauracdo permanente do dente (PORTENIER etal.,
2005).

Embora raro nas infeccdes primarias, Enterococcus faecalis pode ser
considerado um patégeno, uma vez que € usualmente isolado em culturas puras
de infeccbes persistentes, como nos casos de retratamento de periodontites
apicais. As dificuldades de eliminacdo deste patdgeno s&o relacionadas a sua
capacidade de penetrar profundamente os tdbulos dentinarios, resistir as
medicacgfes antimicrobianas e as condigcbes ambientais locais precarias durante e
apos a terapia do CR. Além disso, os diferentes componentes da dentina, como o
colageno do tipo |, tem o potencial de inibir a atividade antibacteriana das
medicacbes e favorecer a aderéncia da bacteria as paredes dentinarias
(PORTENIER et al., 2005).

3.2 Enterococcus faecalis: Taxonomia - Morfologia - Fisiologia

Até meados de 1980, enterococos nao eram destacados como um género
separadamente, muito embora suas caracteristicas particulares ja fossem
reconhecidas entre os estreptococos. As observacdes basicas de coloracao, forma
de células e arranjo, bem como a auséncia de catalase classificou enterococos no
género Streptococcus. A classificacdo de Lancefield e a descoberta do antigeno
grupo D estabeleceram enterococos como estreptococos grupo D salino-tolerante.

O antigeno grupo D é um &cido lipoteicéico (LTA) encontrado em quase todas as

bactérias Gram-positivas e difere dos grupos de antigénos de outros

SCR



estreptococos. Isto levou a aumentar o interesse pelas caracteristicas fisioldgicas
e genéticas relacionadas a outros estreptococos e cocos Gram-positivos
(PORTENIER et al., 2003).

Em 1984, foi dado aos enterococos o status formal de género, apos
estudos de hibridizagdo DNA-DNA e DNA-RNA terem demonstrado uma relacéo
mais distante com o0s estreptococos, introduzido-se dois novos géneros;

Lactococcus e Enterococcus. Dentre o género Enterococcus, E. faecalis € mais
prevalente (PORTENIER et al, 2003). A classificagdo taxondmica de E. faecalis

estd demonstrada na tabela 1

TABELA | — Taxonomia de Enterococcus faecalis

Dominio EUBACTERIA
Reino BACTERIA
Filo FIRMICUTES
Classe BACILLI
Ordem LACTOBACILLALES
—  Familia=  ENTEROCOCCACEAE
Genero Enterococcus
Especie Enterococcus faecalis

Estes cocos Gram-positivos se apresentam como células de formato
esférico, oval ou cocobacilar, aos quais podem se arranjar aos pares ou em
pequenas cadeias. As células de enterococos sao esféricas ou ovoides, nado
formam endosporos e algumas espécies podem mover-se por raros flagelos. Com
frequéncia, a morfologia microscopica destes microrganismos nao pode ser
diferenciada daquela dos Streptococcus pneumoniae. Na sua grande maioria s&o
anaerobios facultativos, mas algumas espécies s&o estritamente aerdbias
(PORTENIER et al., 2003).



Podem tolerar condi¢des ambientais rigorosas com temperaturas de 10°C a
45°C, pH de 9.6, meio contendo NaCl 6.5%, sobrevivendo a 60°C por 30
minutos. E. faecalis pode se tornar menos sensivel a niveis letais de sulfato de
sodio, sais biliares, hiperosmolaridade, calor, etanol, peroxido de hidrogénio,
acidez e alcalinidade. Células enterococicas em auséncia de nutricdo conseguem
manter a viabilidade por longo periodo de tempo, tornando-se resistentes a
irradiacdo UV, ao calor, hipoclorito de soédio, peréxido de hidrogénio e etanol
(GIARD el al., 1996).

Espécie Enterococcus spp. vive em vastas quantidades [10° - 10° unidade
formadora de colbnias (UFC) por grama de fezes] no lumem intestinal humano e
na maioria das circunstancias nao causam danos aos seus hospedeiros.
Catabolizam uma variedade de fontes de energia incluindo carboidratos, glicerol,
lactato, malato, citrato, arginina e muitos a-ceto-acidos. Resistem aos sais biliares,

detergentes, metais pesados, etanol, e desidratacdo (STUART et al., 2006).

Estudos in vitro tém mostrado que grande quantidade de E. faecalis invade
0s tubulos dentinarios, coloniza a luz do canal radicular e sobrevive sem o
suporte de outras bactérias. Nem todas as bactérias possuem estas habilidades
(DRSTAVIK e HAAPASALO, 1990).

3.3 Testes de Identificagdo de Espécies

As 23 espécies Enterococcus spp. correntemente existentes podem ser
dividas em cinco grupos, baseado no metabolismo de manitol, sorbose e arginina.
E. faecalis pertence ao mesmo grupo do E. faecium, E. casseliflavus, E. mundtii e
E. gallinarum. Estas cinco espécies formam &acido em meio manitol e hidrolisam
arginina, entretanto, elas ndo formam acido em meio sorbose. E. faecalis pode
ainda ser identificado por testes com arabinose, piruvato e telureto. Esta bactéria é
arabinose negativo e, exceto para algumas variantes atipicas, € o Unico membro

do grupo que utiliza o piruvato e € resistente ao telureto. Aproximadamente, um

terco das culturas de E. faecalis pode ser B-hemolitico em agar contendo sangue



de coelho, cavalo ou humano, porem ndo-hemolitico em agar sangue de
carneiro(STUART et al., 2006).

O método de cultivo possibilita a identificagcdo de uma grande variedade de
espécies microbianas numa amostra clinica, a susceptibilidade antimicrobiana dos
isolados, e o0 estudo da sua fisiologia e patogencidade. Entretanto apresentam
varias limitacGes: sao dispendiosas; podem levar dias ou semanas para identificar
algumas bactérias anaerébicas fastidiosas podendo atrasar o tratamento
antimicrobiano. A sensibilidade muito pequena, particularmente para anaerobios, e
a especificidade pode ser baixa e estar na dependéncia da experiéncia do
microbiologista. Estas técnicas consomem tempo e sao trabalhosas. Finalmente, a
impossibilidade de cultivo de um grande nuamero de espécies bacterianas, bem
como a dificuldade de identificacdo de muitas espécies -cultivaveis, representam
0s maiores obstaculos na abordagem do método de cultivo (SIQUEIRA JR E
ROCAS, 2005).

Os procedimentos de identificagcdo bacteriana baseados no fendtipo
encontram alguns obstaculos que podem resultar na substimacdo de
microrganismos que vivem num dado ecossistema, como nos CR obturados.
Tomar uma amostra representativa de canais obturados nao é uma tarefa facil por
causa das limitagcdes impostas pelas constri¢es fisicas dos CR e pela presenca
do material obturador. Os microrganismos que resistem ao tratamento
endododntico podem existir em nidmero muito pequeno dentro do SCR ou podem
estar localizados em areas de dificil acesso as pontas de papel utilizadas para
amostragem. Sendo assim, um pequeno nimero de células bacterianas pode ser
coletado, reduzindo a sensibilidade do método de identificacdo destes
microorganismos (ROCAS, 2004).

Os métodos moleculares que envolvem a amplificacdo da porcdo 16s do
DNAr, seguido pela clonagem e sequenciamento, tém sido utilizados
recentemente para determinar a diversidade bacteriana nos sedimentos do fundo
do mar, aguas termais, humanos doentes e saudaveis. Estes métodos sao

eficientes e sua significante contribuicdo para a microbiologia esta relacionada



com a identificacdo de patdgenos previamente desconhecidos (SIQUEIRA JR e
ROCAS, 2005).

Estes métodos apresentam varias vantagens sobre os convencionais de
identificacdo microbiana como: deteccdo espécies cultivaveis e de cepas de
espécies microbianas ndo cultivaveis; alta especificidade e exatiddo na
identificacdo de cepas microbianas com comportamento fenotipico ambiguo;
deteccdo de espécies microbianas diretamente das amostras clinicas sem
necessidade de cultivo; diagnéstico rapido, particularmente vantajoso nas doencas
graves ou haquelas causadas por microrganismos de crescimento lento; néo
demandam o cuidadoso controle das condi¢cbes de ambiente anaerébico durante a
amostragem e transporte. O processo da reagdo em cadeia de polimerase (PCR),
concebido por Kary Mullis (1983) vem revolucionando o campo da biologia
molecular, por ter a capacidade de amplificar uma c6pia de genes em milhdes ou
bilhGes de copias, possibilitando isolar qualquer gene de um microrganismo
(SIQUEIRA e ROCAS, 2005).

Zoletti et al. (2006), comparando dois métodos de identificacdo do Enterococcus
faecalis, o procedimento de cultura e a PCR, asseguram que os resultados obtidos
corroboram com os resultados de outros estudos que demonstram a superioridade
do método molecular. A alta prevaléncia de E. faecalis detectada pela PCR se
deve a habilidade do método molecular em detectar DNA de células mortas.
Apesar do fato de que as células mortas podem ser atacadas por outras bactérias
e fungos, e a oxidacdo e hidrolise poderem danificar o DNA causando perdas
irreversiveis na sequéncia de informag¢do. Mesmo em pequena amostra de células
do CR, o método molecular é mais sensivel, exato e fiel que o método
convencional. Algumas cepas bacterianas, numa dada espécie cultivavel, podem
se tornar incultivaveis, VBNC (Viaveis mas né&o cultivaveis), desenvolvendo uma
estratégia de sobrevivéncia quando submetidas a condicbes ambientais adversas,
como falta de nutrientes. Nestas condicbes, o microrganismo escapa da
identificacdo pelo método de cultura, mas continua viadvel, sendo o método

molecular mais indicado para a sua identificag&o.



Uma desvantagem nos protocolos da PCR para identificacdo de
espécies
em amostra de CR é que os microrganismos tém que ser lesados para se obter
acesso ao seu material cromossdmico. Além disso, na auséncia de células
cultivaveis, ndo € possivel conduzir investigacbes adicionais para identificar os
fatores de viruléncia que podem estar associados com uma cepa patogénica em
particular (LEE et al, 2004). Bactérias viaveis também s&o requeridas para
acessar os efeitos antimicrobianos dos medicamentos endodénticos (ABDULLAH
M., 2005).

A larga prevaléncia do E. faecalis entre os estudos referentes a infeccdo
persistente do SCR, pode ser atribuida as diferentes técnicas de identificacao,
diferencas geogréficas, ou tamanho das amostras, (FOUAD AF, 2005,
BAUMGARTER et al.,, 2004). Em alguns casos, E, faecalisfoi detectado como o
Gnico microrganismo (cultura pura) presente nos CR obturados e com lesfes
perirradiculares (SUNDQVIST et al, 1998, PINHEIRO et al, 2003). A maioria
destes estudos foi conduzida por meio da técnica de cultivo. Como de fato, a
prevaléncia de enterococos nas infecgBes endoddnticas primarias e nas infec¢des
persistentes tem sido quase que exclusivamente reportada por estudos que
utilizam o método de cultivo (MOLANDER et al.,1998, SUNDQVIST et al., 1998).

Em relacdo a deteccéo de E. faecalis pelo método de cultivo (24-70%), a bactéria
foi encontrada consistentemente em maiores porcentagens (67-77%) quando
utilizado o método da PCR (ROCAS et al., 2004).

Mais de 700 espécies bacterianas diferentes, das quais 50% ainda néo
cultivadas, foram detectadas na cavidade oral. Com respeito as infeccdes
endoddnticas, a maioria dos trabalhos utiliza cultivo de bactéria e poucos tém
adotado métodos moleculares. Assim, uma nova compreensdo das infec¢des
endodonticas esta lentamente emergindo dos resultados dos estudos moleculares
e de microscopia eletrdbnica que afirmam que a microbiota das infecgdes
endodonticas é bem similar a da bolsa periodontal em pacientes com doenca
periodontal ativa. At¢ mesmo o numero de espécies organismos infectados nos

biofilmes periodontais e endodbnticos maduros sdo similares aquele encontrado
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nas amostras de CR infectados, lesdo periapical e nas placas bacterianas de
pacientes com doenca periodontal ativa (TRONSTAD e SUNDE, 2003).

3.4 Fatores de Viruléncia

Fatores de viruléncia determinam o grau em que um patdégeno pode causar
doenca. (KAYAOGLU e O@RSTAVIK, 2004) Para que uma bactéria atue como
patogénica ela tem que colonizar o hospedeiro. Inicialmente had uma associacao
fisica entre 0 microrganismo e a superficie do tecido, estabelecendo-se adesdes
fortes e permanentes por meio de processos de unido de adesinas da superficie
da célula microbiana com receptores da superficie do hospedeiro. Uma vez
aderidas, as células utilizam os nutrientes disponiveis no ambiente, competem ou
cooperam com outras espécies bacterianas, e evadem dos mecanismos de defesa
do hospedeiro. Instalados estes mecanismos em mudltiplos sitios, o hospedeiro
torna-se colonizado (JEKINSON, 1997).

E. faecalis possui certos fatores de viruléncia incluindo enzimas liticas,
citolisinas, substancias de agregacdo, ferombnas e 4&cido lipoteicoico. Tem a
capacidade de adesdo as células do hospedeiro e de expressar proteinas que
permitem-no competir com outras células bacterianas e alterar a resposta do
hospedeiro pela capacidade de suprimir acdo de neutréfilos, macréfagos e
linfécitos, contribuindo potencialmente para falhas do tratamento endoddntico.
(STUART etal., 2006).

3.4.1 Substancia de Agregacéo (AS)

SA é uma adesina codificada pelo plasmideo da bactéria e media o contato
com o hospedeiro. Esta presente na superficie e nas partes mais internas da
parede celular (WANNER et al., 1989), sendo responsavel pela adesdo as
proteinas da matriz extracelular (ECM), incluindo o colageno tipo |. Cepas de E.

faecalis que expressam AS unem-se ao colageno tipo | duas vezes mais que
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fortemente que cepas AS negativas. A uni@o ao colageno tipo | pela bactéria tem
particular importancia nas infeccées endoddnticas, uma vez que este é o principal

componente organico da dentina (PORTENIER et al., 2003).

A SA é conhecida por promover uma unido direta opsonina-independente de
E. faecalis a neutréfilos humanos. Consequentemente, E. faecalis SA positivo,
apresenta resisténcia a fagocitose por neutréfilos e a ativagdo neutrofilica. A SA foi
também reconhecida por promover adesdao opsonina-independente a fagocitose
de E.faecalis pelos macrofagos humanos, facilitando o tempo de sobrevivéncia
intracelular da bactéria nesta célula, servindo como um fator de protecao contra os

mecanismos de defesa do organismo (RAKITA et al., 1999).

As moléculas de SA constituem superantigénos quando em combinagdo com
substancias de adeséo (BS), moléculas produzidas por bactérias, virus, parasitas,
e leveduras, que podem induzir uma inflamacéo pela estimulagéo de linfocitos T,
seguida pela intensa liberacdo de citocinas inflamatérias, resultando em injaria
tecidual. Extratos celulares de E. faecalis SA e BS positivos induziram a
proliferacéo de linfocitosT com subsequente liberacdo de fator de necrose tumoral
(TNF-B) e interferon gama (INF-y), bem como ativacdo de macréfagos com
liberacdo de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (SCHLIEVERT et al., 1998).

A capacidade da bactéria aderir-se ao coldgeno foi apresentada como
importante papel na patogénese das endocardites. Uma vez que os tecidos
dentinérios apresentam as mesmas proteinas da matriz extracelular (ECM) que o
tecido cardiaco, o papel para a SA nas endocardites pode ser também de

relevancia nas infec¢gbes endodonticas (HIENZ et al., 1996).
3.4.2 Adesinas de Superficie (esp)
Sdo proteinas de superficie com alto peso molecular presentes no género

Enterococcus spp. isolada nas bacteremias e endocardites, mas raramente

isolada nas fezes de individuos saudaveis. Estd associada com o aumento da
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hidrofobicidade, ades@o priméria e formagdo do biofime pelo E. faecalis nas
superficies mineralizadas das paredes dentinarias (ARCHIMBAUD et al., 2002).

Portenier et al., (2003) afirmam que a adesina de superficie esp € uma longa
cadeia cromossbmica codificada na superficie da proteina com uma arquitetura
especial que contém mudltiplas repeticdes de modelo. O papel na viruléncia da
adesina de superficie esp ndo foi esclarecido, mas acredita-se que esteja
relacionado com prote¢ao contra o sistema imunoldgico. Apenas a regiao terminal
(N-Terminal) da proteina participa da interagdo com o hospedeiro, resultando em
maior dificuldade de reconhecimento pelo sistema imunolégico, podendo ser
agravada nas condicbes de imunodeficiéncia. Esta observacdo sugere um papel

da esp como fator de viruléncia dos E. faecalis.

3.4.3 Feromonas Sexuais — Pilis Sexuais

Feromonas sexuais s8o pequenos peptideos codificados pelo cromossoma
de E. faecalis, com a funcdo de sinalizar e transferir certos plasmideos
conjugativos. Uma cepa receptora secreta no meio a feromona sexual
correspondente ao plasmideo que ela ndo contém. Em resposta, a cepa doadora
produz AS promovendo forte contato com a cepa receptora, facilitando assim a
transferéncia conjugativa do plasmideo replicado. Apés adquirida a coOpia do
plasmideo, o receptor expulsa toda a producéo daquela feromona, continuando a
secretar feromonas especificas para outros plasmideos que ela ndo contém. A
resisténcia antimicrobiana e producéo de citolisina, podem ser disseminadas entre

cepas de E. faecalis via sistema de feromonas sexuais (CLEWELL e WEAVER,
1989).

3.4.4 Acido Lipoteicoico (LTA)

Os &cidos lipoteicéicos (LTA) isolados de cepas de E. faecalis e outras
bactérias Gram-positivas agem como estimuladores de leucécitos, mondcitos e
macréfagos na liberacdo de mediadores inflamatérios como: TNF-a, interleucina 1
beta (IL-1B), IL-6, IL-8, prostaglandinas E2 (PGE2) e enzimas lisossomiais
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(KAYAOGLU e ZRSTAVIK, 2004). Estdo presente na superficie de células Gram-
positivas. Constitui-se de um lipideo poliglicerolfosfato contendo LTA, ligado
também a uma variedade de células eucariotas incluindo: eritrécitos, linfécitos e

células epiteliais (KAYAOGLU e GRSTAVIK, 2004).

O LTA de E. faecalis tem a condicao de inibir a autélise das paredes de suas
células intactas ou isoladas. Assim, o LTA pode estar associado a resisténcia
contra medicagbes aplicadas no CR durante o tratamento endodontico.
(SIGNORETTO et al., 2000).

O LTA exerce um importante papel na formacdo do biofilme, provendo
resisténcia bacteriana a antibidticos ou desinfetantes. A criacdo de anticorpos
pelo hospedeiro durante uma infeccdo com E. faecalis € dirigida diretamente
contra o LTA. Contribui para a viruléncia do E. faecalis pela facilitagdo da formagao
de substdncia de agregacdo e transferéncia de plasmideo (BAIK et al., 2008;
SIGNORETTO et al., 2000).

3.4.5 Producéo de Superdxido Extracelular

O éanion superdxido e outros radicais de oxigénio exercem um efeito
destrutivo sobre uma variedade de componentes biologicos, tais como lipides,
proteinas e &cidos nucléicos. A producdo de superoxido pelos neutrdfilos e por
outras células fagocitarias € essencial para a morte do microrganismo, no entanto,
sua producao causa dano tecidual no local da inflamag&o. Um desequilibrio entre
a producdo de radical de oxigénio pelas células fagocitarias na leséo periapical e
a sua eliminagcdo pode contribuir para o dano periapical e perda de o0sso na

periodontite apical cronica (CROSS et al., 1987).

3.4.6 Gelatinase — Citolisinas
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A gelatinase € uma metaloprotease extracelular de E. faecalis, que contém
zinco na sua composicédo. A principal funcao das proteases bacterianas € prover
nutrientes aos microrganismos, podendo causar danos direta ou indiretamente aos
tecidos do hospedeiro sendo, por esta razdo, consideradas como um fator de
viruléncia de E. faecalis. A presenca da gelatinase pode agravar uma infeccéo por
E. faecalis em modelo animal, porém ela ndo é necessaria para causar a doenca
(PORTENIER et al., 2003).

Citolisina, formalmente conhecida por hemolisina, € expressa por varias
cepas de E. faecalis, sendo mais frequentemente uma toxina codificada no
plasmideo, que no seu cromossoma. E produzida por E. faecalis beta-hemoliticos.
Entre as células alvo da citolisina estdo os eritrocitos, PMNs e macréfagos,
levando a reducéo da fagocitose. Integram um largo espectro de microrganismos
Gram-positivos, mas ndo Gram-negativos, sendo que aumentos na quantidade de
citolisina s&@o produzidos sob condicbes de anaerobiose. Do ponto de vista
endodontico, este achado é importante, uma vez que as células do E. faecalis
podem encontrar condicées anaerobicas no SCR e nos biofilmes, mediadas pelo

consumo do oxigénio pelos aerdbios. (KAYAOGLU e ZRSTAVIK, 2002).

3.4.7 E. faecalis e os tubulos dentinarios

E. faecalis pode invadir eficientemente os tibulos dentinarios (HAAPASALO
e @RSTAVIK, 1987), colonizando e reinfectando CR obturados. Para isso, as
células de E. faecalis contam com a capacidade de se adaptare ao suprimento
nutricional precario que favorece seu crescimento. Os fatores de viruléncia
préprios de E. faecalis, a habilidade de competir com outras células bacterianas e
alterar a resposta do hospedeiro e do ambiente, permitem que esta invasao
ocorra, (HASE e FINKELSTEIN, 1993).

Recentemente, foi estabelecido, que a invasdo dos tubulos dentinarios
esta associada a adesdo das células de E. faecalis a grande quantidade de

colageno constituinte dos tlbulos e a resposta ao crescimento bacteriano induzido
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por esta proteina (LOVE et al, 1997). Os mesmos autores demonstraram
em

2001, que 0 excesso de colageno induziu, competitivamente, a invasao
celular,

comprovando que a invasdo bacteriana estda associada com o colageno
desmineralizado dos tubulos dentinarios. O estudo ainda comprova que a
presenca de soro leva a significativa diminuicdo da adesdo das células de
enterococos ao colageno desmineralizado,. No entanto, a presengca de soro no
meio de crescimento n&o preveniu a invasao de E. faecalis aos tubulos
dentinarios, nem inibiu a sua adesdao ao colageno imobilizado. Ao contrario, um
namero significantemente maior de células aderiram ao coladgeno sugerindo um

efeito sinérgico entre o soro e as células de enterococos (LOVE et al, 1997).

3.4.8 Interagdes E. faecalis e outras bactérias — Formacéo de Biofilme

Infeccbes dos CR sé&o, geralmente, compostas por microbiota diversa que
representam comunidades organizadas em biofilmes nas suas paredes. Tais
comunidades polimicrobianas sédo bem adaptadas para a transferéncia horizontal
de genes, provendo aos patdgenos rapidas condicdes de adaptacdo pela
aquisicdo de genes que codificam a resisténcia a antimicrobianos (Nair et al.,
2005). As infecgbes persistentes do CR foram significantemente relacionadas com
a identificagcéo de Streptococcus spp, mais comumente S. gordinii, e Enterococcus
spp. (SEDGLEY e CLEWELL, 2004).

A transferéncia conjugativa de plasmideos € enriquecida nos biofilmes,
onde as condicdes ambientais variam, resultando em alteracdes fenotipicas que
facilitam sobrevivéncia e aumentam a viruléncia do microrganismo (SORENSEN
et al., 2005).

A co-agregacdo é a adesdo célula-célula de espécies bacterianas
diferentes, visando o estabelecimento e a manutencado do biofilme (Kolenbrander,

2000). E altamente especifica, envolvendo a interacdo de uma proteina de ades&o
e um carboidrato receptor, podendo ocorrer na saliva, considerando que a saliva

inibe o crescimento de Porphyromonas gingivalis na presenga de Streptococcus
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sanguis e Streptococcus gordinii. A co-agrega¢do interbacteriana especifica tem
influéncia direta na etiologia das doencas endododnticas. P. gingivalis, por exemplo,

podem invadir os tubulos dentindrios colonizados com S. gordini, mas ndo nha
presenca de S. mutans (JOHNSON et al., 2006).

E. faecalis endodontico isolado pode coagregar-se com o Fusobacterium
nucleatum mas ndo com o Peptostreptococcus anaerobius, Prevotela oralis, e
Streptococcus anginosus, combinagdes associadas com a periodontite apical em
ratos. Tanto Streptococcus spp. quanto Enterococos faecalis podem ser isolados
em canais infectados, ndo ha registros da interag@o entre estas duas espécies no
ambiente do CR (SEDGLEY et al., 2005). E concebivel que cepas endodonticas
contenham plasmideos conjugativos ou transposons, com genes que poderiam
aumentar a viruléncia e serem transferidos a outras espécies durante ou apds o
tratamento endodontico. (SEDGLEY et al., 2008).

Sedgley et al. (2004) mostraram que a co-agregacdo E. faecalis e F
nucleatum resultou naprodugcdo de gelatinase, hemolisina, e AS, bem como na
multipla resisténcia a antimicrobianos. Estas caracteristicas fenotipicas foram
também detectadas em isolados de E. faecalis recuperados de pacientes com
endocardite bacteriana. Johnson et al.,(2006) investigaram interacbes de co-
agregacdao entre E. faecalis e espécies que previamente se mostraram capases de
sobreviver e induzir a periodontite apical em macacos, mostrando que a co-
agregacdo entre E. faecalis e F. nucleatum tem o papel potencial nas infeccOes

endodénticas

Existem diferentes mecanismos utilizados pela bactéria que a permitem
adaptar-se ao ambiente. A formacdo do biofilme, a modificacdo fisiol6gica, a
resposta ao estresse, e a criagdo de subpopulacdes de células sdo mecanismos
adaptativos utilizados por meio dos quais estad envolvida a troca de material
genético entre elas. A exploragdo destes mecanismos pode auxiliar na
compreenséo da sobrevivéncia da bactéria em ambientes limitados, como o CR.

Um dos modelos de adaptac@o mais relevantes para a bactéria da cavidade oral é

o de adesao a superficies, que leva a formacéo de biofilmes servindo, ndo apenas
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para auxiliar na sua fixagcao na cavidade oral, como também para o aumento de
sua sobrevivéncia (CHAVES DE PAZ, 2007).

Investigacdes com base na ocorréncia do E. faecalis nos CR  obturados

com lesdes periapicais apresentaram um percentual de prevaléncia de 24% a
77%, com capacidade de aderir-se as paredes dos CR, acumular-se e formar
comunidades organizadas em biofilme. Uma vez em comunidade, este
microrganismo adquire a habilidade de tornar-se cerca de 1000 vezes mais
resistente a fagocitose, anticorpos e antimicrobianos, que o0s organismos nao
organizados em biofilmes. A maior mudanca ambiental induzida pelo tratamento
do CR esta relacionada com a reducédo de nutrientes e oxigénio. Por esta razéo o

estado fisioldgico das células bacterianas no CR, particularmente nos

retratamentos, esta proximo da falta de nutrientes. (LIU et al., 2010).

O estilo de crescimento bacteriano no biofilme é uma espécie de adaptacéo
onde a comunidade de microrganismos torna-se absorvida por uma superficie
sblida e é embebida numa matriz. Muitos microrganismos aderem-se a essa
superficie formando uma fina pelicula. Esta matriz constitui 85% do volume do
bioflme (PORTENIER et al., 2003). Esta matriz de substancias poliméricas
extracelulares é produzida pelas préprias células bacterianas, sendo que, as mais
profundas sdo expostas a condicées ambientais, como decréscimo da tenséo de
oxigénio, resultando em fendtipos alterados em termos de niveis de crescimento e
transcricdo de genes, o que pode facilitar certas caracteristicas de sobrevivéncia e
fatores de viruléncia (CATE, 2006).

Sunde et al. (2002), avaliando a microflora das periodontites apicais
refratarias ao tratamento endoddntico afirmaram que o baixo nivel do metabolismo
das células sedentarias da camadas mais profundas do biofiilme torna-as menos
susceptiveis as substéncias antibiéticas, por estarem mais bem estruturadas e
produzirem menos proteinas que serviram de alvo para os antibioticos

convencionais.
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As condi¢des em que os biofilmes ocorrem nos CR infectados, in vivo, ndo
estdo bem esclarecidas. Os biofilmes foram encontrados, por exemplo, nas
por¢cbes ndo instrumentadas do SCR, como no ter¢co apical seccionado nas
cirurgias parendodonticas. Kishen e George, (2006) sugeriram que a persisténcia
do E. faecalis ap6s o tratamento endoddntico pode estar associada com a sua

capacidade de induzir a reprecipitagdo da apatita em biofilmes desenvolvidos

Chaves de Paz et al. (2007) afirmam que durante as varias fases de
desenvolvimento e seccbes do biofilme, as células estdo em diferentes estagios
fisioldgicos. As que se encontram na base, podem estar mortas ou lesadas,
enquanto que as mais proximas da superficie, em crescimento ativo. Entretanto,
mesmo com esta diversidade fisiologica, pode-se sugerir que, no biofilme, as
células estdo no “status” equivalente a fase estacionaria de crescimento,
mantendo baixa atividade metabdlica, suficiente para provocar e persistir

inflamacéo.

Nair et al. (2005) propuseram que a formagéao do biofilme nos CR inicia-se
algum tempo ap0s a primeira invaséo da caAmara pulpar por microrganismos orais
plancténicos, apds alguma ruptura de tecido. Neste estagio, a frente inflamatdria,
move sucessivamente em direcdo ao apice e prové veiculo fluido para facilitar a
invasdo dos microrganismos, que se multiplicam perpetuando o ataque as
paredes do CR. Esta observacdo explica como a lesdo inflamatoéria inicial serve
como uma fonte de fluido para o deslocamento da bactéria do biofilme e a

colonizagéo de outros sitios inacessiveis dos CR.

Quatro mecanismos conferem tolerdncia das células organizadas em
biofilmes: primeiramente as propriedades de barreira das enzimas da matriz extra-
celular, tais como as p- lactamases que se acumulam e se concentram na matriz,
inativando a acdo dos antibiéticos p- lactdmicos. O segundo mecanismo envolve o
estado fisiolégico do microrganismo organizado em biofilme que cresce mais
lentamente que aqueles em estado planctdnico; como resultado as células em
biofilme degradam os agentes antimicrobianos mais lentamente. O terceiro

mecanismo sugerido, responsavel pela tolerdncia antimicrobiana, afirma que o
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microrganismo organizado em biofilme experimenta um metabolismo heterogéneo.
Varios estudos mostram que o oxigénio pode ser completamente depletado pelas

células da superficie do biofilme formando nichos anaerdbios para camadas mais
profundas da comunidade. Alguns antibidticos, tais como aminoglicosideos sé&o
mais efetivos contra bactérias que crescem em condicdes aerobicas, assim, nem

todas as células organizadas em biofime serdo afetadas da mesma maneira.
Finalmente, foi recentemente sugerido que existe uma sub-populacdo de
microrganismos persistentes no biofilme, que constitui uma pequena porcentagem

da populacao original, caracterizada pelo estado de alta resisténcia fenotipica, que

resiste a eliminacé@o pelos agentes antimicrobianos, (DUNAVANT et al., 2007).

3.5 Modulagédo da Resposta Imune do Hospedeiro - Processo Inflamatdrio

Infeccdo endodéntica é a infeccdo do CR, e a bactéria o agente etioldgico
primario das diferentes formas de doencas inflamatérias perirradiculares. O
processo patolégico tem inicio quando a polpa torna-se necrética, usualmente por
sequela de carie, e entao, é infectada por microrganismos que habitam a cavidade
oral. O CR contendo a polpa necrética prové aos microrganismos um ambiente
Uumido, aquecido, nutritivo, e protegido contra defesas do hospedeiro, estimulando
a colonizacdo e multiplicacdo microbiana. Apés estabelecida a infeccéo
endoddntica, os microrganismos entram em contato com o0s tecidos
perirradiculares via forame apical e foraminas ocasionais, causando danos a estes

tecidos, como reabsorgéo e necrose (ERICKSEN et al., 2002).

Os neutro6filos polimorfonuclerares (PMNs) sdo componentes criticos da
resposta imune do hospedeiro contra infecgcbes bacterianas. As bactérias que
invadem sdo opsonizadas pelas proteinas do sistema do complemento ou pelos
anticorpos e subsequentemente, fagocitadas e mortas pelos PMNs. Os
mecanismos imunolégicos potenciais desencadeados por infec¢bes enterocdcicas
sdo mediados pela acao neutrofilica sobre este microrganismo, primariamente ao
complemento, com os anticorpos exercendo um papel de menor importancia. A

lise das células bacterianas mediada pelo complexo de ataque a membrana pode
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ndo ter importancia na resposta do hospedeiro em razdo da auséncia da

membrana externa nas bactérias Gram-positivas (HARVEY et al., 1992).

A bactéria é opsonizada principalmente pelo terceiro componente do
complemento (iC3b) e o fagdcito liga-se a estas moléculas pelo receptor CR3. Os
PMNs ativados, pela formagédo de um fagossomo, fagocitam a bactéria e a mesma
sera degradada. Tem-se mostrado que a AS enterocécica intervém na fagocitose
bacteriana opsonino-independente por neutrofilos humanos. Entretanto, a
presenca de AS na parede celular de enterococos confere a bactéria resisténcia a

degradacéo pelos macréfagos (PORTENIER et al., 2003).

3.6 Resisténcia a Antimicrobianos Sistémicos

A utilizacdo de antibidticos sistémicos ndo faz parte da rotina do tratamento
das periodontites apicais, ao contrario, sao raramente utilizados na endodontia. A
tentativa de minimizar riscos de sintomatologia pds-operatdria tem sido um
argumento frequentemente utilizado quando da prescricdo de antibiético em
endodontia. O uso dos antibidticos sistémicos ndo tem auxiliado na reducdo da
incidéncia de quadros agudos (flare-ups), ap6s o inicio do tratamento, como
também ndo hé evidéncia cientifica de que a terapia antibidtica sistémica tenha
efeito benéfico no progndstico, em longo prazo, do tratamento das periodontites
apicais. Existe um consenso atual na endodontia que antibidticos sistémicos
deveriam ser administrados apenas quando o quadro geral os indicam (Fouad AF,
2002), como nos casos de infeccdo grave associada febre, indicando que os
mecanismos de defesa dos hospedeiro estdo comprometidos. Sendo assim, o0
foco € direcionado para as medidas antimicrobianas locais, como o preparo
qguimico-mecanico e a desinfec¢do do SCR (SIQUEIRA JR., 2002).

O efeito dos antibidticos sistémicos sobre E. faecalis no SCR é supostamente
pequeno, uma vez que este microrganismo ndo estd vinculado a infeccdes
severas oriundas do CR. N&o ha estudos clinicos que demonstram a efetividade

de antibitticos sistémicos nas infecgdes endodobnticas por enterococos. Contudo,
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como enterococos € um agente etiologico comum da endocardite bacteriana, a

susceptibilidade antibiética de enterococos endodénticos € de interesse.

Enterococos sao resistentes aos nitromidazéis e o efeito da clindamicina
contra os enterococos é conhecidamente fraco, (MURRAY BE., 1990). Nenhuma
cepa resistente a vancomicina foi registrada em infeccbes endodobnticas, e os
resultados com outros antimicrobianos, tais como ampicilina e benzilpenicilina,

tém sido variaveis.

Molander e Dahlén (2003) registraram um bom efeito anti-enterocdccico, in
vivo, pela utilizacdo local da associacdo hidroxido de calcio/eritromicina, com 26
das 27 cepas de Enterococcus spp. eliminadas dos CR durante o tratamento.
Contudo, esta associacdo de medicamentos teve um efeito menor contra as
outras bactérias presentes no SCR. Dahlén et al, (2000) demontraram a
resisténcia de E. faecalis a benzilpenicilina, ampicilina, clindamicina, metronidazol,
e tetraciclina e a sensibilidade a eritromicina e vancomicina. Tais diferencas
podem estar ligadas ao tipo de cepa de E. faecalis, ao protocolo do tratamento, e

a natureza da infeccdo endodontica (infeccdo priméaria ou secundéria).

Dados limitados em relacdo ao papel de diferentes bactérias durante as
falhas na terapia endodbntica indicam que bactérias Gram-positivas podem ser
mais importantes na periodontite apical persistente do que nas infecgbes
primarias. Em geral, bactérias anaerdbias facultativas sdo consideravelmente mais
dificeis de ser eliminadas dos CR infectados por serem menos susceptiveis a
medicagdo antimicrobiana. O sucesso da terapia endoddntica depende do
sucesso no controle da infec¢do. Caso as bactérias sejam resistentes a terapia ou
aos mecanismos de defesa do hospedeiro, e possam sobreviver dentro do SCR
invadindo continuamente o periodonto, a cura da lesdo periapical estara
comprometida (HANCOCK et al., 2001).

3.7 Ecologia - Estado Fisiologico da Bactéria
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O estado fisiologico da bactéria tem influéncia no resultado do tratamento
antimicrobiano. Portenier et al. (2005) mostraram que bactérias em falta de
nutrientes tornam-se mais resistentes aos diferentes tipos de estresses que as

células bacterianas em crescimento.

Embora as visdes tradicionais sugiram que microrganismos que sobrevivem
ao tratamento do CR seja um seleto grupo estruturalmente “mais robustos”,
parametros ecoldgicos indicam que a sobrevivéncia bacteriana apos o tratamento
do CR depende do quido bem eles se adaptam aos novos fatores limitantes
no
nicho correspondente. Além disso, como em todo microambiente natural, as
capacidades adaptativas de um organismo sdo aumentadas exponencialmente
quando este cresce em comunidade organizada em biofime. Os fundamentos
para a visdo ecologica da infeccdo endodbdntica sugerem que o patdégeno mais
perigoso ndo é uma Unica espécie, mas uma entidade polimicrobiana que se
submete a mudancas genéticas e fisiolégicas impostas pelas mudangas no
ambiente do CR (CHAVES DE PAZ, 2007).

A fase de crescimento exponencial de E. faecalis € caracterizada
microscopicamente por células organizadas em cadeias longas. A fase
estacionaria ou fase de ndo-crescimento, induzida pela falta de glicose, é um
estado comum da existéncia natural dos microrganismos no qual a bactéria
desenvolve diferentes estratégias procurando contornar a precariedade de
nutrientes. Com o aumento da falta de nutrientes, o tamanho da célula
diminui,
chegando a um tamanho minimo caso este prazo se prolongue. Na transi¢do da
fase de crescimento para a fase estaciondria o indice de sintese molecular é
reduzido (CHAVES DE PAZ, 2007).

Chaves de Paz (2007) identificou grupos de células persistentes, associadas
a uma nova populagdo em crescimento em meio de cultura, apds exposicao letal a
antibiéticos. O autor sugere que as células persistentes foram protegidas em
alguma parte do ciclo celular, permanecendo em estado estacionério, com

capacidade de iniciar a morte celular programada em resposta a um estimulo,

23



bem como, iniciarem uma nova sub-populacdo, com susceptibilidade normal,
quando o efeito antimicrobiano for dissipado (CHAVES DE PAZ, 2007).

A fase de falta de nutrientes ocorre entre 3 a 7 semanas de condi¢bes
oligotroficas quando o E. faecalis desenvolve uma superficie celular encrespada,
com formas irregulares e a ruptura do involucro pode ser detectada em algumas
células. Nesta fase, as células se organizam aos pares, as cadeias longas
raramente podem ser detectadas. Para cada tipo de estresse existe um tempo
especifico requerido para a bactéria alcancar a resisténcia maxima (CHAVES DE
PAZ 2007).

3.8. Tratamento do Sistema de Canais Radiculares — Solugdes Irrigadoras

O estudo classico de Kakehashi sobre germ-free (Kakehashi et al., 1965), feito
em cédes, mostra que lesdes periapicais curam espontaneamente apos a
preparacéo de canal radicular sem qualquer obturacéo desde que a cavidade de
acesso seja corretamente selada. Foi também demonstrado que nenhuma
inflamac&o periapical ocorre na auséncia de bactéria, independente da qualidade
da obturacdo do CR.Assim, a completa eliminacdo da bactéria intracanal é um
pré-requisito da obturacdo do canal para se alcancar o sucesso do tratamento
endodontico (SABETE et al., 2006).

As infec¢Bes endoddnticas primarias sdo causadas por microrganismos orais,
gue sao usualmente patdgenos oportunistas que podem invadir o CR necrotico e
estabelecer um processo infeccioso. O numero de bactérias anaerobias
facultativas aumenta quando o CR permanece infectado por longos periodos de
tempo, como o exemplo de E. faecalis que é mais frequentemente cultivado nos
casos endodonticos cronicos, sendo o principal componente da microbiota de CR
previamente tratados e com periodontite apical crénica (PROBBAKAR et al.,
2010).

A limpeza mecanica do CR pode ndo ser suficiente para garantir uma

desinfeccdo apropriada, mesmo executando preparacdes apicais finais mais
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amplas, estas apenas reduzem o0 numero de bactérias intracanal. A limpeza
guimico-mecénica com solucdo salina nao permite a eliminacdo de patdgenos
endododnticos. Isto leva a concluir que a solugdo irrigadora intracanal deve
apresentar propriedades antibacterianas quando associada com a preparacao
mecanica (Camps et al.,, 2009). Além de exibir atividade antimicrobiana, uma
solucdo irrigadora endodébntica deve dissolver tecidos organicos e debris
remanescentes da instrumentacdo do CR, prover lubrificacGo e ndo apresentar

efeitos citotoxicos nos tecidos perirradiculares (VIANNA et al., 2004).

A preparacdo quimico-mecénica de canais infectados tem como objetivo a
completa eliminacdo da populacdo bacteriana intracanal ou, pelo menos, a sua
reducdo a niveis compativeis com a cicatrizacao do tecido perirradicular. Bactérias
gue persistem, apos procedimentos quimico-mecéanicos, em niveis detectaveis por
técnica de cultivo, podem influenciar negativamente no resultado do tratamento.
Sendo assim, os esforcos devem ser direcionados no estabelecimento de
protocolos que promovam culturas negativas. Varios estudos demonstram a
incidéncia de culturas negativas de 40%-60% dos casos, apOs preparacao
quimico-mecénica, utilizando diferentes técnicas de instrumentacdo e irrigacao

com diferentes tipos de solugdes (BRITO et al., 2009).

3.8.1. Clorexidina (CHX)

O maior interesse na endodontia pela utilizacdo da clorexidina como agente
de desinfeccdo dos CR ocorreu a partir da ineficiéncia do hidréxido de célcio
contra algumas cepas de microrganismos, e dos frequentes isolamentos das
mesmas nos casos de insucesso endodbntico, determinando a busca por novas

alternativas de substancias desinfetantes (DELGADO et al., 2010).

A CHX contém 1,6-bis-p-clorofenilbiguanidohexano catibnico com
capacidade de atravessar a parede celular ou membrana externa,
presumivelmente por difuséo passiva, e atingir a membrana interna e o citoplasma

bacteriano exercendo o seu efeito toxico pela inducdo da producdo de espécies
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reativas de oxigénio, como Oxido nitrico, que pode inibir o crescimento de E.
faecalis por destruicdo das suas estruturas celulares (DELGADO et al., 2010).

Em baixas concentra¢gdes, a CHX é bacteriostatica, enquanto que em altas
concentragbes induz a precipitagdo e coagulagdo dos constituintes celulares,
resultando em efeito bactericida. Além do efeito antibacteriano imediato, a CHX
confere substantividade antimicrobiana a dentina, propriedade catidnica que
permite a esta substancia se ligar a hidroxiapatita do esmalte e da dentina, bem
como a grupos anidnicos acidos de glicoproteinas, sendo lentamente liberada
para o ambiente, a medida que a sua concentracdo no meio decresce, permitindo
um tempo de atuacdo prolongado. E uma excelente substancia quimica auxiliar,
podendo ser utilizada na forma liquida ou gel, ndo apresentando toxicidade para
0os tecidos periapicais, e ndo possui a propriedade de dissolugdo de tecidos

organicos, importante nos casos de polpas necrosadas (VALERA et al., 2010).

Viana et al. (2004) e Gomes et al. (2004) propuseram duas formulacdes para
0 uso da CHX, a liquida e o gel. Os resultados dos estudos sdo variados, mas
demonstram que a atividade antimicrobiana da CHX liquida é igual ou superior ao
gel quando envolve o contato direto. A formulagdo gel, entretanto, favorece a
instrumentacdo, lubrificando a luz do CR e melhorando a capacidade dos
instrumentos em eliminar tecidos organicos, j que esta substéncia ndo apresenta
esta propriedade. Outra vantagem da CHX gel é a diminuicdo da formagédo de

smear layer, o que ndo acontece com a CHX liquida.

Vianna et al, (2004) investigaram a atividade antimicrobiana de CHX gel
e

liguida nas concentraces de 0.2%, 1% e 2% contra E. faecalis, C. albicans, S.
aureus, P. gingivalis, P. endodontalis, P. intermédia por diferentes periodos de
tempo: 15, 30 e 45 segundos; 1, 3, 5, 10, 15, 20, e 30 minutos; e 1 e 2 horas. Os

autores observaram que a CHX liquida 0.2% e CHX gel 0.2%, por 1 minuto ou
menos, foram eficientes na eliminagdo dos microrganismos testados. O irrigante
menos efetivo foi CHX gel 0.2% levando 2 horas e E. faecalis foi 0 microrganismo

mais resistente ..
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A cetrimida € um surfactante catidnico que tem demonstrado, além da
atividade bactericida, a capacidade de diminuir a estabilidade mecénica do
biofilme. Seu uso no tratamento do CR ¢é frequentemente associado com outras
solucgdes irrigadoras. A combinacédo de cetrimida e CHX tem exibido alta atividade
antimicrobiana contra E. faecalis plancténicos. Contudo, até entdo, esta atividade,
isolada ou associada com CHX, na erradicacdo de E. faecalis organizados em
biofilmes necessita de ensaios com diferentes tempos de exposicdo (ARRIAS-
MOLIZ et al. 2010)

3.8.2 Hipoclorito de Sodio

Hipoclorito de sodio (NaOCIl) é a solucdo irrigadora mais frequentemente
utiizada devido a sua efetiva agdo antimicrobiana, apresentando excelente
habilidade de dissolugéo de tecido organico quando utilizada em concentragdes >
0.5%. As principais vantagens do NaOCIl, além da sua habilidade de dissolver
tecidos necroticos, somam o amplo espectro de atividade antimicrobiana, acgéo
lubrificante facilitando a instrumentagcdo, auséncia de descoloracdo do dente
tratado, baixo custo e facil disponibilidade. Entretanto, dentre as inconveniéncias
primarias na utilizacdo deste quimico, destaca-se a sua toxicidade e o potencial
para resposta inflamatéria severa se injetada nos tecidos perirradiculares,
principalmente, quando utilizada em altas concentracbes. Grande numero de
estudos apontam a inabilidade desta solugdo em erradicar completamente as
bactérias dos canais infectados, independente da concentracdo e do tempo de
aplicacdo, o péssimo odor e sabor, o potencial para causar corrosdo, e a
conhecida capacidade de desencadear reacao alérgica (SHABAHAN et al., 2008).

O NaOClI esté disponivel comercialmente em concentragbes que variam de
0.5% a 5.25%. A solugdo em baixa concentracdo € inefetiva contra
microrganismos especificos, como E. faecalis, enquanto que em concentracdes
elevadas apresenta o inconveniente da baixa biocompatibilicade causando
inflamacéo periapical (GRSTAVIK e HAAPASSALO, 1990).
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A eficiéncia definfectante do NaOC| depende da concentragdo do &cido
hipocloroso (HCIO) n&o dissociado na solucdo, que exerce seu efeito germicida
pela oxidacdo do grupo sulfidrila constituinte das enzimas bacterianas. Como as
enzimas bacterianas essenciais sdo inibidas, reacfes metabdlicas importantes
sdo rompidas, resultando na morte da célula. Entretanto, E. faecalis sao
resistentes ao NaOCI, especialmente em baixas concentracdes. A concentragdo
de uma solugéo de NaOCI comercial representa sua concentracdo em termos de
cloro disponivel. Uma vez que, o acido hipocloroso (HCIO) é um &cido fraco, o
cloro disponivel na solugdo de NaOCI adquire varias formas quimicas de acordo
com o pH, sendo: Cl, a forma acida; HCIO a forma neutra; CIO a forma alcalina.
O tamponamento das solugcbes de NaOCl para aumentar a eficiéncia foi
desenvolvido pelo Dr Henry Drysdale Dakin durante a Primeira Guerra Mundial
para o tratamento de gangrena gasosa. Algumas propriedades de solucdes de
NaOCl| tamponadas ja foram exploradas por endodontistas, concluindo-se que a
concentragdo de HCIO de uma solucdo de NaOCI com pH 7.5 é duas vezes maior
gqgue com pH 9, o que eleva, teoricamente as propriedades antimicrobianas da
solugdo. Por outro lado, a diminuicdo do pH para 6.5 e 7.5 de uma solucdo de
NaOCl 4.2% aumentou estatisticamente a efetividade antibacteriana contra
Enterococcus faecalis em dentes infectados artificialmente (CAMPS et al., 2010).

3.8.3 MTAD - Biopure MTAD® (Dentsply Maillefer Tulsa OK, EUA)

A primeira investigacdo sobre o MTAD foi publicada em 2003 por
Torabinejad et al.. Estes autores introduziram no Mercado o Biopure MTAD® uma
solucdo que contém em sua composicao doxiciclina a 3%, acido citrico a 4.25% e
um detergente, o Tween 80. Utilizada para irrigacdo dos CR, ap6s 0 uso da
solucdo de NaOCl durante o preparo quimico-mecanico, com o0 objetivo de

aprimorar a limpeza e desinfec¢céo da dentina radicular.

Esta solugdo tem se monstrado eficiente na remogdo da camada
residual,
com minimas alteracdes erosivas na superficie dentinaria. E um material

biocompativel com efeitos solubilizadores na polpa e na dentina, comparaveis ao
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EDTA. A maior diferenca entre Biopure MTAD® e EDTA ¢ uma alta afinidade de
adesdo da doxiciclina presente no Biopure MTAD® permitindo um efeito

antibacteriano extendido. Segundo alguns autores, quando utilizada em conjunto

com a solucdo de NaOCl 1.3%, apresenta atividade antimicrobiana superior a
associacdo NaOCI 5.25% e EDTA 17%. Contudo, outros autores comprovam que

o MTAD® apresenta acdo antifingica deficiente, incapacidade de eliminacdo do
biofilme bacteriano, além de poder provocar alteracéo de cor no tecido dentinario,

(DE DEUS et al., 2007).

7

E.D.T.A (4cido etilenodiaminotetracético) € um produto amplamente
utiizado no preparo das paredes dos canais radiculares, previamente a
obturacao. Atua desmineralizando particulas dentinarias por quelacéo de ions de
calcio e magnésio, facilitando sua dissolucédo e absorcéo, mostrando-se como um
efetivo agente quelante e lubrificante. E também efetivo na remocdo de raspas
dentinarias durante a terapia endodobntico, expondo o colageno e facilitando a
aderéncia do tecido conjuntivo tratado na superficie radicular. Este composto
descalcifica a dentina a uma profundidade de 10 a 30 um em 5 minutos. A sua
solubilidade chega a 30% e o seu pH entre 7,0 e 8,0 é compativel com os tecidos
vivos, conferindo ao produto uma irritacdo tecidual praticamente nula. EDTA
também apresenta atividade antibacteriana, mas a sua propriedade mais

importante € a remogéao da “smear layer” (SCHIRRMEISTER et al., 2007)

z

Tetraclean (Ogna Laboratori Farmaceutici, Mildo, Italia) € uma mistura de
hilato de doxiciclina 1%, concentragdo mais baixa que no MTAD (3%), com é&cido
citico  10%, concentragdo mais alta que MTAD (4.25%) e a cetrimida, um
detergente na concentracao de 0.2%, em concentragdo mais baixa que o Tween
80 (0.5%) do MTAD. Esta formula¢éo tem apresentado baixos valores de tenséo
superficial, auxiliando sua adaptacdo as paredes dentindrias e ao biofilme. Tem
também mostrado boa atividade antimicrobiana quando utilizada contra bactérias

planctbnicas, especialmente contra cepas de E. faecalis (GIARDINO et al., 2007).
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4. Objetivos

4.1 Objetivo Geral

Revisar os diversos estudos que avaliam a atividade anti-enterocécica
solucdes de hipoclorito de sdédio e clorexidina, nas diversas concentracdes
disponiveis, e de BioPure MTAD®.

4.2 Objetivos Especificos

- Conhecer as caracteristicas morfologicas e fisolégicas de Enterococcus

faecalis.

- Verificar seus fatores de viruléncia caracteriscos de E. faecalis.

- Conhecer a relagao entre E. faecalis e o hospedeiro.

- Pesquisar a resisténcia de E. faecalis frente a antibidcos sistémicos.
- Observar a importancia da formacao de biofilme para o desenvolvimento da
doenca endodontica.

- Conhecer os véarios métodos de identificagéo de E. faecalis.

- Verificar a atividade das solucdes irrigadoras sobre E. faecalis.
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5. Metodologia

Para este estudo comparativo foi processado um levantamento das publicagdes
atualizadas sobre o grau de importancia das solucgdes irrigadoras propostas, suas
concentracdes, mecanismos e tempo de acao, indica¢des, contra-indicacdes, bem
como, uma avaliacdo da utilizacdo de combinacdes das mesmas em diferentes

concentragdes e tempos de uso.

Toda literatura foi pesquisada em periédicos com grau de impacto consideravel,
buscando a relevancia dos resultados apresentados. As fontes de informacédo
utilizadas para esta revisdo foram os sites da internet: PERIODICOS CAPES
(http//www.periodicos.capes.gov.br/portugues/index.jsp) e MEDLINE
(http//www.ncbi.nim.nih.gov/pubMed).

O critério de inclusdo dos artigos utilizados nesta revisdo baseou-se na
aplicabilidade da metodologia utilizada, buscando o emprego de novos conceitos e
das novas solugdes testadas na clinica diaria. Trabalhos classicos da literatura
endodéntica, que justificam conceitos utilizados atualmente foram também
incluidos e excluidos os estudos comparativos de outras solucdes diferentes

daquelas propostas nesta revisao.
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6. Resultados e Discussao

Véarios estudos indicam que a prevaléncia de E. faecalis € pequena nas
infec¢Bes endoddnticas primarias e alta nas infecgdes persistentes. E. faecalis é o
mais comum e ocasionalmente a Unica bactéria isolada dos canais radiculares de
dentes com periodontite apical persistente. Embora, com seus varios fatores de
viruléncia e sua inerente resisténcia antimicrobiana, a habilidade de causar
doenca perirradicular baseia-se na capacidade de tolerar os efeitos do tratamento
do CR, de se adaptar as mudancgas ambientais locais e persistir como patégeno
no CR e nos tdbulos dentinarios. Desta forma, endodontia enfrenta o desafio de
encontrar métodos que eliminem efetivamente este microrganismo durante e apés
a terapia do CR. Atualmente, a utilizag@o de boas técnicas de anti-sepsia incluindo
a utilizagéo de solucdes irrigadoras eficientes, como, NaOCI, CHX e MTAD séo os

métodos mais efetivos na eliminacéo de E. faecalis do SCR.

6.1. Discussédo dos Resultados Relacionados com NaOCl e CHX

A presenca de microrganismos nos CR é um fator chave para o
desenvolvimento de lesdes periapicais. A complexa anatomia do SCR (NAIR et al.,
2005; SOARES et al., 2010) a localizacdo difusa das infeccdes endodénticas, a
acdo da dentina na reducdo da atividade dos agentes antissépticos, a relativa
difusibilidade dos agentes antimicrobianos, a formacdo do biofilme, e a relativa
resisténcia antimicrobiana das bactérias infectantes impedem a completa
eliminagdo dos microrganismos nos sitios endoddnticos pelos regimes de anti-
sepsia intracanal utilizados corriqueiramente (Portenier et al., 2006; Molander et

al.,, 1998). Considerando que a persisténcia bacteriana tem um grande impacto
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nos resultados dos tratamentos endodonticos, por impedir a cicatrizacdo dos
tecidos apicais, torna-se relevante a utilizacdo de terapéuticas capazes de
controla-la efetivamente (SIQUEIRA et al., 2005).

Dentre os procedimentos envolvidos no controle e colonizacdes bacterianas
do CR, a irrigacdo é um importante processo na eliminacdo de microrganismos.
Os diferentes protocolos de tratamento propostos na atualidade buscam vencer as
dificuldades de obtenc¢éo da esterilizacdo do SCR por meio da utilizacdo de novas
substancias com propriedades biologicas e fisico-quimicas efetivas na
desinfeccdo da dentina e remocdo da smear layer, promovendo a abertura dos
tubulos dentinarios para permitir a penetracéo do agente antimicrobiano e manter
a sua acao antimicrobiana (TORABINEJAD et al., 2003).

A habilidade de promover efetivamente a limpeza do espaco endoddntico
depende tanto da instrumentacdo, quanto da irrigacdo por meios quimico-
mecanicos. As solucdes irrigadoras utilizadas durante a limpeza e formatagéo do
SCR exercem um papel essencial no sucesso de desbridamento e desinfeccéo
(TORABINEJAD et al., 2003).

A prevaléncia de E. faecalis € mais elevada nas amostras de saliva de
pacientes que receberam tratamento e retratamento endodobntico, comparadas
aquelas que néo apresentam histéria endodontica. E. faecalis € encontrado em 4-

40% das infeccbes endoddnticas primarias (Rogas et al.,, 2004). Entretanto, nas
lesbes perirradiculares persistentes demonstra uma prevaléncia nove vezes maior,

por possuir fatores de viruléncia, os quais conferem habilidade de sobrevivéncia e
persisténcia como um patdogeno dos CR, com capacidade de resistir a longos
periodos sem nutricdo adequada. E um microrganismo anaerdbio facultativo
relativamente facil de ser cultivado e com alta relevancia clinica. Esta bactéria
apresenta consideravel resisténcia a substancias quimicas auxiliares e
medicagbes comumente utilizadas na endodontia, (SEDGLEYet al., 2004).

Shirrmeister et al., (2007) verificaram a efichcia de diferentes regimes de
irrigagdo com NaOCI 2,5%, EDTA 17%, CHX 2% e hidroxido de célcio (Ca(OH).),
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na erradicagdo microrganismos em canais obturados e com lesdes apicais. As
avaliagbes quantitativas pela contagem de CFUs e PCR mostraram que
prevaléncia de E. faecalis foi de 60% e 65% respectivamente ApOs a preparagao

dos canais e irrigagdo com NaOCI associado a EDTA nenhum microrganismo foi

detectado. Assim, clorexidina e Ca(OH). podem n&o ter apresentado uma
desinfeccao efetiva, concluindo que a preparacao e a irrigagéo apropriadas do CR
utilizando NaOCI e EDTA séo suficientes para a descontaminacgéo dos CR durante

o retratamento endodontico.

As infeccbes dos CR tém natureza diferente daquelas que ocorrem nas
céries ou periodontites porque elas se estabelecem em compartimentos
originalmente estéreis, 0 que levou ao conceito de que a etiologia das infec¢des
dos CR envolve apenas um Uunico patdgeno. Recentemente, a frequente
recuperacéo de E. faecalis em CR associados a infecgdes persistentes despertou
intenso interesse sobre esta bactéria. E. faecalis se tornou o microrganismo ideal
para testar diferentes irrigantes, medicamentos e solugées antissépticas utilizadas
em endodontia, cujos achados revelam sua resisténcia inata (PORTENIER et al,

2006). O extenso interesse em E. faecalis resultou da sua habilidade de
crescimento sob quase todas as condigdes laboratoriais, resultando no conceito
que este organismo é o agente etioldgico Unico das infec¢cdes endoddnticas
cronicas, (CHAVES DE PAZ et al., 2007).

Kishen et al., (2008) estudaram os efeitos de solugdes endodonticas
irrigadoras na aderéncia de E. faecals a dentina, utiizando 100 dentes
unirradiculados divididos em 7 grupos: grupo 1 (n&o tratados — controle); grupo 2
(tratados com EDTA 5 mmol/L por 5 minutos e NaOCI 5,2% por 30 minutos); grupo
3 (tratados com NaOCL 5,2% por 30 minutos e EDTA 5 mmol/L por 5 minutos;
grupo 4 (tratados com NaOCI 5,2% por 30 minutos, EDTA 17% por 5 minutos, e
NaOCI 5,2% por 30 minutos; grupo 5 (tratados com NaOCI 5,2% por 30 minutos,

EDTA 17% por 5 minutos, e CHX 2% por 30 minutos; grupo 6 (tratados com EDTA
17% por 5 minutos, NaOCI 5,2% por 30 minutos, e CHX 2% por 30 minutos; grupo
7 (tratados com CHX 2% por 30 minutos). Os resultados indicaram que houve

significante aumento na aderéncia e na forca de adesao apos irrigagéo da dentina
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com EDTA. Com o uso de CHX houve aumento da for¢ca de adeséo e reducao do

numero de bactérias aderidas. O regime de irrigacao do grupo 6 (EDTA, NaOCl e

CHX) resultou no mais baixo numero de células de E. faecalis aderidas. O
tratamento final com CHX produziu a méxima reducdo de celulas aderidas a
dentina (19%-28%). Se a irrigacdo intermediaria com NaOCI n&o fosse utilizada, a
aderéncia bacteriana produzida pela irrigacio com EDTA n&o seria
siginicativamente reduzida pela irrigacdo final com CHX. O estudo enfatiza que
substancias quimicas que alteram as propriedades fisico-quimicas da dentina,
influenciam na aderéncia, for¢ca de adeséo e consequentemente na formagéo do

biofilme de E. faecalis .

Tervit et al., (2010) avaliaram a proporcéao de cura de dentes com periodontite
apical medicados com clorexidina liquida a 2%, pelo acompanhamento de 22
pacientes submetidos ao tratamento endodontico de pré-molares unirradiculares
(n =17) e anteriores (n = 5) com evidéncia radiogréafica de periodontite apical. Os
autores utilizaram, como protolocolo de irrigacéo, a solugédo de hipoclorito de sodio
2,5% e clorexidina 2% por 7-15 dias. Amostras bacterianas foram colhidas antes e
apoés a instrumentacédo, apds a medicacao e antes da obturacdo dos canais. Apos
2 a 4 anos os pacientes foram submetidos a exames clinicos e radiogréficos, 16
dos 17 (94%) dos dentes com periodontite apical foram considerados como
cicatrizados apoOs realizado os tratamentos endoddnticos utilizando CHX liquida
2%.

Valera et al, (2010) avaliando a atividade antimicrobiana do NaOCl 2,5% e
da CHX 2,0% (liquida e gel), verificaram a formag&o do precipitado solido escuro,
resultante da combinacao entre NaOCl e CHX na entrada dos tabulos dentinarios
e aderido as paredes dentindrias, agindo como uma smear layer, interferindo no
bom selamento marginal do material obturador e favorecendo a infiltragéo. Basrani
et al, (2007) também concluiram que o NaOCIl, em concentracdo minima
(0,023%), quanto associado a CHX 2%, induziu a formacédo imediata de
precipitado e mudanca de coloragdo, explicando que a CHX é um acido
dicatiénico (pH 5,5-6,0) com habilidade de doar protons, enquanto que o NaOCI,

alcalino, é capaz de receber préotons. Esta troca de protons resulta na formacao

35



deste precipitado neutro. Assim, clinicamente, torna-se necessario a completa
remocdo do NaOCI antes da aplicacdo de CHX. Valera et al., (2010) utilizaram o

soro fisioldgico e verificaram a formacgéao de precipitado apenas nas entradas dos

tubulos dentinarios, concluindo que a CHX liquida néo dissolve debris dentinarios,

permitindo a penetragdo da smear layer no interior dos tdbulos. Akisue et al,
(2010) utilizaram &cido citrico 15% na lavagem do NaOCI considerando a
capacidade desmineralizadora e a adequada biocompatibilidade da solugéo, sem

interferir nas propriedades da CHX. Este estudo verificou que a associagdo NaOCI

com CHX é viavel, desde que a instrumentacdo seja iniciada com irrigagdo com
NaOCl, seguida pelo soro fisioldgico ou dgua destilada, limitando a irrigagdo com

CHX gel apenas aos instrumentos finais.

O elevado indice de redugcdo bacteriana detectado por Soares et al.,
(2010)
pode ser atribuido a volumes maiores de irrigantes e a nhatureza quimica das
solucdes. A estratégia de uso da irrigacdo alternada com NaOC| e EDTA
maximizou a efetividade dos antissépticos promovendo uma completa
descontaminacdo, observada desde o 5° dia, por um extenso periodo poés-
instrumentagdo. O grupo controle: irrigagdo com solugdo salina 0.85% manteve
uma estabilidade de valores de CFU/mL, sugerindo que a bactéria atingiu o
estjgio estacionario de crescimento, enquanto que o grupo C1: irrigagcdo com
NaOCl, seguida por EDTA e finalizada com NaOCI, apds significante redugéo da
densidade bacteriana, permitiu parcial recolonizacdo detectada no 5° dia. Todos o0s
grupos experimentais apresentaram baixos niveis de crescimento microbiano ao
13° dia, indicando que a recolonizagdo n&do ocorreu em grande extenséo,
influenciada pela inviabilidade de nutrientes associada com minima atividade
metabdlica. Os achados sugerem um sinergismo entre NaOCI e EDTA, favorecido
pelo seu uso alternado promovendo um maior efeito bactericida e/ou interferindo
com o processo de recolonizagdo. Por esta razdo, o regime de irrigagao alternada

parece ser uma escolha valiosa na terapéutica clinica.

A perda de cloro disponivel e o pH da solu¢éo de NaOCI 2,5% neutralizada
foram os parametros utilizados por Camps et al., (2009) para determinar o prazo

de validade, a capacidade de dissolucdo de tecido e a atividade antibacteriana
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desta solucdo. A neutralizagdo do NaOCI 10% com 0,2 mol/L de HCI produziu
NaOCl 2,5%, que necessita ser utilizado, no maximo, 2 horas ap6s manipulado.

Esta solugédo modificada foi tdo eficiente na dissolugéo da polpa dental quanto a

solucdo de NaOCl 2,5% n&o modificada, durante os primeiros 5 minutos de
contato, apresentando melhor atividade antimicrobiana contra E. faecalis. Este
estudo mostrou que as solugdes de Dakin (NaOCl 0,5%); NaOCl 2,5%
neutralizada e NaOCl| n&o modificada dissolveram 2,25, 3,25 e 5,0 mg/mL/min
respectivamente, afirmando que a capacidade de dissolugdo das solugbes de
NaOCI aumenta com o conteudo de cloro, razdo pela qual a solu¢cao de Dakin foi a
menos efetiva. Este resultado foi o esperado, uma vez que, ja4 foi
demonstrado

que a citotoxicidade da solugdo de NaOCIl, bem como seus efeitos
antimicrobianos, aumentam com a concentragdo. Embora nenhuma das solugdes
utiizadas no estudo foram eficientes na eliminacdo de 100% de bactéria, a
solugéo de NaOCI 2,5% neutralizada apresentou melhor efeito antimicrobiano que

a solucéo de NaOCI 2,5% n&o modificada.

Camps et al., (2010) concordam com Vianna et al., (2003) quando afirmaram
que atividade antimicrobiana da solugdo de NaOCI depende da concentracao de
acido hipocloroso (HCIO) néo dissociado na solugéo, exercendo efeito germicida
pela da oxidag&o do grupo sulfidrila das enzimas bacterianas. Uma vez que estas
enzimas essenciais sdo inibidas, reacdes metabdlicas importantes sao
interrompidas resultando na morte da célula bacteriana. Os autores recomendam
CHX como alternativa para o NaOCl pela biocompatibilidade, afirmando que o
efeito da CHX esta relacionado com a adesédo da molécula catibnica com a parede
celular bacteriana carregada negativamente, alterando assim o equilibrio
osmotico. Acrescentam, ainda, que a CHX em formulagéo liquida é efetiva contra
um vasto numero de bactérias, mesmo em concentra¢cdes muito baixas. O estudo
apresentado mostra que CHX 2,0% em formulagdo gel ou liquida, e NaOCI 5,25%
tiveram o mesmo comportamento antimicrobiano contra todos os microrganismos
testados, porem, a CHX 2,0% é menos toxica, ndo apresentando o odor
desagradavel do NaOCl 0,5% e inibe a atividade antimicrobiana por um
periodo
superior a 72 horas. A formulacdo CHX gel 0,2%, por ser de dificil miscibilidade,

impede o contato direto com as células bacterianas, requerendo, entdo, maior
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tempo de agdo contra o microrganismo. Neste estudo, verificou-se que foram
necessarias 2 horas para eliminacao do E. faecalis. Todas as solu¢des irrigadoras
testadas apresentaram atividade antimicrobiana de acordo com a concentracio,

forma apresentada e susceptibilidade microbiana.

O tempo minimo de aplicacdo de NaOCI| 5,25% requerido para eliminacédo
de E. faecalis, em torno de 5 minutos, foi determinado com base no estudo de
Shabahang et al., (2008) enquanto que o tempo maximo de irrigacao, determinado
no estudo de Relamozo et al., (2010) foi de 25 minutos, quando ndo se verificou
turbidez na amostra tratada com NaOCI 5,25%.. Estes resultados estdo de acordo
com aqueles encontrados por Siqueira & Rocgas (2002) mostrando dificuldade na
eliminacéo de E. faecalis que utilizaram NaOCI nas concentra¢cfes de 1%, 2,5% e
5,25%, alcancando uma significante reducdo bacteriana mas ndo alcancaram a
completa eliminacdo. Shabahang et al., mostraram que a irrigagdo com NaOCI
1,3% e 5,25% falhou em eliminar consistentemente esta bactéria. Resultados de
estudos anteriores mostram completa eliminagéo de E. faecalis em curtos tempos
de exposicdo ao NaOCI. Haapasalo et al., (2000) afirmaram que em auséncia de
raspas de dentina, NaOCI elimina E. faecalis em menos de 5 minutos. Gomes et
al., (2004) verificaram inibi¢cdo de crescimento com NaOCI 0.5% apds 30 minutos
de contato e reduziram este tempo para menos que 30 segundos utilizando NaOCI
5.25%. Diferengas encontradas entre os estudos e a presente investigagdo estao
mais ligadas aos efeitos inibitérios da dentina e falhas de instrumentacdo que
limitam o contato da solugdo irrigadora com o microrganismo alojado no interior

dos tubulos dentinarios.

Arias-Moliz et al.,, (2010) investigaram a eficdcia antimicrobiana das
solugdes irrigadoras de cetrimida (1% a 0,0019%) e clorexidina (4% a 0,078%) por
30 segundos, 1 minuto e 2 minutos, utilizadas na combinagéo de diluicbes de 1:1
e de forma alternada. A cetrimida erradicou biofiimes de E. faecalis nas
concentragbes de 0,5%, 0,0312%, e 0,078% em 30 segundos, 1 minuto e 2
minutos de contato, respectivamente, enquanto que a CHX n&o erradicou
bioflmes em nenhuma das concentracbes e tempos de prova. A aplicagdo de

cetrimida 0,1% ou 0,05%, combinadas ou alternadas, erradicou 100% de biofilmes
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nos 3 tempos de ensaio. A erradicagcdo foi também verificada quando utilizada

cetrimida nas concentragdes de 0,02% e 0,01% por 2 minutos.

Os achados de  Arias-Moliz et al, (2010) sdo consistentes com aqueles
encontrados por Abdullah et al.,, (2005); Portenier et al.,, (2006); Dunavant et al.,
(2006) que comprovam a necessidade de associar CHX a cetrimida, um
surfactante catibnico que diminui a irritacdo e a tensdo superficial de liquidos,
facilitando a sua penetracdo nas areas de dificil acesso. Estes achados sugerem
gue a cetrimida enfraquece as forcas coesivas, rompendo a matriz
exopolissacaridica (EPS) responsavel pela estabilidade e adesdo mecanica do
bioflme. O uso alternado da cetrimida e CHX demonstrou uma porcentagem de
reducdo significantemente maior que aquela encontrada quando ambas foram
utilizadas em combinacgéo. O uso prévio de cetrimida facilita a desestruturacédo da
matriz EPS e a atividade da CHX. De acordo com o protocolo apresentado neste
estudo, os resultados sugerem que a aplicacdo da associacdo cetrimida/CHX

apresenta maior eficacia que quando utilizadas isoladamente.

Os efeitos dos antimicrobianos: AlKali (pH 12); CHX 12,5%; EDTA 50 mM e
NaOCI 1%, contra Enterococcus faecalis, Lactobacillus paracasei, Streptococcus
anginosus e Streptococcus gordini organizados em biofilme, foram avaliados
guanto ao seus efeitos sobre a integridade da membrana, a atividade metabdlica e
a estrutura do biofilme. A remocdo efetiva de células do biofiime foi observada
apés tratamento com NaOCI| para todos microrganismos testados. EDTA e Alkali
apresentaram resultados similares na quebra da estrutura polimérica da matriz do
biofilme. Contudo o efeito da CHX ndo foi abrangente para o biovolume dos
biofilmes organizados pelo L. paracasei e E. faecalis, atingindo apenas as células
das camadas mais superficiais. As variacoes de efeitos apresentados pelas
solucdes podem ser explicadas por uma selecdo de células bacterianas que
aderem, exclusivamente, nos fracos tracos hidrofobicos criados pela oxidacédo da
superficie, na interface colageno-substrato. Contudo, o modelo de biofilme
preparado para este estudo foi sensivel, apresentando diferencas na integridade
da membrana e na remocdo das células do biofime expostas as solucbes
testadas (CHAVES DE PAZ et al., 2010).
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Chaves de Paz et al., (2010) utilizaram microscopia para analisar respostas
de biofilmes e a influéncia do revestimento superficial de colageno sob a acdo do
pH alcalino das solu¢des de CHX 2,5%, EDTA 50 mmol/L e NaOCI 1,0%,. Para a
investigacdo os autores utilizaram cepas de E. faecalis, Lactobacillus paracasei,
Streptococcus anginosus e Streptococcus gordini isoladas de pacientes que
apresentaram infeccdo periapical persistente. Foram também analisados os
efeitos das solugbes irrigadoras na arquitetura do biofilme e na extensdo de
revestimento da superficie do substrato com colageno. NaOCl 1% foi a solucao
gue mais afetou a integridade da membrana de todos 0s microrganismos testados,
além de remover maior nimero de células dos biofimes. EDTA afetou a
integridade da membrana de todos organismos testados mas removeu pouca
quantidade de células dos biofilmes de E. faecalis, L. paracasei eS. anginosus.
CHX 2,5% apresentou efeito brando na integridade da membrana de E. faecalis, e
removeu apenas 50% da células dos biofimes. Os efeitos apresentados foram
substrato dependente e a maioria dos organismos apresentaram aumento da
resisténcia aos antimicrobianos testados quando na presenca de substrato

revestido de colageno.

Relamozo et al., (2010) investigaram a concentracdo de NaOCI e o tempo
de irrigacdo requerido para a desinfeccdo de 450 cilindros de dentina bovina
infectados com E. faecalis, divididos em trés grupos (n = 15) de concentracdes
NaOCI 1,3%, 2,5% ou 5,25%, aplicadas nos intervalos de 5-,10-,15-, 20-, 25-, 30-,
35-, 40- minutos, incluindo um grupo controle positivo com 15 cilindros. A auséncia
de turbidez demonstrou a falta de crescimento bacteriano, enquanto que a
turbidez indicou a presenca de remanescentes bacterianos viaveis. Todos o0s
controles positivos apresentaram turbidez. O protocolo de irrigagdo mais efetivo foi
NaOCI 5,25% por 40 minutos, enquanto que a irrigagdo com NaOCI 1.3% e 2.5%,
no mesmo intervalo de tempo foram inefetivos na remocdo de E. faecalis dos
cilindros de dentina. Os investigadores concluiram que altas concentracbes
longo tempo de exposicdo ao NaOCl sdo necessarios para a eliminacdo de E.

faecalis da dentina contaminada.
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Soares et al., (2010) avaliaram a efetividade antimicrobiana do uso
alternado de NaOCI e EDTA, na eliminagdo de E. faecalis, durante o preparo
guimico-mecénico, utilizando 38 dentes unirradiculares humanos divididos
segundo o seguinte regime: grupo controle (n = 12) 1 ml de solugéo salina; grupo
Cl (n=12) 1 ml NaOCI 5,25% , 1 ml EDTA 17% e 1 ml de NaOCI; grupo Al (n =
12) NaOCI/EDTA/NaOCI combinados, sendo que o volume de irrigantes foi o
mesmo para 0s outros  grupos. ApOs concluidas as irrigacbes, foram tomadas
amostras em trés fases: antes do tratamento (S1), apds o preparo quimico-
mecanico (S2) e apés 14 dias (S3). Todos os canais do grupo S1 foram
contaminados, apresentando smear layer e remanescentes de biofilme obliterando
orificios tubulares. Microrganismos residuais nos orificios dos tdbulos foram
observados no grupo CI, enquanto que o grupo Al apresentou erosdo de dentina
peritubular e muitos sitios livres de infeccdo. Os investigadores concluiram que o
regime de irrigacdo alternado de NaOClI e EDTA é uma ferramenta endodontica

promissora na eliminagéo do biofilme de E. faecalis.

Akisue et al., (2010) compararam o efeito do uso combinado de NaOCI
e
CHX com a&cido citrico (AC) e CHX na permeabilidade da dentina, testando a
hipétese de que o precipitado formado pela associagdo de NaOCl com CHX
pudesse afetar os resultados. Para o estudo foram utilizados 34 dentes anteriores,
aleatoriamente divididos em: grupo 1 (controle positivo sem irrigagdo); grupo 2
(irrigagéo com AC e CHX 2% solugéo); grupo 3 (irrigagdo com NaOCI 1% e CHX
2% solucdo), As médias de penetracdo de precipitado ndo apresentaram
diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, quando avaliadas nos
tercos cervical e médio. No nivel apical, entretanto, as diferengas entre os grupos
controle positivo e grupo NaOCI + CHX, e entre AC + CHX e NaOCl| + CHX, foram
observadas. NaOCl 1% e solucdo de clorexidina 2% resultaram na formacdo de
um precipitado floculado, agindo como uma smear layer quimica que reduz a

permeabilidade no tergo apical.

6.2. Discussao dos Resultados Referentes a MTAD
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Shabahang e Torabinejad (2003) compararam o efeito antimicrobiano in vitro
do MTAD e do NaOCl, com ou sem EDTA. Os autores utlizaram o NaOCl| nas
concentracdes de 1,3% ou 5,25% durante o preparo quimico-mecanico, como
solucdo irrigadora, em seguida, os CR e a superficie radicular externa foram
expostos a aplicagdo de MTAD por 5 minutos, NaOCI 1,3%, NaOCI 5,25%, ou a
aplicacdo de EDTA seguida da irrigacdo com NaOCI 1,3% ou com NaOCl a 5,25%.
Os resultados da investigacdo consideram a utlizacdo de NaOCI 1,3% como
irrigadora do CR e o MTAD, como solugdo irrigadora final o tratamento mais

efetivo contra o E. faecalis, que os outros regimes terapéuticos.

Torabinejad et al., (2003) investigaram os efeitos de véarias concentragfes de
NaOCl, antes do uso de MTAD, como solugdo irrigadora final, para remocdo da
smear layer, utilizando 80 dentes humanos extraidos divididos em dois grupos

controle (n = 5): grupo A controle positivo (agua destilada); grupo B controle

negativo (NaOCI 5,25% + EDTA 17%), e sete grupos experimentais (n = 10): grupo

C (NaOCl 5,25% + NaOCl 5,25%); grupo D (4dgua destilada + MTAD); grupo
E

(MTAD + MTAD); grupo F (NaOCl 0,65% + MTAD); grupo G (NaOCl 1,3% +
MTAD); grupo H (NaOCI 2,6% + MTAD) e grupo | (NaOCI 5,25% + MTAD). Apés o
protocolo de instrumentacdo e irrigacdo, os espécimes foram examinadas por
MEV, quanto a presenca ou auséncia de “smear layer”” e a quantidade de eroséo

nas superficies das paredes dos CR. Os resultados mostraram que embora o
MTAD tenha removido a maior quantidade de “smear layer”, alguns
remanescentes dos componentes organicos permaneceram aderidos as
superficies dentinarias. A efetividade do MTAD na completa remocdo da smear

layer € melhorada quando associada a baixas concentracfes de NaOCI, antes do

seu uso, sem alterar significativamente a estrutura dos tubulos dentinarios

Ainda em 2003, Torabinejad et al., compararam as propriedades
antimicrobianas do MTAD com NaOCl 5,25% e EDTA 17% na erradicacdo de E.
faecalis. Quando as solu¢cdes ndo-diluidas foram testadas ndo houve diferencas
estatisticamente significante entre NaOCl e MTAD. Com a diluicio das solucdes
houve aumento dos halos de inibigdo promovidos pelo MTAD, sendo maiores que

do NaOCIl 525% e EDTA. Os resultados apresentados mostraram que o EDTA
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ndo apresentou efeito sobre E. faecalis. NaOCl 5,25% manteve a agéo
antimicrobiana em diluicbes de até 32 vezes, enquanto que o0 MTAD sustentou a

eficacia antimicrobiana até a diluicdo de 200 vezes. Alem disso, o NaOCl| nao
diluido ou diluido a 1:2, exposto de 2 e 5 minutos sobre E. faecalis, nao resultou

na erradicacdo total do microrganismo, enquanto que apds os mesmos periodos

de exposicao e diluicdes, a cultura foi negativa para MTAD.

Dunavant et al., (2006) avaliaram a eficacia das solugdes irrigadoras: NaOCI
1% e 6%; Smear Clear”; CHX 2%; REDTA e BioPure MTAD®, contra uma cepa de
E. faecalis (OG1X). O efeito de cada solugdo testada foi determinado pela
quantificacdo de células erradicadas em porcentagem em relagdo as células
viaveis. Tanto o NaOCI 1% quanto 6% foram efetivos na erradicagcéo de E. faecalis
organizado em biofiilme. Uma diferenca estatisticamente significante foi
encontrada entre as concentracbes de NaOCl| testadas. De acordo com a
metodologia utilizada, os autores concluiram que nas concentragdes testadas de
6% > 99,99% e de 1% > 99,78%, foram mais eficazes na erradicacdo do biofilme
de E. faecalis que as demais solugdes irrigadoras testadas: SmearClear (78,06%);
CHX 2% (60,49%); REDTA (26,99%); MTAD (16,08%).

Portenier et al., (2006) investigaram a atividade antimicrobiana do MTAD,

CHX e CHX/Cetrimida sobre E. faecalis e os efeitos inibitérios da dentina e
albumina do soro bovino (BSA). Tanto o MTAD 100% quanto CHX 0,2%
eliminaram rapidamente as cepas de E. faecalis. A combinagdo CHX/Cetrimida foi

ainda mais eficiente eliminando células bacterianas imediatamente apds o contato
apresentando, ainda, inibicbes similares a CHX pura, sendo mais sensivel a
albumina que a dentina. A dentina retardou a atividade antimicrobiana da CHX que

também foi fortemente inibida pela presenca de BSA. MTAD foi igualmente

sensivel a estas duas substancias

Kho e Baumgartner, (2006) compararam a eficdcia antimicrobiana de
irrigacdo das associagbes NaOCI| 1,3%/BioPure MTAD® e EDTA 17%/ NaOCI
5,25%. Foram utilizados, para a investigacdo, 50 pré-molares com canal Unico,

sendo 40 espécimes do grupo experimental e 6 do controle positivo inoculados
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com E. faecalis (ATCC 19433) e 4 espécimes do controle negativo ndo inoculados

com a bactéria. Os espécimes foram aleatoriamente selecionados nos grupos A
(NaOCI 5,25%/EDTA 15%); grupo B (NaOCl 1,3%/BioPure MTAD®) e grupo
controle positivo (solucdo salina). N&o houve diferenca significativa na eficacia
antimicrobiana entre os grupos A e B. A eficacia da irrigacdo com solugéo salina

também n&o foi estatisticamente diferente dos grupos A e B.

De Deus et al, (2007) acessaram a habilidade desmineralizadora do
BioPure MTAD®, comparando os resultados com aqueles obtidos com as solucdes
EDTA 17% e &cido citrico 5%. Foram utlizados, para o estudo, 9 molares
superiores humanos montados em cilindros de resina epoxica, nos quais foram
feitos corte de discos de dentina com expessuras de 3 = 0,3 mm
aproximadamente e expostos as solugbes testadas. Baseado no fendmeno da
desmineralizacdo e na quantidade de efeito de cada solugdo demonstrou-se que a
desmineralizagdo promovida pelo &cido citrico e pelo BioPure MTAD® foi

significativamente mais rapida que aquela promovida pelo EDTA

Varios estudos apontam o bom desempenho do MTAD como agente
antibacteriano, contudo, o melhor efeito bactericida pode decorrer do efeito
antibacteriano continuado da doxiciclina (corry over) na sua composi¢cdo. Krause
et al., (2007), em estudo, ex vivo, irrigaram raizes dentais contaminadas com E.
faecalis com MTAD, coletaram as amostras que foram centrifugados em BHI e
transferidas para outro meio recém-preparado, na intengdo de minimizar o efeito
carry over, para entdo serem colhidas novas amostras. Os resultados mostraram
que a absorcao da doxiciclina a dentina necessitou de no minimo 160 minutos de
aluicdo na 4gua, para a interrupcao do seu efeito. Neste estudo, os investigadores
simplesmente preencheram o lumem das amostras, para simular uma situacao
mais proxima do uso clinico, e descobriram que o MTAD néo foi mais afetivo que a
solucéo salina. Ao examinar as propriedades dos quatro antimicrobianos testados,
por meio do método de difusdo em agar, os autores observaram que o
NaOCI
5,25% foi menos efetivo em criar zonas de inibicdo que a doxicilcina e o MTAD
em todas as diluicdes. A habilidade do NaOCI em denaturar proteinas pode ter

afetado a difusibiliade e a propriedade bactericida na placa agar. Alem disso, a
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concentragdo de doxiciclina utilizada (10%) foi superior aquela encontrada no
BioPure MTAD" (3%), explicando as maiores zonas de inibicdo produzidas pela
doxicilina. A concentracdo de doxiciclina nas solugbes de MTAD provavelmente

afeta a atividade antimicrobiana e a efetividade contra E. faecalis.

Os resultados apresentados na investigacdo de Shabahang et al., (2008)
mostram claramente que a presenca da doxiciclina na concentracdo incluida na
formulacdo do MTAD ¢é muito efetiva contra cepas clinicas de E. faecalis. Os
autores afirmam que, a adicio de CHX 0,2% ndo afetou adversamente a acdo
antimicrobiana da doxiciclina, mas a substituicdo da doxiciclina por CHX reduziu
significativamente a eficacia do MTAD como agente antimicrobiano. Quando
testadas separadamente, a efetividade da CHX 0,2%, obteve o percentual de
eliminacao de 50%. Eles explicam que o pH da CHX é de 5,5 e, mesmo que tenha
ocorrido uma reducdo para 2,2 com a adicdo de acido citrico e Tween-80, néo
houve diferenca significativa na eliminacao de E. faecalis. Embora o acido citrico
exerca, por si so, algum efeito antimicrobiano, ele ndo aumenta a eficacia da CHX.

A concentracdo de CHX utlizada neste estudo foi de 0,2%, porque maiores

concentragdes (2%) sao dificeis de serem mantidas na solugéo.

Giardino et al (2008) compararam a eficacia antimicrobiana das solucdes de
NaOCl 5,25%, BioPure MTAD® e Tetraclean contra E. faecalis organizados em
bioflme, por periodos experimentais de 5, 30 e 60 minutos. Os resultados
apontam que apenas o0 NaOCI 5,25% pode desagregar e remover o biofilme em
todos os tempos testados. Tetraclean foi capaz de eliminar o biofiime apds 60
minutos de contato, e sua capacidade de romper o biofiime foi estatisticamente
melhor que o MTAD em todos os periodos experimentais. Os autores afirmam que
quantidade de doxiciclina contida na solucéo BioPure MTAD" é trés vezes superior
que do Tetraclean, mas a sua menor atividade de desagregacéo do biofilme pode
ser causada por efeitos sinérgicos dos diferentes componentes da sua

formulagéo, e ndo devido a concentragdo do antibidtico.

Como visto nos resultados de outros estudos, Dunavant et al., (2006)

mostrou que apenas NaOCI| foi capaz de eliminar totalmente a populagédo
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bacteriana organizada em biofilme, e que esta atividade esta estritamente ligada &

sua concentragdo. Outros outores observaram que a porcentagem de eliminacéo

de E. faecalis pelo BioPure MTAD‘foi de apenas 16,8% e que estes achados
podem estar relacionados com a atividade bacteriostatica da doxiciclina. Kho e
Baumgartner (2006) compararam a acdo das associagbes NaOCl| 1,3%/BioPure
MTAD® com NaOCl| 5,25%/EDTA 17% contra E. faecalis obtendo resultados

semelhantes

Baumgartner e Marshall (2007) compararam o efeito antimicrobiano das
associacbes NaOCl 1,3%/BioPure MTAD® e NaOCl| 1,3%/EDTA 15% para
irrigagdo dos CR. Os investigadores utilizaram para este estudo 46  dentes
anteriores humanos divididos em dois grupos experimentais: Grupo A (n = 20)
NaOCl 5,25%/EDTA 15%; Grupo B (n = 20) NaOCl 1,3%/MTAD: Grupo controle
positivo (salina). As primeiras amostragem revelaram o crescimento de 0 dos 20
espécimes irrigados com NaOCI 5,25%/EDTA15% e 8 dos 20 espécimes irrigados
com NaOCIl 1,3%/BioPure  MTAD®. Apés o alargamento adicional crescimento foi
de 0 dos 20 espécimes irrigados com NaOCl 5,25%/EDTA15% e de 10 dos 20
espécimes irrigados com NaOCl| 1,3%/BioPure MTAD®, mostrando uma
desinsfeccdo consistente com NaOCl 5,25%/EDTA15%. A combinacdo de com
NaOCI 1,3%/BioPure MTAD®deixou quase 50% dos canais contaminados com E.

faecalis

Royal et al, (2007) compararam a efetividade do NaOCl 5,25%, MTAD® e
CHX 2% na desinfeccdo dos materiais obturadores, Resilon® (Resilon Pentron
Clinical Technologies LLC, Wallingford, EUA) e Guta-Percha (Obtura Spartan,
Fenton, EUA). contaminados com E. faecalis e desinfetadas por irrigagdo com as
solucoes testadas por 1, 5 e 10 minutos. Ap6s cada periodo experimental os
espécimes foram secos, lavados em agua esterilizada, e incubados a 37°C por 7
dias. Aos 1°, 3° e 7° dias os meios foram avaliados visualmente quanto a turbidez.

Amostras de cada grupo experimental e controle foram escolhidas aleatoriamente,
plagueadas, incubadas a 37°C e observados o crescimento ao 3° e 7° dias. As trés
solugdes irrigadoras testadas mostraram efetividade na rapida desinfeccdo das

amostras de Resilon® e guta-percha na presenca de E. faecalis.
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Krause et al., (2007) compararam a eficacia antimicrobiana do BioPure
MTAD" dois de seus componentes, doxiciclina (100 mg/ml de hiclato de
doxiciclina) e &cido citrico 10%, e NaOCl 5,25%, contra E. faecalis utilizando
raspas de dentina bovina e difusdo em agar. No primeiro teste, utilizando modelo
de dentina bovina, a doxiciclina e NaOCI produziram o maior efeito antimicrobiano,
sendo o0 NaOCI o mais efetivo nas camadas mais profundas. MTAD e acido citrico
tiveram um comportamento similar a salina em ambas as profundidades. Para o
modelo de difusdo em agar a doxiciclina e o MTAD produziram maiores halos de

inibicdo que o NaOCI.

Giardino et al.,, (2007) compararam a eficacia antimicrobiana do NaOCI
5.25%, BioPure MTAD"e Tetraclean (Ogna Laboratori Farmaceutici, Mildo, Italia)
contra cepas de E. faecalis ATCC 29212 organizado em biofilme gerados em
filtros de membranas de celulose. Os resultados demonstraram que o NaOCI foi a
Unica solucdo irrigadora capaz de remover o biofilme em todos os periodos
experimentais. Os mesmos efeitos s6 foram alcancados pelo Tetraclean aos 60
minutos. A redugdo bacteriana por BioPure MTAD"ndo foi significante apés 5

minutos e em menores proporgdes aos 30 e 60 minutos.

Mohammadi et al., (2008) compararam a substantividade antibacteriana das
solucdes de BioPure MTAD" CHX 2%, NaOCI 2,6% contra E. faecalis na dentina
humana Para este estudo os autores utilizaram 50 raizes de dentes incisivos
superiores humanos, cortados em blocos com 6 mm de diametro e 4 de espessura
(n = 110), tratados com NaOCl 5,25% e EDTA 17%, infectados com E. faecalis
ATCC 29212 e divididos aleatoriamente em 5 grupos de acordo com a
solugéo
irrigadora testada: G1 (n = 30) BioPure MTAD"; G2 (n = 30) CHX 2%; G3 (n = 30)
NaOCI 2,6%; G4 (n = 10) controle positivo, tubos de dentina infectada; G5 (n = 10)
controle negativo, tubos de dentina esterilizada. Os resultados mostraram que ao
dia 0, o grupo NaOCl demonstrou maior efetividade de acéo antibacteriana.
Entretanto, nos dia 7, 14, 21 e 28, BioPure MTAD"demonstrou-se mais efetivo
que as outras solugdes irrigadoras testadas, expressando a habilidade do MTAD

ser absorvido pela hidroxiapatita e liberado gradualmente em niveis terapéuticos.
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Mohammadi e Shabhiriari (2008) compararam as solu¢cdes de BioPure
MTAD"CHX 2% e NaOCl 2.6% na dentina humana, quanto ao grau de
penetracdo nos tdbulos dentindrios e a atividade antibacteriana. A solucdo de
NaOCl 2,6% obteve a mais efetiva acdo antibacteriana apés o tratamento, mas
esta atividade caiu rapidamente, indicando que a solu¢éo tem pouca o nenhuma
substantividade. Os autores explicam que a provavel razdo seja porque o NaOCI
tem o seu efeito antimicrobiano em presenca de cloro disponivel na solugcdo. O
cloro ndo pode penetrar profundamente na dentina. Os valores médios de UFC
estatisticamente menores apresentados pelo BioPureMTAD"em todos os tempos
experimentais (0,7,14,21,e 28 dias), exceto no primeiro, reforcam a
substantividade prolongada que € explicada pela presenca do detergente Tween
80, na sua composicdo. O Tween 80 reduz a tensdo superficial facilitando a
penetracdo da solucdo nas camadas mais profundas da dentina. Nas condi¢cdes
apresentadas por este estudo, a substantividade do BioPure MTAD® foi

significativamente mais elevada que da CHX, retendo-se no CR por pelo menos

28 dias.

A substituicdo de doxiciclina por CHX na formulacdo de MTAD", a adi¢éo da
mesma e a verificagcdo de um possivel aumento na eficacia antimicrobiana contra
cepas de E. faecalis foram verificadas por Shabahang et al.,, (2008). Para a
investigacdo os autores utilizaram 50 dentes unirradiculares divididos nos
seguintes grupos (n = 10): Controle negativo (agua destilada); controle positivo
(Agua destilada e autoclavagem); Grupo A (NaOCl 1,3% e MTAD"); Grupo B
(NaOCl 1,3% e MCAD - clorexidina 0,2% em lugar de doxiciclina); Grupo C
(MTAD-C - adicédo de clorexidina 0,2% a formulagdo). Todas as amostras do grupo
controle positivo apresentaram turbidez, enquanto que as amostras do controle
negativo permaneceram livres de germes. Nenhum dos 10 espécimes dos grupos
A (MTAD®) e C (MTAD-C) apresentou turbidez em uma semana. Dos 10
espécimes irrigados com MCAD, sete apresentaram culturas positivas. Estes
resultados mostraram claramente que a presenca de doxiciclina na concentracéo

incluida na formulagdo do MTAD® é muito efetiva contra cepas clinicas de E.
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faecalis e que a substituicho de doxiciclina por clorexidina diminui a atividade
antimicrobiana do MTAD"

Os efeitos antimicrobianos das solugbes de BioPure MTAD®, Tetraclean,
Cloreximida (mistura CHX e cetrimida), e NaOCI 5,25% foram testados contra E.
faecalis, Prophyromonas gingivalis e Prevotella intermedia, por Giorgino et al.,
(2009). Todas as solucdes testadas apresentaram atividade antimicrobiana contra
P. intermediae P. gingivalis, sendo que o NaOCI 5,25% apresentou a maior zona
de inibicdo, ficando a menor para cloreximida. Quanto a acdo das solucdes
testadas contra E. faecalis, a atividade do Tetraclean foi equivalente ao do
BioPure MTAD" e superiores ao NaOCI 5,25% e Cloreximida. MTAD e Tetraclean
apresentaram resultados similares por ambos conterem um mesmo antibidtico
(doxiciclina), acido citrico e um detergente. Cloreximida apresentou o pior
resultado contra todas as bactérias testadas, provavelmente pelo fato do estudo

nao ter considerado a propriedade de substantividade deste medicamento.

Pappen et al, (2010) investigaram, in vitro, a acdo do Tetracleam, MTAD e
cinco solugbes irrigadoras experimentais (MTAD + cetrimida 0,01%; MTAD +
cetrimida 0,1%, MTAC-1, MTAC-2, MTAD-D) contra Enterococcus faecalis em
forma planctbnica e em biofilme organizado em substrato de hidroxiapatita. Os
experimentos em células planctbnicas revelaram a remo¢do do Tween 80 do
MTAD (MTAD-D) néao apresentou diferenca em relacdo ao biofilme. Entretanto,
quando Tween 80 foi substituido por Cetrimida (CTR) a dinadmica de erradicacao
foi aumentada, indicando que Tween 80 pode inibir a atividade da CTR. A adigéo
de CTR 0,1% resultou em acentuada erradicacdo de células planctonicas de E.
faecalis. Portenier et al., (2006), Dunnavant et al.,(2006), Kho e Baumgartner
(2006) e Krause et al., (2007) também descreveram a excelente atividade
antimicrobiana da CTR quando associada a CHX e MTAD. Os testes feitos
em
biofilmes mostraram que, apdés 1 minuto de exposicdo, menos da metade dos
microrganismos foram erradicados por todas as solugdes testadas. Apds 3
minutos, estas solugdes erradicaram de 56-71% dos biofilmes. O presente estudo

indica que os testes de erradicac@o de bactéria planctdénica podem ser Uteis para
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uma visdo preliminar de novos agentes desinfetantes antes de prosseguir com

experimentos complexos.

7. Conclustes

- A solucbes irrigadoras propostas e revisadas neste estudo apresentaram
desempenho antimicrobiano, reduzindo significativamente a atividade do E.
faecalis no SCR, embora nenhum estudo tenha apresentado completa eliminacéo

do microrganismo.

- O tempo e a concentracdo da solugdo irrigadora de hipoclorito de sdodio
exercem um papel significante na habilidade de eliminacdo de E. faecalis do
SCR.

- A eficicia antimicrobiana da clorexidina nas formulacdes liquida ou gel, e
nas suas diversas concentracfes, somadas a atividade de substatividade,

justificam o seu uso como solugéo irrigadora dos canais radiculares.
- A utilizagdo de BioPure MTAD® como solucéo irrigadora final, associada ao
hipoclorito de sodio 1,3% é um protocolo significantemente efetivo, tanto na

remocdao da ““smear layer”, quanto na eliminagéo de Enterococcus faecalis.

- Antibi6ticos sistémicos ndo apresentam efetividade nas infeccBes

endodonticas promovidas por enterococos.

- A presenca do biofilme no terco apical radicular € importante para a

manutencdo do processo inflamatdrio periapical.
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- Tomando como referéncia os resultados apresentados nos estudos aqui
revisados e a minha experiéncia clinica, hipoclorito de sddio na concentracdo de
5,25 %, seguido de EDTA é o protocolo de irrigacdo mais eficiente na eliminagéo
de E. faecalis do SCR. Contudo, devido ao alto potencial de irritagdo tecidual,
principalmente em alta concentracdo, o manuseio desta solucdo deve ser lento e

cuidadoso.
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