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RESUMO

O objetivo desse estudo foi avaliar a efetividade do irrigante QMix sobre biofilme in vitro de
Enterococcus faecalis. Para o estudo foram utilizados 15 discos de 4mm de didmetro de dentina
retirados do terco médio de incisivos bovinos. Os espécimes foram alocados em 3 grupos (NaOCI
1%, QMix e Solucéo fisioldgica) de 6 espécimes cada. Os espécimes foram tratados com EDTA
por 5 minutos e esterilizados. A contaminacdo dos discos foi feita com Enterococcus faecalis
(ATCC 4083) e a formacéo do biofilme in vitro se deu no periodo de 21 dias. Apds esse periodo
0s espécimes foram tratados por cinco minutos com 0s respectivos agentes irrigantes. Apds o
tratamento os espécimes foram corados por dez minutos com o corante live and dead e avaliados
em microscopia confocal de varredura a laser capturando-se 4 imagens por amostra. As imagens
capturadas foram analisadas pelo programa bioimage analisando o biovolume e a % de bactérias
vivas. A analise estatistica foi realizada com os testes Kruskal-Wallis e Dunn’s ndo paramétricos,
pois os dados ndo apresentaram distribuicdo normal. O NaOCI 1% proporcionou uma maior
remocdo de biofilme diferenciando-se estatisticamente dos demais grupos, e em relacdo a
viabilidade diferenciou-se apenas da solucéo fisiologica. O QMix proporcionou uma dissolucdo
consideravel do biofilme diferenciando-se estatisticamente da solucdo fisiologica, tanto na

dissolucdo quanto na capacidade antimicrobiana.

Palavras-chave: Endodontia, Biofilme, Enterococcus faecalis.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effectiveness of the irrigant QMix on in vitro
Enterococcus faecalis biofilm. Fifteen dentin discs of 4mm diameter from the middle third of
bovine incisors were used in this study. The specimens were divided into 3 groups (1% NaOCl,
QMuix, and physiological solution) 6 specimens each. The samples were treated with EDTA for 5
minutes and sterilized. The contamination of the disks was done with Enterococcus faecalis
(ATCC 4083) and the formation of biofilm in vitro occurred in 21 days. Subsequently this period,
specimens were treated for five minutes with their irrigant solutions and then were stained by ten
minutes with live and dead dye. Finally, samples were evaluated in confocal scanning laser
capturing up 4 images per sample. The captured images were analyzed by the program bioimage
analyzing biovolume and % of live bacteria. Statistical analysis was performed using Kruskal-
Wallis and Dunn’s nonparametric because the data did not show normal distribution. Significantly
different from the other groups, 1% NaOCI provided a greater removal of biofilm and regarding
the viability differed only from the physiological solution. QMix provided considerable dissolution
of the biofilm differentiating statistically from saline solution in both the dissolution and in

antimicrobial capacity.

Keywords: Endodontics, Biofilm, Enterococcus faecalis.
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INTRODUCAO

A limpeza e antissepsia dos sistemas de canais radiculares é uma etapa fundamental na
realizacdo do tratamento endodontico, que influencia no sucesso da endodontia. Devido o0s
instrumentos ndo tocarem todas as paredes do canal radicular e ndo atuar em areas de achatamento
e istmo™?, a irrigacio tem papel fundamental para atingir essas areas ndo tocadas afim de
proporcionar uma limpeza e antissepsia adequada, removendo tecido pulpar vital ou necrético,
micro-organismos e seus subprodutos, debris e smear layer®*°l. Para isso, é necessério que a
solucdo irrigadora possua capacidade de agir sobre matéria organica, inorganica além de possuir
atividade antimicrobiana. O Hipoclorito de sodio (NaOCI) e o EDTA séo as solucdes irrigadoras
mais utilizadas na endodontial!, sendo que o NaOCIl atua sobre matéria organica e
microrganismos® e o EDTA, que é utilizado como um irrigante final, atua sobre matéria
inorganica buscando a limpeza de debris dentinarios e smear layerl’). No entanto, o EDTA n&o
possui capacidade antimicrobiana adequadal®.

Diante disso, tem-se buscado solugdes irrigadoras que retinam todas essas propriedades ou
irrigantes finais que possuam mais propriedades que o EDTA, principalmente com acédo
antimicrobiana, sendo dessa forma mais eficazes na irrigacao final.

Dentre esses irrigantes, 0 QMix 2 in 1 (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK) foi um
desenvolvido almejando coadjuvar os efeitos quelantes com os antimicrobianos, uma vez que
apresenta o EDTA, clorexidina e certramida, em sua composicdol®. Esse estudo teve como
objetivo avaliar a efetividade antimicrobiana e o poder de dissolucdo do irrigante QMix sobre

biofilme in vitro de enterococcus faecalis.

MATERIAIS E METODOS

Selecdo e preparo dos especimes

Para se obtiver a 21 raizes de dentes bovinos necessérias para a realizagdo do estudo que
tivessem diametro anatdmico 40, foram selecionadas oitocentas raizes de incisivos bovinos, de
forma que ndo apresentassem fraturas, ma formacdes, formagdo incompleta do &pice e fossem
retas. Com a finalidade de se obter raizes com 15 mm de comprimento, a partir do apice radicular
os dentes bovinos foram medidos com paquimetro digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Sdo

Paulo, Brasil), e cortados a 15 mm a partir do ponto de referéncia. Para isso, os dentes foram
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fixados em uma base de resina (Resina T-208, Redifibra Comércio de Produtos para Fiberglass
Ltda, Sdo Paulo, Brasil, 40x40x5 mma3), pela superficie oclusal com cera pegajosa (Asfer Industria
Quimica Ltda). Para o corte das raizes foi utilizado um disco diamantado de dupla face - XL 12205,
“High concentration”, 102 x 0,3 x 12,7 mm3 (Extec Corp. Enfield, CT, USA/ Ref: 12205),
devidamente acoplado a maquina de corte ISOMET 1000 (Extec Corporation, Labcut 1010, USA).

Apds o corte 0s espécimes a serem inseridos no estudo foram selecionados a partir de uma
calibragem através da insercéo de limas tipo K no canal. Foram selecionadas amostras em que o
instrumento de calibre 40 travasse em 14 mm a partir da borda coronal do corte, totalizando 21
especimes. A instrumentacdo de todos os espécimes foi realizada utilizando-se broca brocas
LaAxxess 45/.06 (SybronEndo, EUA) a 10 mm da borda coronal da raiz, para preparo do terco
cervical e médio, e com Reciproc 50.05 (VDW, Alemanha) na extensdo de instrumentagdo, que
foi de 14mm. Durante o preparo dos canais, foi utilizado 5 mL de Hipoclorito de sédio Cloro Rio
2,5% (Rioquimica, S&o José do Rio Preto, SP, Brasil).

Acdo Antimicrobiana e Dissolucéo do biofilme in vitro

As raizes direcionadas para essa fase do estudo foram incluidas em silicona de condensacao
densa em mufla, com o intuito de evitar o extravasamento da solucéo irrigadora e proporcionar
uma maior simulacgéo da realidade. Discos de dentina radicular de origem bovina foram utilizados
como meio formador de biofilme. Para isso foi retirada da regido do terco médio de raizes de
incisivos bovinos um disco de dentina de 3mm de didametro com uma broca trefina, sendo estes
identificados de acordo com os referidos dentes. Os discos foram retirados a de 5mm do apice do
dente.As superficies dentinarias desses discos obtidos foram polidas tentando padronizar o tempo
de polimento em cada superficie com a finalidade de manter uma espessura minima de 1,00mm.
Assim a regularizac&o foi feita atraves do polimento com lixas de carbeto de silicio (Buheler Ltda,
Illinois, USA) de granulacéo 600, acopladas em uma maquina politriz (Fortel Industria e Comercio
Ltda., Brasil), sendo que os discos eram apoiados manualmente, sob refrigeracdo, por alguns
segundos, até ser conseguida uma superficie lisa.

Para a confirmagdo da espessura de cada disco de dentina, foi utilizado um paquimetro
digital (Starrett Industria e Comércio Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Estes discos foram tratados com
hipoclorito de sddio 1% (Rioquimica Ltda., S&o Jose do Rio Preto, SP, Brasil) durante 15 minutos,
em seguida com EDTA a 17% (Biodinamica, Ibipora, PR, Brasil) por 5 minutos. Esse tratamento

quimico teve por objetivo remover residuos organicos e possivel presenca de raspas de dentina,
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oriundas do corte. Para constatar a eficacia da limpeza, dois discos por grupo foram aleatoriamente
selecionados para a visualizacdo por meio do Microscépio Eletrénico de Varredura. Apds essa
etapa, todos os discos foram acondicionados em eppendorfs, contendo 1mL de &gua destilada, esse
conjunto foi esterilizado em autoclave a 121°C.

Formagéo do biofilme

Para a formacdo do biofilme in vitro, as amostras esterilizadas foram colocadas em pocos
de cultura, e foi feita a inducdo do biofilme puro de Enterococcus faecalis ATCC 4083 cultivados
em caldo BHI. A inducg&o se deu no periodo de 21 dias com trocas de meio a cada dois dias, todo

0 meio dos poc¢os era removido e 0 novo meio era colocado até o nivel de 4/5 do poco de cultura.

Irrigacéo

Para o0 estudo foram definidos 3 protocolos de irrigacdo, sendo os espécimes irrigados com
5 mL do irrigante deixando em repouso 5 minutos dentro do canal, sendo utilizado 10 mL de
solucdo salina para neutralizar o irrigante primario por mais 5 minutos.

A irrigacdo foi executada utilizando-se pontas de corpo de plastico com pescogo angulado
e uma canula de metal fina (NaviTip®, Ultradent Produtcs, USA) acopladas a uma seringa de
plastico descartavel transparente de 5 ml com rosca Luer Lock (Ultradent Produtcs, USA),

inundando-se o canal com o agente irrigante.

Analises da dissolucéo e a¢do antimicrobiana - Confocal

Ap0os a formacao do Biofilme, seis discos de dentina por grupo foram selecionados para a
analise em confocal sendo que um disco de dentina foi escolhido aleatoriamente e levado ao
microscopio de varredura Personal SEM© (PSEM) eXpress™ (Aspex corporation), para captura
da imagem do biofilme a fim de confirmar a completa colonizagéo do espécime. Sendo confirmada
a formacdo do biofilme os discos foram reposicionados nos dentes de onde foram tirados a
interface selada com cera utilidade e os dentes levados novamente a mufla. Os protocolos de
irrigacdo foram realizados em cada grupo conforme descritos anteriormente.

Apos a aplicagdo dos irrigantes, os discos de dentina foram removidos das respectivas
raizes e lavados com 100 pL de PBS para eliminar residuos e foram corados com 50 pl de uma
solucdo de Syto 9/lodeto de propidio (Live/Deadtechnique-In Vitro Gen), durante 10 minutos. O
Syto9 é um corante fluorescente (verde) seletivo do acido nucléico, indicado para corar células
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vivas e mortas (corante geral). Ja o iodeto de propidio visa identificar a populacdo microbiana com
membrana celular afetada ou células mortas, apresenta fluorescéncia vermelha. Ao entrar nas
células, a fluorescéncia vermelha diminui a fluorescéncia do Syto-9, deixando as células mortas
uma fluorescéncia vermelha ou amarelada. As amostras apds a colora¢do foram avaliadas no
Microscopio Confocal de Varredura a Laser (Leica, Mannheim, Alemanha) utilizando um
aumento de 10x para obter uma visdo panoramica. No biofilme avaliado foram eleitos 5 pontos,
nos quais foram captadas imagens, com aumento de 40x. Essas imagens foram feitas com
intervalos de 1um desde a parte mais superior do biofilme até a superficie dentinéria.

As imagens obtidas (arquivos com extensdo.lif) foram analisadas no software biolmage L
: Image Analysis. Software esse que foi desenvolvido para estudos de biofilmes microbianos. E

foram avaliados o biovolume total e a porcentagem de células vivas e mortas no biofilme.

Anélise estatistica
A analise estatistica foi realizada com os testes Kruskal-Wallis e Dunn’s ndo paramétricos,
pois os dados nédo apresentaram distribui¢cdo normal (p <0,05). O Prisma 5.0 (GraphPad Software

Inc, La Jolla, CA) foi utilizado como o software analitico.

RESULTADOS

O NaOCl 1% proporcionou uma maior remocdo de biofilme diferenciando-se
estatisticamente dos demais grupos, e em relacdo a viabilidade diferenciou-se apenas da solucéo
fisiologica. O QMix proporcionou um dissolugdo consideravel do biofilme diferenciando-se

estatisticamente da solucéo fisioldgica, tanto na dissolugdo quanto na capacidade antimicrobiana.

Tabela 1. Mediana (valores minimos e maximos), das porcentagens de biofilme viavel apds os tratamentos bem como
do biovolume em pm3.

Grupos NaOCl QMix Solucéo Fisioldgica
% Vivas 9,56 (0-36,22)° 10,74 (0,04-27,15)* 94,45 (75,66-99,99)°
Biovolume 8,5 (0,0-27) 6841(1464-9222)° 49359 (10112-198505)°

Letras diferentes nas linhas significam dados estatisticamente diferentes (P<0.05).
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Solucao Fisiologica NaOCl 2,5%

Imagem 1. Imagem representativa dos grupos analisados, onde a cor verde representa as bactérias viaveis e a vermelha
a invidveis, j& o preto representa regides sem a presenca de biofilme.

DISCUSSAO

Dentes bovinos foram utilizados no estudo com base em estudos anteriores que tém
utilizado tanto para estudos em microbiologial*®! quanto para estudos na remocao de debrist*!l e
smear layer!*?. Os dentes bovinos sdo uma alternativa a falta de dentes humanos para a demanda
amostral dos estudos e as caracteristicas da dentina se assemelha muito a dentina humanal314,
justificando-se entdo o uso dos dentes bovinos neste estudo. Com novos metodos de técnicas de
instrumentacdo a modelagem dos canais radiculares € realizada em pouco tempol*>1€l e permite
pouco tempo de permanéncia das solugdes irrigadoras no canal. Uma vez que o tempo de contato
é importante para a efetividade das solucdes irrigadoras torna-se importante se ter solugdes
irrigadoras eficientes.

Os irrigantes tornam-se importantes uma vez que 0s instrumentos ndo tocam todas as
paredes do canal durante a modelagem do sistema de canais radiculares e ha regides de
complexidade anatdmica onde é impossivel o alcance pela instrumentaciol’l. Além disso, a
instrumentagdo dos canais radiculares produz smear layer e debris dentinarios*®1°2% A smear
layer fica aderida as paredes dos canais radiculares obliterando os tubulos dentinarios e pode
impedir a penetracdo de irrigantes sem poder quelante, medicacéo intracanal e proporcionar falhas
na adaptagdo de materiais obturadores(*®21221,

Ha uma busca por um irrigante que proporcione a dissolucdo de matéria organica,
capacidade antimicrobiana e de remocao de smear layer. Na literatura ha trabalhos que sinalizam

para 0 QMix como um irrigante final mais completol?324252627.2829 A fim de se sanar ddvidas a
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respeito da real importancia dessa solucédo esse estudo foi delineado. Em um grupo com solucéo
salina considerando que essa substancia no possui capacidade de dissolu¢aol% e no possui acio
quelantel®!,

Para avaliagdo da dissolucéo e viabilidade do biofilme in vitro apds o tratamento pelos
irrigantes foi utilizada a microscopia confocal para visualizar a dissolugdo volumétrica e a
viabilidade do biofilme. Em termos de dissolugdo o que pode se observar foi o grande poder de
dissolugdo do hipoclorito de sddio em relacdo ao Qmix e a solucdo fisioldgica. J& com relacédo a
viabilidade o QMix proporcionou uma perda de viabilidade do biofilme que néo se diferenciou
estatisticamente do NaOCI contrastando com o estudo de Ordinola-Zapata et al. (2013)128], pode-
se ver uma fraca acdo antimicrobiana do QMix, contrastando com os resultados encontrado por
esse e por outros estudos 24232 Apesar de ndo possuir uma eficacia da dissolucio semelhante ao
do hipoclorito de sédio 0 Qmix mostrou um poder de dissolugdo do biofilme maior do que o da

solucdo salina.

CONCLUSAO

Dentro das limitacOes desse estudo podemos observar que o QMix tem um efeito
antimicrobiano similar ao do hipoclorito de sodio, entretanto, ndo possui 0 mesmo poder de

dissolucao do biofilme.
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