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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi o de avaliar o efeito de uma pasta antibidtica no trata-
mento de dentes permanentes necrosados por trauma, verificar a presenca de micro-organismos —
MO’s no interior dos condutos radiculares, bem como sua identificagdo através da realizagdo de re-
acdo em cadeia da polimerase - PCR. Desta forma foram realizados um estudo clinico e outro in
vitro. Participaram do estudo clinico 14 pacientes que apresentavam dentes permanentes anteriores
com rizogénese incompleta e necrose pulpar causada por trauma. No estudo in vitro foram utiliza-
dos 60 espécimes uniradiculares e padronizados em comprimento e didmetro apical, contaminados
com Enterococcus faecalis por um periodo de 30 dias. Na pesquisa clinica, os pacientes foram
submetidos aos procedimentos clinicos da técnica de revascularizacao que utiliza hipoclorito de s6-
dio e pasta biantibidtica para desinfec¢do do canal radicular e mineral triéxido agregado (MTA)
como material biocompativel para vedamento do terco cervical. O objetivo foi avaliar a eficicia de
acdo da pasta biantibiotica através de comprovagao microbioldgica por meio de crescimento bacte-
riano e técnica de PCR em coletas realizadas apds acesso e abertura dental (C1), ap6s irrigagdo com
Hipoclorito de sodio 2,5% (C2) e ao final de 30 dias de uso da pasta bi-antibiotica intracanal (C3).
Para confirmar o sucesso clinico observou-se a continuidade da formagao radicular, o espessamento
das paredes dentinarias e o fechamento apical através de radiografias periapicais e tomografias loca-
lizadas. Também foram observadas a auséncia de sinais e sintomas, bem como auséncia de lesdo
periapical. Dos 14 pacientes tratados, 7 eram do sexo masculino (50%) e 7 do sexo feminino (50%),
com idade variando entre 6 ¢ 14 anos. A maior parte dos dentes apresentaram como trauma a luxa-
¢do lateral (73,3%) e os outros 26,3% dos casos de trauma foram avulsdo, intrusdo, extrusio e su-
bluxacdo, associados ou ndo a fratura corondria sem exposi¢ao pulpar. A percentagem de sucesso
foi de 93%, ou seja, 14 dos 15 dentes tratados apresentando fechamento apical completo até a ulti-
ma consulta de acompanhamento registrada. O estudo in vitro teve o objetivo de avaliar a eficacia
de agdo da pasta biantibiotica através de comprovagdo microbioldgica em coletas realizadas apos
acesso e abertura dental (C1), apds irrigacdo com hipoclorito de sddio 2,5% (C2) e ao final de 30
dias de uso da pasta antibidtica intracanal (C3). Dos 14 dentes em que foram realizadas culturas
bacterianas das trés coletas podemos observar que houve redugdo significativa do nimero de UFC
da coleta 1 (27.1£2.5) para a coleta 2 (9.8+1.2) e desta para a coleta 3 (1.3+0.5) (p<0.001). Pode-se
observar também, que houve redugdo significativa no nimero de amostras que apresentaram nos
testes de PCR as bandas de DNA para o primer universal 16s da coleta 1 (n=15, 100,0%) para a
coleta 3 (n=3, 20,0%) (p<0.001) e de DNA da bactéria E. faecalis da coleta 1 (n=5, 33.3%) para as



coletas 2 e 3 (n=0, 0.0%) (p=0.004). Nenhuma amostra apresentou DNA da bactéria P. gingivalis
em nenhum dos momentos de coleta (p=1.000). No estudo in vitro foram utilizados espécimes den-
tais preparados e previamente contaminados com E. faecalis e tratados com diferentes pastas anti-
bioticas. As analises foram divididas em 5 grupos: G1 — Pasta triantibidtica (metronidazol, cipro-
floxacino e minociclina); G2 — Pasta biantibidtica (metronidazol e ciprofloxacino); G3 — Pasta
Amoxicilina; G4- Pasta Calen (hidroxido de calcio); G5 - Solucao fisiologica 0,9% (grupo contro-
le). No grupo controle negativo - G5 ndo foi utilizada nenhuma medicagdo intracanal. Todos os
grupos foram compostos por 12 espécimes dentais. Em todos os grupos foram realizadas coletas
microbianas - C com pontas de papel absorventes estéreis antes da realizagdo do preparo quimico -
C1 e nos respectivos dias de coleta e avaliagdo das medicagdes que ocorreram no 7° dia, 14° dia, 21°
dia e 30° dia de uso das medicagdes intracanais - C2. O intuito das coletas foi verificar a presenga
de micro-organismos — MO’s no interior dos condutos radiculares previamente contaminados com a
bactéria E. faecalis. Com isso, pode -se observar que no grupo tratado com a pasta triantibiotica
nao houve modificagdo no numero de UFC no dia 7, no entanto, houve reducdo significante nos
demais dias de estudo (p<0.001). No grupo tratado com a pasta biantibiotica houve reducao signifi-
cante no numero de UFC nos dias 7 (p=0.022) e 21 (p<0.001), sem diferengas nos dias 14 ¢ 30. No
grupo tratado com amoxicilina, apenas no dia 21 (p<0.001) houve redugdo significante no niimero
de UFC. No grupo tratado com a pasta Calen nao houve modificagdo no niimero de UFC nos dias 7
e 30 (p=0.338), no entanto, houve redugdo significante do niimero de UFC nos dias 14 e 21
(p=0.011). E por ultimo, ndo houve redu¢do significante na contagem de UFC do pré para o pos-
tratamento no grupo salina nos dias sete, 14, 21 e 30 (p=0.248). Considerando a variacao (A) do
numero de UFC houve redugdo significante do valor de A dos grupos biantibiotica em relagdo ao
grupo tratado com soro nos dias 14 e 21 e dos grupos tratados com amoxiclina e triantibiotica no
dia 21 (p<0.001). Desta forma, pode-se concluir que os dentes tratados mostraram resolucao dos
sinais e sintomas clinicos e de radiolucéncia periapicais no periodo de acompanhamento. Além dis-
s0, apresentaram maior aumento no comprimento radicular, espessura da parede de raiz e fecha-
mento apical. Também podemos observar que as pastas antibidticas, dentre elas as pastas triantibio-
tica e biantibidtica apresentaram um excelente efeito inibitdrio frente ao micro-organismo E. faeca-
lis. Ambas pastas biantibiotica e triantibiotica foram mais eficazes do que a pasta de hidroxido de
calcio contra E. faecalis. Assim, a pasta biantibiotica pode ser considerada um substituto antibacte-

riano eficaz e comparavel para pasta triantibiotica e pasta de hidroxido de calcio.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effects of an antimicrobial paste on the treatment of ne-
crosed to trauma permanent teeth and to verify the presence of microorganisms in the root canal as
well as to identify them by performing the polymerase chain reaction (PCR). Thus, two studies
were performed: a clinical and microbiological investigation and another one in vitro. Patients who
presented open apex necrosed anterior permanent teeth due to trauma and incomplete rhizogenesis
were eligible to participate. In the in vitro study, 60 single-rooted specimens were used and their
length and root apical diameter were standardized, being contaminated with Enterococcus faecalis
for 30 days. In the clinical trial, patients underwent the clinical procedures of the revascularization
technique that uses sodium hypochlorite and double antibiotic paste to disinfect the root canal and
aggregated trioxide mineral (MTA) as biocompatible material to seal the root canal cervical third.
The purpose was to investigate the efficacy of the double antimicrobial paste action through micro-
biological assessment by bacterial growth analysis and PCR technique in samples collected after
endodontic access (C1), after sodium hypochlorite (2.5%) irrigation (C2) and at the end of a 30-day
period of use of the double antimicrobial paste in the root canal (C3). The clinical success was as-
sessed by observing the rhizogenesis, dentinary wall thickening, and apex closing through periapi-
cal radiographs and localized tomography. Also, the absence of signal and symptoms was evaluated,
as well as the absence of periapical lesions. 14 patients were treated, 7 male subjects (50%) and 7
female subjects (50%) whose age ranged from 6-14 years old. Most part of the teeth was affected
by lateral luxation (73.3%) and the other (26,3%) cases of dental trauma were avulsion, intrusion,
extrusion, and subluxation associated or not with crown fracture without pulp exposition. The per-
centage of the success reaching 93%. In other words, 14 out of 15 treated teeth presented complete
apex closing until the last follow-up examination. Regarding the in vitro study, our purpose was to
evaluate the efficacy of the double antimicrobial paste through microbiological evidence in samples
collected after the endodontic access (collection 1), after sodium hypochlorite (2.5%) irrigation
(collection 2) and at the end of a 30-day period of use of the double antimicrobial paste in the root
canal (collection 3). In the 14 teeth from which bacterial samples were collected, it occurred a signi-
ficant reduction in the colony forming unit (CFU) numbers at the collection 1 (27.1+2.5) to the col-
lection 2 (9.8+1.2), and from this one to the collection 3 (1.3£0.5) (p<0.001). It can be also obser-
ved that there was a significant reduction in the number of samples that presented DNA bands for

the universal 16 s primer from the collection 1 (n=15, 100.0%) to the collection 3 (n=3, 20.0%)



(p<0.001) and E. faecalis DNA from the collection 1 (n=5, 33.3%) to the collections 2 and 3 (n=0,
0.0%) (p=0.004). No sample presented the P. gingivalis bacterial DNA at any collection moment
(p=1.000). In the in vitro study, dental specimens were prepared and contaminated with E. faecalis
previously to the treatment with different antimicrobial pastes. The analysis was divided in 5
groups: G1 — triple antimicrobial paste (metronidazol, ciprofloxacin, and minocycline), G2 — double
antimicrobial paste (metronidazol and ciprofloxacin); G3 — amoxicillin paste; G4 — Calen (calcium
hydroxide paste); and G5 — physiological solution (negative control). In the negative control group
— G5 no intracanal medication was used. All the groups consisted of 12 dental specimens. In all
groups, microbiological collections (C) were carried out using sterile absorbent paper tips before
the chemical preparation — C1 and in the respective days for the sample collection and evaluation of
the root medication that occurred on the days 7, 14, 21, and 30 of use of the intra-canal medication
— C2. The purpose here was to verify the presence of microorganisms in the root canals that were
previously contaminated with E. faecalis inoculum. It can be observed that in the group treated with
the triple antimicrobial paste, there was no change in the CFU numbers on the 7® day. However,
there was a significant reduction on the other days of study (p<0.001). In the group treated with the
double antimicrobial paste, there was a significant reduction in the number of CFU on days 7
(p=0.022) and 21(p<0.001), which showed no different from the days 14 and 30. In the amoxicillin-
treated group, only on the 215t day (p<0.001) it can be observed a significant decrease in the CFU
numbers. The treatment with the Calen paste did not alter the CFU numbers on days 7 and 30
(p=0.338). It did, however, significantly alter the CFU numbers on days 14 and 21 (p=0.011). Las-
tly, there was no significant reduction in the CFU numbers in the negative control group before and
after the treatment on days 7, 14, 21, and 30 (p=0.248). Considering the CFU number variation (A),
there was a significant reduction in the Avalue of the double antimicrobial paste group in compari-
son with the negative control on days 14 and 21, as well as the group treated with amoxicillin and
triple antimicrobial paste on the 215 day (p<0.001). It can be concluded that the treated teeth
showed clinical and radiographic resolution. Further, most of the treated teeth showed radicular
length increase, root wall thickening, and apex closing in the follow-up period. Also, we can obser-
ve that the antimicrobial pastes, among them the triple and double ones, presented excellent inhibi-
tory effects on E. faecalis. The two pastes were more efficient in reducing the E. faecalis growth
than the calcium hydroxide paste. Hence, the double antimicrobial paste can be considered an anti-

microbial agent efficient and comparable to the triple antimicrobial and calcium hydroxide pastes.



Key words: Enterococcus faecalis, root canal preparation, endodontics, dental pulp, apexification,

anti-bacterial agents, root canal therapy, tooth injuries.
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1. INTRODUCAO GERAL

As patologias pulpares e periradiculares sao usualmente de natureza inflamatoria e de etio-
logia microbiana e os micro-organismos e seus produtos exercem um papel fundamental na indugao
e, principalmente, na perpetuacdo de tais doengas (Kakehashi; Stanley; Fitsgerald, 1965, Berge-
nholtz, 1974, Sundqvist, 1976, Peters et al. 2002, Nair 2006, Takahashi; NYVAD, 2008). O controle
da infec¢do dos canais radiculares permanece como um grande desafio para a Endodontia moderna.
Apesar dos constantes avangos na evolucdo dos materiais e equipamentos utilizados para modela-
gem, desinfec¢ao e obturagdo do canal, o combate a infec¢ao permanece desafiador devido a com-
plexidade e peculiaridade deste ambiente. O sucesso do tratamento endodontico estd diretamente
relacionado & méxima eliminagdo de micro-organismos presentes nos sistema de canais radiculares
previamente a obturagdo (Sjogren et al. 1991, Kontakiotis et al. 2008).

Embora fatores ndo microbianos enddgenos e exodgenos possam estar envolvidos em casos
de insucesso endoddntico, os micro-organismos e seus produtos sao os principais responsaveis pelo
fracasso na terapia. Na maioria das vezes, uma infec¢do persistente do canal radicular ¢ resultante
de um preparo quimico-mecanico ¢ de uma medicagao intracanal inadequados (Card et al. 2002).
Estes micro-organismos, usualmente, estdo presentes em areas do canal inacessiveis aos procedi-
mentos de desinfecc¢do e sdo resistentes aos agentes quimicos empregados (Siqueira e Rogas, 2008).
A adequada desinfeccdo do sistema de canais radiculares pode ser obtida pelos efeitos quimicos e
mecanicos da instrumentacdo e irrigagdo. No entanto, por permanecer mais tempo no interior do
canal, um medicamento intracanal dotado de acdo antimicrobiana tem maiores chances de atingir
areas de anatomia complexa ndo afetadas pela instrumentag¢do como istmos, ramificagdes e tibulos
dentinarios. Portanto, sua agdo antimicrobiana potencializa a reducdo da microbiota endoddntica
proporcionando melhor reparagdo dos tecidos periradiculares e, consequentemente, um maior indice
de sucesso da terapia endodontica (Siqueira e Uzeda, 1997, Ricucci, Siquerira, 2010).

A microbiota presente em canais radiculares obturados com insucesso endodontico difere
tanto quantitativa quanto qualitativamente daquela normalmente encontrada em dentes necrosados e
ndo tratados. Observa-se nas infecgcdes secundarias e persistentes um numero limitado de micro-or-
ganismos com predominancia de anaerdbios facultativos gram-positivos. J& uma infec¢do polimi-
crobiana com predominancia de anaerdbios estritos gram-negativos, estd comumente associada a
canais radiculares ndo tratados endodonticamente (Sundquist et al. 1998, Molander et al. 1998).

A identificagdo frequente de Enterococcus faecalis de canais radiculares com insucesso do

tratamento endodontico tem sido amplamente relatada. De acordo com Pinheiro et al. 2003, foi ob-
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servado de 29 - 77% no isolamento desta bactéria. Entretanto, enterococcus nao sao favorecidos
pelas condicdes presentes em canais radiculares ndo tratados endodonticamente e, quando presen-
tes, eles usualmente compdem uma pequena por¢do da microbiota presente no canal radicular. Ente-
rococcus faecalis parecem ter alta resisténcia a medicamentos usados durante o tratamento, sendo
um dos poucos micro-organismos que demonstrou in vitro resistir a uma ampla variedade de agen-
tes antimicrobianos, principalmente ao hidréxido de calcio.

Alguns materiais, como o hidroxido de calcio e a clorexidina, ja estdo consagrados no meio
endodontico para utilizacdo como medicagdo intracanal, entretanto, encontrar novas alternativas ¢
fundamental para combater a resisténcia apresentada por alguns micro-organismos. O hidréxido de
calcio, por seu poder alcalinizante, tem sido um dos principais materiais de escolha para medicagao
intracanal. O seu respectivo destaque entre os farmacos endodonticos deve-se gracas as suas propri-
edades enzimaticas, ao efeito antimicrobiano e ao seu efeito mineralizador. Estas propriedades sao
decorrentes de seu elevado pH. Apesar de sua ampla utilizagdo, alguns micro-organismos como E.
faecalis e C albicans tem apresentado resisténcia ao seus efeitos mesmo apds aplicagao por periodo
de tempo prolongado. A clorexidina tem sido amplamente sugerida como material para antissepsia
de canais radiculares, seja como substancia quimica auxiliar durante o preparo quimico-mecanico
ou como medicag¢do intracanal entre sessdes (Gomes et al. 2003).

Para estudar a efetividade de agentes antimicrobianos, a identificacao e quantificacao de mi-
cro-organismos vidveis e nao viaveis € essencial. A técnica mais frequentemente usada nestes estu-
dos ¢ o método da cultura microbiologica (Peters, 2002). Contudo, apenas micro-organismos via-
veis sao identificados por esse método. Entretantoo, apenas uma pequena parte dos micro-organis-
mos sdo cultivaveis laboratorialmente em meios de cultura convencionais prejudicando sua identifi-
cacdo (Walker et al. 2000). Desta forma, a utilizacdo da técnica de reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) auxiliaria no processo de identificagao da microbiota residente nos canais radiculares de den-
tes necrosados por trauma ou carie e também na identificagdo de micro-organismos encontrados em
dentes com infecgdes persistentes, pds- tratamento endodontico.

Durante anos, os clinicos tém avaliado os métodos de base bioldgica para restaurar um com-
plexo dentino-pulpar funcional em dentes com sistema de canais radiculares com polpa necrosada
causada primariamente por trauma ou carie (Jung et. al 2008). Os mais recentes casos relatados de-
monstraram que ¢ possivel restaurar um complexo dentino-pulpar funcional em dentes permanentes
humanos imaturos (Iwaya et al. 2001; Chueh et al. 2006). Isto pode ocorrer devido a procedimentos
regenerativos definidos como processos de base bioldgica projetados para substituir as estruturas

danificadas, incluindo estruturas de dentina e raiz, bem como as células do complexo dentina-polpa
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(Murray et al. 2007). As vantagens da revascularizacdo celular encontram-se na possibilidade de
desenvolvimento do sistema radicular e refor¢co das paredes dentinarias pela deposi¢do de tecido
duro, refor¢ando assim a raiz contra fratura (Bose et al. 2009).

Ao longo destes ultimos anos, pode-se observar que a maioria dos casos de endodontia re-
generativa utilizaram pastas antibioticas como medicacao intracanal (Iwaya, 2001; Windley et al.
2005). Porém, a utilizacdo das formulagdes antibidticas como medicacdo intracanal foi documenta-
do ha décadas, antes mesmo do primeiro relatorio de revascularizagao (Rule; Winter, 1966). A formu-
lagdo tri-antibiotica, composta por ciprofloxacino, metronidazol e minociclina, foi testada pela pri-
meira vez in vitro contra bactérias isoladas de lesdes de carie e infecgdes endodonticas em dentes

deciduos (Sato, et al. 1993). Porém tornou-se rapidamente o medicamento intracanal mais utilizado

(Althumairy et al. 2014).

Segundo Trope (2010), a raiz imatura com necrose pulpar e periodontite apical apresenta
multiplos desafios para o sucesso do tratamento. O espago do canal radicular infectado nao pode ser
desinfectado como um canal padrao de um dente com rizogénese completa, pois o preenchimento
do canal radicular apds a fase antimicrobiana ¢ dificil em funcdo da auséncia de um batente apical
que limite o material obturador. Em dentes com rizogénese incompleta, algumas etapas da terapia
endododntica sdo dificultadas, como a defini¢do do batente apical, o travamento do cone e a possibi-
lidade de extravasamento do material para os tecidos periodontais. Além disso, mesmo quando esta
etapa ¢ superada, as raizes destes dentes sdo finas, possuindo uma maior suscetibilidade a fraturas.
A técnica convencional utilizando hidréxido de célcio, apesar de ser descrita com sucesso na litera-
tura, apresenta algumas desvantagens. S0 necessarias constantes trocas da medicagcdo e ha uma
demora de 6 a 18 meses para a formacao da barreira de tecido duro, além da necessidade de acom-

panhamentos sucessivos do paciente por um grande periodo de tempo.

Relatos de casos e séries de casos introduziram recentemente técnicas endodonticas detalha-
das aplicadas aos casos de necrose pulpar em dentes permanentes com rizogénese incompleta.
(Cehreli et al. 2011; Kahler et al. 2014). Estas técnicas t€ém sido sugeridas para induzir o complexo
dentino-pulpar e levar a um crescimento continuo da raiz e desta forma reduzir o risco de fratura
geralmente associada a técnica tradicional de apicificacdo onde a raiz permanece fina e fragil. Os
agentes utilizados na desinfeccdo dos canais radiculares durante a técnica de revascularizagdo € o
hipoclorito de sddio como agente irrigante € uma pasta triantibiotica, que ¢ uma mistura de partes
iguais de metronidazol, ciprofloxacina, e minociclina. A pigmentacdo da dentina por minociclina,

um derivado da tetraciclina, durante a regeneracdo tem sido relatada. Portanto, alguns autores suge-
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rem a elimina¢ao da minociclina, mantendo apenas metronidazol e ciprofloxacina, formando assim
uma pasta biantibiotica (Petrino et al. 2010 e Kim et al. 2010). Alguns trabalhos tém sugerido para
estas condi¢des clinicas o uso de um protocolo de desinfec¢@o e obturacdo apds estimulo do tecido
periapical de forma a ocorrer uma “revasculariacao pulpar”, porém poucos trabalhos sao encontra-
dos na literatura que comprovem a eficacia deste procedimento (Chueh et al., 2009; Lin et al. 2014;
Nagata et al. 2014; Latham et al. 2016). Segundo Hoshino, 1996 ¢ Windley, 2005 a utilizacdo de
uma pasta antibidtica composta por metronidazol, ciprofloxacina e minociclina tem demonstrado
ser muito eficaz contra os patdogenos comumente encontrados no interior do sistema de canais radi-
culares. No entanto, algumas variagdes na mistura da pasta original tri-antibidticos tém sido usados
com bom éxito. Essas variagdes foram julgados por causa da pigmentacdo da dentina pelo antibioti-
co minociclina. Ou a minociclina ¢ deixada de fora, portanto, usando uma pasta bi-antibidtica ou

cefaclor é usado como um substituto para o minociclina (Trope, 2008).

Desta forma, o questionamento acerca da melhor maneira de proteger o canal radicular dos
micro-organismos, sem, contudo, oferecer riscos desnecessarios ao paciente € a0 mesmo tempo
buscar atender os anseios da propria classe odontoldgica e da sociedade em geral por tratamentos

cada vez mais rapidos e eficazes ainda sao um desafio para a Endodontia.

Existe um consenso na literatura que mais estudos neste assunto devem ser realizados (Rit-
ter, 2004; Windley, 2005; Jung, 2008; Akgum et al. 2009; Trope, 2010; Chen et al. 2013). Desta
maneira, existe a necessidade e relevancia da realizacdo de um estudo comparativo das pastas anti-
bidticas mais utilizadas na terapéutica clinica atual. A comprovagdo da atividade farmacologica de
uma medicagdo intracanal por um periodo de até 30 dias seria ainda bastante vantajosa. Aliado a
isto, a auséncia de efeitos indesejaveis a estética do elemento dentério, respaldariam a sua utilizacao
no tratamento endoddntico de elementos dentarios com rizogénese incompleta. Assim, acredita-se
na relevéncia de realizar um estudo de série de casos utilizando pasta biantibiotica e realizando a
técnica de revascularizagdo e acompanhamento destes casos para observar o processo de desenvol-
vimento radicular. O desenvolvimento de um protocolo efetivamente eficaz para desinfeccao do sis-

tema de canais radiculares estd intimamente atrelado ao avango da microbiologia como ciéncia.
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2. PROPOSICAO

O presente trabalho teve como objetivos:

2.1 Objetivo Geral:

v

Avaliar , in vitro, a atividade antimicrobiana de diferentes pastas antibioticas € uma pasta de
hidréxido de célcio utilizadas em protocolos de revascularizagao (capitulo 1). Bem como,
Avaliar, in vivo, através de inspec¢ao clinica, imagens radiograficas e tomograficas e técnicas
microbiologicas, a eficacia do protocolo de revascularizagao utilizando-se a pasta biantibio-
tica em dentes permanentes com apice incompleto e necrose pulpar causada por trauma.(ca-

pitulo 2).

2.2 Objetivos Especificos:

v

Avaliar o sucesso clinico e radiografico do uso da pasta biantibidtica como protocolo de re-
vascularizagao;

Avaliar através de imagens radiograficas e tomograficas a evolugdo da formagao radicular e
do fechamento apical dos dentes submetidos a revascularizagao;

Avaliar a redu¢@o da microbiota bacteriana intracanal com uso da pasta biantibiotica;
Identificar a presenca de E. faecalis e P. gingivalis no interior dos condutos radiculares de
dentes permanentes imaturos;

Avaliar a atividade antimicrobiana da pasta biantibiotica em canais radiculares necrosados
de dentes permanentes imaturos;

Avaliar in vitro o efeito farmacologico das diferentes pastas antibioticas;

Comparar in vitro a eficacia da pastas triantibiotica, biantibidtica e de amoxicilina em rela-
¢ao a pasta de hidroxido de célcio;

Avaliar in vitro o grau de eficécia das pastas antibioticas por periodos de 7, 14, 21 e 30 dias.
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3. CAPITULO 1

Esta tese estd baseada no Artigo 46 do Regimento Interno do Programa de Pds-Graduacao
em Odontologia da Universidade Federal do Ceara, que regulamenta o formato alternativo para dis-
sertacdes de Mestrado e teses de Doutorado e permite a inser¢do de artigos cientificos de autoria ou

coautoria do candidato.

Assim sendo, esta tese ¢ composta de dois artigos cientificos que serdo submetidos ao perio-

dico Journal of Endodontics, conforme descrito abaixo:

Avaliacio in vitro das pastas antibidticas utilizadas nos procedimentos de revascularizacao
pulpar em um modelo de sistemas de canais radiculares humanos infectados com Enterococ-
cus faecalis

BARBOSA AKSS, SOUSA FFO, GONDIM JO, MOREIRA NETO, JJS

ADRIANA KELLY DE SOUSA SANTIAGO BARBOSA? FRANCISCO FABIO OLIVEIRA
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? Doutoranda, Programa de P6s-Graduacdao em Odontologia, Faculdade de Farméacia, Odontologia e
Enfermagem, Universidade Federal do Ceara, Ceara, Brasil.
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RESUMO

INTRODUCAO: O intuito do presente trabalho foi avaliar in vitro a desinfec¢io de canais
radiculares de dentes permanentes humanos uniradiculares utilizando diferentes variagdes de medi-

cagOes intracanal.

METODOLOGIA: Para isso foram utilizados 60 espécimes padronizados em comprimento
e didmetro apical, contaminados com Enterococcus faecalis por um periodo de 30 dias. As analises
foram divididas em 5 grupos: G1 — Irrigagdo com Hipoclorito de sodio 5,25% e utilizacdo de pasta
triantibidtica (metronidazol, ciprofloxacino e minociclina); G2 —Irrigagdo com Hipoclorito de sodio
5,25% e utilizag@o de pasta biantibidtica (metronidazol e ciprofloxacino); G3 — Irrigacdo com hipo-
clorito de sédio 5,25% e utilizagdo de pasta Amoxicilina; G4— Utilizacdo de pasta de hidroxido de
calcio (Calen); G5 - Irrigagdo solugdo fisioldgica 0,9% (grupo controle). No grupo controle negati-
vo - G5 ndo foi utilizada nenhuma medicagdo intracanal. Todos os grupos foram compostos por 12
espécimes dentais. Em todos os grupos foram realizadas coletas microbianas - (C) com pontas de
papel absorventes estéreis antes da realizacao do preparo quimico - (C1) e nos respectivos dias de
coleta e avaliacdo das medicagdes que ocorreram no 7°, 14°, 21° e 30° dias de uso das medicagdes
intracanais - (C2). O intuito das coletas foi verificar a presenga de micro-organismos — MQO’s no in-

terior dos condutos radiculares previamente contaminados com a bactéria E. faecalis.

RESULTADOS: A partir de entdo observar quais as medicagdes intracanais mais eficazes.
Com isso, pode -se observar que no grupo tratado com a pasta triantibiotica ndo houve modificacao
no numero de UFC no dia sete, no entanto, houve redugdo significante nos demais dias de estudo
(p<0.001). No grupo tratado com a pasta biantibiotica houve reducdo significante no nimero de
UFC nos dias sete (p=0.022) e 21 (p<0.001), sem diferengas nos dias 14 e 30. No grupo tratado com
amoxicilina, apenas no dia 21 (p<0.001) houve redugdo significante no nimero de UFC. No grupo
tratado com a pasta Calen ndo houve modificagdo no nimero de UFC nos dias 7 e 30 (p=0.338), no
entanto, houve reducdo significante do nimero de UFC nos dias 14 e 21 (p=0.011). E por ultimo,
nao houve reducdo significante na contagem de UFC do pré para o pos-tratamento no grupo salina
nos dias sete, 14, 21 e 30 (p=0.248). Considerando a varia¢ao (A) do namero de UFC houve redu-
cdo significante do valor de A dos grupos biantibiotica em relagdo ao grupo tratado com soro nos

dias 14 e 21 e dos grupos tratados com amoxiclina e triantibiotica no dia 21 (p<0.001).
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CONCLUSAO: Péde-se concluir que as pastas antibioticas, dentre elas as pastas triantibio-

tica e biantibidtica apresentaram um excelente efeito inibitério frente ao micro-organismo E. faeca-
lis. Portanto a sua utilizagdo como medicacdo intracanal nos casos de dentes com rizogénese in-

completa, pode ser uma alternativa adequada de tratamento.

Palavras-chaves: Enterococcus faecalis, preparo de canal radicular, endodontia, antibacterianos,

tratamento do canal radicular.

ABSTRACT

INTRODUCTION: The aim of the present study was to evaluate in vitro the disinfection of the

root canals of single-rooted human teeth using different types of intra-canal medications.

METHODOLOGY: Sixty single-rooted specimens were used and their length and root apical di-
ameter were standardized, being contaminated with Enterococcus faecalis for 30 days. The study
design consisted of 6 experimental groups G1 — 5.25% sodium hypochlorite irrigation and triple
antimicrobial paste use (metronidazol, ciprofloxacin, minocycline); G2 - 5.25% sodium hypochlo-
rite irrigation and double antimicrobial paste (metronidazol, ciprofloxacin); G3 - 5.25% sodium
hypochlorite irrigation and amoxicillin paste; G4 — calcium hydroxide paste (Calen); G5 — saline
solution irrigation (negative control). In the negative control — G5 — no medication was applied. All
groups consisted of 15 dental specimens. In all groups, microbial sample collections were per-
formed using sterile absorbent paper tips before the chemical preparation — C1 and on the respective
days of collection and evaluation of the intra-canal medication that occurred on days 7, 14, 21, and
30 — C2. The purpose of the collection was to verify the presence of microorganisms in the root
canals that were previously contaminated with an E. faecalis inoculum so that it could be observed

which intra-canal medication would exert antimicrobial effects.

RESULTS: It can be observed that in the group treated with the triple antimicrobial paste, there
was no change in the CFU numbers on the 7" day. However, there was a significant reduction on
the other days of study (p<0.001). In the group treated with the double antimicrobial paste, there
was a significant reduction in the number of CFU on days 7 (p=0.022) and 21(p<0.001), which

showed no different from the days 14 and 30. In the amoxicillin-treated group, only on the 215 day
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(p<0.001) it can be observed a significant decrease in the CFU numbers. The treatment with the Ca-
len paste did not alter the CFU numbers on days 7 and 30 (p=0.338). It did, however, significantly
alter the CFU numbers on days 14 and 21 (p=0.011). Lastly, there was no significant reduction in
the CFU numbers in the negative control group before and after the treatment on days 7, 14, 21, and
30 (p=0.248). Considering the variation (A) in the CFU numbers, there was a significant decrease in
the A value of the double antimicrobial and calcium hydroxide pastes compared with the negative

control on days 14 and 21 and the groups treated with amoxicillin and triple antimicrobial pastes on

day 21 (p<0.001).

CONCLUSION: It can be concluded that the antimicrobial pastes, among them the double and
triple antimicrobial ones, exerted excellent inhibitory effects on E. faecalis. Therefore, its use as

intra-canal medication in cases of incomplete rhizogenesis can be an alternative treatment.

Key words: Enterococcus faecalis, root canal preparation, endodontics, anti-bacterial agents, root

canal therapy.

INTRODUCAO

Para o sucesso do tratamento endodontico de dentes permanentes com polpa necrosada a
eliminacao ou redu¢ao da infeccdo bacteriana do interior dos canais radiculares ¢ essencial. Para
isto, € importante o uso de solugdes irrigadoras associadas a instrumentagdo endodontica, utilizacao

de medicagdes intracanais e vedamento do canal com material obturador (1).

Em dentes com rizogénese incompleta, algumas etapas da terapia endodontica sdo dificulta-
das, como a defini¢do do batente apical, o travamento do cone e a possibilidade de extravasamento
do material para os tecidos periodontais. Além disso, as raizes dentarias neste estagio apresentam-se
com paredes finas e frageis (2-6). Portanto, em um dente imaturo ¢ recomendado a minima ou ne-
nhuma instrumenta¢do mecanica, sendo entdo necessario utilizar uma medicagdo que possa efeti-
vamente desinfectar o canal e ndo ter efeito deletério sobre a dentina radicular ou quaisquer células

indiferenciadas da regido apical.
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A técnica convencional utilizando hidréxido de calcio, apesar de ser descrita com sucesso na
literatura, apresenta algumas desvantagens. Sao necessarias constantes trocas da medicagdo, ha uma
demora de 6 a 18 meses para a formacao da barreira de tecido duro, além da necessidade de acom-

panhamentos sucessivos do paciente por um grande periodo de tempo (2).

Hoshino et al. (3), preconizaram o uso de uma pasta antibiotica eficaz contra os patdgenos
presentes no interior dos canais radiculares composta por metronidazol, ciprofloxacino ¢ minocicli-
na como medicagdo intracanal, conhecida como pasta triantibidtica. Alguns autores tém utilizado
algumas variagdes desta pasta antibidtica como medica¢do intracanal para descontaminagao de den-
tes necrosados com apice aberto (2-7). Porém, ainda ndo existe um consenso de qual a melhor me-
dicacdo intracanal e qual o periodo de tempo adequado para que esta seja deixada dentro do canal

(8-10)

O uso de medicacao intracanal ¢ de grande valia, visto que alcanga locais nos quais os ins-
trumentos endodonticos ndo exercem agao direta. A eficacia na eliminacao de MOs estd diretamente
ligada a concentracdo do agente utilizado. Portanto, deve-se utilizar substancias quimicas em con-
centragdes que sejam eficazes na desinfec¢do da dentina sem proporcionar riscos desnecessarios a

saude do individuo.

O questionamento acerca da descontaminagdo do sistema de canais radiculares, sem, contu-
do, oferecer riscos desnecessarios ao paciente € ao mesmo tempo buscar atender os anseios da pro-
pria classe odontologica e da sociedade em geral por tratamentos cada vez mais rapidos e eficazes
ainda sdo um desafio para a Endodontia. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro o efeito
farmacologico das diferentes pastas antibidticas em espécimes dentais durante 30 dias. Pois a com-
provagdo de uma medicacao intracanal com eficacia microbioldgica, sem comprometer a resisténcia
e estética do elemento dentario consiste em uma Otima escolha para o tratamento endodontico de

dentes com rizogénese incompleta.

MATERIAIS E METODOS

Selecio e preparo dos Espécimes
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O presente trabalho trata-se de um estudo experimental in vitro, aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da UFC (COMEPE) sob o niimero 268/2011 (Anexo 1).

Foram utilizados 60 dentes humanos unirradiculares higidos extraidos por motivos ortodon-
ticos ou periodontais que permaneceram armazenados em timol 0,5% até o inicio de sua prepara-
¢d0. Os dentes foram radiografados para constatar a existéncia de um unico canal radicular, bem
como a auséncia de reabsor¢des radiculares e outras alteragdes anatomo-patoldgicas. Foram remo-
vidos os restos de ligamento periodontal dos dentes através de raspagem com curetas. Em seguida,
eles foram submetidos a descontaminacdo em hipoclorito de sddio a 1% por 14 dias e posteriormen-
te os espécimes foram acondicionados em potes de vidro contendo solugdo salina 0,9% onde per-
maneceram por um periodo de sete dias para sua reidratagdo. Ao término da reidratag@o os elemen-
tos foram mantidos em solugdo salina 0,9% e acondicionados em refrigerador até a realizagao do

experimento.

Cepa Bacteriana:

Foi utilizada cepa bacteriana de Enterococcus faecalis (ATCC 29212)

Meios de Cultura:

v' Brain Heart Infusion Broth( BHI) - Oxid, UnipathLtd, Basingstoke, Inglaterra.
v/ Brain Heart Infusion Agar (BHIA) - Oxid, UnipathLtd, Basingstoke, Inglaterra

Preparo das Amostras

A preparagao dos espécimes foi realizada a partir da adaptacdo do modelo de HAAPASA-
LO, OSRTAVIK (11) que foram os primeiros pesquisadores a introduzir um modelo para infec¢do e
desinfeccao da dentina radicular, in vitro, através de cilindros de dentina obtidos de raizes de incisi-
vos bovinos

Os dentes foram seccionados em cortadeira elétrica sob refrigeragao 2 mm abaixo da jungao
cemento esmalte e 3 a Smm do &pice com discos diamantados dupla face sob constante irrigacao
com o objetivo de padronizar o comprimento dos remanescentes radiculares. Obtendo assim um
remanescente radicular com 12 a 15 mm de comprimento.

A padronizagdo do canal radicular objetivou alcancar no final da modelagem um diametro

de canal compativel ao apresentado pela broca Gates-Glidden # 4 ( Dentsply, Ind. E Com. LTDA —
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Petropolis, RJ). Para tanto, os canais foram progressivamente dilatados com Limas K-File 1 série (#
15 - # 40) de aco inoxidavel (Dentsply, Ind. E Com. LTDA — Petropolis, RJ) e Brocas Gates-Glid-
den # 2 e # 3. Para finaliza¢do do preparo empregou-se a broca Gates-Glidden # 4 em toda a exten-
sdo do conduto radicular. Durante a preparagao, soro fisiologico 0,9% foi utilizado como irrigante a
cada troca de instrumento. Os dentes foram mantidos em gazes umedecidas durante todo o proce-
dimento para evitar a desidratagao.

Para eliminacdao da smear layer os espécimes foram colocados em uma cuba ultrassonica
contendo NaOCIl 5,25% por 5Smin e depois dgua destilada por mais 3min para remoc¢ao dos restos
organicos. Em seguida, os dentes foram secos e impermeabilizados com esmalte de unha excetuan-
do-se os orificios de entrada do canal radicular e o termino apical. Apds uma hora, uma nova cama-
da de esmalte foi aplicada com o objetivo de impermeabilizar a superficie radicular. Apoés um pe-
riodo de 24 horas, os espécimes foram colocados em frascos individuais com tampa rosqueavel con-
tendo 3,0 ml de BHI e esterilizados em autoclave a 121°C, latm por 15 minutos. Para comprovacao

da esterilidade, os espécimes foram mantidos em estufa a 37°C por 24 horas.

Cultivo e Preparo da suspensao de E. faecalis:

Culturas de E. faecalis foram subcultivadas em placas de BHI Agar + 5% sangue desfibrinado
de carneiro colocadas em estufa para crescimento bacteriano a 37°C por 24 horas. Também foi utili-
zado o cultivo de bactérias em tubo inclinado contendo Agar Miieller-Hinton. Para realizacio do
experimento foram utilizados 60 dentes humanos, sendo utilizados 12 dentes para cada tipo de pas-
ta. Os espécimes foram divididos nos 5 grupos seguintes de acordo com o tipo de medicagdo que foi

testada:

Grupo 1: Pasta Tri-antibidtica (Metronidazol 400mg, Ciprofloxacino 250mg e Minociclina

100mg)

Grupo 2: Pasta Bi-antibiotica (Metronidazol 400mg e Ciprofloxacino 250mg)
Grupo 3: Pasta Amoxicilina (Amoxicilina 500mg)

Grupo 4: Pasta Hidroxido de Calcio (Calen, S.S. White)

Grupo 5: Soro Fisioldgico 0,9% (controle negativo)
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Apobs crescimento, as colonias isoladas foram submetidas a agitacdo mecanica e a suspensao
bacteriana ajustada em espectrofotdmetro com absorbancia de 800nm até atingir a concentracao

equivalente a 0,5 Mc Farland ( 1,5 x 108 UFC/ml).

Contaminac¢iao dos Espécimes:

Foram removidos 2,0ml da solugao de BHI dos frascos com espécimes esterilizados. Sendo en-
tao adicionados 2,0ml da suspensao de E. faecalis utilizando-se pontas de pipetas mecanicas descar-
taveis. Os Frascos foram vedados e mantidos a 37°C em estufa por 07 dias, com trocas de Iml do
meio de BHI contaminado por outro estéril, a cada 2 dias, para evitar saturacdo do meio, respeitan-
do todos os procedimentos de assepsia exigidos para o procedimento.

Cada espécime foi montado em uma plataforma de cera utilidade previamente desinfectada
com hipoclorito de sodio a 5,25% e neutralizada em solucdo de tiossulfato de sodio a 0,6%. A “pla-
taforma” de cera e o espécime foram colocados em pogos de caldo de culturas e em seguida foi

acrescentado Agar a 46°C até atingir a borda do bloco de dentina.

Ac¢ao dos medicamentos:

Apo6s correta contaminacdo dos espécimes estes foram colocados em estufa 37°C, por 24
horas para adequado crescimento bacteriano. As pastas foram manipuladas, utilizando propor¢des
iguais de cada antibidtico e utilizando soro fisiologico 0,9% como veiculo até se obter uma consis-
tencia pastosa firme. Logo entdo foram inseridas no interior dos espécimes com broca espiral Len-
tullo e acondicionada com pelota de algodao estéril e a porcao superior do espécime foi vedada com
Cimento de Iondmero de Vidro Restaurador — Vidrion- R (Dentsplay Ind. E Com. LTDA — Petrépo-
lis, RJ). Os espécimes foram novamente levados a estufa 37°C separando-se os grupos de acordo
com a medicacdo e o tempo de acdo da mesma. A partir de entdo, nos devidos dias programados

pelo estudo, 3 espécimes de cada grupo foram abertos e realizados testes de acao das pastas.

Em todos os grupos foram realizadas coletas microbianas - C com pontas de papel absorven-
tes estéreis, tamanho #40, antes da inser¢ao das pastas - C1 e nos dias de coleta e avaliagdo das me-
dicacdes que ocorreu no 7° dia, 14° dia, 21° dia e 30° dia de uso das medicacdes intracanais - C2. O

intuito das coletas foi verificar a presenca de micro-organismos — MO’s no interior dos condutos
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radiculares previamente contaminados com a bactéria E. faecalis e ap6s acao das medicagdes nos

dias programados.

Prosseguiu-se da seguinte forma: primeiramente o iondomero de vidro foi removido com ca-
neta de alta rotacdo com sistema de refrigeracao utilizando soro fisiologico 0,9%. Apoés isso a pasta
presente no interior do espécime foi removida com irrigacdo abundante com seringa descartavel e
soro fisiologico 0,9%. Apos irrigagdo, uma sequéncia de trés cones de papel absorvente estéreis foi
introduzida no inteiror do conduto e deixados cada um por um minuto e apds sua remogao estes co-
nes foram colocados em um eppendorf contendo 1ml de solugdo salina 0,9% para diluicdo das

amostras e plaqueamento.

Processamento das amostras

Diluicdo em série

Os eppendorf contendo solugdo salina e os cones de papel absorvente utilizados para cole-
ta das amostras foram levados a um agitador durante 1minuto para dispersao e homogeneizagao do
inoculo. Apos este procedimento, a amostra foi diluida seriadamente em tubos de dilui¢ao de 10! a
10-, sendo distribuidas uniformemente da menos diluida para a mais diluida. Cada tubo de diluigdo
continha 900ul de solugdo salina 0,9% para as amostras de E. faecalis onde foram acrescentados
100ul do indculo ao primeiro tubo de dilui¢do, e os tubos subseqiientes receberam 1/10 do nimero
de bactérias presentes no tubo anterior (12). Posteriormente, as amostras dos tubos foram transferi-
das para placas de Petri contendo BHI Agar onde foram semeadas em triplicata. Em seguida, as

placas foram entdo levadas a estufa e incubadas a 37°C por 24 horas.

Coleta de Resultados:

Foram coletadas amostras para verificacao de resultados nos intervalos de: 7° dia, 14° dia ,
21° dia e 30° dia. A cada dia foram utilizados 3 espécimes de cada grupo. A leitura das placas entao
foi realizada apos esse periodo de 1 dia de cada coleta, afim de ocorrer o adequado crescimento

bacteriano.

A distribui¢do, de cada uma das variaveis do estudo, se comporta como uma curva normal, o

que foi verificado pelo teste de kolmogorov-Smirnov, autorizando o uso de testes paramétricos. A
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analise estatistica foi realizada para avaliar a influéncia de cada medicacao sobre a atividade anti-
bacteriana. Para todos os testes aplicados foi considerado o nivel de significancia de 5% (o = 0,05).
Os dados obtidos a partir do numero de Unidades Formadoras de colonias (UFC) em cada dilui¢ao
foram analisados de forma descritiva, comparando-se a atividade antimicrobiana das pastas em cada
grupo no decorrer dos dias de coleta. Os dados foram analisados por meio do teste Repetead-Mean-
sures-Two-way-ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni e expressos em forma de média e erro-

padrao.

Cabe ressaltar que todo o experimento foi realizado em condic¢des assépticas. O meio de cultura,
a agua destilada e os instrumentais utilizados foram esterilizados em autoclave a 121° C, durante 15
minutos. Além disso, todo o experimento foi realizado no interior de uma capela de fluxo laminar
(Maotc®, MM-80 — Manomer- Dwyer, Instruments Inc., Mich City, USA). Os dados obtidos a par-
tir da analise das colonias foram analisados de forma descritiva, comparando-se a atividade antimi-

crobiana das pastas antibioticas, considerando-se as culturas microbianas isoladamente.

RESULTADOS

Na figura 1 estdo expressas as contagens de unidades formadoras de colonia (UFC) de todos
0s grupos apos contaminagdo e antes da colocagdo da medicacdo (pré- tratamento) e ap6s o periodo
de uso da medicagdo (pds-tratamento). Pode-se verificar na figura 1 que as pastas biantibiodtica e
triantibiotica apresentam a melhor reducao de UFC ao longo de todo o experimento, com maior re-
ducdo entre o periodo de pre-tratamento e pos-tratamento para cada periodo de tempo em que os

dentes foram avaliados.

Na figura 2, considerando a variacao (A) do nimero de UFC houve reducao
significante do valor de A dos grupos biantibiotica em relacao ao grupo tratado com soro
nos dias 14 e 21 e dos grupos tratados com amoxiclina e triantibiotica no dia 21
(p<0.001). Pode ser observado que a pasta que apresentou maior efeito antimicrobiano
inicial foi a biantibiotica, mantendo-o, além disso, durante todo o experimento, com
pequeno decrescimento no dia 30. O mesmo nao ocorreu com a pasta de hidroxido de

calcio, cujo efeito foi menos pronunciado inicialmente.
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DISCUSSAO

O controle da infecgdo do sistema de canais radiculares permanece como um grande desafio
para a Endodontia moderna. Apesar dos constantes avancos na evolu¢do dos materiais, equipamen-
tos e técnicas utilizados para modelagem, desinfec¢cdo e obturagdo do canal, o combate a infecgao
permanece desafiador devido a complexidade e peculiaridade deste microambiente. O sucesso do
tratamento endodontico esta diretamente relacionado a méxima elimina¢do dos micro-organismos
presentes no sistema de canais radiculares previamente a obturagdo (12, 13). A agdo antimicrobiana
direta potencializa a redugdo da microbiota endoddntica proporcionando melhor reparacao dos teci-

dos periradiculares e, consequentemente, um maior indice de sucesso da terapia endodontica (14,

15).

O hidréxido de célcio, devido ao seu poder alcalinizante, tem sido um dos principais materi-
ais de escolha para curativo de demora. O seu maior destaque deve-se as suas propriedades enzima-
ticas, ao efeito antimicrobiano e ao seu efeito mineralizador. Estas propriedades sdo decorrentes do
elevado pH gerado quando em solugdo. Apesar de sua ampla utilizagdo, alguns micro-organismos
como o E. faecalis ¢ a C. albicans tém apresentado resisténcia ao seus mecanismo de acdo, mesmo
apds uma aplicag@o prolongada (16-20). Alguns materiais ja estdo consagrados na terapia endodon-
tica para utilizagdo como curativo de demora, entretanto, encontrar novas alternativas ¢ fundamen-
tal para combater a resisténcia apresentada por alguns micro-organismos mais persistentes (21-24).

Corroborando os estudos acima citados, o presente estudo observou o excelente efeito inibi-
torio das pastas bi e triantibidtica, sobre o micro-organismo E. faecalis. Pode-se observar que ha
uma diferenca estatisticamente significante entre as pastas biantibiotica e triantibidtica em relagao
as demais pastas até¢ a segunda e terceira semanas. Esta diferenga pode indicar o uso destas duas
pastas por um menor periodo de tempo, caso seja indicado, € sem nenhum prejuizo a agdo de desin-
feccao do canal radicular, pois as mesmas atingem a¢ao maxima e significativa de reducado das bac-
térias com 14 ou 21 dias.

Os casos ideais para realiza¢do de procedimentos de revascularizagdo sdo preferencialmente
dentes permanentes com raizes imaturas e com pulpite irreversiveis ou dentes permanentes trauma-
tizados imaturos com necrose pulpar, sem evidéncia radiografica de periodontite apical(25, 26).
Portanto, ¢ importante chamar atencdo para o significativo efeito das pastas antibioticas durante o
periodo de 14 a 30 dias, pois este ¢ um intersticio de tempo adequado para um curativo intracanal,

tendo em vista que algumas medicagdes comumente utilizadas perdem seu efeito ja entre 7 e 14
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dias. Além disso, a pasta biantibidtica pode ser uma boa alternativa no tratamento de dentes anterio-
res nos quais a pigmentagao pelo antibiotico minociclina presente na pasta triantibidtica pode com-
prometer o sucesso clinico, tendo em vista que a partir do décimo quarto dia apresentou efeito inibi-
torio idéntico ao da pasta triantibiotica.

Devido a sua facilidade de manipulagdo e insercdo no conduto, ao prolongado efeito anti-
bacteriano e auséncia de pigmentacdo, a pasta biantibidtica pode ser uma alternativa vidvel como
medicacdo intra-canal, principalmente no que diz respeito ao seu uso nos casos de tratamentos de
dentes com rizogénese incompleta. Nestes casos € necessario um efeito inibitorio elevado contra o
crescimento de patdgenos intracanal devido a limitacdo do uso de instrumentos para desinfec¢ao
mecanica, por conta da fragilidade das paredes radiculares. No entanto, uma dificuldade encontrada,
em relacdo ao uso das pastas antibioticas, foi a de verificagdo do correto preenchimento do canal
apods inser¢ao da mesma, pois, as pastas antibidticas, diferentemente da pasta de hidroxido de cal-
cio, ndo apresentam radiopacidade. Assim, tendo em vista a reducdo do risco de falhas, a técnica de
insercao foi realizada de forma criteriosa no estudo atual.

Os estudos de Yassen et al. e Zarei et al. (27-29) mostraram que diferentemente do hidroxido
de célcio, a pasta triantibidtica tem alta penetragdo e ligagdo em dentina. No entanto, esta proprie-
dade também aumenta a probabilidade de que células mesenquimais provenientes da papila apical e
presentes no interior do sistema de canais radiculares durante os procedimentos reparadores tenham
um contacto direto com o medicamento residual. Com base nestes estudos, o hidroxido de calcio
ainda pode ser considerado a primeira linha de medicagdo intracanal em procedimentos reparadores.
Porém, ¢ importante salientar que o tratamento prolongado com o hidroxido de calcio, com niveis
de pH elevado, também altera a composicao de dentina, resultando num aumento da susceptibilida-
de a fraturas. Os resultados dos estudos sugeriram uma degradagdo do coldgeno superficial ou des-
mineralizacdo da dentina radicular causada pelo hidroxido de calcio ou pela pasta antibiotica, res-
pectivamente, depois de 1, 2, ou 4 semanas de exposi¢do (30, 31). Desta forma, e de acordo com o
presente estudo, ndao haveria problema quanto ao uso das pastas antibioticas, pois estas permanecem
no canal por no maximo 30 dias. No entanto, o hidroxido de célcio seria o principal causador das
alteragdes dentinarias, pois 0 mesmo necessita de maior tempo de acdo, principalmente nos trata-
mentos de apicificacio.

Estes achados sugerem que semelhante aos agentes irrigantes, os medicamentos tem o po-
tencial de alterar o substrato (dentina), onde idealmente células estaminais devem proliferar e se

diferenciar (27, 28, 32). Portanto, o delicado equilibrio entre a desinfeccao e ligagdao a dentina celu-



42
lar para criacdo de um microambiente intracanal favoravel para a proliferagao de células estaminais
requer uma investigagdo mais aprofundada.

No que diz respeito a melhor aplicabilidade da técnica de revascularizag@o e uso das pastas
antibioticas pelo clinico, mais estudos que possibilitem a utilizagdo de agentes opacificadores, sem
interferir na agdo das pastas, bem como que comprovem sua eficicia clinica, seriam relevantes para
maior divulgacgdo da técnica (33, 34).

A escolha de solugdes irrigantes e medicamentos deve ser feita com base na sua eficicia an-
timicrobiana e com o minimo de danos para as células pluripotenciais e fatores de crescimento pre-
sentes no microambiente. Desta forma, mais estudos sdo necessarios no intuito de investigar e elu-
cidar a correta acao das medicagdes intracanal sobre as células presentes no interior do conduto ra-

dicular e regido apical.

CONCLUSAO

Pdde-se concluir que as pastas triantibidtica e biantibidtica apresentaram efeito inibitorio
frente ao micro-organismo E. faecalis. Ambas foram mais eficazes do que a pasta de hidroxido de
calcio e a amoxicilina contra este micro-organismo. Assim, a pasta biantibiotica em casos especifi-
cos pode ser considerada um substituto antibacteriano eficaz e comparavel a pasta triantibidtica e
pasta de hidréxido de calcio. Portanto a sua utilizacdo como medicagdo intracanal em dentes com
rizogénese incompleta, pode ser uma alternativa adequada de tratamento. Outros estudos, compre-
endendo ensaios clinicos, s3o necessarios para observar o efeito das referidas pastas sobre a estrutu-

ra dental e no combate a formag¢ao do biofilme in situ.
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INTRODUCAO: O intuito do presente trabalho foi realizar uma avaliagdo clinica e micro-

bioldgica da desinfec¢do de canais radiculares de dentes permanentes humanos imaturos uniradicu-

lares utilizando a técnica de revascularizagdo, pasta biantibidtica e MTA. Para isso foram seleciona-

dos pacientes que apresentaram dentes permanentes com necrose pulpar causada por trauma e rizo-

génese incompleta.

METODOLOGIA: Os pacientes foram submetidos aos procedimentos clinicos da técnica

de revasculariza¢ao que utiliza hipoclorito de sédio e pasta biantibidtica para desinfeccdo do canal

radicular e MTA como material biocompativel para vedamento do tergo cervical. No estudo clinico

os parametros de sucesso foram a presenca de desenvolvimento radicular, fechamento apical, espes-

samento das paredes dentinarias e auséncia de lesdo periapical, através da realizagdo de radiografi-
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as periapicais e tomografias computadorizadas, bem como observar a auséncia de sinais e sintomas

clinicos como dor, fistula, mobilidade e alteragdo de cor.

RESULTADOS: Dos 14 pacientes tratados, 7 foram do sexo masculino (50%) e 7 do sexo
feminino (50%), com idade variando entre 6 e 14 anos. Os dentes foram afetados por luxacao lateral
(73,3%) e os outros (26,7%) dos casos de trauma foram avulsdo, intrusao, extrusdo e subluxagao,
associados ou ndo a fratura coronaria sem exposi¢ao pulpar. A percentagem de alteragdo do diame-
tro apical apds 3 meses foi de 20% e aumentou para 80% em 12 meses, com 93%, ou seja, 14 dos
15 dentes tratados apresentando fechamento apical completo. Em relacdo a analise microbiologica
do estudo, o objetivo foi avaliar a eficacia de acdo da pasta biantibiotica através de comprovagao
microbiologica em coletas realizadas apds acesso e abertura dental (C1), ap6s irrigacdo com hipo-
clorito de sddio 2,5% (C2) e ao final de 30 dias de uso da pasta antibiotica intracanal (C3). O intuito
das coletas foi verificar a presenca de micro-organismos — MO’s no interior dos condutos radicula-
res, bem como sua identificacdo através da realizagao de reacdo em cadeia da polimerase - PCR.
Dos 14 dentes em que foram realizadas culturas bacterianas nas trés coletas observou-se que houve
reducdo significativa do niimero de UFC da coleta 1 (27.142.5) para a coleta 2 (9.8£1.2) e desta
para a coleta 3 (1.3+0.5) (p<0.001). Pode-se observar também, que houve reducao significativa no
numero de amostras que apresentaram nos testes de PCR as bandas de DNA para o primer universal
16s da coleta 1 (n=15, 100,0%) para a coleta 3 (n=3, 20,0%) (p<0.001) e de DNA da bactéria E.
faecalis da coleta 1 (n=5, 33.3%) para as coletas 2 e 3 (n=0, 0.0%) (p=0.004). Nenhuma amostra

apresentou DNA da bactéria P gingivalis em nenhum dos momentos de coleta (p=1.000).

CONCLUSAQO: Desta forma, conclui-se que os dentes tratados mostraram resolucdo dos
sinais e sintomas clinicos e de radiolucéncia periapicais no periodo de acompanhamento, assim
como, aumento no comprimento radicular, na espessura da parede de raiz e no fechamento apical no

periodo de acompanhamento.

Palavras-chaves: Apexificacdo, endodontia, polpa dentaria, antibacterianos, tratamento do canal

radicular, traumatismos dentarios.
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ABSTRACT

INRODUCTION: The aim of the present study was to evaluate in vitro the disinfection of
the radicular canals of single-rooted human teeth using the revascularization technique,
double antimicrobial paste, and mineral trioxide aggregate (MTA). We selected patients

who presented necrosed permanent teeth due to trauma and incomplete rhizogenesis.

METHODOLOGY: They underwent the clinical procedure of the revascularization techni-
que that uses sodium hypochlorite solution and double antimicrobial paste to disinfect
the root canal and MTA as biocompatible material to seal the tooth cervical third. In the
clinical study, we considered as parameters of success the complete rhizogenesis, apex
closing, dentinary wall thickening, and periapical lesion absence through periapical ra-
diographic analysis and CT scans, as well as observing the absence of signals and symp-

toms such as pain, sinus tract, mobility, and color alteration.

RESULTS: 14 patients were treated, 7 male subjects (50%) and 7 female subjects (50%)
whose age ranged from 6-14 years old. Most part of the teeth was affected by lateral
luxation (73.3%) and the other cases of dental trauma were avulsion, intrusion, extrusi-
on, and subluxation associated or not with crown fracture without pulp exposition. The
percentage of apex diameter alteration after 3 months was 20% and rose to 80% in 12
months, reaching 93%. In other words, 14 out of 15 treated teeth presented complete
apex closing until the last follow-up examination. Regarding the in vitro study, our pur-
pose was to evaluate the efficacy of the double antimicrobial paste through microbiolo-
gical evidence in samples collected after the endodontic access (collection 1), after so-
dium hypochlorite (2.5%) irrigation (collection 2) and at the end of a 30-day period of
use of the double antimicrobial paste in the root canal (collection 3). The purpose here
was to verify the presence of microorganisms in the root canals and identify them th-
rough the polymerase chain reaction (PCR). In the 14 teeth from which bacterial samples
were collected, it occurred a significant reduction in the colony forming unit (CFU)
numbers at the collection 1 (27.1+2.5) to the collection 2 (9.8+1.2), and from this one to
the collection 3 (1.3+0.5) (p<0.001). It can be also observed that there was a significant
reduction in the number of samples that presented DNA bands for the universal 16 s pri-
mer from the collection 1 (n=15, 100.0%) to the collection 3 (n=3, 20.0%) (p<0.001) and
E. faecalis DNA from the collection 1 (n=5, 33.3%) to the collections 2 and 3 (n=0, 0.0%)
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(p=0.004). No sample presented the P. gingivalis bacterial DNA at any collection moment
(p=1.000).

CONCLUSION: It can be concluded of the treated teeth presented clinical and radio-
graphic resolution. They also showed root length increase, root wall thickening, and

apex closing in the follow-up period.

Key words apexification, endodontics, dental pulp, anti-bacterial agents, root canal therapy, tooth

injuries.

INTRODUCAO

Apicificagdo ¢ definido como um método para induzir a formagdo de uma barreira calcifica-
da ou a continua¢do do desenvolvimento apical em uma raiz incompleta e com um apice aberto em
dentes com necrose pulpar. Esta técnica tem sido tradicionalmente utilizada para tratar dentes com
rizogénese incompleta, pois nestes casos os resultados do tratamento da necrose pulpar e periodon-
tite apical sdo significativamente menos previsiveis (1,2). Infelizmente, estes tratamentos proporci-
onam pouco ou nenhum beneficio na promocao do desenvolvimento continuo da raiz. Ja os proce-
dimentos endodonticos regenerativos t€ém surgido como uma importante alternativa no tratamento
de dentes com prognostico questionavel, devido as paredes dentinarias frageis e finas (3,4).

Estes procedimentos dependem fortemente da anti-sepsia do sistema de canais radiculares.
Tradicionalmente, os irrigantes ¢ medicamentos tem sido escolhidos por seu maximo efeito antimi-
crobiano sem considerar seus efeitos sobre as células-tronco e células mesénquimais da papila api-
cal (1,5, 6).

Os procedimentos de Endodontia regenerativa (REPs) tém surgido como uma alternativa de
tratamento para estes dentes que, além de cura da periodontite apical, tem por objetivo promover as
funcdes fisioldgicas normais da polpa. Porém, o sucesso clinico pode ser considerado apenas com o
desenvolvimento radicular e auséncia de dor ou patologias periapicais, sem levar em consideragado o
reestabelecimento da nocicepcao pulpar. No entanto, esta abordagem mais tradicional simplesmente

busca restaurar a integridade estrutural, funcdo e estética do dente (7,8).
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Em dentes com rizogénese incompleta, algumas etapas da terapia endodontica sdo dificulta-
das, como a defini¢do do limite apical e o travamento do cone, possibilitando o extravasamento do
material para os tecidos periodontais. Além disso, as raizes dentarias neste estidgio apresentam-se
com paredes finas e frageis (9). Estes canais com paredes dentinarias frageis e comprometidas re-
presentam uma contra-indicacao para a instrumentagdo mecanica. A utilizagdo do mineral trioxido
agregado (MTA) tem sido uma modalidade alternativa de tratamento em dentes necrosadas imatu-
ros. Além do MTA, outros agentes utilizados no tratamento dos canais radiculares durante a técnica
de revascularizagao sdo basicamente o hipoclorito de s6dio como agente irrigante e uma pasta trian-
tibidtica, que ¢ uma mistura de partes iguais de metronidazol, ciprofloxacino e minociclina (10). A
utilizacdo da pasta triantibidtica tem demonstrado ser muito eficaz contra os patégenos comumente
encontrados no interior do sistema de canais radiculares. Por outro lado, a coloracao da dentina pela
minociclina, um derivado da tetraciclina, durante a regeneracdo dos tecidos tem sido relatada
(10,11). Deste modo, sugere-se a eliminacdo da minociclina, mantendo apenas metronidazol e ci-
profloxacino, portanto uma pasta biantibidtica. Desta forma, a revascularizagdo pulpar pode ser
considerada uma alternativa promissora para os dentes permanentes com apice aberto necrosados,
cujo resultado depende da eliminagdo microbiana porque a reparagao apical ndo vai acontecer na
presenca de tecidos infectados (12,13).

De acordo com Andreassen (14), os dentes imaturos sao menos propensos a desenvolver ne-
crose pulpar ap6s uma lesdo traumatica. Portanto, ¢ imperativo realizar todos os testes apropriados
antes do inicio do tratamento endoddntico do dente imaturo. O clinico deve estar consciente de que
mudancga de cor, resposta negativa ao teste de sensibilidade pulpar e presenca de radioluscéncia
apical radiografica, podem ser seguidos de reparagdo celular, especialmente dada a propensdao do
dente com rizogénese incompleta para a revascularizacio da polpa (15,16).

Mais pesquisas sao necessarias para compreender os processos celulares basicos envolvidos,
incluindo o tipo de batente apical formado, a fonte e subsequente recrutamento de células-tronco e
as moléculas de sinalizac¢do corretas para induzir as respostas moleculares necessarias para o desen-
volvimento do tecido, maturagdo e neovascularizagdo. Bem como o tipo de bactérias presentes no
interior dos condutos e quais os melhores materiais irrigadores e medicacao intracanal para que haja
maior eliminagdo dos micro-organismos e assim o sucesso clinico possa ser garantido.

Portanto, o objetivo deste estudo foi realizar uma avaliagdo clinica e microbioldgica do tratamento
de pacientes que apresentaram dentes com rizogénese incompleta e necrose pulpar causados por

trauma ¢ foram tratados com a técnica de revascularizagdo, bem como, avaliar a redugao da micro-
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biota intracanal com uso da pasta biantibidtica e identificar a presenca das bacterias E. faecalis e P.

gingivalis no interior dos condutos radiculares.

MATERIAIS E METODOS

Delineamento do Estudo Clinico

Trata-se de um estudo experimental prospectivo longitudinal intervencional de série de
casos, consistindo de procedimentos clinicos e laboratoriais. Foram selecionados a participar deste
estudo pacientes, que se apresentaram a Clinica de Odontopediatria da Faculdade de Farmécia,
Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Cearda (UFC), com no minimo, um dente
permanente imaturo necrosado devido a trauma, durante o periodo de junho de 2011 a setembro de
2015. O dente foi considerado necrosado quando se observou pelo menos dois dos seguintes critéri-
os: alteracdo de cor corondria, presenca de infec¢do seja através de fistula, lesdo periapical e/ ou
reabsor¢ao radicular interna ou externa, dor relatada pelo paciente ou auséncia de resposta ao teste
de sensibilidade. Foram incluidos no estudo pacientes de ambos os sexos, presumivelmente sauda-
veis, que ndo foram submetidos a antibioticoterapia nos 3 meses antecedentes ao tratamento. Os 15
pacientes apresentavam pelo menos um dente permanente traumatizado, com formagdo incompleta
da raiz e auséncia de carie e de tratamento/intervencao endoddntica no mesmo. A confirmacao do
diagnostico de necrose pulpar foi realizada através de exames clinico e radiografico.

Os pacientes que, no decorrer do tratamento, fizeram uso de antibidtico, perderam o se-
lamento corondrio temporario entre as sessoes do tratamento, sofreram novo trauma envolvendo o
dente do estudo e ou desistiram da pesquisa foram retirados do estudo.

Este estudo clinico foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
sob o numero 268/2011 (Anexo 1) e todos os pais/responsaveis e pacientes selecionados foram es-

clarecidos quanto a pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE.

Procedimentos clinicos

Todos os procedimentos de coleta do material clinico foram executados por um Unico
examinador, sendo iniciados apds um periodo de treinamento com intuito de adequagao da técnica.

Os procedimentos de coleta foram baseados no estudo realizado por Manzur et al. (17)

com modifica¢des no tocante a solucdo irrigadora utilizada, que no presente estudo foi o hipoclorito
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de sodio a 2,5% e quanto ao meio de transporte e armazenamento das amostras coletadas que foi
utilizado 1,5 ml de VMGA 1II (Viability Medium, Géteborg, Anaerobically prepared).

Inicialmente, foi realizada a antissepsia intra-oral com digluconato de clorexidina 0.12
% (Periogard® - Colgate — Palmolive) através da realizagdo de bochecho por 1 minuto, anestesia
local com cloridrato de lidocaina a 2 % com 1:100000 de adrenalina, seguido pelo isolamento abso-
luto do campo operatério e antissepsia deste com uma pelota de algoddo embebida em digluconato
de clorexidina a 2 % (Clorhexidina® - FGM). Para realizar o acesso cirrgico e o preparo das pare-
des cavitarias foram utilizadas, respectivamente, pontas diamantadas esféricas em alta rotacdo, com
abundante refrigeracdo, e brocas Batt em baixa rotacdo. Apds a realizagdo do acesso, foi colocada
uma pelota de algodao estéril na embocadura do canal, com o intuito de ndo permitir o contato do
produto com a cdmara pulpar do dente, e a desinfeccdo do campo operatdrio com clorexidina 2 %
foi repetida. Imediatamente apds esses procedimentos, foi realizada a primeira coleta (C1) dos mi-
cro-organismos existentes no canal radicular do dente permanente imaturo necrosado pds-trauma.
Esta foi efetuada com o auxilio de pontas de papel absorvente estéreis #40 (Dentsply). As pontas de
papel foram introduzidas no interior do canal at¢ Imm aquém do limite do dpice radicular. Em se-
guida foram introduzidas uma sequéncia de 03 pontas que permaneceram no interior do canal por
aproximadamente 01 minuto, sendo entdo removidas e colocadas no mesmo tubo tipo eppendorf,
contendo 1,5 ml de VMGA III.

Ap0s esta primeira coleta, o canal radicular foi abundantemente irrigado com 150mL de
hipoclorito de sédio a 2,5 %, durante 10minutos, através de irrigagdo com seringa estéril e succao.
Porém, nenhum preparo biomecanico foi realizado para que nao houvesse fragilizacdo das paredes
dentinérias. Apds isso foi realizada uma segunda coleta microbioldgica (C2), semelhante a C1.
Subsequentemente, o canal radicular foi preenchido completamente com uma medica¢do intra-ca-
nal, que se constituiu de uma pasta biantibiotica a base de metronidazol 400mg e ciprofloxacino
250mg, comercialmente vendidos, utilizando-se de solugdo fisiologica 0,9% como veiculo. Esta
pasta foi manipulada no momento de ser introduzida no canal, utilizando-se propor¢des iguais dos
dois antibidticos e misturando-se ao soro até obter uma consisténcia pastosa firme. A pasta foi in-
troduzida no canal com espiral lentulo inserida até metade do comprimento radicular. A embocadura
do canal foi protegida com uma pelota de algodao estéril e a camara pulpar vedada com um cimento
de ionomero de vidro, CIV, ativado quimicamente (Vidrion R — S.S.White Artigos Dentarios Ltda-
Rio de Janeiro-RJ). As amostras foram transportadas para o laboratério de Microbiologia da UFC

apods o término do procedimento, cerca de 30 minutos apds a coleta.
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Em uma segunda sessdo de atendimento clinico, apos 30 dias, a medicagdo intra-canal

foi removida, sob isolamento absoluto, através de irrigagdo abundante com solugdo fisiologica
0,9%. Neste momento foi realizada a terceira coleta (C3), similar as anteriores. Logo apos a coleta,
foi utilizado uma lima endododntica K-File #40 (Dentsply) para estimular o sangramento apical in-
tencional até que todo o canal fosse preenchido com sangue. Apos a formacgao do coagulo, observa-
do visualmente, MTA branco (Angelus) foi inserido no terco cervical através de condensacdo com
condensadores tipo Paiva e um algodio umedecido em dgua destilada estéril foi colocado sobre o
material para que este adquira presa mais rapidamente, promovendo assim o vedamento cervical.
Ap6s isso a camara pulpar foi novamente vedada com um cimento de iondmero de vidro. Ap6s um
més de acompanhamento, o paciente retornou para realizacdo de restauracdo definitiva com resina
composta. As sessoes subseqiientes foram realizadas com Imés, 3meses, 6meses ¢ anualmente, de
acordo com a primeira consulta de atendimento. Nestas sessdes o paciente retornou para realiza¢ao
de tomografias e/ou radiografias periapicais para avaliagdo de desenvolvimento radicular, fecha-
mento apical e auséncia de patologias periapicais. Também foram realizadas fotografias digitais

para observar a presenca de possiveis alteracdes de cor coronaria.

Processamento das amostras

Os eppendorf contendo as amostras em VMGA 111, contendo pérolas de vidro, foram agi-
tados em Vortex e diluidos 5 vezes em uma proporcao de 1/10 diluigdo e posteriormente, 20ul. das
amostras dos tubos foram transferidas para placas de Petri contendo BHI Agar sangue (Brain Hearth
Infusion) enriquecido com 5% de sangue de carneiro, através da técnica da gota, onde foram seme-
adas em triplicata. O sistema utilizado para o cultivo das bactérias anaerobias foi a técnica com ca-
mara de anaerobiose, através da utilizacao do catalisador (ANAEROBAC, Probac do Brasil, Produ-
tos Bacteriologicos Ltda.) As placas foram entdo colocadas na cAdmara juntamente com o catalisador
e o gerador de anaerobiose, que foram levadas a estufa e incubadas a 35°C por 7 dias. Assim bus-
camos promover o crescimento em meios de cultura das seguintes bactérias: Porphyromonas gengi-

valis e Enterococcus faecalis.

O nuimero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) foi utilizado na determinagao da
quantidade de bactérias presentes na amostra original, segundo o célculo: nimero de UFC na placa
x indice de diluicdo da amostra = numero de bactérias/ ml. Os eppendorf contendo as amostras fo-

ram armazenados a -80°C para posteriormente serem utilizados para a identificagdo das bactérias
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presentes nos canais necrosados por trauma através da reacao de polimerase em cadeia (PCR) do
tipo convencional. Esse teste tem como objetivo detectar, a presenga ou auséncia das seguintes bac-
térias: bactérias anaerobias estritas, como os Bacilos do Pigmento Negro, dentre eles, especifica-
mente, a Porphyromonas gengivalis e uma anaerobia facultativa o Enterococcus faecalis. Para rea-

lizagdo do PCR fez-se necessario a obtengao do DNA bacteriologico das amostras coletadas em Cl1,

C2eC3.

Realizou-se a extragdo do DNA de todas as amostras coletadas, utilizando a matriz de ex-
tracdo de DNA (DNAzol® Reagent (Invitrogen) e apos a extragdo foi realizado o PCR do tipo con-
vencional para avaliar a presenga das espécies bacterianas selecionadas. A seqiliéncia dos primers
especificos para Porphyromonas gingivalis, Enterococcus faecalis e para um primer universal fo-
ram obtidos a partir do estudo de Cogulu et al. (18). Apds o preparo dos reagentes para o PCR foi
realizado o ciclo corretamente de acordo com o protocolo adotado pelo mesmo autor e pertinente a
cada bactéria. Apds termociclagem, os produtos amplificados foram revelados em gel de agarrose a
1% em tampao TBE 0,5x através de eletroforese imediata e entdo observou-se a presenca das ban-
das de DNA presentes no gel de agarose no aparelho de transiluminescéncia e anotado os resultados

no mapa.

A distribuicdo, de cada uma das varidveis do estudo, se comporta como uma curva normal,
verificado pelo teste de Kolmogorov-Smirnov, autorizando o uso de testes paramétricos. A andlise
estatistica foi realizada através da andlise do numero de Unidades Formadoras de colonias (UFC)
em cada coleta e da presenga de bandas de DNA em cada coleta para o primer universal 16S,e para
as bactérias E. faecalis e P. gingivalis. Os dados foram analisados por meio do teste Repetead-Me-
ansures-Two-way-ANOVA seguido do pos-teste de Bonferroni e expressos em forma de média e

erro-padrdo, além do teste exato de Fisher.

Cabe ressaltar que todo o experimento foi realizado em condigdes assépticas. O meio de
cultura, a agua destilada e o instrumental utilizado foram esterilizados em autoclave a 121° C, du-
rante 15 minutos. Os dados obtidos a partir da analise dos casos foram analisados de forma descriti-
va, observando-se o grau de desenvolvimento radicular e fechamento apical através das radiografias
periapicais e tomografias computadorizadas, bem como auséncia de dor, pigmentagdo coronaria e
lesdo periapical. Os resultados laboratoriais foram analisados através da contagem ntimero de UFC
nas trés coletas e observando a presenca ou auséncia das bactérias pesquisadas de acordo com a

PCR e Eletroforese realizadas.
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RESULTADOS

Este estudo de série de casos analisou os resultados clinicos e microbioldgicos do tratamento
endododntico realizado em dentes permanentes imaturos necrosadas por trauma e tratados utilizando
a técnica de revascularizagdo, pasta biantibidtica como medicagdo intracanal e plug cervical de
MTA. O estudo constou de 14 pacientes e um total de 15 dentes tratados com um tempo de acom-
panhamento médio de 24 meses e uma taxa de sucesso de 93%. Para avaliar o sucesso clinico foram
analisados os seguintes fatores: fechamento apical, espessamento e/ou aumento do comprimento
das paredes radiculares, auséncia de lesdao periapical ou apresentar sinais de cura da mesma, ausén-
cia de fistula e dor, auséncia de pigmentacdo corondria e auséncia de qualquer outra patologia que
prejudicasse a fun¢do do dente no arco, como reabsor¢des radiculares, anquilose ou mobilidade
dentaria.

De acordo com a tabela 1, dos 14 pacientes tratados, 7 foram do sexo masculino (50%) e 7
do sexo feminino (50%), com idade variando entre 6 e 14 anos. 11 dentes foram afetados por luxa-
cdo lateral (73,3%) e os outros 4 casos de trauma foram avulsdo, intrusdo, extrusdo e por ultimo su-
bluxagdo associados ou ndo a fratura coronaria sem exposi¢ao pulpar. De todos os dentes tratados,
14 dentes (93%) apresentaram resolu¢cdo dos sinais e sintomas clinicos e radiolucéncia periapicais
no periodo de acompanhamento, bem como, maior aumento no comprimento radicular, espessura
da parede da raiz e fechamento apical. Apenas em um caso, o dente ainda ndo apresentou total fe-
chamento apical, pois em alguns casos o fechamento apical pode ocorrer somente apds 12 meses.
Como este dente apresenta apenas 12 meses de acompanhamento e dentro deste periodo ndo apre-
sentou fechamneto apical completo, ndo foi classificado como sucesso clinico.

O acompanhamento clinico em 6 meses mostrou que todos os pacientes estavam sem sinto-
mas clinicos reportaveis e auséncia de qualquer formacao de fistula. Radiograficamente, houve uma
acentuada diferenca na reparacao, principalmente no que diz respeito a cicatrizagdo da lesdo peria-
pical, ao fechamento apical e espessamento da parede dentindria radicular. A percentagem de altera-
¢ao do diametro apical apds 3 meses foi de 20% e aumentou para 80% em 12 meses, com 93%, ou
seja, 14 dos 15 dentes tratados apresentando fechamento apical completo até a ultima consulta de
acompanhamento registrada.

A percentagem de alterag@o no espessamento da parede dentaria radicular em 3 meses foi de

7% e aumentou para 46,6% em 12 meses. A descoloragdo da coroa foi observada em apenas 2 ca-
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sos, porém, ocorreu de forma temporaria devido a presenca de MTA no interior da camara pulpar.
Apo6s remocdo do MTA que ficou retido na regido coronaria, limpeza da cAmara pulpar e restaura-
¢do definitiva com resina composta a coloracdo normal da coroa foi reestabelecida.

A figura 1 mostra imagens radiograficas e tomograficas dos casos clinicos antes do
inicio do tratamento e apods 12 a 48 meses de acompanhamento A, B, C e D. Nelas pode-
mos observar as finas paredes radiculares e o apice ainda aberto (A, B e D) e a presenca
de lesao periapical extensa (C). Podemos observar o fechamento apical, aumento do
comprimento radicular e espessamento das raizes, bem como a cicatrizacao da lesao pe-
riapical, comparativamente ao seu respectivo caso inicial. Nas imagens E e F da figura 1
observamos fotografias clinicas apos 36 meses de acompanhamento de dois dos casos,
mostrando sucesso clinico com auséncia de sinais de doenca periapical e auséncia de al-
teracao de cor da coroa dos dentes 21 em E e 11 em F. Nos dentes em que houve além
do trauma, ocorréncia de fratura coronaria, foi realizada restauracao estética da coroa
em resina composta.

Foram realizadas culturas bacterianas das trés coletas, de 14 dos 15 dentes tratados ¢ de
acordo com a figura 2 observou-se que houve redug¢do significativa do numero de UFC da coleta 1
para a coleta 2 e desta para a coleta 3 (p<0.001). Assim, pode-se observar que o efeito da solugao
irrigadora, bem como da medicacdo intracanal foi significativa e esta eliminagdo dos micro-orga-
nismos presente no sistema de canais radiculares foi imprescindivel para a obten¢do do sucesso cli-
nico. Em relacdo as anélises de PCR, a tabela 2 mostra que houve reducao significativa no nimero
de amostras que apresentaram nos testes de PCR as bandas de DNA para o primer universal 16s da
coleta 1 (100,0%) para a coleta 3 (20,0%) (p<0.001) e de DNA da bactéria E. faecalis da coleta 1
(n=5, 33.3%) para as coletas 2 e 3 (n=0, 0.0%) (p=0.004). Nenhuma amostra apresentou DNA da

bactéria P. gingivalis em nenhum dos momentos de coleta (p=1.000).

DISCUSSAO

Estudos revelaram que 30% das criancas sdo afetadas por um traumatismo dentério, com a
maioria ocorrendo antes da formagao completa da raiz (19,20). Antes do inicio do tratamento en-
dododntico, uma avaliagdo cuidadosa, clinica e radiografica ¢ essencial. O clinico deve estar consci-
ente de que, se possivel, todos os esfor¢os devem ser feitos para preservar a integridade do dente

incompletamente desenvolvido. Como tal, o tipo de trauma sobre esse dente desempenha um papel
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essencial na formulacao de um plano de tratamento. Lesdes por avulsao, fraturas e luxacao t€m im-
pactos muito diferentes, tanto a polpa e ligamento periodontal e, portanto, devem ser considerados
individualmente.

No presente estudo, os pacientes foram acompanhados por periodos de tempo variavel e
somente quando observou-se mais de dois sinais de necrose pulpar ¢ que o tratamento endodontico
foi iniciado.

A perda de um dente permanente imaturo em pacientes jovens com dentadura mista pode ser
devastador, levando a perda de fun¢do, ma oclusdo e desenvolvimento maxilofacial inadequado,
além do carater social e psicologico envolvido. Estes dentes tém sido tradicionalmente tratados com
procedimentos de apicificagdo, utilizando quer a longo prazo o tratamento de hidroxido de calcio
(9,11) ou a colocacao de um tampao imediato de agregado tridxido mineral (MTA) apical (12). Em-
bora esses tratamentos muitas vezes resultem na resolu¢do dos sinais e sintomas clinicos de patolo-
gia apicais, eles oferecem pouco ou nenhum beneficio para o desenvolvimento continuo das raizes
(11,12).

Um dente com rizogénese incompleta, necrose pulpar e patologia periapical impde uma
grande dificuldade para o endodontista. Op¢des de tratamento endoddntico de tais dentes consistem
em procedimentos de apicificagdo com formacdo de barreiras apicais ou utilizagdo de diferentes
técnicas de revascularizacdo, através de sangramento apical e preenchimento do canal com sangue
ou utilizando plasma rico em plaquetas (PRP). Todas estas técnicas tem por finalidade dar continui-
dade a formacao radicular e fechamento apical, permitindo assim o maior sucesso clinico.

Andreasen et al. (14) relataram que a longo prazo o hidroxido de calcio poderia aumentar o
risco de fratura da raiz, com a hipodtese de que o pH elevado tem um efeito prejudicial sobre o su-
porte organico, causando desnaturacdo e dissolucdo de proteinas que servem de suporte na forma-
¢ao da dentina. Cvek (21) relatou uma alta incidéncia de fraturas (especificamente na por¢do cervi-
cal da raiz) no dente com rizogénese incompleta a longo prazo. Desta forma, os procedimentos de
revascularizacdo tém sido utilizados para o tratamento de dentes permanentes imaturos com perio-
dontite apical. Estes sdo capazes de incentivar o desenvolvimento continuo das raizes e o espessa-
mento das paredes do canal.

O tratamento de um canal vazio com uma estratégia regenerativa oferece um verdadeiro de-
safio. Um dos maiores problemas identificados em diversas pesquisas foi que as unicas fontes locais
possiveis de células vidveis podem surgir através da indu¢do de sangramento no espago do canal
radicular. Isto significa que estas células foram derivadas de células circulantes, cemento, ligamento

periodontal ou osso alveolar e, por conseguinte, ndo sdo de origem pulpar (22,23). Desta forma,
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pode-se observar que em alguns pacientes do presente estudo o tipo de tecido formado na regido
periapical ndo apresentava todas as caracteristicas de tecido mineralizado, podendo, portanto, ser
uma mistura de tecidos como cemento e ligamento periodontal. No entanto, como ndo houve ne-
nhum sinal ou sintoma clinico de insucesso, 0s casos continuam sendo acompanhados e caracteri-
zados como sucesso clinico.

Na técnica de revascularizacdo, a criagao de um codgulo de sangue serve como uma estrutu-
ra de suporte que permite entdo a estimulagdo do crescimento celular (24). Como ¢ imperativo que
o coagulo permaneca livre de contaminacao bacteriana, uma barreira tem de ser colocada e o MTA
¢ geralmente o material de escolha, pois ele serve de barreira mineralizadora. Em alguns casos em
que a formacdo do coagulo ¢ insubstancial, seja por uso de anestésico com vasoconstrictor (25), o
uso do plasma rico em plaquetas (PRP) pode ser uma alternativa de sucesso na formacao do batente
(26). No presente estudo ndo houve nenhuma dificuldade na formacao do codgulo, sendo formado
codgulo substancial nos 15 dentes do estudo. Desta forma, PRP poderia ser uma op¢ao somente
para os casos clinicos em que pouco ou nenhum sangramento fosse encontrado ao irritar o tecido
apical durante a técnica de revascularizagdo. Sendo, portanto, um tratamento alternativo, visto que a
formacgao do codgulo torna o tratamento mais simples, rapido e pratico, pois ndo ha necessidade de
outra intervencao para coleta de sangue do paciente e confec¢do do PRP em laboratorio.

A Assepsia completa e obturacdo tridimensional do sistema de canal radicular ¢ essencial
para o sucesso endodontico a longo prazo (27,28). As paredes finas e frageis de dentina do canal
radicular podem ndo suportar as for¢as normais de mastigag@o, o que as torna mais propensas a fra-
tura (28,29). A arquitetura divergente das paredes radiculares e auséncia de constricao apical normal
do canal radicular tornam dificeis as tarefas de debridamento completo, desinfec¢do do canal e ve-
damento apical do material obturador (28-32). Ocasionalmente, o material obturador ¢ inadequado
ou expulso além do apice, sobre os tecidos perirradiculares, podendo ter efeitos nocivos sobre o
prognostico do tratamento endodontico.

O MTA ¢ o material de escolha nos casos de revascularizagdo, pois forma um plug cervical
sobre o coagulo de sangue, uma vez que ¢ biocompativel e proporciona uma vedagdo homogénea
com estanque imediato a fluidos por formagao de um gel coloidal, mesmo na presenca de humidade
ou de sangue, o qual estd presente nestes casos (33-35). No entanto, seus beneficios aos tecidos
dentarios sdo superiores a outros materiais, principalmente no que diz respeito inducdo da migragao
e proliferacdo a curto prazo de células estaminais a partir da papila apical (36), justificando seu uso

nestas terapias.
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Alguns fatores de crescimento tais como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e fator de transformagdo do crescimento beta-1 (TGF-B1) sdo conhecidos por terem um efeito forte
sobre a diferenciacdo e / ou proliferacao de células estaminais mesenquimais (37). Esses fatores de
crescimento parecem particularmente eficazes na promocao da proliferagdo de células-tronco me-
senquimais (38,39). Irrigantes, especialmente hipoclorito de s6dio em concentracdes elevadas, sdo
conhecidos para desnaturar estes fatores de crescimento derivados da dentina (40). Estes achados
sugerem que os diversos fatores de crescimento sdo suficientes para promover a sobrevivéncia, a
proliferagdo, e, mais importante, a diferenciacdo de células estaminais dentarias. Por esse motivo, o
uso de hipoclorito de sodio 2,5% foi uma modificacao realizada no presente estudo na tentativa de
reduzir possiveis danos aos fatores de crescimento e com o intuito de viabilizar a presenca destes
fatores e da diferenciagdo de células estaminais dentarias.

Virias populagdes de células-tronco diferentes da polpa dentéria ja foram relatados na litera-
tura, incluindo células-tronco da polpa dentaria, células-tronco da papila apical e células-tronco de
dentes deciduos humanos esfoliados, embora todas elas paregam ser derivadas das células estami-
nais mesenquimais (MSC) (41). O recrutamento de MSCs a partir da regido apical parece propor-
cionar um mecanismo eficiente para aumentar localmente o nimero de células estaminais. Esta ati-
vagdo pode ocorrer através da vascularizagdo, durante a cicatrizagdo natural da polpa e assim estas
células se diferenciam e formam dentina (22,42,43) e ou tecidos periodontais (gengiva, cemento,
0sso alveolar e ligamento periodontal) (44).

Por esse motivo, o intuito da estimulag¢do através do preparo apical e formacao do codgulo
ndo ¢ somente formar uma barreira para a colocacdo do MTA, mas sim estimular estas células e
possibilitar a sua viabilizacdo via canal radicular para entdo formar os tecidos de reparacdo. Desta
forma, o sucesso pode ser alcancado, independente do tecido cicatricial formado, desde que haja
fechamento apical e auséncia de qualquer sinal e sintoma clinico como ocorreu com 14, dentre 15
dentes tratados no estudo.

A tomografia computadorizada de feixe conico (TCFC) foi utilizada na atual pes-
quisa, juntamente com a radiografia periapical para identificar o grau de desenvolvi-
mento radicular e fechamento apical, bem como observar a extensao da lesao periapical
inicial, se presente, e sua cicatrizacao ao longo das consultas de acompanhamento. A
pasta biantibidtica foi eleita como medicacao intra-canal para todos os casos, com acao
antibacteriana ja comprovada e sendo uma boa alternativa no tratamento de dentes an-
teriores nos quais a pigmentacao pelo antibidtico minociclina presente na pasta trianti-

bi6tica pode comprometer o sucesso clinico.



66

O perfil microbiano de dentes imaturos infectados ¢ semelhante a infec¢ao principal dos
dentes permanentes. Portanto, as bactérias mais prevalentes detectadas foram Actinomyces naes-
lundii (66,67%), seguido por Porphyromonas endodontalis, Parvimonas micra e Fusobacterium nu-
cleatum, que foram detectados em 33,34% dos canais radiculares (45). Nagata et al. (45) avaliou a
composicdo microbiana de dentes imaturos traumatizadas e a sua reducao durante as diferentes fa-
ses dos procedimentos de revascularizagdo realizadas com 2 medicamentos intracanal. A maior re-
dugao bacteriana foi promovida pelas solugdes de irrigagao. Os protocolos de revascularizagdo que
usaram os medicamentos intracanal testados foram eficientes na redugdo de bactérias vidveis em
dentes imaturos necrosados. Portanto, estes resultados estdo em acordo com os resultados encontra-
dos no presente estudo, principalmente, no que diz respeito a maior redu¢do das bactérias do interi-
or dos canais, tanto pela solucao irrigadora, quanto pelo uso da pasta biantibiotica.

Porém, diferentemente destas bactérias pesquisadas, optou-se por pesquisar o E. faecalis,
pois estes sdo muito comuns em reinfeccdes de canais radiculares, sendo comumente associadas a
presenca de lesdo periapical e pode-se confirmar que a bactéria estava presente em todos os casos
em que haviam lesdao periapical presente. Ja a P. gingivallis, optou-se por pesquisar esta bactéria
devido a grande conex@o entre a regido do canal radicular e os tecidos periodontais, onde esta é co-
mumente encontrada, principalmente nos casos tratados em que o apice aberto aumenta essa rela-
¢do. Entretanto, observou-se que mesmo havendo uma intima relagao entre camara pulpar e tecidos
periodontais, esta bactéria ndo foi encontrada.

Estudos com grandes grupos e periodos de acompanhamento longos sdo necessarios para
avaliar os resultados de revascularizagdo e apicificagdo no que diz respeito as covariantes mais re-
levantes para o sucesso clinico. Quanto ao tecido cicatricial formado no canal, pode ser tecido ce-
mentoide ou semelhante ao osso bem mineralizado. Porém, as células da papila dentaria sdo precur-
sores de odontoblastos e t€ém o potencial para se diferenciarem em odontoblastos, cementoblastos e
osteoblastos. No entanto, o0 método usado atualmente para determinar a origem do tecido secretado
durante o processo de reparagdo/regeneragdo ¢ baseado na identificagdo de marcadores celulares
deixadas por células que foram responséaveis por essa produgdo de tecidos. A presenca destas pro-
teinas em conjunto com outros indicadores do comportamento celular e analise da estrutura do teci-
do recém-gerado permite a identificagdo de sua origem.. Isto torna possivel distinguir o tecido que ¢
formado a partir de processos de reparacdo, em vez de processos regeneradores (46). A regeneracao
de um tecido vital em um espaco de canal vazio, mas infectado gera discussdo e muitas vezes ¢ vis-

to com ceticismo acerca do tecido mineral formado ser de origem odontobldastica.
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A identificagao de componentes bioativos na matriz extracelular da dentina (47) esta ajudan-
do a elucidar como alguns dos eventos de sinalizagdo durante a regeneragdo podem ocorrer. Clara-
mente, o foco sobre estes aspectos sera importantes para a o entendimento dos processos de inducao
da formacgao dos tecidos no interior do conduto radicular e sua importancia na escolha dos trata-
mentos na pratica clinica.

Embora o presente estudo ainda esteja em andamento, pois 0 acompanhamento
dos casos sera realizado a longo prazo, os resultados preliminares nao levantam dividas
sobre a capacidade desta técnica para induzir processos de reparacao dentro do espaco
do canal pulpar. O uso de um tecido bioldgico para preencher o espaco do canal radicu-
lar teve o intuito de evitar as desvantagens de um material sintético, ou seja, a perda
do potencial de vedacao, toxicidade, etc. Além disso, o tecido bioldgico tem a enorme
vantagem de ser imunocompetente e, assim, ser capaz de se defender de bactérias
como um tecido pulpar normal faria. Portanto, a revascularizacao € uma técnica interes-
sante que permite que o espaco pulpar seja preenchido com tecido vital. Este tecido é
diferente do tecido que estava inicialmente presente no canal. Porém, a formacao de
tecido bioldgico, seja cemento, osso, ligamento periodontal ou uma mistura destes, jun-
tamente com a auséncia de sinais e sintomas clinicos ja € considerado um sucesso do
tratamento. Por este motivo, a irrigacao com hipoclorito de sédio, medicacao intracanal
com pasta biantibiotica, associada a técnica de revascularizacao e plug cervical de MTA
€ um tratamento complexo e completo que leva ao sucesso clinico em apenas duas ses-
soes de tratamento, segundo dados do presente estudo. Sendo as sessdes subsequentes
somente de acompanhamento e observacao, através da realizacao de fotografias, radio-
grafias e ou tomografias.

O sucesso clinico foi alcancado na atual pesquisa, pois o objetivo do tratamento
endodontico em uma infeccao dentaria é, primeiro, desinfectar o sistema de canais ra-
diculares e, segundo, evitar a reinfeccao ao longo do tempo.

A falta de uso de um protocolo de tratamento padronizado, com regime de desbridamento
quimico-mecanico, numero de consultas clinicas e medicacdo intra-canal, bem como uma variedade
de diferencas na etiologia da doenga tratada, como cérie, trauma ou dentes invaginatus faz com que
a comparacdo entre os estudos e escolha da melhor técnica seja dificultada. Clinicamente, indica-
¢oes claras e contra-indicagdes ainda nao foram determinadas. Além da semantica das defini¢oes,
muitas perguntas permanecem. A presenca de células estaminais em um canal revascularizado foi

claramente demonstrada, sugerindo que o recrutamento de células estaminais a partir da papila api-

cal e a sua migracao subsequente desempenham um papel critico na formagdo deste novo tecido.
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No entanto, a origem destas células permanece obscura. Com base nestes pressupostos, sugere-se
que as indicagdes clinicas de tratamento de revascularizacdo ainda deve limitar-se aos dentes com
rizogénese incompleta.

Estas observagdes clinicas suportam a hipotese de que os pacientes com opgdes de tratamen-
to limitados podem se beneficiar destes procedimentos. Porém, outros estudos, compreendendo en-
saios clinicos randomizados sdo necessarios para observar o efeito das referidas técnicas e o grau de
sucesso clinico alcangado em cada uma delas. Os pontos principais sdo a caracteriza¢ao de popula-
¢oes de células-tronco em polpa dentdria e o recrutamento destas células para o tecido apos a lesao,
além da identificacdo de moléculas bioativas com propriedades potentes de sinalizagdo nas matrizes
extracelulares de dentina e polpa e elaboracdo de eventos inflamatorios em nivel molecular , entre
muitos outros avangos excitantes. Claramente, o campo da Endodontia regenerativa estd avancando
rapidamente. No entanto, ainda temos algum caminho a percorrer antes da Endodontia regenerativa

tornar-se difundida na pratica clinica do dia-a-dia.

CONCLUSAO

Pode-se concluir que os dentes tratados mostraram resolucdo dos sinais e sintomas clinicos
e de radiolucéncia periapicais, aumento no comprimento radicular, na espessura da parede de raiz e
no fechamento apical no periodo de acompanhamento. Além disso, houve reducdo significativa do
nimero de UFC na medida em em que o protocolo de revascularizagao foi sendo realizado. Embora
o sucesso clinico tenha sido altamente previsivel com este procedimento, o fechamento apical € o
achado radiografico mais consistente. Desta forma, o usa da pasta biantibiotica, associada a técnica
de revascularizagao, com uso de hipoclorito de s6dio e MTA é um protocolo eficiente na eliminag¢ao
da infeccdo e uma alternativa viavel e de sucesso para os casos clinicos em que houve necrose pul-
par de dentes permanentes imaturos causados por trauma. Essa combinacao de medicacao e técnica
permitiu o desenvolvimento continuado das raizes em dentes com polpas necréticas € a ndo causou

problema estético a coroa dentéria.
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Tabela 1: Distribuicao do sucesso clinico do protocolo de revascularizagdo, quanto ao dente envol-

vido, tempo de acompanhamento e tipo de trauma.

Dente Envolvido | Tempo de Tipo de Trauma Sucesso
Acompanhamento Clinico
Paciente 1 Dente 21 48 meses Luxacéo Lateral Sim
Paciente 2 Dente 11 42 meses Luxacéo Lateral Sim
Paciente 3 Dente 21 30 meses Intrusdo Sim
Paciente 4 Dente11 24 meses Luxacdo Lateral e Sim
fratura Coronaria
Paciente 5 Dente 11 24 meses Luxacgéo Lateral e Sim
fratura Coronéaria
Paciente 6 Dente 11 24 meses Luxacgéao Lateral Sim
Paciente 7 Dente 11 24 meses Luxacéo Lateral Sim
Paciente 8 Dente 22 24 meses Luxacéo Lateral Sim
Paciente 9 Dente 11 24 meses Extruséo Sim
Paciente 10 Dente 45/11 24 meses Luxacéo Lateral Sim
Paciente 11 Dente 41 24 meses Luxacéo Lateral Sim
Paciente 11 Dente 31 24 meses Avulsdo Sim
Paciente 12 Dente 21 18 meses Subluxacéo e Fratu- Sim
ra Coronaria
Paciente 13 Dente 21 12 meses Luxacéo Lateral N&o*
Paciente 14 Dente 12 12 meses Luxacéo Lateral Sim
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Tabela 2: NUmero de dentes e percentagem de casos em que foram detectados presen-

¢a de bandas de DNA para o primer universal 16SrRNA e bacterias Enterococcus faecalis

e Porfiromonas gingivalis em cada uma das coletas (C1, C2 e C3) de cada um dos casos

clinicos. *p<0.05 versus C1. Teste Exato de Fisher.

Coleta
C1 C2 C3
16SrRNA 15 (100,0%) 11 (73,3%) 3 (20,0%)*
E faecalis 5(33,3%) 0 (0,0%)* 0 (0,0%)*

P gingivalis 0(0,0%)  0(0,0%)  0(0,0%)




Inicial 24 meses Inicial
B

‘
]

Inicial A ’
N 4 Inicial . 24 meses

»
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Figura 1: Imagens radiograficas e tomograficas dos casos clinicos antes do inicio do tra-
tamento e apos 12 a 48 meses de acompanhamento do elemento 11 em A, C e D e do
elemento 21 em B. Nas imagens iniciais podemos observar as finas paredes radiculares e
o apice ainda aberto (A) e a presenca de lesao periapical extensa (C). Nas imagens de
acompanhamento podemos observar o fechamento apical, aumento do comprimento ra-
dicular e espessamento das raizes, bem como ficatrizacao da lesao periapical, compara-
tivamente ao seu respectivo caso inicial. Em E e F observamos fotografias clinicas apos
48 meses de acompanhamento de dois dos casos, mostrando sucesso clinico com ausén-
cia de sinais de doenca periapical e auséncia de alteracao de cor da coroa dos dentes 21
em E e 11 em F. Paciente 1 (B e E); Paciente 2 (C e F); Paciente 5 (A); Paciente 8 (D).

30+
T
25+

20+
154
10" ;

UFC x10
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Coleta

Figura 2: Média do niUmero de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) nas coletas 1, 2 e
3 de todos os casos clinicos. Coleta 1(Inicial); Coleta 2 (Ap6s ririgacao com NaOCl) e Co-
leta 3 (ApOs uso de pasta biantibidtica por 30 dias). *p<0.05 versus C1; **p<0.05 versus
C2 e C1. Repetead-Meansures-ANOVA/Bonferroni (Média+EPM).
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APENDICE A — FICHA CLINICA

Universidade Federal do Ceara
Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem

Centro de Traumatismo Buco-Dentario (CENTRAU)

FICHA CLINICA

Nome: ( JF(C )M
Responsavel:

Endereco:

Telefone: Data de nascimento: / /

Historia médica

1- Esta atualmente sob cuidados médicos? ( )Sim ( )

Nao

Em caso afirmativo, por qué?

2- Possui alguma dessas alteracoes sistémicas?
( )anemia ( ) diabetes ( ) leucemia

() alteracoes hormonais ( ) hepatite ou outro problema de figado () hemofi-

lia

() disturbio renal () alteracao cardiaca ( ) epilepsia, desmaio ou convul-
sao

() outros:

3- Toma algum medicamento diariamente? ( )Sim ( ) Nao

Em caso afirmativo, qual?

4- Quando foi a Ultima vez que utilizou um antibiético?

5- Tem alergia a alguma substancia ou medicamento? ( )Sim ( )Nao
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Em caso afirmativo, qual?

6- LesOes dentarias anteriores ( )sim () nao Quando?

7- Dentes lesados Tratamentos realizados

8- Lesao dentaria atual / / Hora

9- Onde

10- Como

11- Tipo de trauma? ( ) luxacao ( ) deslocamento lateral ( ) extrusao ( ) intru-

sao ( ) fratura coronaria ( ) fratura radicular

12- Teve cefaléia ou tem agora? ( )sim ()
nao
13- Teve nausea ou tem agora? ( )sim ()
nao
14- Ficou inconsciente? ( )sim ()
nao

15- Pode lembrar-se do que aconteceu antes, durante e apés o trauma? () sim ()

nao
16- Teve visao dupla ou limitacao do globo ocular? ( )sim ( )nao
17- Ha sinais de fratura no esqueleto facial? ( )sim ()
nao

18- Houve sangramento nasal ou do conduto auditivo? ( )sim ( )nao
19- Existe sensibilidade dentaria ao frio ou durante a respiracao? ( )sim ( )nao
20- Existe alteracao na oclusao? ( )sim ()
nao

Outras observacoes
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Exame clinico e radiografico

Dente

Presencga de fistula ( ) Sim ( ) Nao
Lesao periapical ( ) Sim () Nao
Reabsor¢ao radicular interna ( )Sim ( ) Nao
Reabsor¢ao radicular externa () Sim ( )Nao
Alteragao de cor ( )Sim ( ) Nao
Mobilidade ( )graul ( )grau2 ( )grau3 () Sim ( )Nao
Sensibilidade ( ) Sim () Nao

Endodontia

Solucao irrigadora

Medicacao intracanal




Coleta microbiologica

Data Observagdes

1* coleta: / /

2*coleta: / /

3*coleta: / /

Conduta Clinica

Data Procedimentos realizados

Fortaleza, , de de 20

Assinatura da Cirurgia-dentista



Assinatura do responsavel

Digital do paciente ou responsavel
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APENDICE B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estamos desenvolvendo uma pesquisa chamada “Avaliacao clinica, radiografia e micro-
biologica do tratamento com pasta antibiotica de dentes permanentes com rizogénese
incompleta e necrose pulpar causada por trauma”. Com a mesma, pretendemos melho-
rar o tratamento do canal de dentes traumatizados com apice aberto. Assim, gostaria-
mos de contar com a sua participacao ou da crianca sob sua responsabilidade, permitin-
do que a mesma realize o tratamento do canal referente ao dente traumatizado que se
encontra necrosado - morto - (ap6s confirmacao através de exames clinico e radiografi-
co) e que, durante o tratamento, sejam coletadas amostras das bactérias que estao pre-
sentes no interior do canal do dente.

As amostras serao coletadas colocando-se pontas de papel absorvente dentro do
canal e retiradas ap6s 1 minuto, sem causar qualquer desconforto ao paciente. Essas co-
letas apenas serao feitas trés vezes: a primeira e a segunda serao realizadas no primeiro
dia de tratamento e a terceira, trinta dias apos a primeira visita do paciente (fim do tra-
tamento). Depois de concluido o tratamento, o paciente retornara a clinica de Odonto-
pediatria, na Faculdade de Farmacia, Odontologia e Enfermagem, da Universidade Fede-
ral do Ceara, local onde todos os procedimentos serdo feitos, para a realizacao de exa-
mes de acompanhamento.

Informamos que a pesquisa nao trara nenhum risco a crianca e que esta podera
desistir de participar da mesma no momento em que decidir, sem que isso lhe acarrete
quaisquer penalidades.

Caso também o paciente ou responsavel nao autorizem a coleta das amostras, o
tratamento do canal sera devidamente realizado, excluindo-se a fase da coleta.

Ressalta-se que a participacdao na pesquisa € voluntaria, ndao acarretando nenhu-
ma remuneracao e/ ou indenizacao ao paciente.

Este documento sera impresso em duas vias, onde uma ficara com o paciente ou
responsavel e a outra com o profissional responsavel pela pesquisa.

Se necessario, pode entrar em contato com:

Adriana Kelly de Sousa Santiago - Tel.: 3224-5314/ 88329352
Comité de Etica em Pesquisa da UFC.: 3366-8344
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DECLARACAO DO PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELO PARTICIPANTE

Tendo compreendido perfeitamente tudo que me foi informado sobre minha participacao no
mencionado estudo e estando consciente dos meus direitos, das minhas responsabilidades, dos
riscos e dos beneficios que a minha participacao implicam, concordo em dele participar e para
isso eu DOU O MEU CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO.

Fortaleza, de de 20
Assinatura ou digital do voluntario Assinatura do responsavel pelo
Estudo
Assinatura ou digital do responsavel legal Nome do profissional que aplicou o
TCLE
Testemunha

DADOS DO VOLUNTARIO

Nome

Endereco

Telefone
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APENDICE C - MATERIAIS E METODOS DETALHADOS

Delineamento do Estudo Clinico

O presente trabalho trata-se de um estudo experimental intervencional de série de casos,

consistindo de procedimentos clinicos e laboratoriais.

Selecdo dos Pacientes

Foram selecionados a participar deste estudo pacientes, que se apresentarem a Clinica
de Odontopediatria da Faculdade de Farmécia, Odontologia e Enfermagem da Universidade Fede-
ral do Ceara (UFC), com no minimo, um dente permanente imaturo necrosado devido a trauma, du-
rante o periodo de junho de 2011 a setembro de 2015.

O dente foi considerado necrosado quando se observou alteracdo de cor coronaria asso-
ciada a presenca de infec¢do seja através de fistula, lesdo periapical e/ ou reabsor¢do radicular in-
terna ou externa. Foram incluidos no estudo pacientes de ambos os sexos, presumivelmente sauda-
veis, que ndo foram submetidos a antibioticoterapia nos 3 meses antecedentes ao tratamento. Os
pacientes apresentaram pelo menos um dente permanente traumatizado, com formacao incompleta
da raiz e confirmagao do diagndstico de necrose pulpar através de exames clinico e radiografico. Os
dentes apresentaram os canais radiculares intactos, ou seja, nao foram submetidos a nenhuma inter-
vengao.

Os pacientes que no decorrer do tratamento fizeram uso de antibiotico, perderem o se-
lamento corondrio temporario entre as sessoes do tratamento e ou desistiram da pesquisa foram reti-
rados do estudo.

Este estudo clinico foi realizado de acordo com as Normas de Pesquisa em Saude da
UFC e do Conselho Nacional de Saude — Resolugdo n® 466, de 2012. O protocolo de pesquisa foi
submetido & apreciagdo e avaliagio por Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos e aprova-
do sob o numero 268/2011 e todos os pais/responsaveis e pacientes selecionados foram esclarecidos

quanto a pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE.

Procedimentos clinicos
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Todos os procedimentos de coleta do material clinico foram executados por um Unico
examinador, sendo iniciados apds um periodo de treinamento com intuito de adequagao da técnica.

Os procedimentos de coleta foram baseados no estudo realizado por Manzur et al. 2007,

com algumas modificagdes no tocante a solugdo irrigadora utilizada, que neste estudo foi o hipoclo-

rito de sédio a 2,5%. Foi utilizado 1,5 ml de VMGA (Viability Medium, Goéteborg, Anaerobically

prepared) como meio de transporte e armazenamento das amostras coletadas.

12. Sessio

Inicialmente, foi realizada a antissepsia intra-oral com digluconato de clorexidina 0.12
% (Periogard® - Colgate — Palmolive) através da realizagdo de bochecho por 1 minuto, anestesia
local com cloridrato de lidocaina a 2 % com 1:100000 de adrenalina, seguido pelo isolamento abso-
luto do campo operatério e antissepsia deste com uma pelota de algoddo embebida em digluconato
de clorexidina a 2 % (Clorhexidina® - FGM). Para realizar o acesso cirrgico e o preparo das pare-
des cavitarias foram utilizadas, respectivamente, pontas diamantadas esféricas em alta rotacdo, com
abundante refrigeracdo, e brocas de Batt em baixa rotacdo. Apos a realizacdo do acesso, foi coloca-
da uma pelota de algodao estéril na embocadura do canal, com o intuito de ndo permitir o contato
do produto com a camara pulpar do dente, e a desinfeccao do campo operatério com clorexidina 2
% foi repetida.

Imediatamente apds esses procedimentos, foi realizada a primeira coleta (C1) dos mi-
cro-organismos existentes no canal radicular do dente permanente imaturo necrosado pos-trauma.
Esta foi efetuada com o auxilio de pontas de papel absorvente estéreis. As pontas de papel foram
introduzidas no interior do canal at¢ 1mm aquém do limite do &pice radicular. Em seguida foram
introduzidas uma seqiiéncia de 03 pontas que permaneceram no interior do canal por aproximada-
mente 01 minuto, sendo entdo removidas e colocadas em um tubo tipo eppendorf, contendo 1,5 ml
de VMGA. As amostras foram transportadas para o laboratério de Microbiologia da UFC apds o
término do procedimento.

Os cones de papel absorvente estéreis foram levados para o interior do canal radicular
com o auxilio de uma pinga estéril, que foi flambada na ponta no momento da insercao e retirada do
cone de papel do canal radicular.

Apos esta primeira coleta, o canal radicular foi abundantemente irrigado com 150mL de

hipoclorito de sodio a 2,5 %, durante 10minutos, através de irrigagdo com seringa estéril e succao.
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Porém, nenhum preparo biomecanico foi realizado para que nao houvesse fragilizacdo das paredes
dentindrias.

Os canais foram secos com o auxilio de pontas de papel absorvente estéril. Apds isso foi
realizada uma segunda coleta microbiologica (C2), semelhante a C1. Subseqiientemente, o canal
radicular foi preenchido completamente com uma medicacdo intra-canal, que se constituiu de uma
pasta biantibidtica a base de metronidazol e ciprofloxacino, utilizando-se de solugdo fisioldgica
0,9% como veiculo. Esta pasta foi manipulada no momento de ser introduzida no canal, utilizando-
se proporg¢des iguais dos dois antibidticos e misturando-se ao soro até obter uma consisténcia pasto-
sa firme. A pasta foi introduzida no canal com espiral lentulo. A embocadura do canal foi protegida
com uma pelota de algodao estéril e a cdmara pulpar vedada com um cimento de iondmero de vi-

dro, CIV, ativado quimicamente (Vidrion R — S.S.White Artigos Dentérios Ltda-Rio de Janeiro-RJ).

22, Sessao

A medicacgdo intra-canal permaneceu no interior do canal por 30 dias e foi removido
nesta sessdo através de irrigagdo abundante com solucdo salina fisiologica 0,09%. Neste momento
foi realizada a terceira coleta (C3), similar as anteriores. Logo apds a coleta, foi utilizado uma lima
K-File #40 para estimular o sangramento apical intencional até que todo o canal fosse preenchido
com sangue. Em seguida, MTA branco (Angelus) foi inserido no terco cervical através de conden-
sacdo com condensadores tipo Paiva e um algodao umedecido em agua destilada estéril foi coloca-
do sobre o material para que este adquira presa mais rapidamente, promovendo assim o vedamento
cervical. Apos isso a camara pulpar foi novamente vedada com um cimento de iondomero de vidro,
CIV, ativado quimicamente (Vidrion R — S.S.White Artigos Dentarios Ltda-Rio de Janeiro-RlJ).
Uma radiografia periapical foi realizada com o intuito de verificar a correta inser¢ao do MTA no

tergo cervical.

3% Sessao

Apbs um més, o paciente retornou para realizacdo de restauracdo definitiva com resina
Composta. Apds remogao da restauracao provisoria de CIV, foi verificado se nao houvesse nenhu-
ma quantidade de MTA no interior da cAmara pulpar, para que ndo ocorra escurecimento coronario

posterior. Apos remocao de possiveis restos de MTA da regido corondria, seguiu-se com a restaura-
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¢do definitiva em Resina Composta (RC) fotopolimerizavel. Nesta mesma secdo foi realizada uma
tomografia da regido e uma radiografia periapical com o objetivo de observar o inicio do desenvol-

vimento radicular e fechamento apical através de formacdo de barreiras de tecido duro.

Sessoes subseqiientes de acompanhamento e controle.

As sessoOes subseqiientes foram realizadas com Imés, 3meses, 6meses € anualmente.
Nestas sessOes 0 paciente retornou para realizacdo de tomografias e/ou radiografias periapicais para
avaliagdo de desenvolvimento radicular, fechamento apical e auséncia de patologias periapicais.
Também realizaram-se fotografias digitais para observar o aspecto coronario, quanto a presenga de

possiveis alteracdes de cor.

Processamento das amostras

Diluicio em série

Os eppendorf contendo VMGA foram levados a um agitador durante 1minuto para homo-
geneizacdo do indculo. Apos este procedimento, a amostra foi diluida seriadamente em tubos de
dilui¢do de 10! a 10, sendo distribuidas uniformemente da menos diluida para a mais diluida.
Cada tubo de diluicao conteve 900ul de um meio enriquecido (BHI - Caldo) onde foi acrescentado
100ul do indculo ao primeiro tubo de dilui¢do, e os tubos subseqiientes receberam 1/10 do nimero
de bactérias presentes no tubo anterior. Posteriormente, as amostras dos tubos foram transferidas

para placas de Petri contendo BHI Agar sangue ,onde foram semeadas em triplicata.

Meio de cultura e incubacao

O meio de cultura utilizado foi o BHI-agar sangue (Brain Hearth Infusion) enriquecido com

5% de sangue de carneiro, a fim de promover o crescimento das espécies anaerdbias estritas.
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O sistema utilizado para o cultivo das bactérias anaerobias foi a técnica com camara de ana-
erobiose. O principio desta cAmara é a remocao do oxigénio da camara pela reagdo com o hidrogé-
nio adicionado ao sistema, na presenca do catalisador. As condi¢cdes anaerdbias foram produzidas
através de um gerador de atmosfera com teor reduzido de oxigénio e aumentado de gas carbonico
(ANAEROBAC, Probac do Brasil, Produtos Bacteriologicos Ltda.) As placas foram entdo coloca-
das na camara juntamente com o catalisador e o gerador de anaerobiose, que foram levadas a estufa

e incubadas a 35°C por 7 dias.

Assim buscamos promover o crescimento em meios de cultura das seguintes bactérias:

Porphyromonas gengivalis e Enterococcus faecalis.

Contagem das bactérias

O numero de colonias foi utilizado na determinacdo da quantidade de bactérias presentes na
amostra original, segundo o célculo: numero de coldnias na placa x indice de dilui¢do da amostra =

numero de bactérias/ ml.

Identificacao das bactérias

Os eppendorf contendo as amostras foram armazenados a -80°C para posteriormente serem
utilizados para a identificagdo das bactérias presentes nos canais necrosados por trauma através da
reacdo de polimerase em cadeia (PCR) do tipo convencional. Esse teste tem como objetivo detectar,
a presenga ou auséncia das seguintes bactérias: bactérias anaerobias estritas, como os Bacilos do
Pigmento Negro, dentre eles, especificamente, a Porphyromonas gengivalis e uma anaerdbia facul-
tativa o Enterococcus feacalis. Para realizagdo PCR fez-se necessario a obtencao do DNA bacterio-

logico das amostras coletadas em C1, C2 e C3.

Extra¢io do DNA bacteriano para PCR convencional

Os eppendorfs foram descongelados em gelo macerado por 3 horas, agitados em vortex por

10 segundos. Foi retirada uma aliquota de 200 microlitros (LL) de cada amostra e estas foram colo-
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cados na centrifuga por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi despejado na pia. Em seguida
foram adicionados 200 pL de matriz de extracdo de DNA(DNAzol® Reagent (Invitrogen)) em agi-
tador magnético. Os eppendorfs foram colocados em banho maria a 50°C por 30 minutos. Apos
1sso, foram novamente agitados em vortex por 10 segundos. Em seguida, banho-maria a 100°C por
8 minutos. Novamente, vortex por 10 segundos. Apos isso, foi levado a centrifuga a 12.000 rpm

por 3 minutos. Desta forma a amostra estava pronta para realizar o PCR.
PCR convencional

As amostras de todos os casos foram avaliadas quanto a presencga de bactérias por meio do
ensaio de reagdo de polimerase em cadeia (PCR convencional) usando primers especificos para a
avaliagdo da presenga das espécies bacterianas selecionadas. A sequéncia dos primers especificos
(Tabela 3) para Porphyromonas gingivalis, Enterococcus faecalis e para um primer universal foram

obtidos a partir da literatura, de acordo com os estudos de Cogulu et al, 2008.
Reacoes de PCR convencional.

As amostras, reagentes para PCR (mix) foram degeladas em gelo macerado 3 horas antes,
em depdsitos diferentes. Os primers também foram degelados em gelo macerados, porém 1 hora e
30 minutos antes de iniciar o processo de preparo do mix, enquanto a enzima Taq Polimerase foi
degelada na hora do uso. As amostras com DNA ja extraido foram agitadas em vortex por 10 se-
gundos e depois centrifugadas por 3 minutos a 12000 RPM. Apos isso, os microtubos de 50 pL fo-
ram identificados e colocados 20 pL das amostras. Para o controle positivo foi colocado 2 pL da
bacteria + 18 pL de agua miliQ, j& para o controle negativo 20 uL. de 4gua miliQ. Para calcular os
valores dos reagentes para obten¢do do Mix, foi utilizada uma tabela no excel para calcular de acor-
do com o niimero de reagdes de PCR necessarias para as amostras. Em seguida, os microtubos e os
reagentes foram levados para a camara de fluxo laminar. Os primers foram diluidos em dgua DNA/
RNA free, inicialmente foi colocado 98 pL de dgua para cada 2 pL de primer no eppendorf. Em se-
guida, o Mix foi preparado. As quantidades de agua, primer 1, primer 2, Tampao, Mg, Dntp e Taq
foram calculadas de acordo com a tabela. Ao final do preparo do Mix, o mesmo foi agitado somente
com pipetagem. Em seguida, na camara de fluxo, foi colocado o Mix nas amostras € nos controles
positivo e negativo, utilizando 30 pL. de Mix e 20 pL. de amostra, totalizando 50 pL. Logo apds, o
termociclador foi ligado e realizado o ciclo corretamente de acordo com o protocolo adotado pelo
autor e pertinente a cada bactéria. Apds termociclagem, as amostram foram utilizadas para eletrofo-

rese imediata ou acondicionadas em geladeira.
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Eletroforese
Leitura do PCR Convencional.

Foi preparado o gel de agarose a 1,1%. Para isto, foi utilizado 100 ml de solucdo de TBE (Tris/Bo-
rato/EDTA) previamente diluido (1:10) em agua destilada e corado com 12 ml de SYBR (Maxima
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix, Invitrogen) na proveta. 1,1 grama de agarose foi misturado
ao TBE corado no Erlemayer até 100 puL. o Erlemayer foi levado ao microondas por 2 a 3 minutos
parando a cada 30 segundos para agitar levemente em movimentos circulares para a completa dilui-
¢do da agarose. Apos isso, a mistura foi lentamente, derramada na lateral da cuba de eletroforese
para evitar formacgao de bolhas. Em seguida, foi colocado o pente no local de encaixe da cuba, espe-
rou-se 30 minutos para completa geleificagdo da agarose e removeu-se o pente, observando a for-
magao de pocinhos. A cuba contendo o gel de agarose foi colocada na cdmara de eletroforese e foi
observado a presenca do TBE diluido cobrindo todo o gel. Para o preparo das amostras, foi utiliza-
do 3 pL de Blueluice (BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X), Invitrogen) para 9 uLL da amostra
previamente termociclada. Foram separados 16 eppendorfs 1,5 mL e identificados da seguinte de
forma: 1 marcador de peso molecular, 1 para o controle positivo, 1 para o controle negativo e 13
para amostras. Foram colocados 3 ml de Bluejuice e 9 puLL da amostra em cada um deles. Em segui-
da foi centrifugado a 12.000 rpm por 30 segundos. No eppendorf para o marcador de peso molecu-
lar, foi colocado 9 pL de 4gua e 1 uL do marcador. O marcador 1 Kb ou 0,5 Kb, a depender do es-
pectro de leitura da banda da bactéria, foi retirado do freezer somente no momento da utilizagao.
Para a realizacdo da leitura da eletroforese, foram utilizados 9 puL. da soluc¢do preparada com Blue
juice que foi colocada da esquerda para a direita no interior dos pocinhos de acordo com o mapa
previamente anotado com a sequencia da eletroforese. Cuidado foi tomado para ndo furar o gel da
eletroforese ou nao colocar fora do pocinho. Apds isso, o aparelho da eletroforese foi ligado e ob-
servado durante 40 minutos a 1 hora e trinta minutos a faixa azul correndo no gel, ndo deixando a
faixa azul cair do gel. Ao fim da eletroforese, foi observado a presenca das bandas de DNA presen-

tes no gel de agarose no aparelho de transiluminescéncia e anotado os resultados no mapa.

A distribui¢do, de cada uma das variaveis do estudo, se comporta como uma curva normal, o
que foi verificado pelo teste de kolmogorov-Smirnov, autorizando o uso de testes paramétricos. A
analise estatistica foi realizada através da analise do numero de Unidades Formadoras de colonias
(UFC) em cada coleta e da presenca de bandas de DNA em cada coleta para o primer universal

16S,e para as bactérias E. faecalis e P. gingivalis. Os dados foram analisados por meio do teste Re-
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petead-Meansures-Two-way-ANOVA seguido do pds-teste de Bonferroni e expressos em forma de

média e erro-padrdo. Além do teste exato de Fisher.

Cabe ressaltar que todo o experimento foi realizado em condigdes assépticas. O meio de cultura,
a agua destilada e o instrumental utilizados foram esterilizados em autoclave a 121° C, durante 15
minutos. Os dados obtidos a partir da anélise dos casos foram analisados de forma descritiva, ob-
servando-se o grau de desenvolvimento radicular e fechamento apical através das radiografias peri-
apicais e tomografias computadorizadas, bem como auséncia de dor, pigmentagdo coronaria e lesao
periapical. Os resultados laboratoriais foram analisados através da contagem numero de UFC nas

trés coletas e observando a presenca ou auséncia das bacterias pesquisadas de acordo com o PCR e

Eletroforese realizados.

Tabela 3: Seqiiéncia de primers especificos dos micro-organismos avaliados no presente estudo.

Bactéria FORWARD REVERSE

P. gingivalis AGGCAGCTTGCCATACTGCG ACTGTTAGCAACTACCGATGT

E. faecalis CCGAGTGCTTGCACTCA- CTCTTATGCCATGCGGCATAAAC
ATTGG

Primer univer- TCCTACGGGAGGCAGCAGT GGACTACCAGGGTATCTAATC-
sal CTGTT

16SrRNA
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5. CONCLUSAO GERAL

Pdde-se concluir com o estudo laboratorial que ambas pastas biantibidtica e triantibidtica
foram mais eficazes do que a pasta de hidroxido de célcio contra E. faecalis. Assim, a pasta bianti-
bidtica pode ser considerada um substituto antibacteriano eficaz e comparavel para pasta triantibio-
tica e pasta de hidroxido de calcio. Portanto a sua utilizacdo como medicagdo intracanal nos casos
de dentes com rizogénese incompleta, ¢ uma alternativa adequada de tratamento. J4 em relagdo ao
estudo clinico, observou-se que a grande maioria dos dentes tratados mostrou resolucdo dos sinais
e sintomas clinicos e de radiolucéncia periapicais no periodo de acompanhamento, apresentando
aumento no comprimento radicular, espessura da parede radicular e fechamento apical no periodo
de acompanhamento. Embora o sucesso clinico tenha sido altamente previsivel com este procedi-
mento, o fechamento apical ¢ o achado radiografico mais consistente. Desta forma, o uso da pasta
biantibiotica, associada a técnica de revascularizagdo, com uso de hipoclorito de sédio e MTA ¢
uma alternativa vidvel e de sucesso para os casos clinicos em que houve necrose pulpar de dentes
permanentes imaturos causados por trauma. Essa combinag¢do de medicacgdo e técnica permitiu o
desenvolvimento continuado das raizes em dentes com polpas necroticas € nao causou problema
estético a coroa dentaria, o que pode ser considerado uma vantagem quando comparado com outras
medicagdes intra-canal. Estas observagdes clinicas suportam a hipotese de que os pacientes com
opcdes de tratamento limitados podem se beneficiar destes procedimentos. Porém, outros estudos,
compreendendo ensaios clinicos randomizados sao necessarios para observar o efeito das referidas

técnicas e o grau de sucesso clinico alcangcado em cada uma delas.
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