PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM ODONTOLOGIA
NIVEL: DOUTORADO

AREA DE CONCENTRACAO: ENDODONTIA

PERIODONTITE APICAL INDUZIDA EM DENTES DE CAES: AVALIACAO HISTOLOGICA
DA ENDODONTIA EM SESSAO UNICA EMPREGANDO-SE STERILOX E HIPOCLORITO DE
SODIO, ASSOCIADOS OU NAO A TERAPIA FOTODINAMICA, E ACURACIA DOS EXAMES

RADIOLOGICO, TOMOGRAFICO E HISTOLOGICO NO SEU DIAGNOSTICO

FERNANDA ULLMANN LOPEZ

PORTO ALEGRE

2014



Fernanda Ullmann Lépez

PERIODONTITE APICAL INDUZIDA EM DENTES DE CAES: AVALIAGCAO HISTOLOGICA
DA ENDODONTIA EM SESSAO UNICA EMPREGANDO-SE STERILOX E HIPOCLORITO DE
SODIO, ASSOCIADOS OU NAO A TERAPIA FOTODINAMICA, E ACURACIA DOS EXAMES

RADIOLOGICO, TOMOGRAFICO E HISTOLOGICO NO SEU DIAGNOSTICO

Tese apresentada ao Programa de Pos-Graduagdo em
Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do
Sul, como requisito para obtencdo do titulo de Doutor em
Odontologia, na area de concentracdo de Endodontia.

Orientadora: Profa. Dra. Fabiana Vieira Vier Pelisser

Co-orientadora: Profa. Dra. Patricia Maria Poli Kopper Méra

PORTO ALEGRE

2014



Agradecimentos

Aos meus pais Adalberto e Maria Inés, meus eternos exemplos de vida! Tento traduzir
em palavras toda gratiddo e amor que sinto. Vocés que guiaram meus primeiros passos
e souberam me conduzir ao longo da vida até o que sou. Essa grande conquista em
minha vida dedico a vocés que me deram educacdo, que me ensinaram valores como
honestidade, generosidade, companheirismo, amizade, perseveranca, firmeza e, acima
de tudo, foram pais de um amor incondicional.

Ao meu companheiro Fabio, meu amor e companheiro de todas as horas! Obrigada por
todo amor, amizade, cuidado, e, principalmente, por compreender minhas auséncias e
me incentivar nessa jornada! Vocé me ajudou a superar este desafio! Essa vitdria €
nossa!

Aos meus irméos Laura e Fabio, por tudo que passamos juntos, brincadeiras, alegrias
e dificuldades. Em todas essas horas soubemos o que a palavra familia significa e
permanecemos unidos e fortes nos momentos dificeis. Também dedico a vocés dois,
meus grandes amigos, essa vitéria em minha vida.

"As minhas orientadores e amigas, Fabiana e Patricia, pelo imenso empenho pelo
sucesso deste estudo! Obrigada pela disponibilidade, pelo aprendizado e acima de tudo
pela amizade! Pelo companheirismo ao estar ao meu lado em Passo Fundo,
enfrentando a sempre longa jornada de trabalho e nas longas horas de estatistica!
Obrigada pelo incentivo incessante nestes 4 anos. Muito, muito obrigada por terem
estado ao meu lado!

Aos professores José Figueiredo e Alvaro Della Bona, por todo empenho e pela
oportunidade de concretizagcdo desta pesquisa. Obrigada pelo apoio, amizade e
exemplo de profissionalismo!

"A colega e amiga Carolina que foi minha “fiel escudeira” Minha companheira das
longas horas de trabalho! Quanto empenho! Que boas risadas demos! Obrigada por ter
trabalhado comigo!



"A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram e fizeram parte desta minha longa
jornada de estudos na construgdo do conhecimento desde a época da Faculdade.
Muito obrigada por fazerem parte da minha vida!

Me considero uma pessoa muito rica, pois tenho em minha vida uma familia
maravilhosa, muitos amigos do coragdo e mestres verdadeiros. Somente sou o que
sou hoje porque vocés fazem parte da minha vida! Obrigada por estarem sempre ao
meu lado!



RESUMO

A persisténcia de infecgéo no interior do sistema de canais radiculares constitui
um dos principais fatores responsaveis pelos insucessos endododnticos. A complexidade
da anatomia interna dos canais dificulta sua eliminagcdo completa pelas técnicas de
preparo atuais. Diante desta realidade, protocolos alternativos de desinfecgéo,
abrangendo meios quimicos e terapia fotodindmica (PAD), tém sido pesquisados.
Nessa pesquisa, 10 cées foram divididos aleatoriamente em dois grandes grupos (n=5):
submetidos ou ndo a PAD. Os canais dos dentes pré-molares superiores e inferiores de
cada céo foram distribuidos nos subgrupos experimentais: SX (Sterilox 400ppm), H2
(hipoclorito de sédio (NaOCI) 2%), H5 (NaOCI 5%) e controle: C+ (controle positivo:
soro fisiol6gico) totalizando uma amostra de 134 canais radiculares. Os dentes dos
grupos experimentais e do grupo C+ foram abertos e os canais foram deixados
expostos ao ambiente oral por 15 dias. ApGs o selamento das cavidades, aguardaram-
se 60 dias, objetivando-se a inducdo de periodontite apical (PA). Os canais foram
preparados de acordo com cada protocolo de desinfeccdo proposto e obturados na
mesma sessao. Decorridos 120 dias, os cdes foram mortos, sendo realizados os
seguintes procedimentos: radiografias periapicais (PR), para mensuracao das areas das
PAs; tomografias computadorizadas por feixe conico (TCFC), para mensuracdo das
areas e dos volumes das PAs; microscopia Optica, para avaliacdo dos eventos
inflamatdrios periapicais. Com base na coleta desses dados, o experimento foi dividido
em 2 artigos. O primeiro realizou uma avaliacdo histolégica da endodontia em sessao
Unica de dentes de caes com PAs utilizando as solucdes irrigadoras Sterilox 400ppm e
NaOCI nas concentracBes de 2% e 5%, associados ou ndo a PAD, O processo

inflamatorio periapical foi categorizado em escores, de acordo com a intensidade. Os



dados foram coletados e analisados estatisticamente com os testes Kruskall-Wallis e
Mann-Whitney (o= .05). A PAD nao apresentou efeito significativo sobre o processo
inflamatério periapical quando utilizada ap6s o preparo quimico-mecéanico (PQM). As
solucdes irrigadoras H5, H2 e SX do grupo sem PAD apresentaram diferencas
estatisticas do grupo C+ (P=.02). O grupo SX ndo apresentou diferencas significativas
dos grupos H5 e H2 assim como o grupo SX/PAD dos grupos H5/PAD and H2/PAD.
Este estudo mostrou que o emprego da PAD nédo apresentou relevancia clinica nos
resultados da endodontia de dentes com necrose pulpar associados a PA. A solugéo de
Sterilox 400ppm pode ser considerada como um irrigante alternativo ao NaOCI no
tratamento endodéntico. O segundo artigo avaliou a correlagdo e a concordancia
existentes entre as medidas da PA, fornecidas pela PR (4rea) e pela TCFC (area e
volume), correlacionando com seu correspondente histolégico. A correlacdo entre os
métodos foi avaliada por meio do coeficiente de Person e a concordancia pelo método
de Bland-Altman (BA). Os resultados demonstraram que, apesar de uma forte
correlacdo entre as medidas das areas obtidas na PR e na TCFC, os limites de
concordancia se apresentaram muito amplos (95%: 0.19 a 1.08). A PR mensurou em
média apenas 63% do valor da area da TCFC. De acordo com o método de BA, apesar
da forte correlagéo entre a area da PR e o volume da TCFC, quanto maior o volume da
PA na TCFC, mais subestimado é o seu tamanho pela PR. Quando as PAs
apresentaram volumes menores de 6 mm?, a estimativa dos valores da TCFC pela PR
foram imprevisiveis. A correlacdo da area da PR, area da TCFC e volume da TCFC com
os dados histoldgicos foi significativa. Em conclusao, o diagnostico da PA baseado em
dados radiograficos € clinicamente limitado e ndo deveria ser usado para investigagoes
cientificas.

Palavras-chave (DeCS): periodontite apical, diagnéstico, endodontia, radiografia,

tomografia, microscopia éptica, hipoclorito de sodio



ABSTRACT

The persistence of infection within the root canal system is one of the main
factors responsible for endodontic failures. The complexity of the internal anatomy of
root canals prevents its complete removal by current instrumentation techniques. Thus,
alternative disinfection protocols, including irrigating solutions and photo-activated
therapy (PAD), have been acessed. In this study, 10 dogs were randomly divided into
two groups (n= 5): with and without PAD. The canals of upper and lower premolars of
each dog were distributed in the experimental subgroups: SX (400ppm Sterilox), SH2
(2% sodium hypochloride (NaOCI)), SH5 (5% NaOCI) and C+ (positive control: saline
solution) in a total sample of 134 root canals. Teeth of the experimental and C+ groups
were opened and the canals were left exposed to the oral environment for 15 days and
then sealed for apical periodontitis (AP) induction. After 60 days, the root canals were
treated in accordance with each disinfection protocol proposed and filled in the same
session. After 120 days, the dogs were euthanized and the following procedures were
carried out: periapical radiography (PR), to measure the AP area; cone beam computed
tomography (CBCT), to measure the AP area and volume; light microscopy, to evaluate
inflammatory periapical events. Based on the colected data, the study was divided into
two papers. The first carried out an histological evaluation of a single visit root canal
treatment of dog’s teeth with AP using 400ppm Sterilox, 2%NaOCI and 5%NaOClI, with
and without PAD. Scores were given according to the intensity of inflammatory infiltrate.
Data was colected and analized statistically with Kruskall-Wallis and Mann-Whitney tests
(= .05). The PAD did not produce significant differences in the scores for apical
inflammation when used after chemo-mechanical preparation. The irrigating solutions

SX, SH2 and SH5 without PAD were statistically different from C+ (P=02) that presented



the greatest scores for apical inflammation. SX group could be statistically compared to
SH5 and SH2 groups as SX/PAD could be compared to SH5/PAD and SH2/PAD. In
conclusion, PAD did not show any clinical relevance for the treatment of root canal with
pulpal necrosis and AP. The 400 ppm Sterilox may be considered an irrigating solution
alternative to NaOCI in root canal treatment. The second paper investigated the
correlation and agreement between PR (area) and CBCT (area and volume) data,
correlating with the correspondig histopathological data. The correlation between
methods was evaluated by Pearson's coefficient and Bland-Altman's (BA) method was
used to assess the agreement between PR and CBCT data. The results showed that,
despite a strong correlation between PR and CBCT areas, the limits of agreement were
very broad (95%: 0.19 to 1.08). PR only measured on average 63% of CBCT values.
Although the strong correlation between PR area and CBCT volume, BA suggests that
the larger the CBCT volume the more underestimated the PR value. When APs had
volumes smaller than 6 mm?, the PR estimates of CBCT data were unpredictable. The
correlation between PR area, CBCT area, CBCT volume and histology data was
significant. In conclusion, the diagnosis of AP based on PR data is clinically limited and it
should not be used for scientific investigations.

Keywords (DeCS): periapical periodontitis, diagnosis, endodontics, radiography,

tomography, microscopy, sodium hypochlorite
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1. Introducéo

Os microrganismos constituem o0s agentes etioldgicos primarios no
desenvolvimento das patologias periapicais (KAKEHASHI, STANLEY & FITZGERALD,
1965). Beneficiados pela anatomia dos canais radiculares, encontram-se fora do
alcance dos mecanismos de defesa do hospedeiro e antibioticoterapia sistémica. Sua
eliminacdo depende da intervencdo do profissional por meio do preparo quimico-

mecanico (PQM).

Em dentes com polpas necroéticas e portadores de periodontite apical (PA), foram
encontrados microrganismos em todo o sistema de canais, incluindo o canal principal,
canais laterais, acessorios e secundarios, tubulos dentinarios, delta e forame apicais,
regides de reabsorcdes no cemento e tecidos periapicais (BYSTROM et al., 1987; NAIR
et al.,1990). Nesses casos, também foi demonstrada a presenca microbiana em regides
extrarradiculares, constituindo mais um possivel fator responsével pela perpetuacéo do
processo infeccioso nos tecidos periapicais (TRONSTAD, BARNETT & CERVONE,

1990).

A polpa necrética constitui um meio favoravel para a proliferacdo microbiana
devido a presenca de matéria organica em decomposicao que funciona como substrato
para sua nutricdo. Visando erradicar a microflora do canal radicular, a terapia
endodéntica promove uma alteragdo marcada neste meio. Nesse processo, a maioria
dos microrganismos € eliminada. Contudo, nos casos de necrose pulpar associada a
PAs, o indice de infeccdes persistentes ou refratarias ainda € elevado (NAIR et al.,

2005). Estudos tém demonstrado que a principal causa de insucesso é a persisténcia
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microbiana na regido apical de canais obturados, causada tanto pela localizacdo em
regibes ndo acessiveis a instrumentacao e irrigagdo ou mesmo pela organizacdo em
biofilmes (NAIR et al., 1990; SJOGREN et al. 1997; MOLANDER et al. 1998;
LEONARDO et al.,, 2002; NAIR et al., 2005; SIQUEIRA & ROCAS, 2008). Dentes
acompanhados por cinco anos, que mostraram testes microbiolégicos negativos no
momento da obturacdo, apresentaram taxas de sucesso mais elevadas (94%) em
relacdo aos que mostraram testes positivos (68%) (SJOGREN et al. 1997). A forma de
organizacdo em biofilme nos canais radiculares foi inicialmente descrita por Nair (1997)
como o0s “aglomerados microbianos”. Posteriormente, foi descrito como uma
comunidade microbiana caracterizada por células ligadas a um substrato envoltas por
uma matriz polissacaridica, exibindo formas alteradas de crescimento (DONLAN &
COSTERTON, 2002). Essa modalidade permite a sobrevivéncia bacteriana em meios
hostis, como o canal radicular apés terapia endodontica, e garante maior resisténcia aos
farmacos normalmente utilizados. Os niveis de oxigénio para o interior do biofilme
podem ficar bastante escassos, fazendo com que nichos estritamente anaerébios se
desenvolvam nas partes mais internas. Dessa forma, nem todas as bactérias no interior

do biofilme séo atingidas por um antimicrobiano da mesma maneira.

Quando o biofilme encontra-se presente, sua remoc¢éo e desorganizacao tornam-
se essencialmente mecanicas. Entretanto, a complexidade da anatomia interna dos
canais radiculares torna dificl sua eliminacdo completa pelas técnicas de
instrumentacgao atuais (NAIR et al., 2005).

Dentre os procedimentos envolvidos no controle da infecgcdo do sistema de
canais radiculares, a irrigacdo constitui uma importante etapa no processo de
erradicagcdo microbiana. A eficiéncia da limpeza e modelagem est4d na dependéncia

direta da qualidade do preparo mecanico, das propriedades da solucdo irrigadora e da
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medicacéo intracanal (BERUTTI & MARINI, 1996; FUKUZAKI, 2006; CLEG et al., 2006).

A irrigacdo desempenha papel fundamental nas regides inacessiveis aos
instrumentos endodoénticos, como tubulos dentindrios, canais laterais, istmos, deltas,
areas de reabsorcao, dentre outras. Frente a existéncia dessas zonas, onde a atuacao
mecanica torna-se limitada, fica evidente a necessidade do emprego de meios quimicos
gue proporcionem uma atuacado antimicrobiana efetiva e remog¢éo do biofilme (NAIR et

al., 2005)

Dentre as principais propriedades desejadas de um irrigante inclui-se a
dissolucdo de matéria organica e efeito antibacteriano, associados a uma baixa

toxicidade (ROSSI-FEDELLE et al., 2010).

1.1 Hipoclorito de Sédio

O hipoclorito de sddio (NaOCI) constitui o irrigante mais amplamente utilizado na
Endodontia (QUALTROUGH, WHITWORTH & DUMMER, 1999). Com efeito
antimicrobiano de amplo espectro, também possui acdo de dissolucdo de matéria
organica. O aumento de sua concentragdo implica em ganho dessas duas propriedades.
Como o NaOCI ndo remove smear layer (BERUTTI & MARINI, 1996; BERTRAND et al.,
1999), uma combinagdo com EDTA 17% é normalmente empregada. InUmeros estudos
tém avaliado as suas propriedades antimicrobianas, variando sua concentragdo e tempo

de contato.

Clegg et al. (2006) avaliaram o efeito do NaOCI nas concentracdes de 1%, 3% e
6%, clorexidina 2% e Biopure MTDA no biofilme apical. Material coletado de 10 canais

de dentes de pacientes portadores de PA crénica foi utilizado para a contaminagéo de
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hemisseccdes de 4pices dentarios gerando um biofime polimicrobiano. Cada fragmento
com seu biofilme distinto foi separadamente imerso nas solu¢gdes em teste e foram,
posteriormente, submetidos a analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV). Os
resultados mostraram que o NaOCI 3% e 6% foram capazes de desestruturar e remover
o biofilme. O NaOCI 1% e a solucdo de MTDA foram capazes de romper a estrutura do
biofiilme, mas ndo de eliminar as bactérias. A clorexidina 2% nao foi capaz de
desestruturar o biofilme. O NaOCI 6% foi o Unico irrigante capaz de desestruturar e

remover o biofilme e ainda inviabilizar as bactérias.

No mesmo ano, Berber et al. (2006) avaliaram a eficacia antimicrobiana do
NaOCIl, nas concentracbes de 0,5%, 2,5% e 5,25% em combinacdo com diferentes
técnicas de preparo, em canais radiculares e tubulos dentinarios. A amostra foi
composta por 180 dentes extraidos que foram divididos de acordo com os sistemas de
instrumentacdo, manual ou automatizada, e com as diferentes solucdes irrigadoras.
Coletas microbiolégicas foram realizadas antes e apds os preparos. Os dentes foram
clivados e chips de dentina dos trés tercos foram coletados e incubados por 48 horas.
Contagem de unidades formadoras de coldnia (UFCs) foi realizada nas amostras. Como
resultado, o NaOCI 5,25% demonstrou ser o irrigante mais efetivo, independente do

terco do canal radicular e da técnica de instrumentacgéo utilizada.

Oliveira et al. (2007) compararam a atividade antimicrobiana das solugdes
irrigadoras clorexidina gel 2% e do NaOCI, nas concentragfes de 1,5% e 5,25%. Oitenta
dentes unirradiculares foram infectados e amostras intracanal foram coletadas antes,
imediatamente apds e sete dias depois dos preparos. As amostras foram cultivadas em
placas de cultura e a contagem de UFCs foi realizada. Todos os irrigantes promoveram
uma reducéo significativa de microrganismos logo apés os preparos. O NaOCI 5,25% e

a clorexidina 2% mantiveram esta condicdo nas amostras coletadas em 7 dias. Contudo,
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nesse mesmo periodo, o NaOCl 1,5% apresentou crescimento bacteriano similar ao

grupo controle.

Retamozo, Shabahang & Johnson (2010), pesquisaram o0 tempo e a
concentracdo do NaOCI necessérios para a desinfeccéo de incisivos bovinos infectados
com Enterococcus faecalis (E. faecalis). As concentracdes de 1,3%, 2,5% e 5,25%
foram empregadas nos intervalos de tempos de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 minutos,
totalizando trinta subgrupos. ApOs a contaminacdo, as amostras foram imersas nas
solucdes de acordo com os tempos estipulados. Na sequéncia, foram incubados por 72
horas em caldo de cultura e a turvacdo do meio foi avaliada. O regime mais efetivo foi o
NaOCI 5,25%, por 40 minutos, enquanto as demais concentracbes mostraram-se
ineficazes na remocdo do E. faecalis neste mesmo intervalo de tempo. Os autores
concluiram que para a eliminagdo do E. faecalis dos tubulos dentinarios é necessario

uma concentragcdo mais elevada de NaOCI, em um tempo maior de exposi¢ao.

Dois protocolos de irrigagdo, NaOCI 5,25% e EDTA 17% alternados e NaOCI
5,25% associado a irrigacao final com EDTA 17%, empregados em dentes extraidos e
contaminados com E. faecalis foram comparados por Soares et al. (2010). Um grupo
controle de irrigacdo com &gua destilada foi utilizado. Coletas microbiologicas intracanal
foram realizadas antes, logo apds e diariamente até 14 dias depois dos preparos dos
canais radiculares. Culturas negativas foram obtidas nas coletas realizadas logo apés os
preparos dos dentes dos grupos experimentais. No grupo onde foi realizada a irrigagéo
alternada ndo foi detectada presenca do E. faecalis durante os 14 dias de
acompanhamento. No grupo onde foi apenas realizada uma irrigacdo final com EDTA

foram observadas taxas de infec¢éo similares ao grupo controle a partir do 12° dia.

Pela analise da literatura, constata-se que o NaOCl| em altas concentracdes
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apresenta acdo antimicrobiana mais eficaz que em concentragdes mais baixas.
Entretanto, estudos in vivo e in vitro tém comprovado a citotoxicidade do NaOCI, mesmo
nas concentracdes clinicamente recomendadas, quando ocorre extrusdo da solucdo
para os tecidos periapicais (SPANGBERG, ENGSTROM & LANGELAND, 1973;
KOSKINEN, RAHKAMO & TUOMPO, 1981; GATOT et al. 1991; YESILSOY et al., 1995;
KOULAOQUZIDOU et al., 1999). Por razao deste efeito adverso potencialmente perigoso,
recomenda-se que as agulhas de irrigagdo sejam posicionadas passivamente no interior
dos canais radiculares (BROWN et al. 1995). Além disso, desvantagens como a
diminuicdo da resisténcia dentéria a fratura (WHITE et al., 2002), redu¢édo dos modulos
flexural e de elasticidade da dentina (SIM et al., 2001; GRIGORATOS et al., 2001) e
alteracdo no componente organico dentinario (MOREIRA et al., 2009) também tém sido

associados ao emprego do NaOCI.

O NaOCl ainda é atualmente a solucdo irrigadora de primeira escolha. Contudo,
a remocdao efetiva do biofilme requer um volume de solugéo e um tempo de contato que
acaba por prolongar em demasia o tempo de tratamento. Além disso, soma-se a
necessidade do emprego de concentragfes elevadas para se atingir uma desinfec¢ao
adequada. Esses fatores implicam diretamente no aumento da sua toxicidade e efeitos
deletérios sobre a dentina. Frente a isso, novas substancias irrigadoras e protocolos

alternativos de desinfecg&o dos canais radiculares estdo sendo investigados.

1.2 Sterilox

As 4guas super-oxidadas (SOWSs) tém sido sugeridas como alternativa ao NaOCI
pelo seu efeito antimicrobiano, capacidade de remocao de biofilme e baixa toxicidade

demonstrados em estudos iniciais (SOLOVYEVA & DUMMER, 2000; MARTIN &
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GALLAGHER, 2005).

O irrigante Sterilox (Sterilox Technologies Inc., Radnor, United States) € uma
SOW constituida por uma solugé@o de cloreto de sédio eletrolisada pela passagem em
eletrodos de titanio, resultando em uma solucdo de &cido hipocloroso. Possui um
potencial de oxidagdo maior do que 950 mV e um pH entre 5,0 e 6,5. Este irrigante vem
sendo utilizado para desinfec¢do de mangueiras e reservatérios de dgua em unidades
odontolégicas e médicas, pois apresenta baixa toxicidade e ndo causa corrosdo nos
equipamentos. Quando o Sterilox foi avaliado para este fim, apresentou capacidade de

remocao do biofilme (SHETTY et al., 1999).

Shetty et al. (1999), avaliando a solugdo de Sterilox na desinfecgdo de
endoscOpios, encontraram alta eficacia na eliminagcédo de esporos, micobactérias, fungos
e uma variedade de outros microrganismos, quando utilizada dentro do periodo de 24
horas ap6s seu preparo. Contudo, constataram também que a sua atividade

antimicrobiana é reduzida sensivelmente na presenca de matéria organica.

Um estudo piloto foi realizado por Solovyeva & Dummer (2000) para avaliar a
capacidade de limpeza das SOWs contendo uma mistura de HOCI (acido hipocloroso),
Cl- (cloro), CIO (mondxido de cloro) e H20: (perdxido de hidrogénio), em um pH de 7,7.
A amostra foi composta por 20 dentes humanos unirradiculares extraidos, divididos em
4 grupos. Os canais radiculares foram instrumentados por técnica manual e o0s
seguintes irrigantes foram utilizados em cada um dos grupos: agua destilada, NaOCI
3%, anolito de cloro ativo e uma combinacdo do anolito e catolito de cloro ativo. Apos,
as raizes foram cortadas longitudinalmente e as metades dos canais foram avaliadas

em MEV, quanto a presenca de debris e smear layer. Todos os irrigantes

demonstraram-se superiores quando comparados a agua destilada. A capacidade de
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limpeza foi similar entre 0 NaOCl 3% e o anolito, enquanto que a combinacédo do catolito
e anolito mostrou-se bastante efetiva, principalmente na limpeza do tergo apical.
Nenhum dos irrigantes promoveu completa remo¢ao da smear layer, contudo as SOWs
apresentaram melhores resultados na limpeza da paredes dentinarias. Os autores
apontaram que elas podem ser uma alternativa para o NaOCI na terapia endodontica

convencional.

Em agosto de 2006, seu uso como irrigante intracanal em Endodontia foi liberado
pelo Food and Drug Administration, pois associado as suas propriedades
antimicrobianas, apresenta baixa toxicidade. Este dado comprova-se pelo fato de que o
acido hipocloroso também é produto das células do sistema imunolégico via cadeia de
reacbes anaerbbias, para eliminar patdgenos invasores e combater o processo

infeccioso (FANG, YANG & WU, 2002).

Em um estudo ex vivo, Garcia et al. (2010) avaliaram a solucdo de Sterilox
(Aquatine) na remogao de biofilme. A amostra foi composta por 45 dentes humanos
unirradiculares extraidos, divididos em 5 grupos de irrigantes: agua destilada (controle),
Aquatine, Aquatine e EDTA 17% (irrigacéo final por 15 segundos), NaOCIl 6% e NaOCI
6% e EDTA 17% (irrigacéo final 15 segundos). A solucdo de Sterilox foi empregada na
concentracdo de 180 - 250 ppm em um pH de 5,35 - 6,75. Os dentes foram
contaminados com E. faecalis por 28 dias. Apds, os canais radiculares foram
instrumentados com o sistema Profile e irrigados com as solu¢des propostas, no volume
de 5 ml a cada troca de instrumento. Os dentes foram cortados longitudinalmente e as
paredes dos canais radiculares avaliadas em MEV. Os protocolos de irrigacdo que
empregaram a solucdo de Sterilox e NaOCI 6% demonstraram efetividade similar na

remocéao do biofilme de E. faecalis.
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A acdo antimicrobiana do Sterilox contra o E. faecalis também foi avaliada por
Rossi-Fedele et al.,, em 2010. Neste estudo, incisivos bovinos foram preparados,
inoculados e incubados com E. faecalis por 10 dias. Apds, foram irrigados com uma das
seguintes solucdes: NaOCI 5%, Sterilox (Aguatine) e Optident Sterilox (essencialmente
solucdo salina, usada como controle negativo). Na sequéncia, amostras de dentina
foram coletadas, colocadas em cultura e o crescimento bacteriano foi quantificado por
contagem de UFCs. O NaOCI foi a unica solucéo irrigadora a eliminar consistentemente
o E. faecalis. A solucdo de Sterilox mostrou-se superior ao controle negativo, mas

menos efetiva do que o NaOCI.

Também em 2010, Hope et al. avaliaram o efeito das SOWs e do NaOCI 1% em
dentes humanos extraidos contaminados com biofilme de E. faecalis. A irrigagéo foi
realizada com uma pipeta eletrbnica que liberava as solugbes numa velocidade
controlada e reproduzivel. Experimentos em paralelo, empregaram uma membrana de
biofilme que era imersa diretamente na solugéo irrigante proposta. Apos 60 segundos de
exposicao, o NaOCI 1% eliminou completamente o biofilme da membrana, entretanto
3.36 log de E. faecalis viaveis foram recuperados do canal do dente extraido. As SOWS
mostraram-se ineficazes, sendo o NaOCI o biocida mais eficaz em ambos experimentos.
Os autores sugeriram que a permanéncia de microrganismos viaveis nos canais
radiculares apos a irrigacdo seria devido a incapacidade do irrigante penetrar por todas

as regifes contaminadas.

Alguns estudos (SHETTY et al.,, 1999; ROSSI-FEDELE et al., 2011; ROSSI-
FEDELE et al., 2013) sugerem que as SOWSs n&o apresentam capacidade de dissolugéo
de matéria orgéanica clinicamente relevante. Talvez esse possa ser um dos fatores
responsaveis pela baixa capacidade antimicrobiana apresentada por essas solucdes em

alguns estudos, principalmente naqueles que avaliam a capacidade de remocgdo de
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biofilmes.

As pesquisas sobre o emprego das SOWs como irrigantes de canais radiculares
até hoje ndo demonstraram resultados muito animadores sobre a sua eficacia
antimicrobiana. Contudo, ndo foram encontrados na literatura estudos que
mencionassem o uso dessa substancia em concentracées mais elevadas. Da mesma
forma, também n&o constam pesquisas in vivo, onde a resposta tecidual ao tratamento

foi verificada.

1.3 Terapia Fotodinamica

A desinfecgdo por meios fotoativados, em varias areas da Odontologia, tem sido
exaustivamente estudada nos Ultimos anos, apresentando resultados promissores. O
seu emprego na Endodontia objetiva maximizar os efeitos antimicrobianos da terapia,

diminuindo o tempo de tratamento e elevando suas taxas de sucesso.

Varios sistemas de laser tém sido investigados como adjuntos dos métodos de
desinfeccdo dos canais radiculares. O seu emprego estaria baseado no principio de que
sua luz seria capaz de alcancar areas inacessiveis a terapia convencional. Odor et al.
(1996) demonstraram que os tubulos dentinarios funcionam como canais de fibra 6tica,
redirecionando a luz em mudltiplas direcbes. Lasers como os de CO, (dioxido de
carbono, 10.600 nm), Nd:YAG (neodymium-doped yttrium aluminium garnet, 1064 nm),
Er:YAG (erbium-doped yttrium aluminium garnet, 2940 nm) e diodo (810 ou 980 nm)
foram avaliados na desinfeccdo em Endodontia, apresentando taxas de sucesso
variadas. Os melhores resultados foram obtidos com o sistema de Nd:YAG. Um estudo
de Moritz et al. (1999) verificou uma reducdo microbiana de 99,16% em canais

radiculares inoculados, ap6s a irradiacdo com esse sistema. Resultados semelhantes
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foram encontrados nos estudos de Folwaczny et al. (2002) e de Piccolomini et al.

(2002).

A hipotese sobre o efeito bactericida dos lasers de alta poténcia € de que ocorre
um aguecimento dose-dependente, agindo sobre os microrganismos pelos seguintes
mecanismos: aquecimento do meio acima de niveis tolerados, assim como do interior da
célula bacteriana ou de sua modulacdo enzimética (HELLINGWERF, HOFF &

CRIELAARD, 1996).

Entretanto, este aquecimento pode ocasionar efeitos indesejaveis como a
carbonizagado e erosdo dos tecidos dentinarios (DEPRAET, DE BRUYNE & DE MOOR,
2005) e possiveis injdrias térmicas aos tecidos periodontais, resultando em reabsor¢oes,

anguilose ou mesmo necrose desses tecidos (BAHCALL et al., 1992).

Buscando superar essas desvantagens, os lasers de baixa poténcia e outros
sistemas fotoativados comecaram a ser investigados. A tecnologia da terapia
fotodinamica (PAD) é baseada em uma solucdo dispersante, geralmente o cloreto de
tolénio, ativada por uma luz (laser diodo) de comprimento de onda especifico (635 nm).
A solucgéo de cloreto de tol6nio age corando as ceélulas bacterianas nos tecidos moles e
duros. Quando fotoativada, libera oxigénio molecular, causando a ruptura da parede
celular bacteriana. Tanto a solugcdo corante, quanto o oxigénio liberados durante o
processo de morte da célula bacteriana ndo apresentam toxicidade para o paciente

(BERGMANS et al., 2008).

Dessa forma, esse método de desinfeccdo age de forma seletiva, ndo afetando
os demais tecidos. Segundo dados do fabricante, a PAD mostra-se efetiva contra os
microrganismos comuns das infec¢gdes endodonticas, incluindo o E. faecalis e a C.

albicans. Dobson & Wilson (1992) demonstraram que a PAD mostrou-se efetiva contra a
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microbiota habitual da cavidade oral, mesmo quando organizada em biofilmes.

Na versao mais atual da PAD™ Plus, a fonte emissora de luz do laser diodo e a
fibra dptica da versao anterior (PAD SaveDent) foram substituidas por uma ponteira de
LED de 7 mm. Houve, portanto, um aumento no tamanho do condutor de luz,
propiciando um aumento da superficie atingida em uma exposi¢cdo, sem aumento

significativo de calor gerado (MEIRE et al., 2009).

Em 2006, Bonsor et al. (2006) avaliaram in vivo a capacidade antimicrobiana das
combinagfes de acido citrico 20% + PAD (G1) e acido citrico 20% + NaOCI 2,25% (G2),
nas paredes dentinarias de 46 canais radiculares preparados. ApGs 0 acesso aos canais
radiculares, foram realizadas coletas microbiol6gicas de suas paredes, por meio de
instrumentos endodonticos. A seguir, no G1, foi realizado um alargamento inicial do
conduto (até a lima #25), utilizando 4cido citrico como irrigante, e a PAD foi realizada. A
solucéo corante empregada foi o cloreto de tolénio. Os parametros de irradiagdo foram
de 100 mW por 120 segundos, gerando 12 J. A fibra éptica foi introduzida até 4 mm
aqguém do comprimento de trabalho e movimentos de tracdo e introducdo de
aproximadamente 3 mm de amplitude foram realizados, em periodos de 20 segundos.
No G2, foi empregado o preparo convencional do conduto utilizando como irrigantes o
NaOCI e o acido citrico, de forma alternada. Foi realizada, entdo, a segunda coleta
microbiol6gica nos dois grupos. No G1, o preparo dos canais radiculares foi concluido
utilizando os irrigantes NaOCI e acido citrico com alargamento apical até o instrumento
#35 conicidade .04. O G2 recebeu a PAD. Concluidos os procedimentos, uma terceira
amostra foi coletada. A analise das amostras da segunda coleta encontrou bactérias
vidveis em apenas 2 casos do G1. Em um destes dois dentes, nas amostras da terceira
coleta, ndo foram observadas bactérias viaveis. No G2, quatro dentes apresentaram

cultura positiva na segunda coleta (24%). Apos PAD, na terceira coleta, 3 dos 4 canais
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radiculares passaram a apresentar cultura negativa. Dessa forma, este estudo prop6s
um protocolo de desinfeccdo alternativo, com indices de sucesso superiores, menor

toxicidade e menor tempo despendido.

A desinfeccdo de canais de dentes humanos extraidos (n=38) contaminados por
S. anginosus, E. faecalis ou F. nucleatum foi avaliada por Bergmans et al. (2008). Os
métodos empregados para desinfecgdo foram: PAD (cloreto de tolénio como corante),
laser + RTF (fluido de transporte reduzido) e cloreto de tolénio isoladamente. Os
parametros utilizados para o laser (diodo) foram 635 nm, 100 mW e 15 J e, para o
corante, concentragdo de 12,7 mg/ml e pH 5. Ap6s o preenchimento dos canais
radiculares com o corante, a luz foi aplicada por 150 segundos, conforme as instrucdes
do fabricante. As coletas microbiol6gicas foram realizadas com pontas de papel
absorventes esterilizadas. O resultado da contagem das UFCs foi associado com
observacdes em MEV das alteragfes estruturais nas células bacterianas, antes e apés a
PAD. A PAD promoveu uma reducgdo bacteriana significativa (S. anginosus 93,8%, E.
faecalis 88,4% e F. nucleatum 98,5%), mas nao eliminou o componente bacteriano dos
condutos. A luz e o corante utilizados de forma isolada ndo apresentaram efeito
bactericida. Os autores concluiram que a PAD né&o constitui uma alternativa, mas um
possivel suplemento aos protocolos existentes para desinfec¢do dos canais radiculares.
Ela promove uma interagcdo entre a luz e o corante, promovendo um efeito bactericida
de amplo espectro. Contudo, apontaram que 0s patdgenos que se desenvolvem em

biofilmes de uma Unica espécie sdo mais dificeis de serem erradicados.

Um estudo de Meire et al. (2009) comparou ex vivo a eficacia antimicrobiana da
irradiacdo com laser (Nd:YAG e KTP (Potassium Titanyl Phosphate)), da PAD e do
NaOCI 2,5%, contra o E. faecalis. Sessenta dentes monorradiculares extraidos foram

preparados até o instrumento #50. Os parametros utilizados foram: Nd:YAG — irradiacdo
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de 1064 nm, 1,5 W, 10 Hz. A fibra éptica foi trazida de apical para cervical, com
movimentos em espiral, por 5 vezes de 5 segundos, com intervalos de 20 segundos,
gerando 37,5 J; KTP —irradiacdo de 532 nm, 1 W, 10 Hz, na mesma cinematica, pelos
mesmos intervalos de tempo; PAD — preenchimento dos canais radiculares com cloreto
de tolbnio na concentracdo 12,7 mg/mL e pH 5, irradiagdo de 635 nm, 100 mW, em
movimentos de entrada e saida do canal radicular no tempo total de 150 segundos,
gerando 15 J; NaOCI 2,5% — preenchimento dos canais radiculares por 3 periodos de 5
minutos, com tempo total de contato de 15 minutos. O quinto grupo (controle positivo)
nao recebeu tratamento. A avaliagdo das bactérias sobreviventes nos canais radiculares
foi realizada por citometria de fase sélida e contagem de UFCs. A PAD e o NaOCI 2,5%
promoveram uma reducdo bacteriana significativa, enquanto que a irradiacdo com laser
de alta poténcia, Nd:YAG e KTP, ndo se mostrou efetiva. Embora os resultados da PAD
tenham apresentado significAncia estatistica em relagdo ao controle, mostraram-se
clinicamente irrelevantes. O NaOCl 2,5% foi a técnica mais efetiva na reducao

microbiana.

O efeito antimicrobiano da PAD sobre as suspensfes de E. coli, C. albicans, E.
faecalis, F. nucleatum e S. intermedius foi avaliada por Schlafer et al. (2010). Também
avaliaram seu efeito em canais de molares extraidos preparados e inoculados com S.
intermedius. A PAD foi realizada logo apos a inoculacdo e incubag&o. O corante usado
foi o cloreto de tolénio e o tempo de irradiacdo foi de 30 segundos. Os resultados
apontaram uma reducgdo significativa na contagem de microrganismos nas suspensofes

e nos canais radiculares infectados.

Ja um estudo de Souza et al. (2010) ndo encontrou ag¢do antimicrobiana
suplementar quando a PAD foi realizada ap6s o PQM de canais de dentes extraidos.

Testaram o emprego de dois corantes, azul de metileno e cloreto de tolénio, e dois
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irrigantes, NaOCI 2,5% e soro fisiolégico (NaCl). Setenta canais foram contaminados
com cepas de E. faecalis por 7 dias. Foram entdo divididos nos grupos experimentais
onde os diferentes irrigantes foram combinados com os diferentes corantes para a PAD.
Os corantes foram mantidos nos canais por 2 minutos antes da irradiacdo, por 4
minutos. Amostras foram coletadas antes e apds a instrumentacdol/irrigacdo e apos a
PAD. As UFCs foram contabilizadas. Os resultados mostraram que, independente do
irrigante utilizado, o preparo dos canais reduziu de forma significativa a carga
microbiana. O NaOCI foi significativamente mais eficaz do que o NaCl, sendo que esta
diferenca permaneceu apds a realizagdo da PAD. A PAD ndo promoveu efeito
antimicrobiano adicional significativo apés a irrigacdo com NaCl. Nao foram observadas
diferencas significantes entre os corantes empregados. Baseados nos resultados do seu
estudo, os autores concluiram que a PAD nao exerceu um efeito antimicrobiano
adicional na desinfeccao intracanal. Por fim, os autores sugeriram ajustes ao protocolo

da PAD buscando melhorar seu desempenho e previsibilidade da terapia.

Da mesma forma, Rios et al. (2011) avaliaram os efeitos da PAD ap0s
desinfec¢do convencional com NaOCI| 6% de canais de dentes extraidos. Os canais
foram limpos, esterilizados, modelados e incubados com E. faecalis por 2 semanas.
Cinco protocolos de desinfeccdo foram realizados: NaOCIl 6% (agulha 27-G, irrigacéo
por 60 segundos), cloreto de tolénio (deixado no canal por 30 segundos), somente
aplicacdo da luz (preenchimento do canal com NaCl), PAD (irradiacdo por 30 segundos)
e NaOCl 6% (irrigacéo por 30 segundos) + PAD (30 segundos). A taxa de sobrevivéncia
bacteriana foi determinada por meio da contagem de UFCs. No grupo onde a PAD foi
realizada apoés desinfeccdo com NaOCI, a carga microbiana foi significativamente menor
do que nos outros grupos. A PAD mostrou potencial bactericida quando utilizada como

adjunto na terapia endodontica.
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Resultados semelhantes foram encontrados na pesquisa de Ng et al. (2011),
onde a PAD foi avaliada em combinagdo com o PQM. Dentes com necrose pulpar e PA
recém extraidos foram divididos em 2 grupos, onde um deles teve os canais preparados
e irrigados com NaOCI 6% antes da PAD. O corante azul de metileno foi deixado por 5
minutos no interior dos canais previamente a irradiagdo. Amostras dos canais foram
coletadas antes e apds as terapias, sendo realizada a contagem de UFCs e uma
caracterizacao parcial das espécies, por meio de sondas de DNA. O PQM combinado
com a PAD apresentou uma significante reducdo microbiana em canais com culturas
positivas (86,5%), quando comparado ao seu efeito isolado (49%). A deteccdo dos
niveis pos-operatdrios para todos os tipos de bactérias foi marcadamente reduzida
guando os dois métodos foram combinados. Neste estudo, a PAD mostrou-se como
uma promissora adjunta ao PQM, promovendo uma reducdo significativa na carga

microbiana residual.

Recentemente, Silva et al. (2012) investigaram o efeito antimicrobiano da PAD in
vivo. Sessenta canais de dentes de cdes com PAs induzidas foram tratados
endodonticamente em sessao Unica e, apos, divididos em 4 grupos: o grupo 1 recebeu a
PAD, obturacdo do conduto (OC) e restauracdo coronaria (RC); o grupo 2 recebeu a
PAD e RC; no grupo 3 os canais receberam OC e RC, ndo sendo aplicada a PAD; o
grupo 4 recebeu apenas a RC. O preparo dos canais foi realizado com o sistema
ProTaper e a irrigagdo com NaOCl 2,5%. A resposta celular apical foi avaliada
histologicamente ap6s 90 dias. Os melhores resultados foram encontrados nos grupos
onde a PAD foi empregada (grupos 1 e 2), onde a regido apical dos canais apresentou

moderada neoangiogénese e fibrogénese com auséncia de células inflamatorias.

Bago et al. (2013) avaliaram o efeito antimicrobiano da irradiacéo do laser diodo,

PAD e irrigacdo com NaOCI 2,5% com ativagdo sbnica. Cento e vinte raizes de dentes
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monorradiculares humanos extraidos foram preparadas, esterilizadas, contaminadas
com suspensdo de E. faecalis e incubadas por 7 dias. Apés, foram divididas em 6
grupos: G1, irrigacdo com NaCl (agulha 30-G, 60 segundos) + laser diodo (2 W, 3 vezes
de 20 segundos); G2, irrigacdo com NaOCI (agulha 30-G, 30 segundos) + ativacdo
sbnica (EndoActivator, 30 segundos); G3, irradiacdo com laser diodo pulsado (975 nm, 2
W, 3x 20 segundos); G4, PAD (660 nm, 100 mW, 60 segundos); G5, PAD com
Endoprobe 3D (100 mW, 60 segundos); G6, irrigagdo com solugédo salina (30-G, 60
segundos). O corante utilizado no G4 foi o cloreto de tolénio e no G5 foi o cloreto de
fenotiazina. O padréo de colonizagao foi avaliado em MEV. Amostras dos canais foram
coletadas antes e apls os tratamentos. O numero de bactérias dos canais foi
determinado por contagem de UFCs e a presenca/auséncia do E. faecalis foi também
verificada por meio de PCR. Os resultados demonstraram uma redugdo microbiana
significante apés todas as terapias. A PAD, em ambos sistemas de irradiacdo (G4 e Gb5),
e a irrigacdo com NaOCI com ativacdo sbnica (G2) foram significativamente mais

eficazes que os outros protocolos.

Stojicic et al. (2013), diante das contradi¢cdes ainda existentes quanto a eficacia
antimicrobiana da PAD, propuseram modificacbes no agente corante, buscando
potencializar sua acao. Adicionaram baixas concentrac6es de EDTA e de perdxido de
hidrogénio ou clorexidina junto ao cloreto de tolénio em concentragfes que também
foram otimizadas. Compararam, entéo, a eficacia da PAD convencional e da modificada
em suspensdes e biofilmes de E. faecalis e de placa mista. Suspensfes de 4 cepas de
E. faecalis e placa mista de voluntérios adultos foram colocadas nas seguintes solucgoes:
1) cloreto de tol6nio; 2) cloreto de tolénio misturado com peréxido de hidrogénio 0,5% e
gluconato de clorexidina 0,05%; 3) cloreto de tolénio misturado com peroxido de

hidrogénio 0,5% e EDTA 0,05%; 4) cloreto de toldénio misturado com EDTA 0,05% e
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gluconato de clorexidina 0,05%. As suspensdes de E. faecalis foram expostas a
irradiacdo por tempos de 30 segundos, 1 ou 3 minutos. Imediatamente apds as
irradiacbes, amostras foram colhidas, cultivadas e, em 24 e 48 horas, as UFCs foram
contabilizadas. Ja as suspensfes de placa foram irradiadas por tempos de 1, 3 ou 5
minutos. O crescimento microbiano foi verificado em 72 horas, sendo acompanhado por
até 5 dias para verificar algum crescimento tardio. Os biofilmes foram desenvolvidos em
discos de hidroxiapatita esterilizados e incubados por 3 semanas. Os discos foram
entdo expostos ao corante e combinacdes e irradiados por 1 minuto. As avaliagbes
foram realizadas por meio de microscopia confocal. A PAD modificada mostrou-se
superior a PAD convencional contra os microrganismos da placa e E. faecalis em
suspensdo ou organizados em biofilmes. Também, apresentou melhor agédo bactericida
em um tempo bem menor de irradiacdo, sendo de 2 a 8 vezes mais efetiva na

eliminagéo do biofilme, quando comparada com a clorexidina 2% e o NaOCI 1% e 2%.

Ao mesmo tempo em que estudos demonstram resultados promissores, outras
pesquisas tem demonstrado que a PAD, quando empregada isoladamente, apresenta
efeito antimicrobiano inferior aos irrigantes normalmente utilizados (SOUKOS, CHEN &
MORRIS, 2006; BERGMANS et al.,, 2008). Entretanto, tem-se mostrado resultados
animadores quando empregada juntamente com o PQM (RIOS et al., 2011; NG et al.,
2011, SILVA et al, 2012), revelando-se como um promissor adjunto na terapia
endodéntica. Sua grande vantagem, a seguranca, faz com que este método de

desinfecgao continue sendo exaustivamente investigado.
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1.4 Emprego da Radiografia Periapical e da Tomografia Computadorizada por
Feixe Conico para o diagndéstico das periodontites apicais

O diagnostico das PAs, o acompanhamento clinico e a determinacdo das taxas
de sucesso apds a terapia endodbntica normalmente sdo acessados por meio de
radiografias periapicais (PRs) (BENDER & SELTZER, 1961; ORSTAVIK, KEREKES &
ERIKSEN, 1986; TROPE et al., 1999; ORDINOLA-ZAPATTA et al., 2011). As alteracbes
no grau de mineralizagéo e na estrutura do 0sso periapical observadas nas PRs ainda
sdo os maiores indicativos da presenca, aumento ou da remissao das PAs ap0ls o

tratamento endodéntico (HUUMONEN & ORSTAVIK, 2002).

Nas revisbes sistematicas de literatura que versam sobre os resultados e
progndstico do tratamento endodéntico, as quais representam evidéncia cientifica de
alta qualidade, a PR foi utilizada em todos estudos clinicos como método de avaliacao
(TROPE, DELANO & ORSTAVIK, 1999; WU, DUMMER & WESSELINK, 2006;

ORDINOLA-ZAPATTA et al., 2011).

Apesar do seu difundido uso, estudos tém demonstrado que a PA pode estar
presente e nao ser visivel na PR (PATEL et al, 2009). Imagens bidimensionais
comprimem estruturas tridimensionais, diminuindo altamente a sua performance de
diagnéstico (HUUMONEN & ORSTAVIK, 2002). Caracteristicas importantes dos dentes
e dos seus tecidos circundantes no plano mesio-distal podem ndo ser completamente
apreciadas numa PR. Da mesma forma, a relacdo espacial do dente com estruturas
associadas pode ndo ser completamente visualizada (COTI et al., 1999). Além disso, a

superposicdo e a distorcdo geométrica de estruturas, o contraste radiografico, a
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subjetividade dos avaliadores, dentre outros fatores, influenciam na interpretacdo
radiografica (MURMULLA et al., 2005; DE ROSSI et al., 2007; ESTRELA et al., 2008;

PAULA-SILVA et al., 2009).

Em um estudo classico de Bender & Seltzer (1961), lesdes dsseas artificiais
foram produzidas em cadaveres. As lesdes somente puderam ser detectadas pelas PRs
se perfuracgdes, destruicao extensiva do 0sso cortical da superficie externa ou erosao da
parede interna da cortical 6ssea estivessem presentes. A PA, guando confinada dentro
do osso cortical, ndo pode ndo ser evidenciada pela PR. Somente quando ha
envolvimento das corticais ocorre a formagdo de éareas distintas de rarefagdo. A
espessura da cortical que recobre a PA exerce grande influéncia na sua deteccdo
(BENDER, 1982; VAN DER STELT, 1985; STABHOLZ, FRIEDMAN & TAMSE, 1994,
HUUMONEM & ORSTAVIK, 2002; RICUCCI & BERGENHOLTZ, 2003). Para serem
visiveis radiograficamente, as lesdes Osseas devem ter entre 30% - 50% de perda

mineral (ESTRELA et al., 2008).

A tomografia computadorizada por feixe conico (TCFC) tem sido amplamente
usada na medicina desde os anos 70 (BRENNER & HALL, 2007), aparecendo na
pesquisa endodbntica em torno dos anos 80 (TROPE et al., 1989). A TCFC apresenta a
grande vantagem da possibilidade de avalia¢bes tridimensionais. Dessa forma, permite
a visualizacdo do dente e sua relacdo fiel com as outras estruturas, caracteristicas
fundamentais para a selecdo e planejamento da terapia a ser realizada. A TCFC
possibilita, também, a realizacdo de mensuracfes volumétricas, por meio de softwares
especificos. Na Endodontia, permite uma detec¢do prematura e um diagnostico mais
acurado da PA quando comparada "a PR (LOFTHAG-HANSEN et al., 2007; PATEL et
al., 2007; LOW et al., 2008; KENNETH et al., 2008; ESTRELA et al., 2008; COTI, 2010).

De acordo com a literatura, detecta aproximadamente 62% mais PAs em dentes
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posteriores (FUHRMANN, BUCKER & DIEDRICH, 1997; FRIEDMAN, 2002).

Um estudo de Velvart, Hecker & Tillinger (2001) correlacionou dados de PRs e
TCFCs aos achados de cirurgias parendodoénticas, sobre a presenca de PAs em 50
pacientes. Todas as 78 lesdes removidas cirurgicamente foram previamente
visualizadas nas TCFCs. Contrastando, apenas 61 (78,2%) das PAs foram detectadas

nas PRs.

Da mesma forma, Estrela et al. (2008) realizaram um estudo avaliando a
acuracia de exames de imagens na detec¢cdo da PA. Registros de 888 exames de
imagens de pacientes com infec¢cdo endodoéntica (1508 dentes), incluindo TCFC, PRs e
radiografias panoramicas foram selecionados. A sensibilidade, especificidade e acuracia
da PR e da radiografia panoramica foram calculadas. A prevaléncia da PA na CBCT foi
significativamente maior. A sensibilidade global foi de 0,55 e 0,28 para PR e radiografia
panoramica, respectivamente. A especificidade mostrou-se elevada em todos os grupos
dentérios para ambos exames, variando de 0,96 a 1. A acuracia média foi de 0,70 e
0,54 para a PR e radiografia panoramica, respectivamente. A PR apresentou acuracia
significativamente maior que a radiografia panoramica, porém, bastante inferior a TCFC.
O estudo sugere que o diagndstico das PAs pelas PRs e radiografias panoramicas é

frequentemente subestimado.

A acuracia de exames de imagem na deteccdo das PAs, usando os achados
histolégicos como padrao ouro, foi investigado por Paula-Silva et al. (2009). O periapice
de 83 canais radiculares de dentes de cdes, endodonticamente tradados ou n&o, foi
examinado por meio de PR, TCFC e histologia. A sensitividade, especificidade, valores
preditivos e acuréacia da CBCT e da PR foram calculados. A PR detectou a PA em 71%

dos casos, enquanto que a TCFC em 84% e a histologia em 93%. No geral, a
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sensibilidade foi de 0.77 e 0.91 para PR e TCFC, respectivamente. A especificidade foi
1 para ambos. Os valores preditivos negativos foram 0,25 para PR e 0,46 para CBCT.
Os valores preditivos positivos foram 1 para ambos. A acuracia da PR foi de 0,78 e da
TCFC de 0,92. A TCFC se mostrou mais sensivel na detec¢cdo das PAs, quando
comparada a PR. Quando usado o exame radiografico na detec¢cdo das PAs, a

probabilidade de ela ndo ser visualizada quando presente é maior.

A deteccdo precoce da patologia permite que seu tratamento seja iniciado mais
cedo. Isto, provavelmente, resultard& num melhor prognostico (NAKATA et al., 2006;
PATEL et al., 2007). Outra vantagem da TCFC é sua capacidade de mostrar a extensao
total da PA e sua relagdo com as outras estruturas, permitindo ao clinico selecionar o
tratamento mais adequado e realizar um acompanhamento da evolugdo pés-terapia

mais confiavel.

Um estudo de Ordinola-Zapata et al. (2011) investigou a extensdo da destrui¢cao
Ossea periapical em dentes de cées por meio da TCFC e da PR. Somente as raizes
distais foram tratadas e as mesiais foram usadas como controle. Cepas de E. faecalis
foram inoculadas em 30 canais de 2 cédes para a inducdo de PAs. ApGs 60 dias, 11
canais de dentes mandibulares e 4 canais de dentes maxilares foram endodonticamente
tratados (n=15). A destruicdo Ossea foi avaliada, apés 6 meses, em PRs e TCFCs. A
area das PAs foi mensurada em mm? nas PRs e nos cortes sagitais e coronais da
TCFC, por meio do software ImageTool. O volume das PAs foi medido nas TCFC em
mm?® por meio do software Osiri-X. N&o foi encontrada uma distribuicdo normal dos
dados. O coeficiente de correlacdo de Person foi calculado entre a PR e os dados
volumétricos da TCFC, ndo sendo encontrada correlacao entre eles, nos canais tratados
(r=0.48), demonstrando que a destruicao 6ssea pode estar presente e ndo ser detectada

radiograficamente. Nos controles foi encontrada uma correlacdo positiva entre os
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meétodos (r=0.73). Embora os cortes sagitais da TCFC mostraram valores similares de
destruicdo 6ssea entre 0s canais tratados e os controles, os dados volumétricos
mostraram uma diminuicdo em torno de 50% das PAs nos canais tratados. Este estudo
confirmou que areas maiores de destruicdo 6ssea podem ser visualizadas nha TCFC e
mostrou a dificuldade para delimitar a extens@o das PAs nas PRs. Demonstrou também
gue os cortes tomograficos sagitais fornecem uma determinacdo mais acurada do maior
didmetro da extenséo da PA. Porém deve-se tomar cuidado com essa informacao, pois
levando-se em conta somente essa medida, pode-se superestimar o tamanho da PA,

visto que ela ndo leva em consideracgdo os dados tridimensionais.

Nas mensuragfes clinicas, quando um novo método de medida € introduzido,
comparagBes com o método padrao sdo necessarias para verificar se eles concordam
suficientemente entre si para que 0 novo possa substituir o antigo (BLAND & ALTMAN,
1986). Muitos estudos trazem o coeficiente de correlagdo entre os resultados de dois
métodos de mensuragdo como um indicador de concordancia. Entretanto, mesmo uma
alta correlacéo nao indica que eles concordam (BLAND & ALTMAN, 1986). Os graficos
de Bland & Altman séo extensivamente utilizados para avaliar a concordancia entre as
mensuragbes de duas técnicas, onde cada uma delas traz alguns erros em suas
medidas (HANNEMAN, 2008). Esses graficos nos permitem investigar a existéncia de
diferencas sistematicas entre as medidas de dois métodos e identificar possiveis valores

discrepantes (ALTMAN & BLAND, 1999).

Os dados obtidos nos exames de imagem representam um método indireto para
o diagnéstico das PAs, visto que o acesso aos dados histolégicos, que constituem o
método direto de obtencao das informacdes reais, ndo é possivel na maioria das vezes.
A comparagdo entre os dados fornecidos pelos exames de imagem e o0s

correspondentes histolégicos permite a avaliacdo da sua especificidade e sensitividade.
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Entretanto, a histologia ndo pode ser considerada um método apropriado para a
mensuracdo das dimensfes da PA, especialmente seu volume, a menos que cortes

seriados sejam realizados, na totalidade da leséo.

De acordo com as informacbes apresentadas nesta revisdo da literatura, a
TCFC, atualmente, representa o método mais acurado para as mensuracdes das PAs.
Contudo, da mesma forma que PR, a TCFC apresenta erros em suas medidas. Por este
motivo e por apresentarem grandezas diferentes, quando estes métodos forem

comparados, a concordancia entre eles deve ser avaliada.

Devido ao elevado poder de diagndstico da TCFC frente a PR, e, sendo a PR o
exame mais frequentemente empregado na clinica e na pesquisa, torna-se importante
avaliar o quanto que a PR é capaz de nos mostrar, em relagdo ao tamanho real da PA.
Assim, justifica-se a tentativa de estabelecer correlacdes e concordancias deste exame

com a TCFC, buscando-se aumentar o poder preditivo da PR.
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2. Objetivos

O presente estudo realizou uma avaliacao histologica da endodontia em sesséo
Unica de dentes de cdes com periodontite apical utilizando as solugdes irrigadoras
Sterilox 400ppm, NaOCI 2% e NaOCI 5%, associados ou nédo a terapia fotodinamica,.
Avaliou, também, a correlacé@o e a concordancia entre os exames de imagem usados no
diagndstico da periodontite apical induzida em dentes de caes, radiografia periapical e
tomografia computadorizada por feixe conico, correlacionando com seu correspondente

histolégico.
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An histological evaluation of different irrigating solutions and photo-activated
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Abstract

Introduction: This study carried out an histological evaluation of the root canal
treatment of dog’s teeth with apical periodontitis (APs) using 400 ppm Sterilox, 2% and
5% sodium hypochlorite (NaOCI), with and without photo-activated therapy (PAD).
Methods: Ten dogs were randomly divided into two groups (n = 5): with and without
PAD, and the root canals into four subgroups, according to irrigation solution used: SX
(400 ppm Sterilox), SH2 (2% NaOCI), SH5 (5% NaOCIl) and SS (saline solution) as
positive control. A total of 134 root canals were opened and left exposed to the oral
environment for 14 days and then sealed for 60 days for AP induction. Then, root canals
were treated in accordance with each disinfecting protocol proposed and filled in the
same session. After 120 days, the dogs were euthanized and the periapical
inflammatory events were evaluated under light microscopy. Qualitative data was
submitted to Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (a= .05). Results: The PAD did not
produce significant differences in the scores for apical inflammation when used after
chemo-mechanical preparation. The irrigating solutions SX, SH2 and SH5 without PAD
were statistically different from SS (P<.05) that presented the greatest scores for apical
inflammation. SX group could be statistically compared to SH5 and SH2 groups as
SX/PAD could be compared to SH5/PAD and SH2/PAD. Conclusions: PAD did not
show any clinical relevance for the treatment of root canal with pulpal necrosis and APs.

400 ppm Sterilox may be considered an alternative to NaOCI in root canal treatment.

Key-words: photo-activated therapy, periapical periodontitis, light microscopy, super-

oxidized waters
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Introduction

The persistence of infection within the apical third of treated root canals is the
main factor responsible for endodontic failures (1-2). The complexity of the internal
anatomy of root canals prevents complete mechanical removal of the microorganisms by
current instrumentation techniques (2). In this context, irrigation plays an important role
in disinfecting the regions that cannot be assessed by endodontic instruments. Sodium
hypochlorite (NaOCI) is the most frequently used irrigating solution due to its capability
of dissolving organic tissues (3-4) and the broad antimicrobial spectrum (5). However,
because its cytotoxicity (6), dentin strength weakening (7) and corrosion of NiTi-files
causing early fractures (8), alternative disinfection protocols, including chemicals and

photo-activated disinfection (PAD) therapy, have been assessed.

Super-oxidized waters (SOWSs) were first used in dental and medical units
disinfection due to its antimicrobial effect, capability to remove biofilm and low toxicity (9-
10). Sterilox’s Aquatine Alpha Electrolyte is a hypochlorous acid solution (pH between
5,0 - 6,5) and it has a redox potential greater than 950 mv. It has been suggested as an
irrigating solution alternative to NaOCI as it showed efficient cleaning of root canal walls
(11-12). 200 ppm Sterilox was tested in vitro against Enterococcus faecalis causing
bacterial load decrease, but was less effective than NaOCI (13). However, there were no
studies to date evaluating its efficacy in vivo as a root canal irrigant. Besides, the
antimicrobial effect and biocompatibility of concentrations greater than 200 ppm also
have not been investigated. This is a very important issue since the antimicrobial activity
of SOW is dependent on highly reactive non-specific oxidants that are almost
extinguished by the high levels of organic load present within the biofilm structure, so a

sufficient concentration and exposure time would be required (14-15).
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In addition, another disinfecting system, the PAD, has showed promising results
when tested in vitro (16-18) and in vivo (19). Its use as an adjunct to conventional root
canal therapy aims to maximize the antimicrobial effect, reducing the treatment time and
increasing the success rates. PAD has proved to be effective against endodontic
microorganisms, even when organized in biofilms (14). Besides, it acts in a selectively
way. The photosensitizer stains the bacterial cells in soft and hard tissues. The photo-
activated cells release molecular oxygen causing disruption of the bacterial cell wall.
Both photosensitizer and oxygen released during bacterial cell death do not exhibit

toxicity to the patient (20).

Although NaOCI is the irrigating solution of choice, the effective removal of
biofilm requires a direct contact with the microorganisms, a greater volume of the
solution, high concentrations and contact time that requires a prolonged treatment time
(21). All these factors directly imply in increased toxicity and adverse side effects.
Therefore, the present study caried out an histological evaluation of a single visit root
canal treatment of dog’s teeth with apical periodontitis using 400 ppm Sterilox, 2% and
5% NaOCI, with and without PAD. The hypothesis tested were that Steriox, when used
in a higher concentration and in the clinical conditions could present histological findings
similar to NaOCI and better than saline solution and that PAD when used after chemo-
mechanical preparation could present lower scores for apical inflammation than the

group without PAD.

Methods

This study was performed in accordance with the Ethical Committee for Animal

Experiments (approval protocol CEUA 009/2011). A total of 134 root canals of upper and
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lower premolars of 10 mongrel dogs (ages between 12-18 months year-old) were
selected. In each phase of study, animals were anesthetized intramuscularly (IM) using
1 mg/kg of 0,2% acepromazine (Eurofarma, Sdo Paulo, SP, Brazil) and then
intravenously (IV) using 8 mg/kg of 1% propofol (Eurofarma, Sao Paulo, SP, Brazil) and
3 to 4 pg/kg of fentanyl (Eurofarma, S&o Paulo, SP, Brazil). The dose was supplemented
IV using 4 mg/kg of propofol and 3 pg/kg of fentanyl every 30 minutes. After the
procedures, the animals received IM 2 mg/kg of tramadol hydrochloride (Eurofarma, S&o

Paulo, SP, Brazil) every 12 hours for analgesia.

Dental procedures were carried out by a specialist in endodontics. Access
cavities were made in the mesial and distal fossas of the occlusal surface of right and
left upper and lower premolars. The working length (WL) was established at 1 mm short
to the radiographic apex using a #20 K-file (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland).
The pulp was removed and the apical foramen was disrupted and enlarged up to #30 K-
file at the radiographic apex. Root canals were left open for 2 weeks and then sealed
using zinc oxide/eugenol cement (IRM, Dentsply Ind. e Com. LTDA., Petropolis, Brazil)

(22).

After 60 days, the dogs were randomly divided according to the treatment

groups, which consider the use of PAD and the treatment protocol as follows:

- without PAD (n=5): SX (400 ppm Sterilox), SH2 (2% NaOCI), SH5 (5% NaOClI)

and SS (saline solution) - positive control.

- with PAD (n=5): SX/PAD, H2/PAD, H5/PAD and SS/PAD

The root canals were prepared with K-files at the WL up to #55 size. At every
instrument change, canals were flushed with 2 mL of one irrigation solution using a

disposable 10-mL syringe (BD Surgical Industries Ltd.) and a 30-gauge needle
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(Ultradent ref. 349 IJP - Ultradent Products Inc, USA) at 2 mm short from WL. After
preparation, canals were flushed with 2 mL of 17% EDTA (Biodinamica, Ibipora, PR,
Brazil) that was left for 3 min into the canal with manual agitation using a #50 K-file
followed by a flush of 2 mL SS. The canals were dried with sterile #55 paper points
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Switzerland). In the PAD group, the canals were filled
with toluidine blue solution (12,7 mg/mL, pH 5) using a 10-mL disposable syringe and a
30-gauge needle and agitated for 60 s using a #50 K-file inserted up to the WL. PAD-
Plus (Dexcel Dental, Daventry, UK) was used in the parameters of 635 nm, 100 mW and
15 J. The flexible optical fiber was introduced up to 2 mm short from the WL and
withdrawn to coronal third. This movement was repeated during 120 s. After irradiation,
canals were washed with 2 mL of SS and dried with paper points. All canals were filled
according to Tagger's technique using gutta-percha points (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Switzerland) and AH Plus sealer (Dentsply Maillefer, De trey, Germany). The

access cavities were sealed with silver amalgam.

Four months after endodontic treatment, the animals were euthanized using an
anesthetic overdose followed by a 10% formalin buffer solution perfusion. Then, the
maxillaries were separated, dissected and kept immersed in 10% formalin buffer

solution.

Histologic processing and analysis

The jaws were sectioned to obtain individual roots and demineralized in 5% nitric
acid. After embedded in parafin, areas showing apical foramen disruption and periapical
region were serially sectioned in a 5 pum thickness and stained with hematoxylin and

eosin.
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Histologic Analysis

The sections were analyzed (40X to 400X magnification) by a calibrated (Kappa
= 0.889x0.061; P<.05) and blinded evaluator, under light microscopy (Nikon Eclipse
E200, Nikon Corp., Tokio, Japan) and classified according to the ascending order of

inflammation severity (23) (Figures 1, 2 and 3):

0- absence of inflammation;

1- mild: sparce mononuclear cells;

2- moderate: infiltrate of mononuclear cells and/or sparse neutrophils and

eosinophils;

3- severe: infiltrate of polymorphonuclear neutrophils or eosinophils.

Statistical Analysis

Data was statistically analyzed by nonparametric Kruskal-Wallis and Mann-

Whitney tests. The significance level was set at a= .05.

Results

According to table 1, when irrigating solutions were compared (columns) SH5,
SH2 and SX without PAD presented statistical differences from SS group (P=.02), that

presented the greatest scores for apical inflammation. The histopathological evaluation
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of periapical region of SS group demonstrated the presence of great microcavities of
acute inflammatory infiltrate and areas of resorption in the apical cementum (Figure 3).
Althought the SH5/PAD group (Figure 1) presented the lowest scores for apical
inflammation, it was not statistically significant. When the irrigating solutions with PAD
were compared they were statistically equivalent. Thus, the findings for apical
inflammation in SX group could be statistically compared to SH5 and SH2 groups as
SX/PAD could be compared to SH5/PAD and SH2/PAD.

When the effect of PAD was evaluated for each irrigating solution (lines), there
were no significant differences in the scores of inflammation, although PAD use has

showed lower scores for inflammation than when it was not used.

Discussion

Endodontic therapy in a single visit is desirable to avoid re-colonization and re-
infection of the root canal system by repeated appointments and inadequate coronal
sealing. Thus, effective disinfecting protocols capable of achieving the treatment in a few

visits as possible have been intensively studied in the last years (19, 24).

This in vivo model tried to simulate the human conditions involving a
polymicrobial root canal infection with AP. Through this protocol, evaluation of the apical
cellular response to different disinfecting protocols which could be used as an adjunct to

chemo-mechanical debridement was carried out.

According to the results of this study, all canal irrigating solutions (2% NaOCI, 5%
NaOCI and 400ppm Sterilox), used isolated were more effective than SS. In the PAD
group no statistical differences were found between the irrigating solutions. Thus,

Sterilox may be considered an alternative to NaOCI in root canal treatment, since
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Sterilox showed no statistical differences from 2% and 5% NaOCI in the scores for apical

inflammation.

Lately many studies have shown that the disinfecting actions of super-oxidized
waters are heavily reduced in the presence of organic contamination (13, 15, 25). The
high levels of organic load present in the root canals, as in the biofilm structure,
particularly in the extracelular polymeric matrix, competitively quenched the reactive
oxidants of super-oxidized waters that are responsible for its antimicrobial activity (25).
Thus, the usual concentration of Sterilox was duplicated in the present research, trying

to overcome this disadvantage.

A sufficient concentration and exposure time would be required to reach cells
deeper within the biofilm architecture (14, 25). Most of studies in vitro (13) about the
antimicrobial effect of Sterilox do not have the contact time nor simulate the clinical
conditions where the irrigating solution is used. When the mechanical preparation is
achieved with the use of an irrigating solution, its antimicrobial effect may be improved.
The instrumentation helps to introduce the solution into the apical part of root canal, to
remove organic and inorganic contents and to disrupt the structures of biofilms allowing
a better action of irrigating solution. It seems that besides the greater concentration of
Sterilox used in this research, the use in the clinical conditions had improved its effect.
The results also suggest that differences could be found when the effect of an irrigating
solution is tested during the chemo-mechanical preparation or only by flushing or by
contact. Rossi-Fedele et al. (13) evaluated the antimicrobial effect of irrigation using 200
ppm Sterilox and 5% NaOCI isolated without mechanical preparation of root canals
bovine contaminated with Enterococcus faecalis. Only 5% NaOCI showed effectiveness.
As the authors suggest, perhaps in the presence of a reduced bacterial load, as a result

of a chemo-mechanical preparation, the super-oxidized water irrigation might have
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clinically relevant results.

Histopatological evaluation showed that intense inflammatory response, areas of
abscess and cementum resorption were more frequently found in control group (SS),

demonstrating the need of use of irrigating solutions with antimicrobial properties.

The best results were obtained for SH5/PAD group, presenting the lower scores
for inflammation, even without statistical significance to others groups. This is in
accordance with other studies (13, 26) that also found that concentrated NaOCI have

greater antibacterial effect.

Also, gram-negative microorganisms release endotoxin from their cell walls that
can begin or enhance inflammatory response (27). According to Dwyer and Torabinejad
(28), substances that are highly alkaline, such as NaOCI, are able to detoxify endotoxin.

Researches have shown the efficacy of 5% NaOCI on endotoxins (22, 27).

The effect of PAD immediately after root canal chemo-mechanical preparation,
as a supplement, which is the main proposed protocol in endodontics (29) was also
evaluated. According to Souza et al. (24), instrumentation and irrigation modify the
environmental of root canal and may disrupt biofilms structures, making the bacterial
community more susceptible to the action of PAD. Also, the effect of PAD is expected in
the areas where the instruments and irrigating solutions do not penetrate,

complementing the disinfection in the residual microorganisms.

According to results, the PAD did not cause significantly differences in the scores
for apical inflammation in the groups irrigated with NaOCI, Sterilox nor SS. These results
are in accordance with those found in the study in vitro of Souza et al. (24). The authors

(24) suggested that these findings could be due to the fact that the effect of PAD was
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probably restricted to the same root canal areas already affected by the irrigating
solutions.

Recently, Silva et al. (19) have investigated the antimicrobial effect of PAD in
vivo. The authors evaluated the apical response to PAD alone and with the chemo-
mechanical debridement in root canals of dogs teeth with AP. They found better results
in the PAD with chemo-mechanical preparation group, where the periapical region was
free of inflammatory cells and showed moderate neoangiogenesis. The methodology
was quite similar to the present study, despite some differences that could have
influenced the results. They used phenothiazine chloride as photosensitizer and 2,5%
NaOCl, a lower concentration, as irrigating solution. Another factor is that the
mechanical preparation in the present study was performed up to #55 size . Maybe the
greater apical preparation with high concentrated irrigating solutions achieved in this
work could be responsible for the absence of significant differences for PAD therapy.

Egan et al. (30) have demonstrated that the light transmission through the tooth
tissue at the operating wavelength used appears to be good and attenuation in sound
dentine is minimal with up to 3 mm thick dentine slices. Also, Bonsor et al. (31) have
shown that the photosensitizer has good wetability properties. Perhaps, even after root
canal instrumentation, the photosensitizer could not penetrate well into irregularities,
dentinal tubules or in untouched biofilms in canal walls. As the action of PAD is limited
by the areas reached by the dye, its effect becomes limited. So, a PAD protocol to be
used as an effective antibacterial supplement to chemo-mechanical therapy remains to
be established.

Studies in vivo (19, 31-32) and ex vivo (33) have suggested the potential of PAD
as an adjunctive technique to eliminate residual root canal bacteria after chemo-

mechanical preparation. According to Ng et al. (33), in an ex vivo study, PAD mediated
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by toluidine blue significantly enhanced the effect of chemo-mechanical debridement in
teeth with necrotic pulps and offered a means of destroying remaining microorganisms.

The lack of statistical significance of the effect of PAD showed in the present
research could have been influenced by the size of the sample that was limited due to
difficulties of an in vivo study. But another point to be considered, is that most of studies
that have shown adequate root canals disinfection when PAD was used isolated (17, 32)
or combined with chemo-mechanical debridement (32-34) sampled with paper points or
aspiration of the root canal content. These methods are limited by only sampling
planctonic bacteria. They do not take in account bacteria organized in biofilms and inside
dentinal tubules.

In the present study, after been left opened for oral environmental for 2 weeks
the root canals were sealed and left for 2 months. Up to date, most of the studies that
evaluated PAD did not reached this time for microbial development in the root canal
system. So, we can speculate that the content of these canals was more complex
presenting greater difficulties for microbial eradication. Also, the apical cellular response
to Sterilox has not been investigated in vivo until now. This is the first study to show the
histopathological analysis of this irrigating solution been used in the chemo-mechanical
preparation in a greater concentration. Based in the results exposed herein the effects of
PAD seems to have no clinical relevance. Perhaps some adjustments in the protocol
should be tested like, for example, the use of ultrasonic waves for a better

photosensitiser penetration in the root canal system and in the biofilms.
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Conclusion

Within the experimental conditions used and the results presented, this study
suggests that PAD did not show any clinical relevance for the treatment of root canal
with pulpal necrosis and apical periodontitis. The irrigating solution 400 ppm Sterilox

may be considered an alternative to NaOCI in root canal treatment.
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List of Figures:

Figure 1 (A) SH5/PAD: periapical region showing mild and sparce mononuclear cells
(score 1) (hematoxilin-eosin, original magnification x40). (B and C) Higher magnification
of the area maked in figure A (hematoxylin-eosin, original magnification x100 and x400,
respectively).

Figure 2 (A) SH2 group: the apical region showing moderate infiltrate of mononuclear
cells and sparse neutrophils and eosinophils (score 2) (hematoxylin-eosin, original
magnification x40). Arrow indicates presence resorption areas. (B) Higher magnification
of the area demarked in figure A (hematoxylin-eosin, original magnification x100).

Figure 3 (A) SS group: periapical region showing severe inflammatory reaction (score
3). Note the presence of resorption areas (black arrow) (hematoxylin-eosin, original
magnification X40). (B, C and D) Higher magnification of the areas maked in figure A.
White arrow indicates abscesses areas, associated to infiltrate of degenerated
polymorphonuclear neutrophils (*). (hematoxylin-eosin, original magnification x100, X200
and x400, respectively).
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Table 1.Distribution of cases according to the histological scores: comparison among
irrigating solutions and between each solution with and without PAD

PAD
Irrigating Histological Without PAD With PAD
Solutions Scores n % n % p*

SH5 Score 0 - - - - 0.209
Score 1 7 33.34 9 52.95
Score 2 12 57.14 8 47.05
Score 3 2 9.52 - -

Total 2142 100.00 174a 100.00

SH2 Score 0 1 6.67 1 4.78 0.899
Score 1 4 26.67 4 19.04
Score 2 7 46.66 15 71.42
Score 3 3 20.00 1 4.76

Total 154a 100.00 21 Aa 100.00

SX Score 0 2 11.12 - - 0.828
Score 1 6 33.33 7 35.00
Score 2 6 33.33 11 55.00
Score 3 4 22.22 2 10.00

Total 184a 100.00 2042 100.00

SS Score 0 - - - - 0.107
Score 1 - - 2 16.67
Score 2 4 40.00 7 58.33
Score 3 6 60.00 3 25.00

Total 108a 100.00 124a 100.00

Capital letters (columns) demonstrate statistical differences among the irrigating solutions (P=.02).

Lower case letters (lines) demonstrate the absence of statistical differences between each solution with and
without PAD (P*>.05)
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Abstract

Introduction: This study aimed to investigate the correlation and the agreement
between periapical radiography (PR) and cone beam computed tomography (CBCT) and
their correlation with the histological findings in the diagnosis of apical periodontitis (AP).
Methods: 134 premolar root canals from 10 dogs were endodontically treated after AP
induction. Four months later, the animals were euthanized and standard digital PRs
were obtained. The area of AP was measured using ImageJ software. CBCT (i-CAT)
images from each arch were obtained and AP area and volume were measured using
Osiri-X software. The apical inflammatory infiltrate was evaluated under light
microscopy. The correlation between imaging methods was evaluated by Pearson's
coefficient and the Bland-Altman's (BA) method was used to assess the agreement
between PR and CBCT data. The correlation between imaging data and histology was
assessed by Spearman coefficient. Results: Despite a strong correlation between PR
and CBCT areas, the limits of agreement were very broad (95%: 0.19 to 1.08). PR only
measured on average 63% of CBCT values. Although the strong correlation between PR
area and CBCT volume, BA suggests that the larger the CBCT volume the more
underestimated the PR value. When APs had volumes smaller than 6 mmS3, the PR
estimates of CBCT data were unpredictable. The correlation between PR area, CBCT
area, CBCT volume and histology data was significant. Conclusions: The diagnosis of
AP based on PR data is clinically limited and it should not be used for scientific

investigations.

Key-words: apical periodontitis, computed tomography, periapical radiography,

endodontics
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1. Introduction

The diagnosis of periapical disease, as well as its post-treatment follow-up and
determination of success rates are usually assessed by periapical radiography (PR) (1-
3). In current systematic reviews on the outcome of root canal treatment, which

represent a high quality evidence, PR was used in all clinical studies (3-5).

Radiography (PR) offers a 2-dimensional image from three-dimensional
structures (6). As a result of superimposition and geometric distortion of structures there
is loss of information from conventional and digital PR (7-10). Apical periodontitis (AP)
confined within the cancellous bone may not be shown by PR (6) as well as the
thickness of the cortex covering the lesion, which can greatly influence its detection (1,
6, 11-14). Additionally, radiographic interpretation is more difficult when the background

pattern is complex (15).

Cone beam computed tomography (CBCT) has enabled an earlier detection and
more accurate evaluation of AP than PR (9, 16-20). Nearly 62% more AP is detected in
posterior teeth according to current literature (21-22). Earlier detection of the disease
enables earlier treatment, which will most likely result in a better prognosis (17). Another
advantage of CBCT is the ability to determine the full extent of AP in relation to other
structures, allowing the clinician to select an adequate treatment plan and offering a

more reliable follow-up.

In addition, when patient symptoms are inconclusive and the PR shows no
evidence of disease, CBCT is a suitable option to further investigate the case (17).
Some studies reported on the superiority of CBCT compared with PR to detect the full

AP’s extent (4, 10, 16).
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Clinically, to compare a new measurement technique with an established one is
often necessary to verify whether they agree sufficiently for the new to replace the old
(23). Many studies give the product-moment correlation coefficient between the results
of the two measurement methods as an indicator of agreement, but this high correlation
does not mean that the two methods agree. Bland and Altman (BA) plots are extensively
used to evaluate the agreement among two different measurements technigues that
each provide some errors in their measure (24). These plots allow us to investigate the
existence of any systematic difference between the measurements and to identify

possible outliers.

The histological findings are considered the gold standard in AP diagnosis. The
comparison between imaging methods and histology allows the evaluation of their
sensitivity and specificity. However, histology cannot be considered an appropriate

method for measuring the AP extent, especially its volume.

The present study was designed to investigate the ability of PR adequately
contributing on the diagnosis of AP, assisting on acceptable treatment planning and
evaluation of the outcome. Therefore, the objective of this study was to investigate the
correlation and agreement between PR and CBCT imaging data and their correlation
with the histological findings collected from induced AP lesions, suggesting the
predicting power of the PR for AP diagnosis. The hypothesis tested was that there is
poor correlation and agreement between PR and CBCT images for adequate AP

diagnosis.

2. Materials and Methods

This study was performed in accordance with the Ethical Committee for Animal
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Experiments (CEUA 009/2011). A total of 134 mesial and distal root canals of upper and
lower premolars from 10 mongrel dogs (12-18 months-old) were used. In each phase of
the study, animals were anesthetized intramuscularly using 1 mg/kg of 0,2%
Acepromazine and 8 mg/kg of 1% Propofol (Eurofarma, Sdo Paulo, SP, Brazil) and 3 to
4 pg/kg of Fentanyl (Eurofarma, S&o Paulo, SP, Brazil) intravenously. The dose was
supplemented intravenously with 4 mg/kg of Propofol and 3 pg/kg of Fentanyl every 30
minutes, thereafter the animals received 2 mg/kg of tramadol hydrochloride every 12

hours for analgesia.

Dental procedures were carried out by an endodontist. Access cavities were
made in the mesial and distal fossas of the occlusal surface and the working length was
established at 1 mm short to the radiographic apex using a # 20 K-file. The pulp was
removed and the apical foramen was disrupted and enlarged up to #30 K-file at the
radiographic apex. Root canals were left open for 2 weeks and then sealed using zinc

oxide/eugenol cement (IRM, Dentsply Ind. e Com. LTDA., Petropolis, Brazil) (25).

After 2 months, root canal treatments were performed in a single visit and access
cavities were sealed with amalgam (Velvalloy, SS White LTDA., Rio de Janeiro, Brazil).
After 4 months, the animals were euthanized using an anesthetic overdose followed by a

formalin buffer solution perfusion and the maxillaries were separated and dissected.

2.1 Imaging assessment

Standard digital PRs were taken before treatment at 120 days after endodontic
treatment. A digital imaging sensor CDR Elite 4.5.0.99 (Schick Technologies Inc, Long
Island City, USA), size 2, was adapted in a custom-made sensor holder and used in a

parallel technique. A Timex-70 (Gnatus, Ribeiréo Preto, Brazil) x-ray unit set at 70 KVp,
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10 mA in a 0.2 -0.4 s time exposure, was used according to bone thickness. A 15-cm
focal distance was used. The properties of the digital PR images were 12-bit resolution
(4096 grey shades), 30 microns per pixel, edge high enhancement and a 1200x854

resolution. PR images were saved as uncompressed 12-bit tiff files.

The parameters of acquisition were adjusted on the basis of periodontal ligament

and the trabecular pattern of the bone.

A CBCT of each arch was taken 120 days after endodontic treatment and
samples were scanned using the i-CAT CBCT unit (Imaging Sciences, Hatfield, PA) set
at 120 KVp, 5 mA with a 16-cm field of view (FOV) at 0.2-mm voxel. The exposure time

was 26.9 s.

2.2 Imaging analysis

A single experienced and previously calibrated endodontist (ICC=0.89) held two
separate viewing sessions for all radiographic and tomographic exams separated by a
two-week interval. The images were evaluated with Mac OSX 10.8.3 software (Apple,
Inc, Cupertino, CA, USA) and displayed on a 15-inch LCD monitor (NVIDIA GeForce GT
650M) at a resolution of 1280 x 800 pixels and 128 pixels depth of graphic card.
Interpretation was carried out under a light ambience of 30-40 lux. The PR images were
exported to ImageJ 1.47 software (National Institutes of Health, Bethesda, MD) and the
area of AP was measured (in mm?) as previously described (26). Briefly, after calibrating
the scale of the software according to the size of the sensor’s active area (36 mm x

25,mm), the borders of AP were outlined using the freehand selection tool (Figure 1a).

The CBCT DICOM files were exported to Osiri-X 5.6 software (Open-source
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DICOM viewer http://www.osirix-viewer.com). The borders of each AP were outlined in
all sagittal slices (ROI) using the closed polygon tool. After selection, a name was given
to the series of ROI's using the ROI rename tool in the ROl menu. Then, missing ROI's
were generated in the series and the volumetric data (mm?3) was acquired (27) (Figure
1c). The area (mm?) of the major sagittal section of each lesion was measured (Figure

1b).

2.3 Histological processing

The jaws were sectioned to obtain individual roots and demineralized in 5% nitric
acid. After embedded in parafin, specimens were serially sectioned in a 5 um thickness

and stained with hematoxylin and eosin.

2.4 Histological analysis

The sections showing apical foramen disruption and periapical region were
analysed (40X to 400X magnification) by a calibrated (ICC=0.88) and blinded evaluator,
under light microscopy (Nikon Eclipse E200, Nikon Corp., Tokio, Japan) and classified
according to the ascending order of inflammation severity: 0-absence of inflammation, 1-
mild: sparce mononuclear cells, 2-moderate: infiltrate of mononuclear cells and/or
sparse neutrophils and eosinophils, 3-severe: infiltrate of polymorphonuclear neutrophils

or eosinophils (28) (Figure 2).
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2.5 Statistical analysis

The intra-observer measurements reliability was calculated using Intraclass

Correlation Coefficient (ICC).

Correlation between methods was evaluated by Pearson's product-moment
coefficient on log-transformed data. Assessment of agreement between PR and CBCT
areas as well as PR area and CBCT volume was determined through the BA’s method
(23) and was used with ratios (Rx/CBCT) because the variance of bias was not constant.
As CBCT is the standard reference method, ratios were therefore plotted against CBCT
values instead of against averages (29). All estimates of correlation and agreement were
obtained using random-effects models since the data was clustered, i.e., there was more

than one observation of AP per experimental subject.

Correlation between PR and CBCT data with the histological scores was

evaluated by Spearman coefficient.

The statistical analysis was performed using SPSS version 21.0.

3. Results

Despite of a strong correlation (P < 0.001; r = 0.76) between PR and CBCT
areas (Figure 3a), the agreement was not conclusive (Figure 3b). Mean ratio bias was
0.63, suggesting that PR correlated with 63% of CBCT values. Additionally and more
importantly, the range for the 95% limits of agreement (LA) of this bias was very broad
(95% LA: 0.19 to 1.08) meaning that PR may estimate as low as 19% or as high as

108% of CBCT.
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Figure 4a shows a strong correlation between PR area and CBCT volume (P <
0.001; r = 0.72); however, BA graphic between PR area and CBCT volume (Figure 4b)
suggests that the larger the CBCT volume the more underestimated is its PR value. In
any case, when AP volume was smaller than 6 mm® PR estimates of CBCT were

unpredictable.

A significant (P < 0.001) and positive correlation was found between PR area,
CBCT area, CBCT volume and histology data (Table 1); the higher the area/volume

values, the higher scores in for apical inflammation in histology.

4. Discussion

Imaging data are an indirect method for AP diagnosis, as the assessment of true
values by histology (gold standard) is not clinically possible. When PR and CBCT are
compared, neither provides an unequivocally correct measurement (23), so the degree

of agreement between them was assessed in the present study.

Initially the results suggested strong correlation between PR and CBCT areas
(r=0.76) as well as between PR area and CBCT volume (r=0.72) in AP diagnosis.
Therefore, it could give the impression that data from CBCT could be predicted by PR.
However, upon evaluation of the BA statistical analysis, a considerable lack of
agreement was found between the methods, highlighting a large variability of the data
and the very low sensitivity of PR. Thus, larger areas of AP can be detected using CBCT
in comparison with areas found in PR. It elucidates the complexity limiting the true extent
of radiolucent images in PR despite its better detail of trabecular bone pattern and better
resolution (30). Such results are in accordance with previous studies (9, 16, 18). When

calculating the agreement between PR area and CBCT volume, the results showed that
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the larger the CBCT volume the more underestimated is the PR value. Therefore, the
results of this study strongly suggest that PR is not a suitable method to accurately

predict data from CBCT in AP diagnosis.

Recently, a large number of studies have reported on the superiority of CBCT in
detecting APs compared to PR (9-10, 16, 30-33). However, only a few of them have
compared the ability of each method to demonstrate the full extent of the lesions (5, 10).
As treatment planning and prognosis are mainly based on the extent of the lesion then
simply its presence, as well as its post-treatment follow-up, access to such data must be
considered of great importance. In addition, up to this date, studies have evaluated the
accuracy of PR and CBCT by comparing average values from different therapies, not
considering the differences between measuring methods (5, 10). Yet, the confidence
interval of agreement is often not reported, so the variability of data and, consequently,
the accuracy of methods could not be perceived. Results based only on average values

can lead to inconsistent and unreliable information.

In the present study, the agreement between PR and CBCT was assessed using
the random effects model applied through the BA method (23). Such method allows
comparison between two techniques when there is more than one measurement per
subject (dog). Ratios (used because bias was not constant) were plotted against CBCT
data, since it was considered the reference method (29). BA’'s method provides a
reliable measure of data behavior and variability. More important than the average value
is the 95% confidence interval, which shows an interval within which 95% of the
differences between measurements of the two methods are expected to lie. This method
is very useful to show the relationship between average values and differences, as well

as showing any systematic biases and identifies possible outliers.
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Although histology is considered the gold standard in AP diagnosis, it can not be
considered an accurate method to measure its area and volume. Thus, the correlation of
imaging data and histological findings was used in this study as an attempt to
demonstrate such relation, increasing the reliability of the data. Larger areas and

volumes corresponded to the most severe scores of inflammation.

Ordinola-Zapata el al. (5) compared PR area with CBCT volume and found that
PR was not only unreliable in detecting AP but also in showing its true extent. In
addition, Ordinola-Zapata et al. (5) did not find a normal distribution of the data for the
comparison between PR area and CBCT volume and did not find any correlation
between these two methods using the same statistical test (Pearson’s correlation

coefficient), which agrees with the present study.

Tomographic and, especially, radiographic measurements are generally
imprecise and associated errors should be quantified and contextualized (5, 32-33). The
subjectivity of the evaluations, which are highly dependent on examiner accuracy, may
affect results (5). Aiming to minimize human error in radiographic interpretation (34-35),
only one experienced and calibrated endodontist performed all measurements in the
present study. According to recent data (5), the sagittal sections of the hemi-arch give a
more reliable determination of major AP extension, although using only the major sagittal
area to evaluate AP can overestimate its actual size, since it does not consider the 3D-
dimension (5). Therefore, in the present study, the major AP area measured in CBCT

was taken in the sagittal aspect.

Information regarding the success rates of treatment procedures, dental
materials, chemicals and medicines used in therapies may assist clinician on decision

making. As most published studies on the clinical success of therapies is based on
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radiographic exams (36) we should question about the effectiveness of current
approaches/strategies. The data of the present study suggests that a more precise tool
for the AP diagnosis is needed and the use of PR as a method of diagnosis, especially

for scientific studies, is no longer acceptable.

The use of CBCT is still limited and is not considered a routine exam for
endodontic therapy. It implies additional costs and a dose of radiation to the patient, and
yet most practices do not have tomograph units. Nevertheless, as the use of tomography
becomes more common in Dentistry, there is a greater chance of getting better quality

devices with lower radiation doses and reduced costs.

5. Conclusion

Within the experimental conditions used and the results presented, this study
strongly suggests that PR is not a reliable method to accurately predict data from CBCT
for AP diagnosis and, therefore, the diagnosis of AP based on PR data is clinically

limited and it should not be used for scientific investigations.
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List of Figures:

Figure 1 (A) PR image: the borders of AP were outlined using the freehand selections
tool on ImageJ software for area measurement (B) CBCT major sagittal slice image: the
borders of AP were outlined using the closed polygon tool on Osiri-X software for area
measurement. (C) Measurement of AP’s volume and its 3D reconstruction using Osiri-X
5.6 software.

Figure 2 Histological scores for apical inflammation: (A and D) score 1 - sparce
mononuclear cells (hematoxilin and eosin, original magnification x40 and 100k,
respectively), (B and E) score 2 - infiltrate of mononuclear cells and/or sparse
neutrophils and eosinophils (hematoxilin and eosin, original magnification x40 and 100x,
respectively), (C and F) score 3 - infiltrate of polymorphonuclear neutrophils or
eosinophils (hematoxilin and eosin, original magnification x40 and 100x, respectively).

Figure 3 (A) Scatterplot between CBCT/PR APs area with agreement line (bold) and
regression line. (B) Bland-Altman plot of PR/CBCT ratio by CBCT area showing the line
of agreement (solid bold line at 1.00), mean ratio bias (solid line at 0.63) and 95% limits
of agreement (dotted lines for lower and upper limits).

Figure 4 (A) Scatterplot between CBCT APs volume and PR APs area with agreement
line (bold) and regression line. (B) Bland-Altman plot of PR/CBCT ratio by CBCT volume
showing line of agreement (solid bold line at 1.00), mean ratio bias (solid lines at 0.53 for
CBCT volume < 25mm?® and at 0.22 for CBCT volumes > 25mm3) and 95% limits of
agreement (dotted lines for lower and upper limits, respectively).
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Table 1. Correlation between PR area, CBCT area, CBCT volume with the histological
scores for inflammation.

PR area (mm?) CBCT area (mm?) CBCT volume (mm3)
I's P I's P I's P
histological
scores 0.446 0.001** 0.461 0.001** 0.452 0.001**

** significant P<0.01
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5. Discussao

Os canais radiculares portadores de necrose pulpar associados a PA
apresentam-se colonizados, predominantemente, por microrganismos anaerobios
especialmente os gram-negativos (SUNDQVIST, 1992; ASSED et al. 1996). O controle
efetivo desse processo infeccioso € critico para o sucesso da terapia endodontica. Por
isso, deve ser incessante a busca por protocolos efetivos de desinfeccdo do canal
radicular, como o uso de solucbes irrigadoras alternativas e uso da terapia fotodinamica,
em estudos in vivo que simulem o ambiente polimicrobiano de infeccdo do canal

radicular.

A metodologia deste estudo in vivo buscou simular as condi¢des clinicas
existentes na terapia endodoéntica. A contaminacdo polimicrobiana dos canais
radiculares de dentes de cées, com a posterior inducdo de PAs teve a intengéo de criar
as mesmas peculiaridades e dificulades encontradas neste tipo de tratamento, quando
efetuado em humanos. Muitos trabalhos realizaram investigacdes sobre a eficacia de
irrigantes ou medicagfes intracanais utilizando monoinfec¢des, especialmente de E.
faecalis (RETAMOZO, SHABAHANG & JOHNSON, 2010; GARCIA et al.,, 2010;
SOARES et al.,, 2010). Contudo, esta ndo constitui a rotina enfrentada na terapia

endodontica.

Em um estudo de Ricucci & Siqueira (2010), os autores encontraram a presenca
de biofilmes na grande maioria dos casos de infec¢cdes endoddnticas primarias (80%) e
secundarias (74%), em dentes humanos extraidos portadores de PAs. Tempo suficiente
e condicbes de adaptacdo ao meio sdo necessarios para a formacao de biofilmes
maduros e organizados, assim como para a formacdo de PA radiograficamente visivel.

Nesse estudo, apds ficarem abertos por duas semanas para contaminacdo, 0S canais
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radiculares foram selados por dois meses para a inducdo de PA, que foi posteriormente
confirmada radiograficamente. Na literatura, poucos sdo os trabalhos nos quais
aguardaram-se periodos mais longos para o desenvolvimento e organiza¢cao microbiana

em biofilmes (GARCIA et al. 2010; ROSSI-FEDELE et al., 2010; SOUZA et al., 2010).

A penetracdo microbiana ao longo dos tubulos dentinarios, ramificacdes e istmus
€ outro fator a ser considerado. Weiger et al. (2002) demonstraram, in vitro, que o
tempo necessario para que ocorra uma penetracao bacteriana numa profundidade de
pelo menos 150 pm nos tubulos dentinarios é de quatro semanas. De acordo com
Siqueira (2005), a porgdo apical do canal deve ser considerada como um territorio

critico pela posicao estratégica das bactérias.

A microbiota endodontica e seus subprodutos sdo responsaveis por mudancas
teciduais na regido periapical, evidenciadas pelo acumulo de células e enzimas
inflamatorias e por alteragdes bioquimicas e de pH (McCORMICK, WEINE & MAGIO,
1983; WANG & SASHENKO, 1993; AQRABAWI et al. 1993). Dessa forma, a resposta
inflamatoria celular do hospedeiro, o critério de avaliacdo utilizado neste estudo,
representa uma interessante ferramenta para a avaliacdo dos efeitos das terapias
aplicadas. A regido periapical de cada canal foi analisada e classificada
gualitativamente de acordo com escores. Este critério de avaliagdo foi adotado, pois as
andlises histolégicas quantitativas podem apresentar erros espaciais e temporais no
momento da coleta de dados (NAIR, 1997). A composi¢cdo da populacdo celular na
regido apical pode mudar de acordo com o equilibrio entre microrganismos e fatores do
hospedeiro. Além disso, ndo existe um padrdo homogéneo na distribuicdo das células
do infiltrado. Dessa forma, nesta pesquisa, a regido apical da abertura do forame

radicular foi avaliada como um todo.
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O tratamento endodéntico em uma Unica consulta € desejavel para se evitar a
recontaminacdo e reinfeccdo dos canais radiculares. Dessa forma, protocolos de
desinfeccdo mais efetivos capazes de reduzir o nimero de intervencdes tem sido
intensivamente pesquisados nos ultimos anos (DOBSON & WILSON, 1992; GARCIA et

al., 2010; STOJICIC et al., 2013).

O hipoclorito de sodio (NaOCI) é o irrigante mais amplamente utilizado na
Endodontia. Estudos como os de Clegg et al. (2006), Berber et al. (2006), Oliveira et al.
(2007) e Retamozo, Shabahang & Johnson (2010), que testaram diferentes
concentracdes do NaOCI| em dentes contaminados, comprovaram a maior eficacia do
NaOCI quando utilizado em concentragfes igual ou superiores a 5%. Contudo, quanto
mais concentrado, maiores sdo os seus efeitos adversos. Caracteristicas como seu alto
grau de toxicidade quando extravasado para a regido apical (KOSKINEN, RAHKAMO,
TUOMPO, 1981; GATOT et al., 1991; KOULAOUZIDOU et al., 1999), efeitos deletérios
sobre os tecidos dentais (SIM et al., 2001; WHITE et al., 2002) e sobre os instrumentos
utilizados no preparo dos canais radiculares (BERUTTI et al., 2006) levaram a procura

de métodos de desinfecgdo alternativos com menores riscos e desvantagens.

O capitulo 1 deste trabalho traz dados referentes a avaliagdo histolégica da
endodontia de canais de dentes de cdes com necrose pulpar e portadores de PAs onde
foram utilizadas as solucdes irrigantes Sterilox 400ppm (SX), NaOCIl 2% (N2) e NaOCI

5% (N5) associados ou nado a terapia fotodinamica (PAD).

A resposta celular ao Sterilox ainda n&o foi investigada in vivo. Este é o primeiro
estudo a mostrar uma analise histopatolégica da regido periapical dos canais

preparados e irrigados com essa solugéao.
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A solucdo de Sterilox 200 ppm apresentou dados inciais animadores quanto a
sua acdo antimicrobiana, capacidade de remocdo de biofimes e menor toxicidade,
guando comparada ao NaOCI. Estudos como o de Solovyeva & Dummer (2000)
apontaram o Sterilox, como um possivel substituto ao NaOCI. Da mesma forma Hope et
al. (2010) encontraram eficacia similar para o NaOCl 6% e o Sterilox 200 ppm na
remocao de biofilmes de E. faecalis. Contudo, estudos posteriores demonstraram que
as aguas super-oxidadas ndo apresentaram capacidade de dissolucdo de matéria
organica (SHETTY, et al., 1999; ROSSI-FEDELE et al., 2011; ROSSI-FEDELE et al.,
2013). Os altos niveis de contetdo organico presentes nos canais radiculares, assim
como na estrutura do biofilme, particularmente em sua matriz extracelular, extinguem
competitivamente os oxidantes reativos das aguas-oxidadas, responsaveis pela sua
atividade antimicrobiana (THORN et al., 2012). Dessa forma, a concentracdo usual de

200 ppm do Sterilox foi duplicada no presente estudo, buscando diminuir este efeito.

Os resultados demonstraram que os irrigantes H2, H5 e SX, utilizados
isoladamente, mostraram-se mais eficazes que a solugdo salina (SS) e quando
combinados “a PAD todos foram equivalentes entre si. Dessa forma, o Sterilox pode ser
considerado uma alternativa ao NaOCI na terapia endodéntica, pois ndo demonstrou
diferencas estatisticamente significantes do NaOCI nas concentracfes de 2% e 5%, nos
escores para inflamacao apical. Estes resultados estédo de acordo com os encontrados

por Hope et al. (2010).

O tempo de contato adequado e a concentracdo suficiente da solucdo séo
necessarios para uma acao mais profunda no biofiime (DOBSON & WILSON, 1992;
THORN et al.,, 2012). A maioria dos estudos in vitro (ROSSI-FEDELE et al., 2010,
ROSSI-FEDELE et al., 2011) sobre o efeito antimicrobiano do Sterilox ndo apresentam

o tempo de contato e as condi¢Bes clinicas em que a solugdo € normalmente utilizada.
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Quando a solucao irrigadora for avaliada conjuntamente com o PQM, provavemente o
seu efeito microbicida possa ser melhorado. O preparo mecénico dos canais radiculares
auxilia na introducédo do irrigante na parte mais apical do canal, na remoc¢édo do seu
conteudo orgéanico e inorganico e no rompimento da estrutura dos biofilmes, permitindo
uma acdo mais efetiva da solugdo. Parece que além da concentragdo mais elevada do
Sterilox utilizada neste estudo, o seu emprego nas condi¢cbes clinicas melhorou o seu
desempenho. Os resultados do trabalho também sugerem que diferencas sobre a
eficacia do irrigante podem ser encontradas quando ele for testado como adjunto PQM
do que somente por irrigacdo ou contato. Rossi-Fedele et al. (2010) avaliaram o efeito
antimicrobiano do SX 200 ppm e NaOCI 5% na irrigacéo isolada ou em combinagéo
com o preparo quimico-mecéanico em canais de dentes bovinos contaminados com E.
faecalis. Apenas 0 NaOCIl 5% se mostrou efetivo. Os autores sugerem que, talvez em
presenca de uma carga microbiana reduzida, resultado do PQM, a irrigagdo com as

aguas super-oxidadas possa ter algum efeito clinicamente relevante.

A avaliacao histopatolégica mostrou que resposta inflamatéria intensa, areas de
abscesso e reabsor¢do cementaria foram mais frequentemente encontradas no grupo
controle (SS), demonstrando a necessidade do emprego de irrigantes com propriedades

antimicrobianas.

Os melhores resultados foram encontrados no grupo H5/PAD, que apresentou
0S menores escores para inflamagéo, poréem sem diferenca significante para os outros
irrigantes. Esses achados entdo de acordo com outras pesquisas (MARAIS & BROZEL,
1999; ROSSI-FEDELE et al.,, 2011) que também confirmaram o elevado poder
antimicrobiano do NaOCI concentrado. Estudos como os de Berber et al. (2006) e

Retamozo et al. (2010) comprovaram a eficdcia antimicrobiana do NaOCI na
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concentracdo de 5,25% sobre microrganismos presentes no interior dos tabulos

dentindrios, fato que nédo se repetiu para concentracdes menores da mesma solucao.

O maior poder antibacteriano do NaOCl em altas concentragdes sobre os
anaerdbios gram-negativos, predominantes na infeccdo dos canais desse estudo,
também foi demonstrado (NIKOLAUS, WAYMAN & ENCINAS, 198s;
GEORGOPOULQU, KONTAKIOTIS & NAKOU 1994; YELSILSOY et al., 1995). Este
tipo de bactéria, além de possuir diferentes fatores de viruléncia, libera, durante sua
multiplicacdo ou morte, as endotoxinas de sua parede celular, substéncias que
acentuam e perpetuam o processo inflamatério periapical (SILVA et al., 2004). Portanto,
a terapia endodontica de dentes portadores de PA devem, ndo somente eliminar os
microrganismos, mas, também, inativar as endotoxinas. Pesquisas tém demonstrado a
eficacia do NaOCl 5% sobre as endotoxinas (DWYER & TORABINEJAD, 1981;

TANOMARU et al., 2003; SILVA et al., 2004).

Um fato de grande importancia que se pode observar neste estudo, é que 0s
escores celulares encontrados para o grupo H5/PAD contradizem a idéia de
agressividade do NaOCI 5%, quando utilizado corretamente no interior do canal

radicular.

O efeito da PAD aplicada como um suplemento imediatamente apés ao PQM,
protocolo preferencialmente proposto na Endodontia (RIOS et al., 2011), também foi
avaliado. De acordo com Souza et al. (2010), a instrumentagédo e a irrigagdo modificam
0 meio do canal radicular e rompem a estrutura dos biofilmes, tornando a comunidade
microbiana mais sucetivel a acdo da PAD. O seu efeito também é esperado em areas
onde os instrumentos e solucdes irrigantes ndo penetram, complementando a

desinfeccéo, com a eliminagéo de microrganismos residuais ao PQM.
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Os resultados deste estudo mostraram que a PAD n&o promoveu efeitos
adicionais nos grupos irrigados com NaOCI, SX ou SS. Estes resultados estdo de
acordo com os encontrados no estudo de Souza et al. (2010). Esses autores sugerem
gue estes achados podem ser devidos ao fato de que o efeito da PAD foi,

provavelmente, restrito as mesmas areas afetadas pelos irrigantes.

Recentemente, Silva et al. (2012) investigaram o efeito antimicrobiano da PAD in
vivo. Os autores avaliaram a resposta histoldégica da regido apical a acdo da PAD
isoladamente e apés o PQM em canais radiculares de dentes de caes com PAs. No
grupo onde a PAD foi utilizada com o preparo, foram encontrados os melhores
resultados, onde a regidao apical se mostrou livre de células inflamatérias e com
moderada neoangiogénese. A metodologia usada foi bastante similar a deste estudo,
com excessdo de algumas diferengcas metodolégicas que podem ter influenciado os
resultados. No trabalho de Silva et al. (2012), a solugédo dispersante utilizada foi o
cloreto de fenotiazina e o irrigante utilizado no PQM foi o NaOCI 2,5%. Outro fator a ser
considerado, € que o preparo preparo apical foi realizado com o calibre #55 na
presentre pesquisa. Talvez uma maior dilatacdo apical, utilizando concentra¢cdes mais
elevadas da mesma solugdo irrigadora possam ser responsaveis pela falta de

diferencas significantes para o uso da PAD no presente estudo.

Egan et al. (2000) demonstraram que a transmisséo da luz da PAD, através dos
tecidos dentéarios, parece ser boa, com minima atenuacgéo pela dentina, penetrando até
3 mm em profundidade. Bonsor et al. (2006) também demonstraram que o cloreto de
tolénio possui boas propriedades de umectacdo. Entretanto, mesmo apos o PQM, o
corante pode ndo penetrar adequadamente nas irregularidades do canal, tlbulos
dentinarios ou mesmo na estrutura dos biofimes remanescente, nas areas intocadas

das paredes dentinarias. Como a acdo da PAD é limitada as areas atingidas pelo
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corante, o seu efeito se torna limitado. Dessa forma, um protocolo da PAD a ser usado
como um suplemento para a desinfec¢édo do canal radicular apds o seu preparo, ainda

fica a ser estabelecido.

Quatro outros estudos in vivo (BONSOR et al., 2006; GARCEZ et al., 2008;
PINHEIRO et al., 2009) e um ex vivo (NG et al., 2011) trazem o potencial da PAD como
uma técnica adjunta na eliminacdo dos microrganismos residuais ap6s o PQM. De
acordo com Ng et al. (2011), a PAD, utilizando o cloreto de tolénio como corante,
melhora significativamente o resultado da terapia convencional em dentes com polpas

necréticas e representa um meio para eliminar os microrganismos remanescentes.

A falta de significAncia estatistica entre os grupos com e sem PAD deste
trabalho pode ter sido influenciada pelo tamanho da amostra que foi limitada devido as
dificuldades de um estudo in vivo. Contudo, outro ponto a ser considerado € que muitos
dos estudos que demonstraram que a PAD promoveu adequada desinfeccdo nos
canais radiculares, quando aplicada isoladamente (GARCEZ et al., 2008; MEIRE et al.,
2009; SCHLAFER et al., 2010; BAGO et al., 2013) ou em combinacdo com o PQM
(GARCEZ et al., 2008; SCHLAFER et al., 2010; NG et al., 2011) realizaram coletas
microbianas com cones de papel ou por meio de aspiragdo do contedado do canal.
Esses métodos apresentam limitacdes importantes, pelo fato de coletarem somente
microrganismos planténicos, ndo contabilizando as bactérias organizadas em biofilmes

ou mesmo localizadas no interior dos tubulos dentinarios.

Na presente pesquisa, como ja foi mencionado, apds permanecerem abertos ao
meio oral por duas semanas, 0s canais permaneceram selados por dois meses. Muitos
dos estudos que avaliaram a PAD n&o aguardaram esse tempo para o amadurecimento

do biofilme microbiano no sistema de canais radiculares. Dessa forma, podemos supor
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uma organizacdo microbiana mais complexa, apresentando maiores dificuldades para

sua erradicacao.

Outro dado de grande importancia a respeito da PAD, € que no presente estudo
ela foi testada em canais de pré-molares de cdes que, em sua maioria sdo amplos e
retos, permitindo uma aplicagdo da ponteira emissora da luz até o terco apical. Nos
dentes humanos, os canais raramente sdo retos, possuindo curvaturas muitas vezes em

duas dimensoes.

O sistema de canais radiculares portador de processo infeccioso contém
bactérias, seus subprodutos, fluidos teciduais, matriz dentinaria e remanescentes de
tecido pulpar, que podem ser encontrados mesmo apds o PQM. Ja foi demonstrado que
esses componentes reduzem ou inibem completamente a atividade antimicrobiana da
clorexidina e do hidroxido de célcio (PORTENIER et al., 2002; GOMES et al., 2003). A
capacidade antimicrobiana do cloreto de tolénio foi demonstrada (SOUKOS et al., 1998;
SOUKOS et al. 2003). Caracteristicas como baixo peso molecular, cargas catiénicas e
ser hidrofilico permitem que ele ultrapasse a membrana bacteriana e participe do
processo de fotosensibilizacdo (SOUKOS et al., 2006). Um estudo de Shrestha &
Kishen (2012) mostrou que tanto o cloreto de tolénio, corante usado neste estudo,
guanto a PAD, da mesma forma que o hidréxido de calcio e a clorexidina, tem o seu
efeito reduzido em funcdo da atenuacdo por componentes do canal radicular. A
presenca de varios ions alteram a captagdo do corante pelas células bacterianas e

interferem no mecanismo antimicrobiano da PAD.

De acordo com os resultados expostos, a PAD parece néo ter efeitos clinicos

relevantes. Talvez ajustes em seu protocolo deveriam ser testados como, por exemplo,
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0 emprego de ondas ultra-sbnicas buscando melhorar a penetracdo do corante no

sistema de canais e nos biofilmes.

O segundo capitulo deste estudo estabelece correlacdes e concordancias entre
0os exames de imagem utilizados na endodontia, a radiografia periapical (PR) e a

tomografia cone-beam (CBCT), correlacionando ao seu padrédo-ouro histoldgico.

Por muitos anos, a auséncia de radiolucidez apical em canais endodonticamente
tratados foi usada como parametro para diagnostico de sucesso da terapia. Assim como
em paciente, este método de diagnéstico vem sendo usado, ha muito tempo, em

pesquisa cientifica.

No diagnéstico das PAs, a deteccdao do seu tamanho apresenta grande
importancia no momento da tomada de decisdo sobre qual terapia aplicar ou mesmo no
acompanhamento clinico de um tratamento. Mesmo que a histologia seja considerada o
padrdo ouro, ela ndo representa um método acurado para mensurar a area e,
principalmente, o volume das PAs. Assim, os dados fornecidos pelos exames de
imagem foram correlacionados aos achados histoldgicos, buscando mostrar a relacdo
direta entre o tamanho da PAs e a intensidade do processo inflamatério, aumentando a

confiabilidade dos dados.

Inicialmente os resultados deste estudo sugeriram forte correlagdo entre as
medidas das areas das PRs e das CBCTs (r=0,76), bem como entre as areas das PRs
e o0 volume das CBCTs (r=0,72) no diagnéstico das PAs. Diante disso, poderia se
pensar que a PR poderia fornecer dados preditivos da CBCT. Porém, apds andlise das
medidas pelo método de BA, uma consideravel falta de concordancia foi encontrada
entre os exames, evidenciando uma ampla variabilidade dos dados e a baixa acuracia

da PR.
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Areas maiores de PAs sdo detectadas na CBCT, em compara¢do com as areas
encontradas na PR. Este fato vem a comprovar a complexidade em delimitar a
verdadeira extensdo das imagens radiolicidas na PR, apesar de apresentar uma
melhor resolucdo e melhor detalhamento do osso trabecular (VANDENBERGHE,
JACOBS & YANG, 2008). Tais resultados estdo de acordo com estudos prévios
(LOFTHAG-HANSEN et al., 2007; LOW et al., 2008; ESTRELA et al., 2008; de PAULA-

SILVA et al., 2009).

Quando a concordancia entre a area da PR e o volume da CBCT foi calculada,
0s resultados mostraram que quanto maior o volume da CBCT mais subestimado é o
seu valor na PR. Portanto, os resultados deste estudo sugerem fortemente que a PR
nao representa um método acurado para predizer dados da CBCT no diagnéstico da

PA.

Recentemente, um grande nimero de estudos tem reportado a superioridade da
CBCT na detecgdo das PAs, quando comparada a PR (LOFTHAG-HANSEN et al.,
2007; ESTRELA et al., 2008; VANDENBERGHE, JACOBS & YANG, 2008; JORGE et
al.,, 2008; PAULA-SILVA et al.,, 2009; LIANG et al.,, 2011; LENON et al., 2011).
Entretanto, poucos avaliaram a capacidade de cada exame em demonstrar o tamanho
das lesdes (PAULA-SILVA et al., 2009; ORDINOLA-ZAPATTA et al., 2011). Como o
planejamento da terapia e seu prognostico, baseiam-se mais na extensao da lesdo do
gue na sua simples presenga, da mesma forma que o acompanhamento pos-terapia, o

acesso a estas informacdes deve ser considerado de grande importancia.

Além disso, até hoje, estudos tem comparado a acuracia da PR e da CBCT por
meio da comparacdo entre as médias das mensuracdes obtidas por esses dois

métodos, na avaliacdo de diferentes terapias (ORDINOLA-ZAPATTA et al., 2011) e nédo
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avaliando diretamente os métodos. Dessa forma, o intervalo de confianca da
concordancia entre eles frequentemente ndo € mostrado. Assim, a variabilidade dos
dados e, consequentemente, a acuracia dos métodos ndo pode ser vista. Resultados
baseados em valores médios podem conduzir a informacfes inconsistentes e nao

confiaveis.

A concordancia entre a PR e a CBCT foi avaliada utilizando o modelo de efeitos
aleatédrios aplicado por meio do método de BA (BLAND & ALTMAN, 1986). Tal método
permite comparacgdes entre duas técnicas quando ha mais de uma medida por sujeito
(céo). Médias (usadas porque o viés ndo foi constante) foram avaliadas em relacdo aos
dados da CBCT, considerado o método referéncia (KROUVER, 2008). O método de BA
fornece medidas confidveis do comportamento e variabilidade dos dados. Mais
importante do que os valores médios, o intervalo de confianga de 95%, mostra o
intervalo dentro do qual espera-se que 95% das diferencas entre as medidas de dois
métodos devem estar. Este método é muito util para mostrar a relacdo entre valores
médios e diferencas, bem como para demostrar quaisquer desvios sistematicos e

identificar possiveis valores discrepantes.

Paula-Silva et al. (2009) and Ordinola-Zapata el al. (2011) compararam a area
da PR com o volume da CBCT e encontraram que a PR forneceu dados nao confiaveis
tanto na deteccdo das PAs quanto em demonstrar sua real extensdo. Além disso,
Ordinola-Zapata et al. (2011) ndo encontraram uma distribuicdo normal dos dados na
comparacdo entre a area fornecida pela PR e o volume da CBCT e também néo
encontraram correlagfes entre estes dois métodos, usando 0 mesmo teste estatistico

(coeficiente de correlacdo de Pearson) do presente estudo.

Medidas tomograficas e, especialmente, medidas radiograficas oferecem certo
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grau de imprecisdo. Assim, erros inerentes as técnicas devem ser quantificados e
contextualizados (SOGUR et al., 2009; ORDINOLA-ZAPATA et al., 2011; LIANG et al.,
2011; LENON et al.,, 2011). A subjetividade das avaliacbes, que sao altamente
dependentes da acuracia do examinador, podem afetar os resultados (ORDINOLA-
ZAPATA et al, 2011). Objetivando minimizar o erro humano na interpretagao
radiografica (ROBINSON, SUOMALAINEN & KORTESNIEMI, 2005; BREALEY &
WESTWOOD, 2007), apenas um experiente e calibrado endodontista realizou todas as

mensuracdes no presente estudo.

De acordo com dados recentes (PAULA-SILVA et al., 2009; ORDINOLA-
ZAPATTA et al, 2011), os cortes sagitais da CBCT fornecem as medidas mais
acuradas da maior area da PA, embora utilizando esta medida para avaliar a PA pode-
se superestimar seu verdadeiro tamanho, desde que ela n&o considera dados
tridimensionais (PAULA-SILVA et al., 2009; ORDINOLA-ZAPATTA et al.,, 2011).
Portanto, no presente trabalho, a area das PAs na CBCT foi mensurada nos cortes

sagitais.

Informacdes sobre as taxas de sucesso de terapias, materiais, quimicos e
medicac¢fes usados na Odontologia auxiliam os clinicos na tomada de decisdo sobre o
gue aplicar na sua pratica. Como a maior parte dos estudos publicados sobre o0 sucesso
clinico de tratamentos est4 baseada em dados de exames radiogréficos (NG et al.,
2007), nés devemos questionar sobre a real efetividade das abordagens e estratégias
atuais. Os dados do capitulo 2 sugerem que o uso da PR como método de diagndstico,

especialmente em pesquisa cientifica, ndo é mais aceitavel.

O emprego da CBCT ainda é limitado, ndo sendo considerado um exame de

rotina na terapia endododntica. A CBCT implica em custos adicionais e dose extra de
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radiacdo para o paciente. Além disso a maior parte dos consultérios ndo possui
tomoégrafos. Nao obstante, em se tornando mais rotineiro o uso da CBCT na
Odontologia, possivelmente aparelhos de melhor qualidade com menores doses de

radiacdo e menos onerosos aos pacientes serdo desenvolvidos.

6. Conclusodes

Dentro das condigBes experimentais deste estudo, de acordo com os resultados
apresentados no capitulo 1, o emprego da PAD apdés o preparo quimico-mecéanico nao
apresentou relevancia clinica no resultado do tratamento endoddntico de dentes com
necrose pulpar associados a periodontites apicais. A solugédo de Sterilox 400 ppm pode

ser considerada como uma alternativa ao NaOCI na terapia endodéntica.

Os dados apresentados no capitulo 2 deste estudo sugerem fortemente que a
PR nao representa um método confiavel para predizer com acuracia os dados da CBCT
no diagnostico da AP. As informacdes contidas na PR séo limitadas e ndo deveriam ser

empregadas em investigagdes cientificas.
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8. Anexos

Anexo A: Parecer do CCEFO-PUCRS
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Protocolado sob n°: 0010/11
Intitulado: Andlise comparativa da eficacia do sterilox e do hipoclorito
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tratamento de dentes de ces com lesdo periapical

Pesquisador Responsivel: Profa. Dra. Fabiana Vieira Vier Pelisser
Pesquisadores Associados: Fernanda Ullmann Lopez
Nivel: Tese / Doutorado
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Anexo B: Parecer do CEUAFO-UPF

UNIVERSIDADE DE PASSO FUNDO
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COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
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A Comissao de Ftica no Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo,
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do projeto de pesquisa na forma como foi proposto.
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Situagdo: PROTOCOLO APRGVADO

Passo Fundo, 23 de agosto de 2011.
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