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RESUMO 

 
 
 
O objetivo desse estudo foi avaliar a ação de medicações intracanal sobre 
biofilme microbiano localizado em áreas de reabsorção externa de dentes 
humanos extraídos. Para isto, 90 raízes de dentes humanos extraídos 
apresentando reabsorção apical externa foram submetidas à 
instrumentação padronizada. Em seguida foram divididas aleatoriamente 
em 6 grupos (n=15).  As raízes foram expostas a cepa de E. faecalis 
(ATCC 29212) por 10 dias para induzir a formação de biofilme microbiano 
nas áreas de reabsorção externa apical. Após a formação do biofilme, 
foram inseridas medicações intracanal de acordo com os grupos. Grupo 
(HC): hidróxido de cálcio com solução fisiológica; Grupo (HC-CHX): 
hidróxido de cálcio com Clorexidina gel 2%; Grupo (HC-GEN) hidróxido de 
cálcio com extrato glicólico de gengibre 20%; Grupo (CHX): clorexidina 
gel 2%; Grupo (GEN): extrato glicólico de gengibre; Grupo controle (CC): 
solução salina fisiológica. Cada grupo permaneceu com medicação no 
interior dos canais radiculares por um período de 15 (quinze) dias. Ao final 
desse período as raízes foram avaliadas através do cálculo de unidades 
formadoras de colônias por superfície do espécime (UFC/ml) e através de 
análise em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV). Os resultados 
foram analisados pelos testes estatísticos de ANOVA e Tukey. Verificou-
se que nenhuma medicação intracanal eliminou completamente o 
biofilme, mas houve redução dos microrganismos pela contagem de 
UFC/mL no grupo CHX, seguido pelo grupo HC. Os demais grupos 
apresentaram resultados semelhantes ao grupo controle. As imagens por 
MEV confirmaram a permanência do biofilme nas áreas de reabsorção 
apical. Conclui-se que as medicações intracanal não foram capazes de 
eliminar completamente o biofilme apical de E. faecalis in vitro. 

 
 
 

Palavras-chaves: Biofilme microbiano. Medicação intracanal. Reabsorção 
apical. 
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ABSTRACT 
 

 

 
 
The aim of this study is to evaluate the effects of intracanal medication on 
microbial biofilm located in apical external root resorptions of extracted 
human teeth. 90 roots of extracted human teeth with apical external root 
surface were submitted to standardized instrumentation. The roots will be 
randomly divided into 6 groups of 15 roots each (n=15).The roots were 
exposed to E.faecalis strains (ATCC 29212) for 10 days to induce 
microbial biofilm formation in resorptions of apical external root surface. 
After biofilm formation, intracanal medications were inserted in each 
group. Group (HC): calcium hydroxide with sterile saline solution; Group 
(HC-CHX): calcium hydroxide with Chlorhexidine gel 2%; Group (HC-
GEN): calcium hydroxide with glycolic extract of ginger 20%; Group (CHX): 
chlorhexidine gel 2%; Group (GEN): extract of ginger 20%; Control group 
(CC): sterile saline solution. Each group remained with medication in the 
root canal for fifteen (15) days. After this period the roots were evaluated 
by calculating the colony-forming units per surface of the specimen (CFU / 
ml) and by analysis of Scanning Electron Microscope. The results will be 
analyzed using statistical tests of ANOVA and Tukey. It was found that no 
dressing completely eliminated biofilm, but it was a decrease in 
microorganisms number according to CFU / mL in the CHX group, 
followed by HC group. The other groups showed similar results to the 
control group. The SEM images confirmed the permanence of biofilm in 
areas of apical resorption. It is concluded that the dressing is not able to 
completely eliminate the biofilm apical E. faecalis in vitro. 
 
 
 
Key words: Bacterial biofilm. Intracanal dressing. Apical root resorption. 
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INTRODUÇÃO 
 
 
 
 

Os microrganismos e seus produtos são de fundamental 

importância na indução de doenças pulpares e perirradiculares 

(Kakehashi et al., 1965; Sjögren et al., 1990; Sundqvist et al., 1998). Estes 

podem sobreviver ao preparo químico-mecânico dos canais radiculares 

tornando-se uma das principais causas de insucesso nos tratamentos 

endodônticos (Distel et al., 2002). Algumas bactérias resistentes possuem 

mecanismos adaptativos eficientes que permitem sua sobrevivência em 

novos ambientes e circunstâncias biológicas, mesmo com a realização de 

limpeza e modelagem adequadas dos canais radiculares (Sundqvist et al., 

1998; George et al., 2005). Grande parte destes microrganismos que 

persistem, estão localizados no terço apical do canal radicular (Nair et al., 

1990). 

Os dentes que apresentam lesão perirradicular visível em 

exames radiográficos possuem na superfície externa do ápice radicular, 

áreas de reabsorção no cemento envolvendo, muitas vezes, todo o ápice. 

Essas áreas podem reter microrganismos ou facilitar a colonização dos 

mesmos (Tronstad et al., 1981). Estes microrganismos podem se aderir à 

superfície radicular e se agrupar em comunidades altamente organizadas, 

com formato de cogumelo, embebidas em uma matriz extracelular de 

polissacarídeos e rodeada por canais de água que fornecem nutrientes e 

eliminam resíduos, conhecidas como biofilme (Distel et al., 2002; Chavez 

de Paz, 2007). O biofilme dental é uma das principais causas de 

insucesso do tratamento endodôntico, já que localiza-se em regiões de 

difícil acesso (Ricucci, Siqueira Jr., 2010).  Vários autores relatam casos 

clínicos de insucesso no tratamento endodôntico causados pela presença 
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de biofilme apical (Carr et al., 2009; Ricucci, Siqueira jr.,2008; Ricucci, 

Siqueira jr., 2011).  

Dentre as espécies bacterianas endodônticas que podem 

estar envolvidas na formação de biofilme, Enterococcus faecalis é a uma 

das mais importantes (Spratt et al,. 2001). Trata-se de bactéria Gram-

positiva, anaeróbia facultativa, que possui a habilidade de sobreviver no 

interior de canais radiculares, mesmo após a realização do tratamento 

endodôntico. Ela tem a capacidade de adaptar-se em ambientes com 

tensão de oxigênio reduzida, pouca disposição de nutrientes e com a 

presença de antibióticos que agem selecionando microrganismos no 

interior do canal radicular (Sundquivist et al., 1998; Kayaoglu et al., 2011). 

Essa bactéria parece ser mais resistente a medicações utilizadas durante 

o tratamento e é um dos poucos organismos que tem se mostrado 

resistente ao efeito antibacteriano do hidróxido de cálcio (Byström et al., 

1985; Ørstavik et al., 1990; Gomes et al., 2003). 

Medicações intracanal tendem a ser efetivas contra 

microrganismos que resistem ao preparo químico mecânico do sistema de 

canais radiculares e possuem a capacidade de controlar o exudato 

persistente e a ação destrutiva de osteoclastos nas áreas de reabsorção 

radicular externa (Estrela et al., 2009). 

  A medicação intracanal mais utilizada mundialmente é o 

hidróxido de cálcio [Ca (OH)2], conhecido por possuir muitas das 

propriedades consideradas ideais para uma medicação intracanal como 

indução da formação de tecido duro, ação antimicrobiana moderada e 

capacidade de dissolução tecidual (Nerwich et al., 1993). Sua atividade 

antimicrobiana provém da sua capacidade de elevar o pH do meio, 

promovendo um ambiente alcalino e osteogênico sobre os tecidos 

circundantes através da liberação de íons hidroxila (OH-) (Tronstad et al., 

1981), eliminando assim grande parte dos microrganismos que são 

incapazes de sobreviver em um ambiente com pH tão elevado (Byström et 

al., 1985). Seu pH é em torno de 12,5 tendo efeito destrutivo sobre as 
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membranas celulares e estruturas protéicas das bactérias (Spangberg, 

1994).  

Considerando a importância da medicação intracanal, a 

clorexidina tem sido bastante pesquisada por possuir amplo espectro 

antimicrobiano, habilidade de manter sua atividade antimicrobiana por 

tempo prolongado quando aderida a substratos aniônicos e por sua lenta 

liberação enquanto sua concentração decresce (Basrani et al., 2002; 

Gomes et al., 2006; Siqueira jr. et al., 2007). A partir disto, pesquisas 

começaram e a ser produzidas visando verificar a ação da clorexidina 

como substância química irrigadora e também como medicação intracanal 

sozinha ou associada ao hidróxido de cálcio no combate a bactérias 

extremamente resistentes como E. faecalis  (Gomes et al., 2003; Menezes 

et al., 2004; Valera et al., 2010; Kayaoglu et al., 2011).  

Apesar de a Clorexidina apresentar excelente efeito 

antimicrobiano quando utilizada sozinha ou associada ao hidróxido de 

cálcio (Gomes et al., 2003; Ercan et al., 2006), estudos recentes mostram 

que a mesma apresenta citotoxidade liberando paracloroanilina quando 

utilizada sozinha e espécies de oxigênio reativo quando associada ao 

hidróxido de cálcio (Barbin et al., 2008). Segundo Ribeiro et al. (2005), em 

seu estudo para avaliar se os agentes antimicrobianos endodônticos 

podem induzir quebras no DNA de células de ovários de hamster chinês 

(CHO), nenhuma das substâncias causou danos às células avaliadas, 

inclusive a clorexidina. Assim, percebe-se a necessidade de mais estudos 

sobre a toxicidade da clorexidina. 

Uma alternativa, que vem sendo estudada recentemente, 

é a utilização de fitoterápicos (Prabhakar et al., 2010; Lantz et al., 2007). 

A literatura tem mostrado que Zingiber officinalis, conhecido como 

gengibre, possui ação antibiótica e antiinflamatória, sugerindo-se assim, a 

sua utilização na endodontia como um potencial agente irrigante e 

medicamento intracanal.  
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Baseando-se nos resultados destes estudos e no escasso 

conhecimento sobre a atuação de medicações intracanal em biofilmes 

localizados nas áreas de reabsorção da porção apical externa da raiz, o 

presente estudo tem por objetivo avaliar a ação de medicações intracanal 

sobre biofilmes microbianos localizados em áreas de reabsorção externa 

apical de dentes humanos extraídos. 
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REVISÃO DE LITERATURA 
                         
                         
                         

                       

2.1 Biofilme bacteriano 
 
 

 O princípio do tratamento endodôntico para alcançar 

resultados favoráveis, principalmente em casos de infecções persistentes, 

é primeiramente o reconhecimento do problema e posteriormente a 

remoção dos fatores etiológicos (Estrela et al., 2009). Assim, a principal 

causa de insucesso no tratamento endodôntico é a presença de 

microrganismos persistentes, difíceis de serem eliminados mesmo com a 

realização de um preparo químico-mecânico eficiente e utilização de 

substâncias químicas auxiliares (Distel et al., 2002). Grande parte destes 

microrganismos encontra-se alojada no terço apical do canal radicular 

(Nair et al., 2009), e podem se associar e aderir a alguma superfície, 

formando comunidades complexas conhecidas como biofilme bacteriano 

(Ricucci, Siqueira Jr., 2010). Essas comunidades podem localizar-se na 

superfície externa do ápice radicular, dificultando o acesso de 

instrumentos e medicações intracanal, passando a ser a causa de 

insucesso do tratamento endodôntico com grande dificuldade de 

resolução (Ricucci, Siqueira Jr., 2010). 

Tronstad et al. (1990) avaliaram o ápice radicular de  

dente portador de lesão periapical refratária, que necessitou ser removido 

cirurgicamente por apresentar falha no tratamento endodôntico. Ao 

observar, por microscópio eletrônico de varredura, áreas próximas ao 

forame apical (superfície externa da raiz) foi notada a presença de cocos 

circundados por matriz extracelular, principalmente nas regiões onde 
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havia reabsorção de cemento e de cemento e dentina. Eles atribuíram a 

falha do tratamento à presença de infecção extraradicular, concluindo que 

os microrganismos, rodeados por matriz extracelular ou na lesão 

periapical, foram protegidos contra as defesas do hospedeiro e terapia 

antibiótica sistémica. 

 Tronstad et al. (1990) examinaram microscopicamente as 

superfícies de pontas das raízes removidas durante cirurgia 

parendodôntica. Para isto, 2 a 3 mm do ápice destas raízes foram 

seccionados, lavados com solução salina e imersos em formalina neutra 

tamponada 10%. Em seguida, as amostras foram fixadas, desidratadas e 

metalizadas para posterior análise em microscópio eletrônico de 

varredura. Este estudo mostrou que havia grande quantidade de bactérias 

na região apical, cobertas com material extracelular, formando uma placa 

com predominância de cocos e filamentos. 
Segundo Costerton et al. (1999), os biofilmes microbianos 

são comunidades estruturadas de células bacterianas aderidas umas as 

outras que produzem uma matriz polimérica hidratada e encontram-se 

aderidas a alguma superfície inerte ou viva. Estes biofilmes podem estar 

presentes em muitas infecções bacterianas crônicas persistentes na 

região periapical da raiz dental e são altamente resistentes a agentes 

antimicrobianos.  

Nair et al. (1990) avaliaram a presença ou ausência de 

bactérias no terço apical dos canais radiculares e na região periapical. 

Selecionaram dentes tratados endodonticamente, com evidências 

radiográficas de lesões periapicais e cultura bacteriana negativa antes da 

obturação dos canais radiculares. Os dentes foram proservados por um 

período de que variou de 4 a 10 anos. Destes casos, 90% apresentaram 

sucesso e 10% apresentaram insucesso. Estes foram submetidos à 

cirurgia, de onde foram obtidos os espécimes utilizados neste estudo. Os 

mesmos eram compostos pelo terço apical da raiz, lesão periapical e por 

uma fina lâmina de osso circundante. Em seguida, os espécimes foram 
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preparados para análise microscópica. Os resultados mostraram que 6 

dos 9 casos analisados, apresentaram bactérias ou fungos, visíveis a 

microscopia de luz ou ao microscópio eletrônico. Desta forma pode-se 

concluir que, dos 9 casos avaliados a maioria apresentou bactéria ou 

fungo nos canais radiculares e encontravam-se assintomáticos por longo 

período de tempo. Observou-se também que o microscópio de luz, por si 

só, foi ineficaz em detectar infecções persistentes no canal radicular, 

necessitando assim, do microscópio eletrônico para a detecção de 

microrganismos. Os achados deste estudo mostraram que a presença de 

microrganismos persistentes atua de maneira significante no insucesso do 

tratamento endodôntico e na manutenção das lesões periapicais.  

Lenonardo et al. (2002) realizaram estudo como o objetivo 

de avaliar a presença de biofilme bacteriano na superfície externa do 

ápice radicular em dentes portadores de necrose pulpar com ou sem 

lesões periapicais visíveis radiograficamente. Foram utilizados 21 dentes 

humanos, sendo 5 com polpa viva (G1), 8 com necrose pulpar e sem 

lesão periapical visível radiograficamente (G2) e 8 necrose pulpar e lesão 

periapical crônica (G3). Após a exodontia, os dentes foram 

cuidadosamente lavados e fixados. Em seguida, os ápices radiculares 

foram secionados e preparados para análise em Microscópio eletrônico 

de varredura (MEV). Não foram encontrados microrganismos na 

superfície externa apical dos grupos G1 e G2. No G3, ao lado do forame 

apical, foram encontradas áreas de reabsorção superficiais e profundas 

no cemento e, nestas áreas, havia grande quantidade de microrganismos 

tanto sozinhos quanto em associação. Houve presença de biofilme apical 

em todos os espécimes. Assim, o biofilme bacteriano apical é de grande 

relevância clínica, já que é bastante resistente aos agentes microbianos e 

não podem ser removidos apenas com o preparo biomecânico, podendo 

levar a falha do tratamento endodôntico. 

Stanley e Lazazzera (2004) realizaram revisão de 

literatura visando estudar os sinais ambientais que afetam tanto o início 
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da formação do biofilme microbiano quanto à natureza estrutural do 

biofilme maduro. Eles observaram que os sinais regulatórios do ambiente 

induzem a formação do biofilme de maneiras diferentes de acordo com a 

espécie bacteriana, permitindo que cada espécie colonize o ambiente 

ideal com eficiência. Este estudo sugere que a viabilidade de nutrientes 

regula a profundidade do biofilme de maneira que a quantidade máxima 

de células presentes aparenta ocorrer em condições nutricionais 

reduzidas. Por outro lado, quando há um ambiente muito rico ou muito 

pobre em nutrientes, há um grande número de células em fase 

planctônica. Afirmaram ainda, que o amadurecimento do biofilme promove 

a formação de canais e estruturas similares a pilares que podem 

proporcionar duma eficiente chegada de nutrientes paras as células que 

compõe esse biofilme. 

Svensäter e Bergenholtz (2004) realizaram revisão de 

literatura visando mostrar desde o conceito de biofilme, seus estágios de 

formação e como ele pode ser aplicado às infecções endodônticas. Este 

estudo afirma que o conhecimento acumulado sobre o biofilme sugere 

que os organismos que crescem no mesmo, desenvolvem propriedades 

diferentes daquelas apresentadas no estado planctônico. Afirma ainda, 

que a organização em biofilmes proporciona proteção aos 

microrganismos residentes, tornando-os resistentes a influências nocivas 

incluindo agentes antimicrobianos. Assim, as condições em que os 

biofilmes ocorrem em infecções endodônticos e as medidas que devem 

ser tomadas para a sua erradicação, ainda não são bem compreendidos. 

Nessa revisão, foi apresentado o conceito de biofilme, e discutido como 

ele pode ser aplicado a infecções endodônticas. 

George et al. (2005) analisaram em seu estudo a 

estrutura do biofilme bacteriano formado no interior do canal radicular e a 

penetração de E. faecalis nos túbulos dentinário, ambos em condições 

ambientais e nutricionais diferentes. Para isto, foram utilizados 48 molares 

superiores sem cáries que tiveram suas coroas seccionadas abaixo da 
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junção cemento-esmalte e o tamanho das raízes foi padronizado em 8 

mm. Os espécimes foram instrumentados com limas k-file e irrigados com 

NaOCl 2,5% e EDTA 17%. Em seguida, foram divididos em 4 grupos 

contendo 8 dentes cada e quatro espécimes adicionais foram incluídas 

como controles em todos os grupos sob as mesmas condições de preparo 

com exceção da inoculação bacteriana. Os espécimes de todos os grupos 

foram inoculados com E.faecalis sob diferentes condições ambientais: 

G1) meio enriquecido com nutrientes em condições aeróbias; G2) meio 

enriquecido de nutrientes sob condições anaeróbias; G3) meio desprovido 

de nutrientes sob condições aeróbias; G4) meio desprovido de nutrientes 

sob condições anaeróbias. Os mesmos foram avaliados por um período 

de 21 dias. As análises foram realizadas através de microscópio 

eletrônico de varredura, confocal e de luz, e raios-x de energia dispersiva 

(EDX), focando na variação da estrutura do biofilme formado sob 

diferentes condições ambientais. Foi observado, por avaliação com o 

EDX, um aumento do nível de cálcio no G4 em relação à superfície de 

dentina. Este estudo mostrou que o desenvolvimento, a modificação de 

biofilme de E. faecalis e a profundidade de penetração nos túbulos 

dentinários foram mais evidentes nos grupos em que os meios eram  

enriquecidos. 

Kishen et al. (2006) analisaram a interação entre o E. 

faecalis e a dentina radicular. Para esta análise, 40 dentes tiveram suas 

coroas seccionadas, foram instrumentados até a lima k 40 e divididos em 

dois grupos. Os dentes do grupo 1 foram seccionados verticalmente no 

plano médio-sagital, em seguida foram incubados com E. faecalis por 

períodos de 2, 4 e 6 semanas, sendo a composição química do biofilme 

formado determinada por difração de raios-x e espectroscopia 

transformadora infravermelha de Fourier (FTIR). Já os dentes do grupo 2 

não foram seccionados, foram incubados com E. faecalis por 6 semanas 

e a topografia e ultraestrutura  do biofilme foram analisadas por  

microscópio eletrônico de varredura (MEV), microscópio de luz e 
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microscópio de varredura laser confocal. Estes experimentos 

evidenciaram diferentes estágios de interação entre o E. faecalis e a 

dentina do canal radicular. No estágio 1, observou-se a formação do 

biofilme. No estágio 2, a bactéria induziu dissolução da fração mineral do 

substrato da dentina. No estágio 3, uma camada de precipitado de apatita 

foi formado na estrutura do biofilme maduro. Esta habilidade do E. 

faecalis formar biofilme calcificado pode ser um fator que contribui para 

sua persistência após o tratamento endodôntico. 

Chávez de paz (2007) realizou uma revisão literária com a 

finalidade de apresentar evidências de que a origem de infecções 

endodônticas persistentes não depende da forma do microrganismo, mas 

sim da sua capacidade em adaptar-se a novas condições ambientais 

ocasionadas pelo tratamento endodôntico. Nesta revisão ele percebeu 

que mudanças no ambiente original, como o aumento do pH pelo 

hidróxido de cálcio ou o efeito de antimicrobianos, podem desencadear 

alterações genéticas que modificam as características das células 

bacterianas. A capacidade de se aderirem umas as outras e a uma 

superfície formando um biofilme é bom exemplo de adaptação das 

bactérias ao novo ambiente, fazendo com que a infecção permaneça no 

canal radicular, sendo assim uma das principais causas de insucesso do 

tratamento endodôntico. Tendo em vista o problema das infecções 

persistentes na endodontia, sugere-se que a ação individual de espécies 

bacterianas nestes casos é secundária comparada a capacidade de 

mudanças adaptativas provenientes de uma comunidade polimicrobiana 

de biofilmes em resposta a mudanças ambientais proporcionadas pelo 

tratamento endodôntico. 

Carr et al. (2009) analisaram o terço apical de um caso 

clínico de molar inferior com insucesso do retratamento endodôntico 

causado pela presença de biofilme bacteriano. O paciente realizou o 

tratamento de canal há 10 anos e retornou ao consultório com dor 

espontânea e sensibilidade no dente em questão. Optou-se pelo 
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retratamento dos canais radiculares utilizando-se sistema rotatório e 

manual. Aproximadamente 2 anos após o retratamento dos canais 

radiculares, o paciente retornou com as mesmas queixas relatadas no 

início do retratamento. A lesão do canal distal regrediu, porém nos canais 

mesiais a mesma progrediu decidindo-se assim por fazer uma cirurgia 

periapical removendo-se o ápice dos canais mesiais que foram 

processados para a análise histológica através de microscópio de luz e 

eletrônico. Ao microscópio de luz foi possível observar a presença de 

istmo e canais laterais, porém nenhuma colônia de bactérias pode ser 

observada. Já ao microscópio eletrônico pode-se observar biofilme 

bacteriano em todos os cortes histológicos analisados. As comunidades 

de biofilme encontradas, não se apresentavam homogêneas, mas sim 

com grande variação de forma. A constatação da presença de 

comunidades de biofilme no terço apical da raiz, bem como a observação 

e o estudo da complexidade das mesmas, permite um melhor 

entendimento sobre as infecções bacterianas crônicas e o seu papel na 

falha do tratamento endodôntico.  

Estrela et al. (2009) realizaram uma revisão de literatura 

visando fazer uma análise crítica da eficácia antimicrobiana de 

medicações intracanal em biofilmes bacterianos. Eles observaram que há 

contradições nos resultados dos estudos quanto essa eficácia, já que 

alguns mostram sucesso e outros falhas das substâncias antimicrobianas. 

Assim, são necessárias mais pesquisas sobre o assunto para confirmar 

se existe realmente alguma medicação eficaz no combate desta patologia 

que é uma das principais causas de insucesso do tratamento 

endodôntico. 

Guo e Wang (2009) avaliaram os padrões da infecção 

microbiana localizada na superfície externa apical de dentes tratados e 

não tratados endodonticamente que estavam associados a periodontites 

apicais crônicas. Estudaram também, as espécies bacterianas presentes 

no biofilme, sua origem e constituição. Foram analisados 10 dentes, com 
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lesão periapical evidenciada por exame radiográfico, sendo 5 deles 

tratados e 5 não-tratados. Foram coletadas amostras microbianas dos 

canais radiculares. Os dentes analisados necessitaram ser extraídos. 

Após exodontia, parte dos dentes teve o terço apical seccionado e os 

outros foram preparados para análise do terço apical por microscópio 

eletrônico de varredura. Os resultados deste estudo mostraram que: as 

bactérias predominantes foram P. micros e F. nucleatum; dentre os 

dentes não tratados, apenas um apresentou bactérias próximo ao ápice 

radicular, sendo estas na forma de cocos, já nos dentes que foram 

tratados, foi observado um agregado bacteriano denso característico de 

biofilme, ao redor do forame apical, compostos principalmente por cocos e 

bastonetes. Assim, pode-se concluir que a presença do biofilme 

bacteriano apical é clinicamente importante e pode ser a causa de 

insucesso no tratamento endodôntico principalmente dos casos onde há 

infecções persistentes. 

Ricucci e Siqueira Jr. (2010) propuseram avaliar a 

prevalência de biofilme bacteriano intraradicular e extraradicular em 

canais radiculares de dentes humanos tratados e não tratados 

endodonticamente evidenciados pela presença de lesão periapical 

através de análise histobacteriológica, bem como procurar possíveis 

associações entre biofilme e algumas condições clínicas como o tamanho 

da lesão periapical na radiografia e tipo de lesão periodontal apical 

através de análise histopatológica. Para isto, foram utilizadas 106 raízes 

ou pontas de raízes contendo a lesão periapical circundante que foram 

extraídas ou submetidas à cirurgia periapical. Em seguida as amostras 

foram preparadas para análise histológica. Os resultados mostraram que 

houve presença de bactéria em todos os espécimes avaliados. A 

presença de biofilme intraradicular na região apical das raízes foi 

observada em 82 das 106 (77%) raízes avaliadas. Os autores observaram 

ainda, que houve predominância de um tipo de bactéria nos biofilmes 

formados. Com relação ao tamanho radiográfico da lesão periradicular, foi 
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notado que 62% dos casos onde havia lesão pequena (≤ 5 mm) havia 

também presença de biofilme e 82% onde havia lesão de grande diâmetro 

(> 5 mm) havia também a presença de biofilme. Assim, o presente estudo 

constatou uma alta incidência de biofilme bacteriano no ápice de raízes 

com lesão periradicular. 

 

 

2.2 Métodos utilizados para eliminar biofilme bacteriano radicular 
 
 

2.2.1 Substâncias químicas auxiliares e medicações intracanal 
 
 

  A medicação intracanal mais utilizada mundialmente é o 

hidróxido de cálcio [Ca (OH)2], conhecido por possuir muitas propriedades 

consideradas ideais para uma medicação intracanal, com destaque para 

sua ação antimicrobiana proporcionada pelo seu elevado pH (Byström, 

1985; Nerwich et al., 1993; Siqueira, Lopes, 1998).  

Tronstad et al., 1981, avaliaram o pH dos tecidos dentais 

após a utilização do hidróxido de cálcio como medicação intracanal. 

Foram utilizados neste estudo, dentes de macaco com ápice aberto, semi-

aberto e fechado; dentes reimplantados; dentes portadores de necrose 

pulpar com lesão periradicular evidente radiograficamente. Os canais 

radiculares foram instrumentados, utilizando-se NaOCl 1 %, sendo em 

seguida inserida pasta de hidróxido de cálcio como medicação intracanal. 

A mesma permaneceu por 4 semanas no interior dos canais radiculares. 

Após esse período os animais foram sacrificados e amostras foram 

obtidas para análise. Os resultados mostraram que tanto os dentes 

reimplantados quanto os não-reimplantados com formação radicular 

completa e medicados com hidróxido de cálcio apresentaram o pH da 
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dentina circumpulpar variando entre 8.0 a 11.1. Nos dentes com ápice 

aberto o pH da dentina variou entre 8.0 e 10.0. Nos dentes portadores de 

necrose pulpar onde não foi realizada a instrumentação do canal radicular 

o pH variou de 6.0 a 7.4. Pode-se observar neste estudo que o pH do 

cemento não foi influenciado pelo hidróxido de cálcio, entretanto nas 

áreas de reabsorção foi observado pH alcalino nas superfícies dentinárias 

expostas.  

Byström e Sundqvist (1985) avaliaram clinicamente a 

ação antibacteriana do Hipoclorito de sódio (NaOCl) nas concentrações 

de 0,5% e 5% e do EDTA em canais radiculares infectados, submetidos 

ao tratamento endodôntico. Foram realizados 60 tratamentos 

endodônticos em dentes uniradiculados, portadores de necrose pulpar, 

cujas paredes da câmara pulpar apresentaram-se intactas e com 

evidências radiográficas de destruição óssea periapical. Os dentes foram 

divididos em 3 grupos, onde no primeiro foi utilizada irrigação com NaOCl 

0,5%, no segundo NaOCl 5% e no terceiro foi intercalado NaOCl 5% e 

EDTA 15%. Os resultados mostraram que não houve diferença estatística 

entre as duas concentrações utilizadas da solução irrigadora, porém, a 

utilização do EDTA associado ao hipoclorito mostrou melhores resultados 

na eliminação de microrganismos. Este estudo evidenciou ainda, que as 

bactérias que sobreviveram à instrumentação e à ação dos agentes 

irrigantes aumentaram em número no período entre a análise dos 

resultados nos casos em que a medicação intracanl não foi utilizada. 

Byström et al. (1985) avaliaram a eficácia bactericida do 

hidróxido de cálcio, do fenol canforado e do paramoclorfenol canforado 

utilizados como medicação intracanal. Foram utilizados 65 dentes 

uniradiculares, portadores de necrose pulpar, com as paredes da câmara 

pulpar intacta e com evidência radiográfica de lesão periapical. Em 35 

dentes foi inserido o hidróxido de cálcio com auxílio do espiral lentulo, 

destes, 20 foram irrigados com NaOCL 0,5% e 15 com NaOCl 5%. Os 

outros 30 dentes foram irrigados com NaOCl 0,5%, sendo 15 deles 
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medicados com fenol canforado e 15 com paramonoclorofenol canforado. 

Em seguida, amostras bacteriológicas foram coletadas dos canais 

radiculares. A primeira coleta foi realizada após o preparo do canal 

radicular, a segunda foi realizada após 1 mês, nos dentes onde foi 

inserido o Ca(OH)2, e após 2 semanas nos dentes em que foram inseridas 

as outras duas medicações, e a terceira foi realizada após 2 a 4 dias da 

remoção das medicações intracanal de todos os dentes. Para a análise 

dos resultados foi utilizada uma técnica bacteriológica capaz de detectar 

microrganismos anaeróbios presentes no interior do canal radicular, 

mesmo quando em pequenas quantidades. Este estudo mostrou que em 

apenas um caso dos 35 tratados com Ca(OH)2 apresentou reincidência 

de microrganismos. Já, quando foram utilizados paramoclorofenol 

canforado ou fenol canforado, 10 de 30 casos apresentaram reincidência 

de microrganismos. As bactérias predominantes eram anaeróbias e gram-

positivas. Os resultados deste estudo mostraram que o tratamento 

endodôntico de dentes com polpas necrosadas portadores de lesão 

periapical pode ser finalizado após 2 sessões quando utiliza-se o 

hidróxido de cálcio como medicação intracanal. 

Lima et al. (2001)  avaliaram a eficácia de medicações 

alternativas na eliminação de biofilme de E. faecalis. Primeiramente foi 

induzida a formação de biofilme de E. faecalis de 1 e 3 dias em filtros de 

membranas de nitrato celulose. Essas membranas foram totalmente 

cobertas com 1 ml das seguinte substâncias: digluconato de clorexidina 

(CHX) 2% e natrosol; CHX 2% e sulfato de sódio lauril-dietileno-glicol-éter 

1,25%; Clindamicina 2% e natrosol; Clindamicina 2%, sódio lauril-

dietileno-glicol-éter 1,25% e natrosol; CHX 2%, oxido de zinco 15%, sódio 

lauril-dietileno-glicol-éter 1,25% e natrosol; Clindamicina 2%, Metronidazol 

10%, sódio lauril-dietileno-glicol-éter 1,25% e natrosol. Todas as 

medicações encontravam-se na forma de gel e permaneceram em 

contato com o biofilme por o período de um dia a 37º C. Após esse 

período as amostras foram diluídas e plaqueadas em placas de ágar, 
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permanecendo por 48 h incubadas para posterior contagem de unidade 

formadora de colônias por ml (UFC/ml). Os resultados mostraram que a 

associação da clindamicina com o metronidazol reduziu significativamente 

o número de células bacterianas no biofilme de um dia. Entretanto, de 

todas as medicações testadas, apenas as medicações contendo 

clorexidina foram capazes de eliminar completamente os biofilmes de E. 

faecalis de 1 e 3 dias. Este estudo mostrou que a clorexidina gel pode 

exercer um importante papel na erradicação de infecções endodônticas 

persistentes. 

Distel et al. (2002) propuseram em seu estudo avaliar a 

hipótese de que o E. faecalis forma biofilme no interior do canal radicular 

e que  este resiste à ação das medicações intracanal (MIC) mais usuais e 

a infecção crônica do sistema de canais radiculares. Para isto foram 

utilizados 46 dentes anteriores superiores que foram instrumentados e em 

seguida montados em modelos de testes. As raízes, já montadas nos 

modelos de testes, foram divididas aleatoriamente em 4 grupos de acordo 

com as medicações intracanal utilizadas: G1) Ca(OH)2 / metilcelulose; 

G2) pontas de Ca(OH)2; G3) controle positivo sem a presença de 

medicação; G4) controle negativo, onde os canais foram preenchidos com 

solução fisiológica. Os grupos 1, 2 e 3 foram inoculados com suspensão 

de E. faecalis. Os resultados foram analisados por meio de microscópio 

eletrônico de varredura (MEV) e Microscópio confocal Este estudo 

evidenciou que há presença de colonização de E. faecalis e formação de 

biofilme no interior dos canais radiculares mesmo com a presença de 

MIC. 

Abudallah et al. (2005) investigaram e compararam a 

eficácia de substâncias irrigadoras e medicação intracanal sob E. faecalis 

em sua forma planctônica (suspensão ou pastilha) ou de biofilme. As 

substâncias química auxiliares e medicação intracanal avaliadas foram o 

NaOCl 3%, o Iodo polvidine 10%, o Gluconato de clorexidina 0,2%, o 

EDTA 17% e o hidróxido de cálcio pH 12,3.  Cepas de E.faecalis foram 
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coletadas de canais radiculares infectados e cultivadas de maneira 

isolada ou em forma de biofilme, sendo em seguida, expostas às 

substâncias testadas por períodos de 1, 2, 4, 8, 15, 30 e 60 min. Uma 

solução de fosfato tamponada foi utilizada como controle. Verificou-se a 

eficácia de 100% do NaOCl sob todas as forma de E.faecalis após o 

período de exposição de 2 minutos. O hidróxido de cálcio eliminou 99,9% 

dos microrganismos apos um período de 4 min de exposição. 

Clegg et al. (2006) analisaram a eficácia antimicrobiana 

de soluções irrigadoras endodônticas sobre biofilmes multiespécies. Para 

isto, amostras de microrganismos foram coletadas de canais radiculares 

de 10 pacientes diagnosticados com necrose pulpar e periodontite apical 

crônica.  Estas foram inoculadas em secções dos 5 mm apicais de 70 

dentes uniradiculares para induzir a formação de biofilme polimicrobiano 

por 7 dias. Após a formação dos biofilmes, os mesmos foram expostos ao 

hipoclorito de sódio (NaOCl) 6%, 3 % e 1 %, a clorexidina 2% (CHX), ao 

NaOCl 1% seguido  do BioPure MTAD e a solução de fosfato tamponada. 

A análise por microscópio eletrônico de varredura mostrou que o NaOCl 

6% e 3% foram capazes de alterar e remover o biofilme, NaOCl 1% e 

NaOCl 1% seguido de irrigação com MTAD foram capazes apenas de 

alterar o biofilme e a CHX 2% não foi capaz de alterar o biofilme. 

Verificou-se que o NaOCl 6 % foi o agente antibacteriano mais efetivo no 

combate ao biofilme bacteriano.  

Sena et al. (2006) avaliaram a ação do hipoclorito de 

sódio 2,5% e 5,25% e da Clorexidina 2%, gel e liquida, sob modelos de 

biofilme de sete monoespécies bacterianas: E. faecalis, S. aureus, C. 

albicans, P. intermedia, P. gingivalis, P. endodontalis e F. nucleatum. 

Estes microrganismos foram induzidos a formarem biofilme em 

membranas de nitrato de celulose em meio ágar. Os biofilmes formados 

foram imersos nas substâncias químicas auxiliares avaliadas por períodos 

de tempo de 30 segundos e 5, 10, 15, 30 e 60 min, com e sem agitação 

mecânica. A solução salina foi utilizada como controle. Em seguida as 
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membranas foram transferidas para tubos contendo 2 ml de meio de 

cultura novo que foram agitados por 30 seg. Após, foi realizada diluição 

seriada, plaqueamento em ágar e incubação em condições adequadas 

para posterior contagem de unidades formadoras de colônia (UFC/ml). Os 

resultados mostraram que a agitação do meio proporcionou efetividade 

antimicrobiana sob o biofilme em menor tempo na maioria das espécies 

avaliadas Os agentes antimicrobianos na forma liquida, principalmente o 

NaOCl 5,25% e a clorexidina 2%, foram capazes de eliminar os 

microrganismos avaliados mais rapidamente (30 seg). Os autores 

concluíram que a agitação mecânica aumentou a ação antimicrobiana das 

substâncias químicas testadas nos modelos de biofilme. 

Chai et al. (2007) propuseram avaliar a ação de seis 

grupos de antibióticos e do hidróxido de cálcio sob biofilme de E. faecalis 

em modelos de membranas filtradas de celulose. O biofilme de E. faecalis 

foi formado nos discos em um período de 48 horas, sendo em seguida, 

expostos, por uma hora, ao Hidróxido de cálcio p.a., ampicilina, à 

eritromicina, oxitetraciclina, co-trimoxazol, vancomicina, vancomicina 

seguida de sulfato de gentamicina e solução de fosfato tamponada (PBS) 

(grupo controle). Para cada medicação foram utilizados 5 discos e 1 disco 

foi utilizado como controle.  Após o período de exposição, os discos foram 

lavados em PBS e foi realizada a contagem de unidades formadoras de 

colônias (UFC) das bactérias viáveis remanescentes. Os resultados 

mostraram que apenas o hidróxido de cálcio, a eritromicina e a 

oxitetraciclina foram capazes de eliminar 100% do biofilme. 

Ariaz-Moliz et al. (2009) avaliaram, em seu estudo, a 

concentração mínima necessária de soluções irrigadoras para a 

eliminação do biofilme bacteriano. Foram utilizados o NaOCl 0,1%,  a 

CHX 4%, o EDTA 17% e os ácidos cítrico 25% e fosfórico 5% como 

agentes irrigantes que foram submetidas a diluições e permaneceram em 

contato com o biofilme de E. faecalis por períodos de tempo de 1, 5 e 10 

min. Os resultados deste estudo evidenciaram que o NaOCl na 
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concentração de 0,00625% e no tempo de 1 min foi capaz de eliminar o 

biofilme de E. faecalis, seguido da CHX nas concentrações de 2 % ou 

mais, que eliminou o biofilme no tempo de 5 min. O EDTA e os ácidos 

cítrico e fosfórico não foram capazes de eliminar o biofilme. Desta forma 

conclui-se que o NaOCl foi a substância que apresentou-se mais eficaz 

na erradicação de biofilme bacteriano de E. faecalis. 

Williamson et al. (2009) compararam o efeito bactericida 

de quatro formulações antimicrobianas sobre biofilmes de E. faecalis 

formados a partir de cepas coletadas de canal radicular, que apresentou 

insucesso ao tratamento endodôntico e possuía lesão periapical. As 

soluções irrigadoras avaliadas foram: hipoclorito de sódio 6% (NaOCl), 

clorexidina 2% (CHX), CHX 2% com modificadores de superfície (CHX-

plus), NaOCl 6% com modificadores de superfície (Chlor–XTRA) e 

solução salina estéril (grupo controle). Estas soluções permaneceram em 

contato com as amostras por períodos de tempo de 1, 3 e 5 min. Dentre 

as substâncias avaliadas, aquelas que continham o NaOCl (NaOCl 6% e 

Chlor-XTRA) apresentaram resultados superiores, quanto a eliminação do 

biofilme, em relação aos grupos que continham CHX, porém todas as 

formulações antimicrobianas testadas exibiram atividade bactericida 

significante sobre o biofilme de E. faecalis. 

Delgado et al. (2010) testaram se a clorexidina, sozinha 

ou associada ao hidróxido de cálcio, era capaz de eliminar 

completamente E. faecalis. Para isto, foram utilizados 60 dentes humanos 

extraídos e expostos a cepas de E. faecalis por 21 dias. Após este 

período, os dentes foram irrigados com solução salina e secos com cones 

de papel absorventes. Em seguida, os espécimes foram distribuídos 

aleatoriamente em 4 grupos (n=15), de acordo com a medicação 

intracanal inserida: Ca(OH)2, clorexidina gel 2 %, Ca(OH)2 com clorexidina 

gel 2% e solução salina (grupo controle negativo). Os dentes foram então 

colocados em placas petri e cobertos com gaze estéril úmida por 14 dias. 

Ao fim deste período, os mesmos foram irrigados com ácido cítrico 0,5% 
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(grupos Ca(OH)2), Tween 80 0,5% (Clorexidina gel 2% e Ca(OH)2 com 

clorexidina gel 2%) e  solução salina, como irrigação final para todos os 

grupos. Em seguida, foram coletadas amostras de dentina, utilizando-se 

alargadores Gates Gliden, com profundidades de 0 a 100 µm e 100 a 200 

µm, onde foram avaliadas a contagem de UFC/mL e a viabilidade 

bacteriana, utilizando-se o microscópio de fluorescência. Este estudo 

mostrou que houve grande diminuição no número e na viabilidade de 

microrganismos com a utilização de todas as medicações. Porém, a 

clorexidina sozinha ou associada ao Ca(OH)2 apresentou maior 

efetividade contra E. faecalis que o Ca(OH)2. 

Baca et al. (2011) realizaram estudo com o objetivo de 

avaliar a atividade antimicrobiana residual e a capacidade de eliminar 

biofilme de E. faecalis  de várias soluções irrigadoras utilizadas sozinhas 

ou associadas. Para isto, foram utilizadas como soluções irrigadoras o 

hipoclorito de sódio (NaOCl) 2,5%, a Clorexidina (CHX) 2%, Cetrimida 

(CTR) 0,2% ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) 17%, Ácido maleico 

(MA) 7%, e as associações entre  NaOCl 2,5% seguida de irrigação com 

EDTA ou MA, e NaOCl 2,5% seguida de irrigação primeiramente com 

EDTA ou MA e posteriormente CTR ou CHX. Este estudo evidenciou que 

as soluções irrigadoras mais efetivas na eliminação de biofilme de E. 

faecalis foram no NaOCl e o CTR. Entretanto, CHX e CTR, utilizadas 

sozinhas ou como soluções irrigadoras finais, mostraram-se mais efetivas 

quanto à inibição da formação do biofilme de E. faecalis devido à sua 

ação residual. 

Ariaz-molis et al. (2011) propuseram avaliar, por meio de 

ensaios com vários períodos de tempo de exposição, a eficácia do 

cetramide e da clorexidina, sozinhas ou em associação, para eliminar 

biofilme de E. faecalis. Os biofilmes cresceram no dispositivo MBEC–alto-

rendimento por 24 h e foram expostos às soluções irrigadoras, diluídas 

em séries, por períodos de tempo de 30 seg, 1 e 2 min. O cetramide foi 

capaz de erradicar o biofilme de E. faecalis nas concentrações de 0,5% 
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em 30 seg, 0,0312% em 1 min e 0,0078% em 2 min. Já a clorexidina não 

conseguiu eliminar o biofilme em nenhuma das concentrações avaliadas 

(4% foi a concentração máxima). A associação de cetramide, nas 

concentrações de 0,1% e 0,05%, com a clorexidina, em qualquer 

concentração, foi capaz de eliminar o biofilme em todos os períodos de 

tempo avaliados. Este estudo mostrou que a associação do cetramide 

com a clorexidina pode proporcionar melhores resultados do que a 

utilização destas substâncias sozinhas. Além disto, a forma de aplicação 

alternada das substâncias aparentou ser mais eficaz que a combinação 

destes. 

Shen et al. (2011) avaliaram a susceptibilidade de 

biofilmes bacterianos multiespécies, em diferentes fases de crescimento, 

a soluções irrigadoras utilizadas no tratamento endodôntico. Inicialmente, 

foi induzida a formação do biofilme bacteriano em discos de hidroxiapatita 

por períodos de 2 dias, 1, 2, 3, 6 e 12 semanas. Em seguida, estes 

biofilmes foram expostos às soluções irrigadoras clorexidina 2% (CHX) e 

CHX-Plus (clorexidina com modificadores de superfície) por 1, 3 ou 10 

min. A espessura de cada período de tempo de formação dos biofilmes foi 

avaliada por meio de microscópio eletrônico de varredura.  A análise da 

relação entre a solução irrigadora utilizada e a morte dos microrganismos 

foi analisada utilizando-se o microscópio de varredura laser confocal. 

Observou-se que os biofilmes maduros e os que foram privados de 

nutrientes, apresentaram-se mais resistentes à CHX que os biofilmes 

mais jovens e providos de nutrientes. Entretanto, o CHX-Plus mostrou-se 

eficiente no combate ao biofilme maduro e desprovido de nutrientes nos 

períodos de 3 e 10 min. Quanto à espessura, foi observado um aumento 

seguindo o processo de desenvolvimento do biofilme. Assim, é muito 

importante padronizar nos estudos a idade e o estágio nutricional do 

biofilme quando for comparar a ação de diferentes agente microbianos. 

Du et al. (2012) avaliaram a atividade antibacteriana do 

plasma em não-equilíbrio da pressão atmosférica (APNPs) na remoção de 



44 
 

biofilme intraradicular de E. faecalis durante o tratamento endodôntico. 

Foram utilizadas 96 raízes de dentes humanos extraídos, que foram 

instrumentadas com o sistema Pro-Taper. Primeiramente os biofilmes 

foram formados em lamínulas estéreis inseridas em poços de placas de 

cultura de 12 poços, contendo caldo BHI com E. faecalis. Eles foram 

expostos ao APNPs e a clorexidina 2% por 5 min e a viabilidade do 

biofilme bacteriano foi observada por microscópio de varredura laser 

confocal e coloração das lamínulas. Em seguida as raízes foram expostas 

às mesmas substâncias por tempos de 5, 10 e 15 min. Após o tratamento 

os canais foram lavados com caldo BHI por 1 min, e este caldo foi 

coletado para a análise microbiológica. A análise das lamínulas e dos 

canais radiculares por meio de microscopia confocal, mostrou que houve 

redução significativa dos microrganismos viáveis no biofilme tanto com a 

utilização do APNPs quanto da clorexidina e que houve maior redução 

das bactérias com o aumento do período de exposição.  A análise por 

meio da tomografia computadorizada evidenciou que a redução 

bacteriana ocorreu em todo o sistema de canais radiculares. Desta forma, 

o APNPs pode ser uma substância efetiva no auxílio ao combate do 

biofilme de E. faecalis presente no sistema de canais radiculares.  

Persoon et al. (2012) realizaram estudo com objetivo de 

avaliar a eficácia antimicrobiana dos produtos de reação da 

cloroperoxidase de Vanádio (VCPO) sobre biofilmes de E. faecalis 

formados a partir de 4 cepas diferentes em um período de 24 h. Estes 

biofilmes foram incubados com VCPO, sais haloides (brometo ou cloreto) 

e peróxido de hidrogênio. O efeito antimicrobiano foi analisado por meio 

de contagem de unidade formadora de colônias (UFC), e foi verificado 

que os produtos de reação do VPCO apresentaram efeito similar na 

redução da viabilidade das 4 cepas de E. faecalis. Assim, estes produtos 

podem ser uma alternativa ao tratamento endodôntico tradicional para 

alcançar uma completa inativação do biofilme no sistema de canais 

radiculares. 
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Saber e EL-Hady (2012) desenvolveram biofilme maduro 

de E. faecalis, no interior de canais radiculares e testaram sua 

susceptibilidade à algumas medicações intracanal. Cento e quarenta e 

oito pré-molares inferiores uniradiculares humanos foram instrumentados 

com pro-taper universal, utilizando-se NaOCl 2,5% como substância 

química auxiliar. Em seguida, os dentes foram inoculados com suspenção 

de E. faecalis e permaneceram incubados por 30 dias, havendo a troca do 

caldo a cada 72 h. Os dentes foram divididos em cinco grupos de acordo 

com a medicação intracanal a ser utilizada: amoxicilina e clavulanato, 

ciprofloxacina, clindamicina, doxiciclina e pasta de hidróxido de cálcio. As 

medicações permaneceram por uma semana no interior dos canais 

radiculares. Amostras bacterianas foram coletadas e plaqueadas para 

posterior contagem de unidade formadora de colônias (UFC). A 

observação em microscópio eletrônico de varredura confirmou o 

crescimento do biofilme bacteriano. Notou-se que todos os agentes 

quimicoterapeuticos foram superiores ao hidróxido de cálcio em eliminar o 

biofilme, tendo destaque para a amoxicilina com clavulanato, 

ciprofloxacina e clindamicina. Assim, a utilização de agentes 

antimicrobianos pode ser benéfica em casos de periodontite apical 

resistente, mas apenas após a realização de teste microbiológico para 

saber qual o antimicrobiano apropriado. 

 

 

2.2.2 Zingiber officinalis 
 
 
Os produtos fitoterápicos vêm sendo bastante estudados 

na área de saúde como alternativa a tratamentos convencionais 

(Prabhakar et al., 2010; Lantz et al., 2007). O zingiber officinale (gengibre) 

é largamente aplicado como condimento em comidas e bebidas no mundo 
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todo, além de ser utilizado na tradicional medicina chinesa (Lin et al., 

2010). Ele é indicado para o tratamento da artrite, reumatismo, doenças 

infecciosas, dores musculares, resfriados, febre, dentre várias outras 

patologias tratadas pela medicina popular desde os tempos mais antigos 

(Grégio et al., 2006; Afzal et al., 2001; Chrubasik et al., 2005; Ali et al., 

2008). Os gingeróis são os maiores constituintes frescos do rizoma do 

gengibre responsáveis pelos efeitos analgésicos, antipirético, atividade 

anti-hepatotóxica, antinauseante e anti-inflamatória (Grégio et al., 2006). 

Lantz et al. (2007) estudaram as propriedades anti-

inflamatórias dos componentes do gengibre e verificaram que o gingerol e 

o shogaol foram capazes de minimizar o processo inflamatório já que 

diminuíram significantemente a produção de prostaglandinas E2, que 

foram liberadas por indução de LPS provenientes da Escherichia coli. 

Observou-se também que os extratos que continham principalmente o 

gingerol apresentaram capacidade de inibir a produção de COX-2.  

A literatura relata que dentre as várias ações do gengibre, 

tem destaque as ações antibióticas e anti-inflamatórias e cicatrizantes 

(Afzal et al., 2001; Chrubasik et al., 2005; Grégio et al., 2006 Kim et al., 

2007; Fouda, Berika, 2009). Devido a estas propriedades, sugere-se a 

sua utilização na endodontia como um potencial agente irrigante e 

medicação intracanal. O gengibre ainda é pouco estudado na odontologia, 

porém, os estudos realizados nessa área tem mostrado resultados 

promissores. 

Aguiar et al. (2009) avaliaram a eficácia antimicrobiana do 

extrato glicólico de gengibre e do hipoclorito de sódio, como agentes 

irrigante, sobre Candida albicans, Enterococcus faecalis, Escherichia coli 

e sua endotoxina . Os resultados mostraram que o gengibre conseguiu 

reduzir significativamente as bactérias avaliadas e apresentou atividade 

antifúngica excelente, conseguindo eliminar a C. albicans por completo do 

interior dos canais radiculares. 
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Tendo em vista a diversidade de estudos focados nas 

propriedades terapêuticas do gengibre principalmente nas suas ações 

bactericida e anti-inflamatória, esse medicamento tende a ser uma 

alternativa promissora de substância irrigadora no tratamento 

endodôntico, como mostram alguns estudos realizados in vivo nesta 

instituição (Aguiar et al., 2009; Cardoso et al., 2010; Chung et al., 2010; 

Maekawa et al., 2010). 

Cardoso et al. (2010) realizaram estudo in vivo, onde 

avaliaram a ação antimicrobiana do extrato glicólico de gengibre como 

solução irrigadora e medicação intracanal sobre  E. faecalis, C. albicans,  

E. coli e suas endotoxinas. Foram selecionados dez dentes com 

insucesso no tratamento endodôntico e portadores de lesão periapical. 

Estes foram submetidos ao retratamento endodôntico utilizando-se o 

extrato glicólico de gengibre e o hipoclorito de sódio como soluções 

irrigadoras. Coletas foram realizadas após a remoção de toda a guta-

percha e cimento endodôntico, logo após a instrumentação do sistema de 

canais radiculares e após 14 dias da inserção da medicação intracanal. 

Este estudo mostrou que houve boa atividade antimicrobiana do gengibre, 

sendo inclusive, capaz de reduzir significantemente tanto o número 

bactérias quanto de endotoxinas, entretanto, não foi capaz de neutralizar 

as endotoxinas completamente. 

No estudo de Chung et al. (2010) que utilizou metodologia 

similar ao de Cardoso et al., porém avaliou ação antimicrobiana do extrato 

glicólico de gengibre apenas como medicação intracanal utilizando o 

hipoclorito de sódio como solução irrigadora. Observou-se também que 

houve redução microbiana e de endotoxinas nos canais radiculares. 

Maekawa (2010) avaliou a ação da associação do 

hidróxido de cálcio com os extratos de gengibre e o própolis sobre 

microrganismos e endotoxinas e raízes de dentes humanos extraídos, 

mostrando que os dois fitoterápicos apresentaram-se eficazes na 
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eliminação tanto de microrganismos quanto de endotoxina quando 

associados ao hidróxido de cálcio. 

Gulve e Gulve (2010) realizaram estudo com o objetivo de 

comparar a eficácia antimicrobiana do extrato de gengibre e do hipoclorito 

de sódio 2% contra Enterococcus faecalis através do método de difusão 

em ágar. Foram preparadas 6 placas de ágar Mueller-Hinton contendo 

três poços circulares de 4 mm de profundidade e 8 mm de diâmetro onde 

foram inoculadas cepas de E. faecalis. Em seguida, foram inseridos em 

cada poço o extrato de gengibre, o hipoclorito de sódio 2% e o solvente 

dietil-ester, utilizado para a extração do gengibre (controle). Observou-se 

que o extrato de gengibre apresentou maior halo de inibição de 

crescimento microbiano, mostrando efeito antibacteriano sobre E. faecalis 

superior ao hipoclorito de sódio. 

A literatura apresentada mostra que um dos desafios da 

endodontia continua sendo a eliminação do biofilme bacteriano. Além 

disto, os resultados promissores do Zingiber officinale em pesquisas 

anteriores mostram a necessidade de estuda-lo na eliminação do biofilme. 
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PROPOSIÇÃO 
 
 
 
 

O presente estudo tem como objetivo avaliar a ação de 

diferentes medicações intracanal sobre biofilme de Enterococcus faecalis 

formado nas áreas de reabsorção apical externa de dentes humanos 

extraídos. Foram avaliadas as seguintes medicações intracanais: 

 

a) Hidróxido de cálcio [Ca (OH)2] + Soro; 

b) Clorexidina gel 2% (CHX); 

c) Ca (OH)2 + CHX; 

d) Ca (OH)2 + gengibre (GEN); 

e) Gengibre (GEN); 

f) Solução Salina Fisiológica (SS) 

 

Todas as avaliações foram realizadas pelo método de 

cultivo microbiológico após o período de ação das medicações intracanal, 

e por Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) dos ápices radiculares. 

 

 

 

 



50 
 

 MATERIAL E MÉTODO 

 

 

 
 

Este trabalho foi enviado e aprovado pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de São José dos Campos – 

FOSJC/UNESP (Anexo A). 

 

 

4.1. Seleção dos dentes 
 

 

4.1.1 Preparo prévio 
 
 

Foram utilizadas 90 raízes de dentes humanos portadores 

de reabsorção externa apical. Os dentes foram extraídos por indicação 

cirúrgica e ficaram armazenados em solução de formol a 10 % por um 

período de 48 horas, sendo em seguida colocados em solução de 

hipoclorito de sódio 1 %, por 24 (vinte e quatro) horas, com a finalidade de 

promover a dissolução de restos teciduais aderidos às superfícies 

dentárias. Logo após, foram lavados e escovados em água corrente para 

promover a total remoção de remanescentes teciduais e da solução de 

hipoclorito de sódio. Em seguida foram secos e esterilizados em 

autoclave.  
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 4.1.2. Critérios para seleção das raízes  
 

 
As 90 raízes utilizadas foram provenientes de dentes 

humanos extraídos por motivos diversos na clínica de cirurgia da 

Faculdade de Odontologia de São José dos Campos / UNESP (n=90). 

Estas raízes apresentaram: 

 

a) Áreas de cavitação na região apical da raiz 

caracterizando reabsorção apical externa; 

b Apenas um canal radicular; 

c) Completa formação radicular; 

d) Diâmetro semelhante dos canais radiculares e 

forame apical; 

e) Não possuíam tratamento endodôntico prévio 

 

Foram descartados do estudo dentes em que não foi 

possível o acesso a toda extensão do canal radicular. 

 

 

4.2 Preparo das raízes 
 
 

O preparo das raízes foi realizado no laboratório de 

Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de São José dos 

Campos/UNESP. Os dentes tiveram suas raízes analisadas sob lupa 

esteriomicroscópica (Zeiss Stemi 2000-C), com aumento de 5X (figura 1), 

para verificar se havia presença de erosões ao redor do forame apical, 

caracterizando reabsorção externa nessa região. Após esta prévia 

seleção, os dentes tiveram suas coroas clínicas seccionadas no nível da 

junção cemento-esmalte, com o auxílio de disco de carborundum inserido 
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na peça de mão, ficando as raízes com um comprimento padronizado 13 

± 0,5 mm. Estas foram distribuídas aleatoriamente entre os grupos 

experimentais.   

 

                        

     
Figura 1 – Imagem da reabsorção apical externa com aumento de 5 vezes em lupa 

esteriomicroscópica.  

 

 Limas tipo K número 10, foram introduzidas no interior 

dos canais radiculares até alcançar o forame apical. Após, foi realizada a 

limpeza foraminal com o auxilio de limas tipo K número 15 e 20. Em 

seguida, o comprimento de trabalho (CT) foi obtido reduzindo-se 1mm do 

comprimento que a lima apresentou ao chegar até o forame apical, e este 

comprimento foi adotado para todo o resto do preparo químicomecânico. 

A técnica de preparo dos canais radiculares utilizada foi a técnica Coroa-

ápice utilizando para isto, alargadores Gates-Gliden (GG) números 5, 4, 3 

e 2 e o sistema rotatório Mtwo na sequência 10/.04, 15/.05, 20/.06, 25/.06, 

30/.05, 35/.04, 40/.04, 25/.07, segundo instruções do fabricante. Após a 

utilização do sistema rotatório foi utilizada lima tipo Kerr no 40 (Dentsply 

Maillefer, Ballaigues, Switzerlandl) para confirmação do batente apical. 
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Durante todo preparo os canais foram irrigados abundantemente com 5 

ml de solução de NaOCl 1% a cada troca de instrumento. Ao final do 

preparo, os canais foram irrigados com solução de EDTA 17% (Inodon 

Ind. Edit. Impe Exp. De Produtos Odontológicos, Porto Alegre, RS, Brazil) 

por 3 minutos sendo a solução agitada com o auxilio de uma lima tipo 

Kerr no 20. Posteriormente, as raízes foram irrigadas com 5 ml de soro 

fisiológico para neutralizar e remover o EDTA e os resíduos produzidos 

durante a instrumentação. Em seguida os canais foram secos com cones 

de papel e montados em placas de cultura celular de 24 poços (Costar, 

New York, NY, USA). 

 

 

4.3 Montagem das raízes nas placas de 24 poços 
 
 

As raízes foram distribuídas aleatoriamente em placas de 

cultura celular de 24 poços (Costar, New York, NY, USA), contendo 15 

espécimes em cada placa.  

Para a montagem de cada placa do experimento foram 

utilizadas duas placas de cultura celular de 24 poços. Com o auxílio de 

uma broca de prótese montada em contra-ângulo a tampa de uma das 

placas teve suas bordas seccionadas formando uma plataforma para o 

suporte das raízes (Figura 2). Nesta tampa modificada, foram 

confeccionados orifícios nos círculos equivalentes a cada poço, com o 

auxílio da mesma broca utilizada para cortar as bordas da tampa, e estes 

foram ampliados até que a raiz ficasse devidamente encaixada (Figura 2). 

Este procedimento foi realizado para todas as raízes. 

 Após o encaixe de todas as raízes na tampa modificada, 

esta foi colocada sobre os poços e foi vedada com a tampa de uma nova 

placa de cultura de células de 24 poços.  
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 Foi montado um total de 6 placas, estas foram enviadas 

para esterilização por radiação gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 h), já 

que o plástico deforma com esterilização por autoclave ou estufa.` 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

 
Figuras 2 – Preparo da placa para o experimento: a) Imagem da secção das bordas da 

tampa da placa de cultura de células de 24 poços b) Confecção dos orifícios c) Encaixe 

das raízes nos orifícios d) Raízes encaixadas nos orifícios confeccionados na tampa 

modificada e) Placa montadas com 15 raízes.  
 

 

 

 

 

a) b) c) 

d) e) 
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4.4 Divisão dos grupos experimentais 
 
 

Após o preparo dos canais, as raízes foram divididas 

aleatoriamente em 6 grupos experimentais de acordo com a medicação 

intracanal que foi utilizada:  

 

- HC - 15 raízes medicadas com hidróxido de cálcio e 

solução salina fisiológica; 

- HC/CHX - 15 raízes medicadas com hidróxido de cálcio 

e clorexidina gel 2%;  

- HC/GEN - 15 raízes medicadas com hidróxido de cálcio 

e extrato glicólico de gengibre 20%; 

- CHX - 15 raízes medicadas apenas com clorexidina gel 

2%; 

- GEN – 15 raízes medicadas apenas com extrato 

glicólico de gengibre 20%; 

                         - SS - 15 raízes com solução fisiológica (controle positivo). 

 

 

4.5 Formação do biofilme apical 
 
 

Após o preparo dos canais, as raízes foram submetidas à 

formação de biofilme apical por E. faecalis in vitro utilizando placas de 

cultura de células de 24 poços (Costar Corning, Nova York, EUA). Todos 

os procedimentos microbiológicos foram realizados na câmera de fluxo 

laminar utilizando instrumentais e materiais previamente esterilizados. 

A partir da cepa padrão de E. faecales (ATCC 29212), foi 

preparada uma suspensão padronizada contendo 106 células/mL. Para o 

preparo dessa suspensão, a cepa de E. faecalis foi cultivada em ágar 
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Infuso Cérebro Coração (Brain Heart Infusion – BHI, Difco, Detroit, EUA) e 

mantida em estufa microbiológica a 37o ±1 o C por 48 horas. A partir do 

crescimento nas placas, foram preparadas suspensões em soro 

fisiológico estéril (Segmenta, Ribeirão Preto, SP, Brasil), comprovadas 

pela leitura em espectrofotômetro (modelo B-582, Micronal S/A, São 

Paulo, SP, Brasil) com comprimento de onda de 760 nm e densidade 

óptica de 0,298 (Figura 3).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 3 – Espectrofotômetro utilizado e especificações da fotometria.  

 

 

Em ambiente estéril (câmara de fluxo laminar) (VecoFlow  

Ltda. – Campinas, SP, Brasil), foram inseridos 1600 µL de Caldo Infuso 

Cérebro Coração (BHI) com sacarose 5% e 200 µL da suspensão de E. 

faecalis, previamente padronizada, em 15 poços de uma placa de cultura 

de células de 24 poços nova (Figura 4 a). Em seguida, a tampa 

modificada contendo as raízes foi colocada sobre esta placa com auxilio 

de duas pinças clínicas estéreis, de maneira que aproximadamente 3 mm 

do terço apical de cada raiz mantivesse contato com o líquido presente 

nos poços induzindo assim a formação do biofilme apical (Figura 4b,c).  

As placas foram vedadas com as respectivas tampas e fita crepe, e então 

foram incubadas em incubadora Shaker a 37o C por 10 dias em agitação a 

75 rpm (Quimis, Diadema, SP, São Paulo). A cada 48 horas o caldo BHI 
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mais sacarose 5% era trocado. A troca do caldo foi realizada inserindo-se 

1800 µL desta solução em 15 poços de uma nova placa de cultura de 

células de 24 poços e transferindo, com auxílio de pinças clínicas, a 

tampa modificada contendo os dentes, para a nova placa. O tempo 

utilizado para a formação do biofilme foi escolhido baseado na 

metodologia utilizada estudo piloto prévio (figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 4 – Indução à formação do biofilme de E. faecalis na região apical das raízes; a) 
Inserção de 1600 µL de Caldo BHI com sacarose 5% e 200 µL da suspensão de E. 
faecalis previamente padronizada; b) tampa modificada contendo as raízes posicionadas 
nos poços contendo a suspenção de E. faecalis; c) aproximadamente 3mm apicais das 
raízes em contato com o caldo contendo a suspensão de E. faecalis; d) Incubadora 
Shaker. 

 

 

 

 

 

a b 

c d 
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Figura 5 – Avaliação da formação de biofilme apical através de microscópio eletrônico de 
varredura: a) Biofilme formado em 5 dias; b) Biofilme formado em 10 dias; c) Biofilme 
formado em 15 dias 
 

 

Após o período de incubação, as raízes foram transferidas 

com auxílio de duas pinças clínicas estéreis para uma nova placa de 24 

poços contendo solução fisiológica tampão fosfato a 10% (PBS) para 

remoção das células não aderidas (Figura 6). Essa lavagem em PBS foi 

realizada duas vezes. A seguir, as raízes foram transferidas para uma 

nova placa de cultura de células de 24 poços vazia, onde cada uma foi 

irrigada com 5 ml de solução salina fisiológica estéril, seca com seringa 

de aspiração e cones de papel estéril, e foram inseridas as medicações 

a b 

c 
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intracanal referentes a cada grupo. Após, as mesmas foram transferidas 

para uma nova placa de cultura de células de 24 poços contendo 1800 µL 

de Caldo Infuso Cérebro Coração (BHI) em 15 poços.  

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6 – a) Raízes em caldo BHI com suspensão de E.faecalis; b) Transferência das 

raízes para solução de PSB 10%; c) Transferência das raízes para placa de cultura de 

24 poços nova e vazia; d) Irrigação das raízes com 5 mL de Solução salina fisiológica. 

 
 

4.6 Medicação intracanal 
 
 

A medicação intracanal foi realizada conforme os grupos 

experimentais descritos no item 4.3. A medicação hidróxido de cálcio + 

soro fisiológico foi realizada na proporção de 0,1 g de Ca (OH)2  para 100 

µl  de soro fisiológico (Figura 7); a associação de Ca(OH)2  +  Clorexidina 

gel 2 %  foi realizada na proporção de 1:1 em volume (Figura 8), na 

consistência de pasta de dente ( Gomes et al., 2006; Valera et al., 2010); 

a b 

d c 
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a medicação hidróxido de cálcio + Gengibre foi realizada na proporção de 

0,1 g de Ca (OH)2  para 100 µl  de extrato glicólico de gengibre 20% 

(Figura 9) e foram inseridas com o auxílio de limas tipo Kerr. Já as 

medicações GEN, CHX e Soro fisiológico foram inseridas nos canais com 

auxilio de seringas de 1ml (Injex Indústrias Cirúrgicas Ltda., Ourinhos, SP, 

Brasil) até o completo preenchimento dos canais radiculares.  Após a 

inserção da medicação no interior dos canais radiculares, foi colocada 

uma bolinha de algodão estéril na entrada de cada canal. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 – a) Ca(OH)2 e soro fisiológico e suas proporções; b) Inserção da MIC no canal 

radicular com auxílio de lima tipo K#20. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 – a) Ca(OH)2 e CHX em iguais proporções; b) Inserção da MIC no canal 

radicular com auxílio de lima tipo K#20. 
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Figura 9 – a) Ca(OH)2 e GEN e suas proporções; b) Inserção da MIC no canal radicular 

com auxílio de lima tipo K#20. 

 

 

Após a inserção da medicação, as placas de 24 poços 

foram incubadas a 37oC por um período de 15 (quinze) dias. A cada 48 

horas, as raízes foram transferidas para uma nova placa de cultura de 

células contendo caldo BHI. Passado o período de 15 dias os canais 

foram irrigados com 5 ml de solução salina fisiológica utilizando seringas 

estéreis de 5 ml e agulhas (25X7) (Injex Indústrias Cirúrgicas Ltda., 

Ourinhos, SP, Brasil) e a aspiração foi realizada com bomba à vácuo 

(NSR, Indústria, Comércio e Representações Ltda.), intermediários e 

agulhas (40X12) (Nipro Medical Ltda., Sorocaba, SP, Brasil). 

 

 

4.7 Análise microbiológica por UFC/ml 
 
 

Após 15 dias de incubação, as raízes foram lavadas duas 

vezes com PBS. Em seguida, foram escolhidas aleatoriamente 12 raízes 

para avaliação de unidade formadora de colônias por ml. Cada espécime 

foi colocado em tubos Falcon contendo 10 mL de solução de PBS 10% 

esterilizada. As raízes foram homogeneizadas por 30 segundos, utilizando 
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homogeneizador ultrassônico (Sonoplus HD 2200, Bandelin Eletronic) 

com potência de 25 W para promover a dispersão das bactérias do 

biofilme (figura 10). A partir da solução obtida (10-1), foram realizadas 

diluições decimais (10-1 a 10-4) da suspensão do biofilme de cada raiz, 

das quais alíquotas de 100 µL foram semeadas em placas de Petri em 

duplicata contendo Ágar Infuso Cérebro-Coração (Brain Heart Infusion – 

Difco, Detroit, EUA). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 10 – Processo de sonicação das raízes para análise microbiológica: a) 

homogeneizador ultrassônico; b) tubo falcon contendo 10 ml de PBS 10% e a raiz a ser 

sonicada. 

 

 

As placas de petri foram incubadas em estufa a 37o C por 

48 horas. A seguir, as placas foram contadas para o cálculo de unidades 

formadoras de colônias por mL (UFC/mL). 

 

 
 

a b 



63 
 

4.8 Análise estatística  
 
 

Foi realizada contagem de unidades formadoras de 

colônia (UFC/ml) de cada raiz fazendo-se uma média avaliada 

estatisticamente pelos testes de análise de variância ANOVA e Tukey.  

 

4.9 Análise por Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) 
 
 

Foram escolhidas aleatoriamente 3 raízes de cada grupo 

para análise pelo MEV. As mesmas foram fixadas, em solução de 

glutaraldeído a 2,5% durante 2 horas. Após a fixação, os espécimes 

foram desidratados em soluções de concentração crescente de álcool 

(10%, 25%, 50%, 70%, 90% e 100%), sendo realizadas imersões 

sucessivas de 20 minutos nas soluções de álcool com concentração até 

90% e 1 hora em solução de álcool 100%. Em seguida as raízes foram 

lavadas em água destilada e secas em estufa a 37 ± 1o C por 24 horas. 

Com os ápices voltados para cima, as bases seccionadas dos espécimes 

foram fixadas com fitas adesivas de dupla face de carbono nos suportes 

metálicos padronizados (“stubs”) de latão de diâmetro de 30 mm. 

Posteriormente foi realizada a metalização das raízes em uma câmara a 

vácuo (Desk II – Denton Vacuum – Buffalo, New Jersey, USA) e um 

período de “sputtering” (banho de ouro) de 120 segundos. 

O microscópio eletrônico de varredura (JEOL – Modelo 

JSM T330A – Tokyo, Japão) (figura 11) foi utilizado para avaliar as áreas 

de reabsorção apical externa, verificando se havia a presença de biofilme 

nos grupos experimentais e no grupo controle. As imagens obtidas foram 

transferidas para o Windows Paint image editor para avaliação. 
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Figura 11 – a) Microscópio Eletrônico de Varredura utilizado para a obtenção das 

imagens; b) Aparelho utilizado para a metalização dos espécimes; c) Raiz passando pelo 

processo de metalização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) b) 

c) 
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RESULTADOS 
 
 
 
 

5.1 Análise microbiológica 
 

 

 A figura 12 (a, b e c) ilustra placas de petri com meio BHI 

ágar, contendo E. faecalis, após a semeadura das diluições para seguinte 

contagem de UFC/mL que permitiu a obtenção dos dados analisados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Placas de petri com ágar BHI contendo E.faecalis para contagem de 

unidades formadoras de colônias (UFC/mL): a) placa contendo E.faecalis semeados com 

diluição 10-2; b) Placa contendo E.faecalis semeados com diluição 10-3; c) placa 

contendo E.faecalis semeados com diluição 10-4. 

 

 

  

a) b) 

c) 
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Os dados obtidos a partir da contagem de unidade 

formadora de colônias por mL (UFC/mL), referentes à ação das 

medicações intracanais avaliadas sobre o biofilme microbiano apical 

foram analisados por meio da estatística descritiva e inferencial. 

 

5.1.1 Análise Estatística Descritiva 

 

 

Os resultados obtidos pela contagem de unidades 

formadoras de colônia por mililitro (UFC/ml) e em log10, em cada 

espécime, em todas as coletas, estão apresentados nas Tabelas 5 a 11 

(Apêndice A).   

A Tabela 1, apresentada nas figuras 13 3 14, ilustram a 

média dos valores de UFC/ml (log10) em todos os grupos experimentais.  

Tabela 1 – Médias dos valores de UFC/mL (log 10) de todos os grupos 

 

Grupo 
Valores da média 

de UFC/mL 
Transformação em 
Log 10 de UFC/mL 

                  SS 4403333 6,61 

        Ca(OH)2 + SS 1626667 6,03 

                CHX 151667 4,22 

        Ca(OH)2 + CHX 3905833 6,53 

                GEN 4109167 6,55 

        Ca(OH)2 + GEN 2935833 6,43 
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Figura 13 – Comparação da eficácia das medicações intracanais sobre o biofilme 

microbiano apical em UFC/mL gráfico Boxplot. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 14 – Comparação da eficácia das medicações intracanais sobre o biofilme 

microbiano apical em log 10 pelo gráfico de colunas. 

 

 

Tabela 2 – Estatística descritiva dos valores da média, desvio-padrão e                   

mediana de UFC/mL (log10) 

 

Grupos N Média + DP* Mediana 
SS 12 6,61 ± 0,17 6,67 

Ca(OH)2 + SS 12 6,03 ± 0,44 5,98 
CHX 12 5,18 ± 0,32 5,18 

Ca(OH)2  + CHX 12 6,52 ± 0,25 6,50 
GEN 12 6,47 ± 0,10 6,49 

Ca(OH)2 + GEN 12 6,43 ± 0,18 6,46 

* DP: desvio-padrão 
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Tabela 3 – Estatística descritiva dos valores mínimos, Q1, mediana, Q3 e 

valores máximos de UFC/mL (log10) 
 

Grupos n Mínimo Q1 Mediana Q3 Máximo 

SS 12 6.2742 6.4992 6.6753 6.7106 6.8808 

Ca (OH)2 + SS 12 5.146 5.752 5.985 6.468 6.635 

CHX 12 4.845 4.903 5.176 5.416 5.778 

Ca (OH)2 + CHX 12 6.0607 6.3535 6.5070 6.7859 6.8785 

GEN 12 6.3032 6.3859 6.4967 6.5324 6.6474 

Ca (OH)2 + GEN 12 6.1335 6.3206 6.4611 6.5729 6.7324 

 

 

A estatística realizada neste estudo foi baseada na 

contagem de UFC/ml dos microrganismos presentes no biofilme 

bacteriano formado no ápice dos espécimes de cada grupo de 

medicações intracanal avaliados em relação ao grupo controle.  

Pôde-se verificar que o grupo que apresentou menor 

quantidade de E. faecalis provenientes do biofilme formado, foi o grupo 

CHX, seguido pelo grupo Ca(OH)2 + SS. Os grupos  Ca(OH)2 + CHX, 

GEN e Ca(OH)2 + GEN apresentaram contagens similares de E. faecalis 

após  o período de 15 dias de permanência da medicação intracanal.  

 

5.1.2 Análise Estatística Inferencial 

 

 

Para a comparação entre as seis condições 

experimentais, quanto ao desempenho das medicações intracanal sobre o 

biofilme microbiano formado, foi efetuado o teste de Kruskal-Wallis. 
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Verificou-se a possibilidade de rejeitar a hipótese de igualdade entre os 

valores medianos (estatística kw = 0,000000; gl = 5; p = 0,001).  

A distribuição dos valores de UFC/mL difere entre os 

grupos, segundo o teste ANOVA não paramétrica de Kruskal-Wallis (kw = 

40,424; gl = 6-1 = 5; p-valor = 0,0001 <0,05). Pode-se estabelecer, via 

teste de Dunn (5%), que os grupos CHX e Ca (OH)2 + SS, diferem do 

grupo controle (SS), Tabela 4. 

 

 

Tabela 4 - Formação de grupos homogêneos (conjuntos de mesmo 

desempenho) quanto valores obtidos em UFC/mL (log 10) de 72 

espécimes, de acordo com a medicação intracanal, após a aplicação do 

Teste de Comparação Múltipla de Dunn (5%) 

 

MIC Média Grupos Homogêneos* 

Soro 6,6149               A 

Soro+Ca(OH)2 6,0299              B 

CLX 5,1881                           C 

CLX+Ca(OH)2 6,5291              A 

Gengibre 6,4729              A 

Gengibre+Ca(OH)2 6,4349              A 

*medianas seguidas de letras diferentes indicam diferença estatisticamente 

significante 

 
 

5.2 Análise por Microscípio Eletrônico de Varredura (MEV) 
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As Figuras 15 a 20 ilustram as imagens obtidas por meio 

do MEV com aumento de 6000 x. 

Pôde-se observar, no grupo da solução salina fisiológica 

(SS), que nas áreas adjacentes ao forame apical e nas crateras de 

reabsorção, havia um grande aglomerado de células bacterianas que 

encontravam-se aderidas à superfície dentária. Observou-se ainda, que 

nas áreas onde a reabsorção expunha os túbulos dentinários, havia uma 

grande concentração destas bactérias. Em nenhuma imagem deste grupo 

pode-se observar estrutura com organização típica do biofilme verdadeiro, 

mas havia sim, uma grande quantidade de cocos aderidos uns aos outros 

e à superfície dentária. A figura 13 ilustra uma imagem representativa do 

grupo SS. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

 

 

 

Figura 15 – Imagens obtidas a partir da microscopia eletrônica de varredura do grupo 

solução salina fisiológica (Controle); aumento 6000 x. Observa-se grande quantidade de 

cocos aderidos as áreas de reabsorção e na periferia dos túbulos dentinários (setas). 



71 
 

Nas imagens obtidas do grupo Ca (OH)2 + SS verifica-se 

menor quantidade de microrganismos sobre a superfície dentária quando 

comparada ao grupo SS. Os cocos foram vistos nas áreas de reabsorção, 

áreas adjacentes ao forame apical e próximo a entrada dos túbulos 

dentinários expostos. Entretanto, estas bactérias não encontravam-se 

aglomeradas, mas, espalhadas por toda a superfície apresentando 

prolongamentos sugestivos de matriz de polissacarídeos (figura 14 – 

setas). Na figura 14 verifica-se a superfície radicular reabsorvida (a), com 

a presença de cocos espalhados e com prolongamentos ao seu redor 

(seta).   

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 – Imagens obtidas a partir da microscopia eletrônica de varredura do grupo 

Ca(OH)2 + SS; aumento 6000x. Verificou-se áreas de reabsorção (a), prolongamentos 

de provável estrutura de matriz de polissacarídeos (setas), e presença de cocos 

espalhados em toda superfície dentinária. 

a a 



72 
 

Nas imagens obtidas do grupo Clorexidina (CHX), 

percebe-se que há menor quantidade de células bacterianas sobre a 

superfície reabsorvida. Quando presentes formaram pequenos 

aglomerados localizados em alguns pontos da superfície radicular. 

Entretanto, na maior parte desta superfície, eram visíveis os túbulos 

dentinários expostos e havia ausência ou pouca concentração de E. 

faecalis.  Ainda verificou-se que nesta superfície houve formação prévia 

de biofilme, devido a presença de cristais e calcificações sobre o 

substrato dentinário nas áreas de reabsorção (setas). A figura 15 ilustra 

uma imagem representativa deste grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – Imagens obtidas a partir da microscopia eletrônica de varredura do grupo 

CHX; aumento 8000x. Verificou-se pouca quantidade de bactérias e áreas de 

cristalização do substrato dentinário exposto (setas). 
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No grupo Ca (OH)2 + CHX, os cocos estavam presentes 

mas não apresentavam visibilidade nítida. Os mesmo apresentavam-se 

envoltos por uma massa de material semelhante a uma calcificação e 

com estruturas semelhantes aos prolongamentos (setas) vistos no grupo 

Ca(OH)2 + SS. Haviam áreas com maior e outras com menor 

concentração de microrganismos. Ainda observou-se que na região de 

forame apical havia um aglomerado de microrganismos aderidos e 

envoltos pela massa aparentemente calcificada (ac). A figura 16 mostra 

um espécime que representa este grupo. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Imagens obtidas a partir da microscopia eletrônica de varredura do grupo Ca 

(OH)2 + CHX; aumento 6000x. Observa-se prolongamentos sugestivos de matriz de 

biofilme (setas) e massa calcificada envolvendo as bactérias. 

 

ac 
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No grupo do gengibre (GEN), observou-se grande número 

de E. faecalis  aderidos à superfície de regiões com reabsorção apical e 

aglomerados entre si. Observou-se ainda a presença de estruturas 

maiores, semelhantes a áreas cristalizadas (setas). A figura 17 apresenta 

um espécime representativo deste grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Imagens obtidas a partir da microscopia eletrônica de varredura do grupo 

GEN; aumento 6000x. Observa-se grande quantidade de Enterococcus faecalis, áreas 

cristalizadas (setas), e presença de bactérias preenchendo os espaços de reabsorção. 
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No grupo Ca (OH)2 + GEN não foram observados grandes 

aglomerados de cocos. Estas bactérias foram vistas espalhadas e 

associadas a prolongamentos, provavelmente de matriz polissacarídica 

(seta), de forma semelhante aos demais grupos do Ca (OH)2. Também 

foram observadas grandes quantidades de massa sugestiva de 

calcificação que parecia estar “aprisionando” os microrganismos 

presentes (ac). Da mesma forma que nos demais grupos do Ca (OH)2 o 

forame apical apresentou-se parcialmente calcificado e em cima dessas 

calcificações havia maior concentração de bactérias. A figura 18 mostra 

um espécime representativo deste grupo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 20 – Imagens obtidas a partir da microscopia eletrônica de varredura do grupo 

Ca(OH)2 + GEN; aumento 6000x. Observa-se quantidade reduzida de Enterococcus 

faecalis associados a prolongamentos de suposta matriz de polissacarídeos (setas) e 

áreas suspeitas de calcificação (ac). 

ac 
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 DISCUSSÃO  
 

 

 

 

A penetração e perpetuação de microrganismos no 

sistema de canais radiculares são cruciais para o surgimento e 

manutenção da doença periapical. Assim, o principal objetivo do 

tratamento endodôntico é eliminar estes microrganismos levando ao 

reparo da lesão periapical. Vários estudos têm mostrado a importância da 

medicação intracanal entre as sessões para combater os microrganismos 

que permanecem viáveis mesmo após a realização do preparo 

biomecânico (Delgado et al., 2010). Sugere-se que a permanência destes, 

principalmente quando se organizam na forma de biofilme, possa ser uma 

das causas para o insucesso do tratamento endodôntico (Distel et al., 

2002; Ariaz-Molis et al., 2009).  Entretanto, poucos estudos estão focados 

na eliminação de biofilmes bacterianos localizados em regiões de 

reabsorção apical via forame.   

A formação de biofilme é regulamentada em 3 etapas 

principais: 1) adsorção de macromoléculas na fase planctônica à 

superfície, levando à formação de um película de condicionamento 

composto de proteínas, glicoproteínas e alguns produtos microbianos 

secretados,  que é seletiva para determinados tipos de microrganismos; 

2) Adesão e co-adesão de microrganismos, que pode ser reforçada pela 

produção de polímeros formando microcolônias. Os estreptococcus são 

geralmente os primeiros a se aderirem à película formada inicialmente; 3) 

multiplicação e metabolismo dos microrganismos aderidos, que se 

organizam, desenvolvendo o biofilme maduro (Svensäter, Bergenholtz, 

2004; Stanley, Lazazzera, 2004). Assim, o biofilme consiste em uma 

estrutura altamente organizada de microcolônias embebidas em uma 

matriz que possui canais de água abertos, que permite um grande fluxo 
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de água, permitindo a entrada e distribuição de nutrientes dentro do 

biofilme. (Svensäter,  Bergenholtz, 2004).  

Uma vez formado, o biofilme é encontrado com frequência 

em ambientes adversos, e as bactérias que o compõe, conseguem 

sobreviver por possuírem mecanismos capazes de resistir ao estresse 

proporcionado por estes ambientes (Svensäter, Bergenholtz, 2004; 

George et al., 2005; Shen et al., 2011). Além disto, áreas de reabsorção 

presentes na superfície externa da raiz, principalmente na região que 

circunda o forame apical, são locais bastante propícios para a 

aglomeração de microrganismos e consequente formação de biofilme 

bacteriano. Segundo Tronstad et al. (1990) e Leonardo et al. (2002), estas 

áreas estão presentes em todos os casos de dentes portadores de lesões 

periapicais. Considerando a relevância dessas regiões para a formação 

de biofilmes, o presente estudo selecionou dentes portadores de 

reabsorções relacionadas ao forame apical. 

Nestas áreas, foi observada a formação de biofilme 

microbiano e a presença de grande concentração de bactérias. Verificou-

se ainda, nas imagens obtidas por MEV, que houve formação de 

calcificações e cristalizações (figuras 13 a 18) e que na superfície dentária 

abaixo do biofilme, a dentina apresentava pontos de corrosão (figuras 14, 

15 e 18). De forma semelhante, estudo prévio também descreveu 

imagens que continham essas características para o biofilme maduro 

(Kishen et al., 2006), entretanto, não realizamos análise bioquímica para 

avaliar a composição destas estruturas. 

 O crescente conhecimento sobre o papel dos biofilmes 

nas infecções do corpo humano levou a uma mudança no direcionamento 

dos estudos voltados para métodos de desinfecção e agentes 

microbianos, que antes enfatizavam microrganismos planctônicos e 

passaram a enfocar os biofilmes (Shen et al., 2011). Assim, o presente 

trabalho induziu a formação do biofilme nas áreas de reabsorção da 

região apical, visando encontrar alternativas para eliminá-lo, considerando 
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a falta de conhecimentos com relação ao combate do mesmo via 

tratamento endodôntico convencional (via canal radicular).  

 A maior parte dos estudos sobre biofilme induz sua 

formação em aparatos como discos de hidroxiapatita (Shen et al., 2011), 

amostras de dentina (George et al., 2005), filtros de membranas (Chaves 

de paz et al., 2007) ápices radiculares (Tronstad et al., 1990), e avaliam a 

ação de substâncias irrigadoras e medicações intracanais sobre eles. 

Entretanto, este estudo procurou reproduzir o biofilme de forma mais 

similar à realidade, utilizando assim, a raiz inteira de dentes humanos 

extraídos, portadores de reabsorção apical. Sabendo-se que na 

endodontia, o biofilme bacteriano pode estar aderido à superfície apical 

externa e que o tratamento convencional só atua diretamente no interior 

do canal radicular, o modelo utilizado procurou reproduzir, da maneira 

mais próxima possível às condições clínicas, uma vez que em nenhum 

momento atuou-se mecanicamente na superfície externa radicular.  

Tronstad et al. (1990), observaram, por microscópio 

eletrônico de varredura, que nas áreas próximas ao forame apical 

(superfície externa da raiz) foi notada a presença de cocos circundados 

por matriz extracelular, principalmente nas regiões onde havia reabsorção 

de cemento e de cemento e dentina. Eles atribuíram a falha do tratamento 

à presença de infecção extraradicular, concluindo que os microrganismos, 

rodeados por matriz extracelular ou na lesão periapical, foram protegidos 

contra as defesas do hospedeiro e terapia antibiótica sistémica.  Em 

nosso estudo foram observadas imagens similares as obtidas por  

Tronstad et al. (1990) confirmando assim que houve formação do biofilme 

no período de incubação (figura 2). Estas imagens apresentaram um 

grande aglomerado de bactérias, contendo estrutura similar à matriz de 

polissacarídeos. 

 A maioria das imagens obtidas por MEV após a utilização 

das medicações intracanais também apresentavam estruturas sugestivas 

de matriz extracelular (figuras 12 a 17), evidenciando que todas as 
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medicações avaliadas foram incapazes de combater o biofilme 

previamente formado. A persistência de biofilme também foi observada 

em outro estudo, que demonstrou por microscopia eletrônica de 

varredura, a presença de placa bacteriana (biofilme), perto do forame 

apical, na superfície externa da raiz e microrganismos localizados nas 

lesões periapicais em dentes resistentes ao tratamento endodôntico 

(Tronstad et al., 1990). 

Para a realização deste estudo, foram selecionados 

dentes humanos extraídos por indicação cirúrgica, portadores de 

reabsorção apical externa. Considerando a dificuldade de obtenção de 

dentes nestas condições, não foi possível medir o grau de reabsorção de 

cada raiz, sendo levada em consideração apenas a presença de 

reabsorções ao redor do forame apical e diâmetros de forames similares 

como fatores de padronização. 

Outro fator de padronização foi o seccionamento das 

coroas para se obter espécimes com comprimento de 13±0,5mm. Essa 

dimensão foi estipulada devido à grande dificuldade de encontrar raízes 

padronizadas nestas condições, já que as mesmas deveriam ser 

uniradiculares e sem achatamento.  Dessa forma, a escolha de raízes 

mais longas, poderia complicar ainda mais a seleção.  

Após a seleção dos dentes, os canais radiculares foram 

previamente instrumentados com o sistema rotatório Mtwo até a lima 

40/.06 padronizando-se o diâmetro do canal radicular antes da 

contaminação dos mesmos.  A escolha do sistema rotatório Mtwo se deu 

pelo seu emprego em diversos estudos, que mostraram resultados de 

limpeza e modelagem bastante satisfatórios. 

 Em seguida, as raízes foram distribuídas aleatoriamente 

entre os grupos experimentais e adaptadas em orifícios confeccionados 

em uma tampa modificada, proveniente de um placa de cultura de células 

de 24 poços, conforme descrito no item 4.3. O encaixe das raízes se deu 

sem que houvesse a fixação das mesmas com algum material adesivo, já 
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que estas necessitariam ser removidas para a realização do processo de 

sonicação do biofilme e posterior semeadura para contagem de UFC/mL. 

Aproximadamente 3mm do terço apical das raízes 

permaneceu em contato com caldo BHI contendo sacarose 5% e 

suspenção de E. faecalis, e desta forma foi possível induzir a formação do 

biofilme apical. Inicialmente, foi realizado estudo piloto que comprovou a 

eficácia desta metodologia, além de ter proporcionado uma definição do 

tempo necessário para que fosse detectada a formação de biofilme, 

confirmada pelas imagens do MEV (10 dias).  

A escolha do E. faecalis para a formação do biofilme se 

deu por este microrganismo ser normalmente encontrado em casos de 

infecções endodônticas persistentes, além de ter grande capacidade de 

sobreviver em condições adversas (Distel et al., 2002; Kayaoglu et 

al.,2011). O biofilme monoespécie pode ser uma das limitações do 

presente estudo, entretanto o modelo desenvolvido aqui pode ser usado 

em pesquisas futuras para a formação de biofilme multiespécies, incluindo 

bactérias gram-negativas. Além disto, este modelo realiza o teste de 

forma mais próxima possível das condições in vivo. Essa metodologia 

inovadora foi escolhida e executada de forma bastante satisfatória, 

permitindo a realização de todos os passos de forma simples e bem 

sucedida.  

Existem vários estudos na literatura que avaliam a 

atuação de substâncias químicas auxiliares, soluções irrigadoras e 

medicações intracanais sobre biofilme formado no interior do canal 

radicular (George et al., 2005; Kishen et al., 2006; Distel et al., 2002; 

Clegg et al., 2006). Por outro lado, pouco se sabe sobre a atuação de 

medicações em biofilmes formados nas áreas de reabsorção apical 

externa, situação muito comum em casos de dentes portadores de lesões 

periapicais, principalmente nos casos onde houve insucesso do 

tratamento endodôntico. 
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Analisando os resultados obtidos neste estudo, observou-

se que nenhuma das medicações intracanal avaliadas foi capaz de 

eliminar o biofilme de E.faecalis totalmente. Assim, mesmo com a ação 

destas, o biofilme conseguiu permanecer viável e isto foi comprovado pela 

contagem de UFC/mL. Isso pode ser explicado, uma vez que as bactérias 

que compõe o biofilme são até 1000 vezes mais resistentes à fagocitose, 

anticorpos, e muitos antibióticos, quando comparados às células 

planctônicas (Costerton et al., 1999). 

 A substância que se mostrou mais eficaz no combate ao 

biofilme apical externo, foi a clorexidina gel 2 %, demonstrando grande 

diminuição na contagem de unidades formadora de colônias por mL 

quando comparada ao grupo controle (Solução salina) e aos demais 

grupos avaliados. Soma-se a isto o fato da grande dificuldade de 

encontrar microrganismos nas imagens desse grupo obtidas por MEV. 

 A atividade antimicrobiana da clorexidina é proporcionada 

pela presença de moléculas catiônicas em sua estrutura, que se ligam à 

matriz extracelular bacteriana, carregada negativamente, levando à 

quebra do equilíbrio osmótico celular, com perda irreversível de 

constituintes citoplasmáticos, dano à membrana e inibição enzimática, 

com consequente morte celular do microrganismo (Lima et al., 2001; 

Shen et al., 2011). Além disso, esta substância possui a capacidade única 

de se ligar à hidroxiapatita mantendo efeito residual (Rolla et al., 1970).  

Vários estudos têm demonstrado a capacidade da CHX 

2% em eliminar bactérias do interior dos canais radiculares e túbulos 

dentinários (Zamany et al., 2003; Abdullah et al., 2005). Porém há 

controvérsias na literatura com relação a sua eficácia no combate ao 

biofilme microbiano, onde alguns estudos afirmam que a mesma não é 

capaz de eliminá-lo (Clegg et al., 2006; Abdullah et al., 2005), enquanto 

outros demonstram sua efetividade para erradicar o biofilme (Lima et al., 

2001; Williamson et al., 2009; Ariaz-molis et al., 2011; Du et al., 2012). 

Para potencializar a ação da clorexidina, tem sido sugerida sua 
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associação a agentes modificadores de superfície, que têm a capacidade 

de reduzir a viscosidade da substância proporcionando melhor 

capacidade de difusão da mesma (Williamson et al., 2009; Shen et al., 

2011). Esta diferença entre os resultados, possivelmente ocorreu devido a 

variações metodológicas e tempo de exposição de contato das 

medicações com os microrganismos que variou de 1 a 30 minutos.  No 

presente trabalho, o biofilme foi exposto à clorexidina por um período de 

15 dias, e a mesma apresentou resultado bastante satisfatório. Assim, 

sugere-se que para haver melhor eficácia da ação da CHX gel 2% como 

medicação intracanal sobre biofilme microbiano apical, seja realizada a 

associação da mesma a um agente surfactante, além de irrigação 

abundante com hipoclorito de sódio antes da inserção da mesma no 

interior do canal radicular. 

Vários estudos afirmam que a substância mais efetiva no 

combate ao biofilme bacteriano é o hipoclorito de sódio (NaOCl) em 

diversas concentrações (Abdullah et al., 2005; Clegg et al., 2006; Sena et 

al., 2006; Ariaz-molis et al., 2009). Sabe-se também que esta solução tem 

seu potencial antimicrobiano aumentado quando se realiza agitação 

mecânica (Sena et al., 2006) ou a utilização do ultrassom durante a 

irrigação (Gründlling et al., 2011) proporcionando assim melhores 

resultados no combate ao biofilme.  

O hidróxido de cálcio é a substância mais utilizada como 

medicação intracanal por apresentar propriedades consideradas ideias 

para uma medicação intracanal, tendo destaque o seu pH alcalino (12,5) 

que exerce efeito destrutivo sobre as membranas celulares e estruturas 

proteicas das bactérias (Spangberg, 1994). Além disso, seu elevado pH 

promove um ambiente alcalino e osteogênico sobre os tecidos 

circundantes por meio da liberação de íons hidroxila (OH-) (Tronstad et 

al., 1981), eliminando assim grande parte dos microrganismos que são 

incapazes de sobreviver em um ambiente com pH tão elevado (Byström et 

al., 1985). Apesar dessas propriedades, a literatura demonstra 
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controvérsias quanto à eliminação de biofilmes de E. faecalis no interior 

dos canais radiculares pela presença de medicações intracanais a base 

de hidróxido de cálcio (Distel et al., 2002; Chai et al., 2007). No presente 

estudo os grupos com hidróxido de cálcio não apresentaram efeito 

satisfatório. Observou-se que a associação do hidróxido de cálcio com a 

solução salina, apresentou pequena redução dos microrganismos do 

biofilme, porém o suficiente para diferir dos outros grupos avaliados. Isto 

pode ser explicado, em partes, pela possibilidade da dentina reduzir a 

atividade antimicrobiana de medicações intracanais, como o hipoclorito de 

sódio e a clorexidina, e abolir totalmente a ação do hidróxido de cálcio 

sobre E. faecalis (Haapasalo et al., 2000).  

Quanto à associação do hidróxido de cálcio à clorexidina, 

não foram encontrados trabalhos na literatura que avaliaram ação desta 

associação de medicamentos sobre o biofilme bacteriano. Entretanto, 

Gomes et al. (2002) avaliaram a ação da associação do hidróxido de 

cálcio com a clorexidina gel 2% sobre E. faecalis em dentina radicular 

bovina contaminada, e verificaram que o hidróxido de cálcio sozinho 

permitiu o crescimento microbiano em todos os períodos de tempo 

avaliados, enquanto que sua associação com a clorexidina gel 2% 

eliminou 100% dos microrganismo em um período de 2 dias de 

exposição. Foi verificado também, que o efeito dessa associação foi 

reduzido ente 7 e 15 dias. Como em nosso estudo essa associação 

permaneceu no interior dos canais radiculares por um período de 15 dias, 

ela pode ter perdido parte da sua ação antimicrobiana. A literatura 

demonstra que a associação entre o hidróxido de cálcio e a clorexidina 

inserida por um período de 14 dias, apresentou grande redução de E. 

faecalis na sua forma planctônica do interior dos canais radiculares 

(Delgado et al., 2010; Valera et al., 2009; e Valera et al., 2010).  Esse 

resultado contrário pose ser explicado pela diferente forma de 

organização das cepas de E. faecalis avaliadas, pois no presente estudo 
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essa associação foi testada em biofilme localizado em regiões de 

reabsorção apical externa.  

Existe uma grande controvérsia nos estudos in vitro sobre 

a ação da associação da clorexidina ao hidróxido de cálcio. No entanto, é 

bem estabelecido que a eficácia de CHX é significativamente reduzida 

quando misturada ao Ca(OH)2 (Siqueira jr., et al., 2010). Sabe-se que a 

Clorexidina permanece estável, exercendo boa ação antimicrobiana, em 

um pH que varia de 5 a 8, e à medida que ele aumenta, há uma 

diminuição da ionização, havendo assim grande proporção de moléculas 

não ionizadas, levando a sua precipitação e perda da ação antimicrobiana 

(Zerella et al., 2005). Isso pode explicar o fato desta associação não ter 

apresentado resultados favoráveis no combate ao biofilme microbiano 

formado neste estudo. Apesar da notável perda de ação da CHX quando 

misturada ao Ca (OH)2, o efeito proporcionado pela combinação destas 

substâncias pode ser de relevância clínica (Zerella et al., 2005).  

Observou-se nas imagens obtidas pelo Microscópio 

eletrônico de Varredura que todos os grupos apresentaram estruturas 

semelhantes a calcificações e cristalizações, porém não se sabe a origem 

e nem a composição destas estruturas, já que não foi realizado nenhum 

teste específico para avaliar isto. Foi observada ainda, a presença de 

erosões na superfície dentinária (figuras 13 a 18), que, segundo Kishen et 

al. (2006), pode ser um sinal da presença de biofilme microbiano, visto 

que este estudo afirma que durante a formação e amadurecimento do 

biofilme de E. faecalis foi detectada a presença de erosões na superfície 

dentinária. Este estudo afirma ainda, que no biofilme maduro observou-se 

sinais de crescimento de calcificação e cristais que se estenderam a partir 

do substrato dentina, porém a avaliação realizada por ele, foi por meio de 

microscópio de luz. No nosso estudo não foi realizado esse tipo de 

análise. 

Com relação ao gengibre, sabe-se que os fitoterápicos 

têm se mostrado uma alternativa, que vem sendo estudada recentemente 
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(Prabhakar et al., 2010; Lantz et al., 2007). A literatura tem mostrado que 

Zingiber officinalis (gengibre), possui ação antibiótica e anti-inflamatória, 

sugerindo-se assim, a sua utilização na endodontia como um potencial 

agente irrigante e medicamento intracanal. Estudos realizados por nossa 

equipe, tem mostrado resultados bastante promissores em relação ao 

combate a infecções de origem endodôntica (Maekawa et al., 2010). 

Gulve, Gulve (2010) realizaram estudo com o objetivo de comparar a 

eficácia antimicrobiana do extrato de gengibre e do hipoclorito de sódio 

2% contra Enterococcus faecalis através do método de difusão em ágar. 

Foi observado que o extrato de gengibre apresentou ação sobre 

Enterococcus faecalis superior ao hipoclorito de sódio. Apesar dos 

resultados promissores evidenciados pela literatura, este estudo, verificou 

que o gengibre foi pouco efetivo no combate ao biofilme microbiano tanto 

quando utilizado sozinho ou associado ao hidróxido de cálcio.  

A sobrevivência das bactérias presentes no biofilme apical 

mesmo após exposição a medicações intracanais pode ser atribuída à 

sua invasão no interior dos túbulos dentinários, onde elas encontram-se 

protegidas de medicamentos endodônticos por dois mecanismos: a 

dificuldade de as substâncias penetrarem no interior dos túbulos e pela 

inativação do medicamento pela dentina (George et al., 2005). 

No presente estudo ficou evidente que medicações 

intracanais não são capazes de combater o biofilme bacteriano apical. 

Talvez seja necessário utilizar a associação de uma técnica irrigadora 

com ultrassom e substancia química auxiliar que apresente baixa tensão 

superficial e poder de dissolução tecidual, seguida de medicação 

intracanal, para tentar obter-se maior ação antimicrobiana sobre o biofilme 

formado na região apical de dentes com necrose pulpar. 

Ainda, mais estudos se fazem necessários nesta linha de 

trabalho, inclusive com o desenvolvimento de biofilme multiespécie, a fim 

de se obter resultados que reproduzam com mais fidelidade as condições 
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clínicas. Assim, este é o primeiro estudo de uma linha a ser desenvolvida 

para alcançar maior sucesso na terapia endodôntica. 
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 CONCLUSÕES 
 

 
 

 

Os resultados obtidos permitiram concluir que: 

 

a) Nenhuma das medicações intracanal 

avaliadas foram eficazes no combate ao 

biofilme microbiano.  

b) A clorexidina gel 2% apresentou a menor 

redução dos microrganismos, seguida pelo 

grupo hidróxido de cálcio e soro. 
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APÊNDICE A 
 

 

Tabela 5 Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo SS 

Dente UFC/mL Log 10 
1 5330000 6,73 
2 7600000 6,88 
3 2130000 6,33 
4 4750000 6,68 
5 4890000 6,69 
6 1880000 6,27 
7 4030000 6,61 
8 4720000 6,67 
9 5220000 6,72 

10 4850000 6,69 
11 4530000 6,66 
12 2910000 6,46 

Média 4403333 6,61 
 

 

Tabela 6 Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo 
Ca(OH)2 + SS 

Dente UFC/mL Log 10 
1 140000 5,15 
2 3820000 6,58 
3 1180000 6,07 
4 550000 5,74 
5 3300000 6,52 
6 790000 5,90 
7 610000 5,79 
8 1630000 6,21 
9 2080000 6,32 

10 690000 5,84 
11 4320000 6,64 
12 410000 5,61 

Média    1626667 6,03 
 



98 
 

Tabela 7 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo CHX 

Dente UFC/mL Log 10 
1 70000 4,85 
2 150000 5,18 
3 200000 5,30 
4 0 0,00 
5 340000 5,53 
6 80000 4,90 
7 10000 4,00 
8 90000 4,95 
9 0 0,00 

10 600000 5,78 
11 80000 4,90 
12 200000 5,30 

Média 151667 4,22 
 

 

Tabela 8 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo 
Ca(OH)2 + CHX 

Dente UFC/mL Log 10 
1 2830000 6,45 
2 1150000 6,06 
3 2030000 6,31 
4 2520000 6,40 
5 6200000 6,79 
6 3650000 6,56 
7 5840000 6,77 
8 6760000 6,83 
9 7560000 6,88 

10 2190000 6,34 
11 2470000 6,39 
12 3670000 6,56 

Média 3905833 6,53 
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Tabela 9 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo GEN 

Dente UFC/mL Log 10 
1 10400000 7,02 
2 3270000 6,51 
3 3250000 6,51 
4 3750000 6,57 
5 2630000 6,42 
6 3030000 6,48 
7 8440000 6,93 
8 4440000 6,65 
9 2470000 6,39 

10 2010000 6,30 
11 2320000 6,37 
12 3300000 6,52 

Média 4109167 6,55 
 

 

Tabela 10 Resultados obtidos: valores de UFC/mL (log10) no grupo 
Ca(OH)2 + GEN 

Dente UFC/mL Log 10 
1 3510000 6,55 
2 2080000 6,32 
3 2130000 6,33 
4 3360000 6,53 
5 2370000 6,37 
6 3120000 6,49 
7 3820000 6,58 
8 5400000 6,73 
9 3960000 6,60 

10 1440000 6,16 
11 2680000 6,43 
12 1360000 6,13 

Média 2935833,33 6,43 
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ANEXO A - Certificado do Comitê de Ética 
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