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Vital PC. Avaliacdo do pH e atividade antimicrobiana/antibiofilme de novas medicacGes
intracanal a base de hidréxido de célcio associadas a 6leos essenciais [Dissertacdo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

RESUMO

Micro-organismos resistentes dificultam a atuacdo de medicacBes intracanal a base de
hidroxido de calcio. Oleos essenciais podem ser usados para aumentar a atividade
antimicrobiana. O objetivo do presente estudo foi avaliar o pH e atividade
antimicrobiana/antibiofilme de medicagfes intracanal a base de hidréxido de célcio (HC)
associadas aos 0Oleos essenciais, Lemongrass e Thyme, em comparacdo as associacdes com
clorexidina (CLX) e paramonoclorofenol canforado (PMCC). As medicagOes intracanal
(MICs) avaliadas foram: Calen® + Lemongrass (HC-LE), Calen® + Thyme (HC-TH),
Calen® (HC), Calen PMCC® (HC-PMCC) e Calen® + CLX (HC-CLX.) O estudo foi
dividido em duas publicac@es. Publicacédo 1- avaliou o pH e a atividade antibacteriana sobre
Enterococcus faecalis. O pH foi avaliado nos periodos de 12 h, 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A
efetividade antibacteriana foi avaliada apds contaminacdo por 21 dias dos canais radiculares
de dentes humanos extraidos. Foram realizadas 3 coletas para a contagem de UFC mL™: C1-
apos contaminacao, C2- apds 7 dias com MICs e C3- ap6s 7 dias da remoc¢do das MICs. Os
dados foram submetidos aos testes estatisticos de ANOVA e Tukey ou Kruskal-Wallis e
Dunn (a=0,05). Maior pH ocorreu nos periodos iniciais (12 h - 7 dias). Todas as MICs
promoveram pH alcalino sem diferenca entre elas (p<0,05). Todas as MICs avaliadas
demonstraram atividade antibacteriana. No entanto, associacBes aos Oleos essenciais
demonstraram menor contagem bacteriana de proximadamente 10,57% em comparagdo ao
controle positivo (sem MIC). Publicacdo 2- avaliou a capacidade de difusdo de ions hidroxila
e a atividade antibiofilme sobre E. faecalis. A difuséo de ions hidroxila em dentina bovina foi
avaliada ap6s preenchimento de canais radiculares com as MICs e mensura¢do do pH nos
periodos de 1, 3, 7, 14, 21 e 28 dias. A avaliacdo da atividade antibiofilme foi realizada por
meio do teste de contato direto sobre E. faecalis utilizando blocos de dentina radicular bovina.
A anélise foi realizada pela contagem de UFC mL™. Os dados foram analisados
estatisticamente por meio dos testes ANOVA e Tukey (0=0,05). HC-PMCC apresentou maior
pH no periodo de 1 dia que as demais MICs (p<0,05). A partir de 14 dias, as MICs ndo
apresentaram diferenca estatistica significativa entre elas (p>0,05). Todas as MICs
promoveram diminuicdo da contagem bacteriana sobre biofilme de E. faecalis em
comparacdo ao controle positivo, com destaque para as associagcbes com LE e TH que
mostraram maior reducdo (p<0,0001). Conclui-se que a adicdo dos O6leos essenciais
Lemongrass e Thyme mantem o pH alcalino do HC (Calen®), sendo similar as associagdes
com CLX e PMCC e promove maior efetividade antibacteriana ex vivo contra E. faecalis. Os
oOleos essenciais ndo impedem a capacidade de difusdo de ions hidroxila das MICs a base de
HC, mantendo o pH alcalino e s&o capazes de atuar sobre biofilme de E. faecalis.

Palavras-chave: Anélise microbioldgica. Hidroxido de célcio. Oleos volateis.



Vital PC. Evaluation of pH and antimicrobial/antibiofilm activity of novel intracanal
medications based on calcium hydroxide associated with essential oils [Dissertacdo de
Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018.

ABSTRACT

Resistant microorganisms make it difficult the activity of intracanal calcium hydroxide-based
medications. Essential oils can be used to increase their antimicrobial effectiveness. The aim
of the present study was to evaluate the pH and antimicrobial/antibiofilm activity of intracanal
calcium hydroxide (CH) - based medications associated with essential oils, Lemongrass and
Thyme, in comparison to combinations with chlorhexidine (CHX) and camphorated mono-
parachlorophenol (CMCP). The intracanal medications (IMs) evaluated were: Calen® +
Lemongrass (CH-LE), Calen® + Thyme (CH-TH), Calen® (CH), Calen CMCP® (CH-
CMCP) and Calen® + CHX (CH-CHX). The study was divided into two publications.
Publication 1- aims to evaluate the pH and antibacterial activity against Enterococcus
faecalis. The pH was evaluated in the periods of 12 h, 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days. The
antibacterial effectiveness was evaluated after contamination for 21 days of the root canals of
extracted human teeth. Three samples were performed for counting of CFU mL™: S1- after
contamination, S2- after 7 days with IMs, and S3- after 7 days of removal of IMs. Data were
submitted to statistical analysis by ANOVA and Tukey or Kruskal-Wallis and Dunn (¢=0.05).
Higher pH occurred in the initial periods (12 h - 7 days). All IMs promoted alkaline pH with
no difference between them (p<0.05). All IMs showed antibacterial activity. However,
associations to essential oils showed lower bacterial counts about 10.57% in comparison to
positive control (without IM). Publication 2- aims to evaluate the diffusion capacity of
hydroxyl ions and the antibiofilm activity against E. faecalis. The diffusion of hydroxyl ions
through the bovine dentin was evaluated after root canal filling with IMs and pH
measurement at 1, 3, 7, 14, 21 and 28 days. The evaluation of the antibiofilm activity was
performed by direct contact test on E. faecalis biofilm formed on bovine root dentin blocks.
The analysis was performed by counting of CFU mL™. Data were analyzed statistically by
ANOVA and Tukey tests (a=0.05). CH-CMCP showed higher pH in 1 day than the other IMs
(p<0.05). From 14 days, IMs did not present a significant statistical difference between them
(p>0.05). All IMs were able to decrease the bacterial count on E. faecalis biofilm (p>0.05)
compared to positive control, with emphasis on LE and TH associations (p<0.0001). It is
concluded that the addition of Lemongrass and Thyme essential oils maintains the alkaline pH
of CH (Calen®), being similar to CHX and CMCP associations and exhibiting ex vivo
antibacterial effectiveness against E. faecalis. The essential oils do not interfere with the
diffusion capacity of hydroxyl ion from intracanal CH-based medications, maintaining
alkaline pH and they have an effect on E. faecalis biofilms.

Keywords: Microbiological analysis. Calcium hydroxide. Oils, volatile.
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1  INTRODUCAO

Micro-organismos representam o principal agente etiolégico da necrose pulpar e da
formacdo da lesdo periapical'. A persisténcia de micro-organismos no Sistema de Canais
Radiculares (SCR) é a principal causa de fracasso do tratamento endoddntico®®. A anatomia
complexa do SCR dificulta a sua completa limpeza e desinfecgao®.

A infeccdo endoddntica abriga uma microbiota polimicrobiana com espécies aerdbias,

358 Biofilmes sio

anaerdbias, Gram-positivas e Gram-negativas organizada em biofilme
comunidades microbianas envoltas por uma matriz extracelular de substancias polimericas,
por exemplo, polissacarideo e proteinas, na qual as células aderem-se umas as outras e/ou a

%11 apresentando grande resisténcia a antissépticos e antibi6ticos*.

superficies ou interfaces
A eliminacdo do biofilme e a destruicdo das bactérias do SCR s@o objetivos da desinfec¢do
endodontica’®, Mesmo apés o preparo biomecanico, os biofilmes podem permanecer no
interior dos canais radiculares**°.

Enterococcus faecalis € um coco Gram-positivo que apresenta maior resisténcia aos
antimicrobianos, sendo capaz de sobreviver nos tubulos dentinérios e reinfectar o canal
radicular apés obturacdo’’*®. E o micro-organismo de maior prevaléncia em dentes com
insucesso de tratamento®®, onde o retratamento é indicado®??. Diferentes cepas de E. faecalis
podem interagir sinergicamente ou antagonicamente com um consorcio de bactérias do
SCR. Os possiveis mecanismos que explicam essa interacdo € a producédo de diferentes niveis
de proteases, bem como possiveis diferencas de fatores de viruléncia®.

As medicagOes intracanal (MICs) atuam de forma complementar ao preparo
biomecanico na desinfeccdo do SCR?*%. Por apresentar excelentes propriedades bioldgicas e
atividade antimicrobiana, o hidréxido de célcio (HC) é amplamente utilizado®®. Além disso,
apresenta capacidade de dissolver tecido organico®’, inibir a reabsorcéo dentéria e induzir a
formacao de tecido duro®, estimular a proliferacdo de osteoblastos?® e inativar endotoxinas
bacterianas®. A difusdo dos fons hidroxila através dos tabulos dentinarios e da superficie
externa da raiz é responsavel pelo efeito antimicrobiano do HC®. Estes fons sdo radicais
livres com alto poder de reatividade® e capacidade de destruir componentes estruturais da
membrana celular das bactérias e diminuir sua atividade celular®.

O HC apresenta menor efetividade frente a especie E. faecalis, que € um micro-
organismo resistente a diversos agentes antimicrobianos**®. Desta forma, a sua associagéao
com outros antimicrobianos é proposta para aumentar seu espectro de acdo, como

paramonoclorofenol canforado (PMCC)**® e clorexidina (CLX)***°. A associacédo a0 PMCC
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3637 o forma um

ndo interfere nas propriedades do HC*®, amplia o espectro antimicrobiano
composto chamado de paramonoclorofenolato de calcio, responsavel pela liberagdo
prolongada de fons calcio e hidroxila*".

A CLX é uma bisbiguanida catiénica, que apresenta ampla ac&o antimicrobiana* e
substantividade®. Ela tem sido utilizada como solugéo irrigadora e MIC em endodontia. A
CLX apresenta boa atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos**. A

#4%ou em associacdo a outras substancias*’,

C45'47.

CLX ja foi estudada como MIC isoladamente
e os estudos demostram o efeito sinérgico da CLX quando associada ao H

As propriedades antimicrobianas de dleos essenciais e/ou seus componentes em
relacdo a pat6genos humanos e animais tém sido estudadas*®*. O género Thymus vulgaris
abrange inimeras espécies e variedades, que tiveram seus 0leos essenciais estudados, como
por exemplo, o tomilho (conhecido como Thyme em inglés)®**!. O éleo essencial de Thyme
(rico em timol, apresentando vestigios de carvacrol) é cientificamente reconhecido pelas suas
acBes potentes bactericidas e fungicidas®’. Tomilho e carvacrol demonstram atividade contra
Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis®, além de atividade antibiofilme®.
Estas substancias apresentam capacidade de danificar a integridade da membrana plasmatica,
afetando o pH intra-celular e o equilibrio i6nico do citoplasma®. O 6leo essencial de tomilho
demonstra atividade antimicrobiana contra diversas cepas bacterianas, entre elas E. faecalis™.
Além disso, demostra ter capacidade significativa de ndo gerar resisténcia antimicrobiana a
esse micro-organismo®®.

A espécie Cymbopogon citratus, pertencente a familia Poaceae (gramineas), é
conhecida por mais de 20 nomes, entre estes Lemongrass, erva perfumada e erva cidreira>’. O
uso econémico mais expressivo de C. citratus é a producdo de seu 06leo essencial, rico em
citral, e amplamente utilizado nas industrias de cosméticos, alimentos e produtos
farmacéuticos®’. A atividade antibacteriana de 6leo de C. citratus ocorre principalmente em
funcéo da presenca de alfa e beta citral®. O 6leo essencial de Lemongrass foi avaliado sobre 5
cepas (2 MSSA - Staplylococcus aureus sensivel a meticilina e 3 MRSA - S. aureus
resistentes & meticilina) demonstrando a sua capacidade de interromper a formacdo de
biofilme, bem como promover sua desestruturacdo™. As solucdes de 6leos essenciais de
Lemongrass e Thyme promovem reducdo do biofilme de Aeromonas hydrophila formado em
superficies de aco inoxidavel®.

A eliminacdo de micro-organismos resistentes ainda hoje € um grande desafio na

terapia endodoéntica. Deste modo, € necessaria a avaliagdo de novas substancias que
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possibilitem maior efetividade de medicagdes a base de HC, como pela sua associagdo aos

Oleos essenciais.
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4  CONCLUSOES

Conclui-se que:

a. As associacdes dos 0Oleos essenciais Lemongrass e Thyme mantem o pH alcalino das
MICs a base de HC, e apresentam atividade antibacteriana contra E. faecalis.

b. Todas as MICs (HC, HC-PMCC, HC-CLX, HC-LE e HC-TH) foram capazes de
diminuir a contagem bacteriana ap6s 7 dias de remocédo das mesmas. No entanto, foi
observada menor contagem bacteriana para associacdo do HC aos Oleos de
Lemongrass e Thyme (HC-LE e HC-TH, respectivamente).

c. As associacOes dos Gleos essenciais Thyme e Lemongrass ndo impedem a capacidade
de difusdo em dentina de ions hidroxila da MIC & base de HC em dentina radicular
bovina, mantendo o pH alcalino.

d. Oleos essenciais em associacdo com MIC & base de HC demonstraram eficacia sobre

biofilme de E. faecalis.
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