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Maekawa LE. Avaliacdo dos extratos de propolis e de gengibre como
medicacgdo intracanal sobre microrganismos e endotoxinas em canais
radiculares [tese]. Sdo José dos Campos: Faculdade de Odontologia de
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RESUMO

A proposta deste trabalho foi avaliar a efetividade dos extratos glicélicos
de propolis e de gengibre, hidroxido de calcio, clorexidina gel e
associagbes como medicacgdo intracanal (MIC) sobre Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli e endotoxinas em canais
radiculares. Foram utilizadas 96 raizes de dentes unirradiculados que
tiveram seus canais contaminados com suspensdes dos microrganismos
por 28 dias. Apd6s a coleta de confirmagdo, os canais foram
instrumentados com solu¢cdo salina e divididas de acordo com a
medicacao intracanal utilizada: hidréxido de calcio [Ca(OH),] + solugéo
salina; clorexidina gel 2% (CLX); Ca(OH), + CLX; prépolis (PRO); PRO +
Ca(OH)2; gengibre (GENG); GENG + Ca(OH),; solugcdo salina. Foram
realizadas as seguintes coletas do conteudo do canal radicular: coleta de
confirmacgdo (apos 28 dias de contaminagdo), 1% coleta (imediatamente
apos a instrumentacao), 22 coleta (imediatamente apds 14 dias da acgéo
da MIC), 32 coleta (7 dias apds remocgéo da MIC). Para todas as coletas
foram avaliadas: a) atividade antimicrobiana; b) quantificacdo de
endotoxinas pelo teste cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus.
Os resultados foram submetidos aos testes estatisticos Kruskal-Wallis e
Dunn (5%). Verificou-se que todas as MIC foram capazes de eliminar os
microrganismos dos canais radiculares, entretanto, o Ca(OH), nao foi
capaz de eliminar completamente C. albicans e E. faecalis. Verificou-se
que as MIC contendo Ca(OH), foram capazes de diminuir
significativamente as endotoxinas dos canais radiculares, sendo
semelhantes entre si e diferentes do grupo salina. As medica¢des CLX,
PRO, GENG e salina foram semelhantes entre si. Conclui-se que todas as
MIC foram capazes de eliminar os microrganismos do canal radicular e
reduzir a quantidade de endotoxinas dos canais radiculares, entretanto,
as MIC & base de hidréxido de calcio foram mais eficazes na
neutralizagdo de endotoxinas.

Palavras-chave: Propolis. Gengibre. Hidroxido de calcio. Clorexidina.
Candida albicans. Enterococcus faecalis. Escherichia coli. Endotoxinas.



1 INTRODUGAO

Os microrganismos e seus produtos estdo intimamente
ligados a etiologia das lesbes pulpares e periapicais, que, como agentes
agressores, podem levar o tecido pulpar a necrose; sua persisténcia no
canal radicular, apos tratamento endoddntico, pode perpetuar ou induzir
reacao inflamatoéria periapical (Vafaie et al. 1999). Assim, o conhecimento
sobre a microbiota endodbntica é fundamental para entender o
desenvolvimento dos processos patoldgicos apicais e periapicais e

oferece subsidios para a escolha de uma terapéutica adequada.

As infeccdes  endodOnticas sdo  consideradas
polimicrobianas. Além de bactérias, outros microrganismos como fungos,
podem ser comumente encontrados em canais radiculares com necrose
pulpar (Nair, 1990; Sen et al., 1995; Waltimo et al., 1997; Peciuliene et al.,
2001; Siqueira et al., 2002; Sunde et al.,, 2002; Maekawa et al., 2006).
Enterococccus faecalis tem sido frequentemente isolado em canais
radiculares com necrose pulpar e nas infecgbes persistentes pos-
tratamento endodontico (Sundqyist et al., 1998; Love, 2001; Peciuliene et
al., 2001; Sunde et al., 2002; Siqueira et al. 2004; Gomes et al., 2008).
Este microrganismo é capaz de penetrar em profundidade nos tubulos
dentinarios, sendo de dificil eliminagdo ap6s preparo biomecanico
(Waltimo et al. 2000; Love 2001).

Em canais radiculares de dentes portadores de necrose
pulpar e lesao periapical cronica, embora exista diversidade microbiana,
predominam bactérias anaerdbias, particularmente as Gram-negativas
(Mattison et al. 1987; Seltzer e Farber, 1994; Leonardo, 2005; Leonardo et

al. 2004). Essa infeccdo de natureza polimicrobiana encontra-se
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localizada ndo apenas na luz do canal radicular, mas também nos tubulos
dentinarios e em todo o sistema de canais radiculares e crateras de

reabsorgdes apicais.

Bactérias Gram-negativas contém endotoxina em sua
parede celular que estimulam células competentes como macréfagos,
neutréfilos e fibroblastos, desencadeando a liberacdo de um grande
numero de mediadores quimicos inflamatorios principalmente as citocinas,
causando uma série de efeitos bioldégicos que levam a uma reagao
inflamatoria, imunoldgica e reabsorgdo 6ssea periapical (Mattison et al.
1987; Wang; Stashenko, 1993).

Apesar de Escherichia coli ndo ser uma bactéria
comumente encontrada no interior de canais radiculares com polpa
necrosada, sua endotoxina apresenta a estrutura basica do componente
lipidico, que representa o centro ativo responsavel pela toxicidade do
LPS. Assim, estudos tém sugerido a sua utilizagdo para avaliar a
efetividade de substéncias quimicas sobre endotoxinas (Oliveira et al.,
2005; Oliveira et al., 2007). Da mesma forma, para avaliar o papel das
endotoxinas nos tecidos periapicais, pesquisas tem sido realizadas
utilizado endotoxina de E. coli inoculadas em canais radiculares,
mostrando que este componente bacteriano tem fungdo no inicio e na
perpetuacédo de lesBes periapicais inflamatérias e reabsorcdo odssea
(Dwyer et al., 1981).

Sabe-se que € objetivo do preparo biomecanico a limpeza
e desinfecgdo do sistema de canais radiculares. Entretanto, € possivel
que, mesmo apoOs a utilizagdo de substancias quimicas auxiliares com
acdo antimicrobiana durante o0 preparo biomecanico, alguns
microrganismos e endotoxinas permanegam no sistema de canais
radiculares, tubulos dentinarios e crateras de reabsorgdo apical,

predispondo o tratamento endoddntico ao insucesso.
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Assim, a medicacgao intracanal tem como objetivo tornar o
sistema de canais radiculares de dentes com polpa necrosada e
infectada, um meio improprio ao desenvolvimento microbiano, inibindo ou
destruindo aqueles microrganismos que nao foram eliminados durante o

preparo biomecanico (Leonardo, 2005).

O hidréxido de calcio tem sido amplamente utilizado como
medicagdo intracanal devido as suas propriedades antimicrobianas
(Leonardo, 2005; Leonardo et al., 2002), capacidade de induzir a
mineralizagao (Leonardo et al., 1998) e principalmente devido sua efetiva
acdo sobre endotoxinas (Safavi; Nichols, 1993; Safavi; Nichols, 1994;
Nelson Filho et al., 2002; Silva et al., 2002; Tanomaru et al., 2003;
Leonardo et al., 2004; Oliveira et al., 2005).

A clorexidina vem sendo utilizada na forma de gel por
apresentar acao sobre microrganismos aerébios e anaerébios, Gram-
positiva e Gram-negativa e leveduras (Ferraz et al., 2001; Ferreira et al.,
2002; Dametto et al., 2005; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2009; Valera
et al., 2009; Maekawa et al., 2010). Entretanto, parece nao ter acao sobre
endotoxinas (Tanomaru et al., 2003; Maekawa et al., 2010). Assim, a
associagao hidréxido de calcio e clorexidina a 2% vem sendo indicada
como medicagdo intracanal com resultados satisfatorios, uma vez que
esta associacdo apresenta maior espectro antimicrobiano, além da
efetividade sobre endotoxinas presentes no canal radicular (Maekawa et
al., 2007; Semenoff et al., 2008).

Atualmente, verifica-se um crescente aumento dos
estudos utilizando substancias naturais na area médica. Extratos ou chas
de diversas plantas sao utilizados na medicina popular desde a
antiguidade, entretanto, suas reais propriedades e aplicagdes estdo sendo

cientificamente avaliadas.
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Dentre os extratos naturais utilizados na Odontologia,
destaca-se a propolis devido as suas inumeras propriedades terapéuticas
como antiinflamatoéria, analgésica e antimicrobiana (Grange; Davey, 1990;
Paulino et al., 1996; Lotufo et al., 2005; Silva et al., 2008).

O gengibre (Zingiber officinale) sempre foi apreciado
desde os tempos mais antigos, sendo largamente empregado como
condimento, em bebidas alcodlicas e na medicina popular. Devido a sua
acao cicatrizante, antiinflamatéria e antimicrobiana, o gengibre vem sendo
empregado associado a outras substancias naturais como mel, propolis
ou roma em solugcbes ou sprays utilizados na cavidade oral, sendo
indicado para amigdalites, tosses e halitose (Grégio et al.,, 2006). Em
Odontologia, poucos estudos sdo relatados na literatura. A atividade
antimicrobiana do gengibre sobre C. albicans e E. faecalis inoculados em

canais radiculares foi verificada por Shygei et al. (2008).

Assim, devido a importancia da eliminagcdo de
microrganismos e seus produtos do interior do sistema de canais
radiculares em relagédo ao sucesso do tratamento endoddntico, justifica-se
a busca constante de medicamentos capazes de eliminar estes
microrganismos. Ainda, o estudo de medicamentos naturais podera
encontrar uma substancia quimica capaz de atuar sobre microrganismos
e seus produtos com menores efeitos nocivos ao organismo humano e ao

meio ambiente.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Candida albicans, Enterococcus faecalis e Escherichia coli em

canais radiculares

Um dos primeiros estudos avaliando o papel dos
microrganismos nas infecgdes pulpares e periapicais foi realizado por
Kakehashi et al. (1965). Estes autores utilizaram ratos germ-free e
convencionais, que tiveram a polpa dos primeiros molares superiores
expostas a alimentacéo esterilizada. Ap6s 14 dias, verificaram no grupo
convencional, dentes com tecido pulpar totalmente necrosado, com tecido
inflamatorio crénico e formacdo de abscesso na regido periapical,
enquanto que no grupo germ-free nao foi observado necrose pulpar nem
formacdo de abscesso, apenas um minimo infiltrado inflamatdrio,
concluindo que os microrganismos estdo ligados a etiologia das

alteragdes pulpares e peripicais.

A microbiota dos canais radiculares infectados esta
constantemente sendo identificada, sendo que novas espécies
microbianas sdo descobertas, de acordo com a evolugdo dos métodos de
identificagdo e cultivo dos microrganismos isolados. As infecgdes
endodonticas sao consideradas polimicrobianas. Varios estudos
identificaram uma grande variedade dos microrganismos, compreendendo
aerbbios, anaerdbios estritos, anaerdbios facultativos e fungos, sendo que
Enterococcus faecalis e Candida albicans estdo entre os microrganismos
frequentemente isolados em canais radiculares de dentes com necrose

pulpar, presenca de lesdo periapical, ou lesdes refratarias (Waltimo et al.,
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1997; Sundqvist et al., 1998; Peciuliene et al., 2001; Sunde et al., 2002;
Pinheiro et al., 2003).

Em casos de necrose pulpar com evidéncia radiografica
de periodontite apical e auséncia de doencga periodontal, E. faecalis foi
isolado em 55% dos casos (Vianna et al., 2008). Entretanto, ao estudar a
microbiota de dentes com abscessos agudos periapicais de origem
endoddntica, Siqueira et al. (2001) detectaram a presenca de E. faecalis e
Escherichia coli em apenas 3,7% dos casos. Em dentes com presenca de
periodontite apical crénica, E. coli estava presente em 7,5% do casos, C.
albicans em 18% dos casos e E. faecalis em 64% dos casos (Peciuliene
et al., 2001).

Ao avaliar a microbiota de dentes com lesao periapical
refrataria associada ao tratamento com hidréxido de calcio, Sunde et al.
(2002) identificaram E. faecalis e C. albicans em 5,6% dos casos. Em oito
pacientes foi administrado antibiético (fenoximetilpenicilina) antes da
coleta microbiolégica e em cinco destes pacientes, foram encontrados E.
faecalis e C. albicans, comprovando a resisténcia destes microrganismos

mesmo na presenca de medicagao sistémica.

Outros estudos de identificacdo e analise microbiolégica
de dentes com tratamento enddntico e presenca de les&o periapical
verificaram que E. faecalis € a espécie mais prevalente, estando presente
em 38% (Sundqvist et al., 1998), 45% (Pinheiro et al., 2003), 77%
(Siqueira et al., 2004) e até 77,8% (Gomes et al., 2008) dos casos.
Utilizando o método de reacdo em cadeia de polimerase (PCR),
Schirrmeister et al. (2007) identificou o DNA de E. faecalis em 31% dos
casos estudados. Este mesmo método de identificacdo de
microrganismos foi utilizado por Fouad et al. (2005) onde os autores

identificaram E. faecalis em 22% dos casos.
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Pinheiro et al. (2003) avaliaram a microbiota de 30 dentes
tratados endodonticamente com lesdo periapical persistente. A espécie
bacteriana frequentemente isolada foi E. faecalis (36,7% dos casos).
Neste mesmo estudo, foi avaliado a susceptibilidade aos antibioticos,
verificando que E. faecalis foi susceptivel a benzilpenicilina, amoxicilina e
amoxicilina combinado ao clavulanato, entretanto, mostrou resisténcia a

eritromicina e azitromicina

Apesar de E. faecalis estar na maioria das vezes presente
em infeccdes com diversos tipos de bactérias e fungos, associado a
periodontite apical p6s tratamento endoddntico (Sakamoto et al., 2008),
este pode estar presente em culturas puras, como monoinfecgdes (Sirén
et al., 1997). Estudos avaliando a microbiota de dentes tratados
endodonticamente com presenca de les&o periapical identificaram cultura
pura de E. faecalis em 2 de 10 dentes avaliados (Schirrmeister et al.,
2009) e em 18 de 51 casos estudados (Pinheiro et al., 2003), sugerindo o

importante papel deste microrganismo nas infecgbes endodénticas.

A identificacdo de C. albicans em dentes com necrose
pulpar e presenca de lesao periapical indica que as leveduras possuem
um papel importante nos casos de periodontite apical persistente apos o
tratamento convencional, estando geralmente associada as bactérias
(Waltimo et al., 1997; Peciuliene et al., 2001), ou ainda em alguns casos,
podendo estar presente em monoinfecgbes (Waltimo et al., 1997). Najzar
Fleger et al. (1992) identificaram espécies de Candida em 55% dos casos
e Maekawa et al. (2006) identificaram 15,3% de C. albicans em canais
radiculares com necrose pulpar. Molander et al. (1998) e Peciuliene et al.
(2001) também relataram a presenga deste microrganismo em 3 de 100
casos e em 6 de 40 dentes examinados, respectivamente, sendo que
todos os dentes avaliados estavam tratados endodonticamente e com
presenca de periodontite apical. Outros estudos avaliando a microbiota de

dentes com tratamento endoddntico e presenca de lesdo periapical
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identificaram C. albicans em 2 dos 60 dentes (Pinheiro et al., 2003) e em
2 dos 54 dentes avaliados (Sundqvist et al., 1998). Estudos através de
microscopia eletrbnica de varredura, também confirmam a associagéo
entre fungos e infecgdes do canal radicular (Sen et al., 1995; Siqueira et
al., 2002).

Siqueira e Sen (2004) citaram os provaveis mecanismos
de acado que parecem estar associados na patogénese de C. albicans:
adaptabilidade a uma variedade de condicdes ambientais, tendo
habilidade em sobreviver como comensal e capaz de se adaptar tanto em
pH acido como basico; é capaz de se coagregar com certas bactérias
orais como Actinomyces e Fusobacterium nucleatum; produz enzimas
hidroliticas que podem causar danos aos tecidos periapicais como aspartil
proteinase, colagenase, hialuronidase, fosfatases acidas e alcalinas,
sendo que todas estas enzimas tém algum efeito na degradacédo da
matriz extracelular; transicao morfolégica, mudanga de forma de levedura
para a forma de hifas, representando uma mudanc¢a do estado comensal
para o patogénico, possuindo a habilidade de invadir o tecido do
hospedeiro e escapar da fagocitose pelos macrofagos; C. albicans ainda
possui a capacidade de formacgéo de biofiimes em diferentes superficies,
podendo se tornar mais resistente aos antifungicos comumente utilizados

como fluconazol e anfotericina B.

Em relacdo a penetragdo nos tubulos dentinarios, C.
albicans atinge pouca ou nenhuma profundidade de penetragéo (Orstavik;
Haapasalo, 1990; Waltimo et al. 2000). Entretanto, E. faecalis tem a
habilidade de penetrar rapidamente e profudamente, sendo de dificil
remogao apos o preparo biomecanico, permanecendo viavel dentro dos
tubulos e aderindo ao colageno na presenga do soro humano. Isto faz
com que E. faecalis seja um dos microrganismos responsaveis pela
persisténcia de alteracdes crénicas de dentes tratados endodonticamente
(Love, 2001).
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Apesar de E. coli nao ser uma bactéria comumente
encontrada no interior de canais radiculares com polpa necrosada,
estudos de Siqueira et al. (2001), Peciuliene et al. (2001) e Geibel et al.
(2005) identificaram sua presenca em casos de necrose pulpar e
presenca de lesdes periapicais. Ainda Molander et al. (1998) isolaram E.
coliem 8 de 100 canais radiculares com presenca periodontite apical pds-
tratamento endodéntico. Como sua endotoxina apresenta a estrutura
basica do componente lipidico, que representa o centro ativo responsavel
pela toxicidade do LPS, estudos tém sugerido a utilizagcdo para avaliar a
efetividade de substancias quimicas sobre endotoxinas (Oliveira et al.,
2005; Oliveira et al., 2007).

2.2 Endotoxina (lipopolissacarideo)

A partir da década de 80, os avangos tecnoldgicos na
cultura e identificagdo microbioldgica mostraram que, em canais
radiculares de dentes portadores de necrose pulpar e lesdo periapical
crbnica, embora exista diversidade microbiana, predominam bactérias
anaerodbias, particularmente as Gram-negativas (Mattison et al., 1987;
Seltzer; Farber, 1994; Leonardo, 1998; Leonardo et al., 2004).

Bactérias Gram-negativas contém endotoxina em sua
parede celular, que s&o liberadas durante sua duplicagdo ou morte celular
e é composta de polissacarideos e lipideos, podendo ser chamada
também de lipopolissacarideo (LPS). O LPS, molécula de alto peso
molecular, é constituido de trés partes. A primeira parte € o antigeno O,
que é formado por repetidas unidades oligossacaridicas, que séao
especificas de um grupo e determinadas pela identidade da respectiva

bactéria, sendo esta regido unica para cada cepa bacteriana. O corpo
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oligossacaridico representa a segunda parte, regidao do nucleo, que
contém acido 2-keto-3-deoxiocténico (KDO) e heptose ou galactose ou
glicose. E a terceira parte é o lipideo A, regido da molécula de endotoxina

responsavel pelo seu efeito toxico (Caroff, 2002).

As endotoxinas ndo causam lesdes celulares ou teciduais
diretamente, entretanto elas estimulam células competentes como
macréfagos, neutréfilos e fibroblastos, desencadeando a liberagao de um
grande numero de mediadores quimicos inflamatérios bioativos ou
citocinas, causando uma série de efeitos biolégicos que levam a uma
reacao inflamatéria, imunoldgica e reabsorgcédo 6ssea periapical (Mattison
et al., 1987; Yamasaki et al., 1992; Wang; Stashenko, 1993).

No sangue e nos tecidos as endotoxinas ligam-se ao
receptor CD-14 na superficie de mondcitos e macrofagos, e estas células
ativadas secretam interleucinas (IL-1a, IL-14, IL-6, IL-8) (Matsushita et al.,
1999), Fator de Necrose Tumoral-a (TNF- a) (Stashenko, 1990; Barthel et
al., 1997), superoxido (O3), 6xido nitrico, interferons a, 8 e y, e moléculas
lipidicas como o fator ativador de plaquetas e prostaglandinas (Leonardo
et al., 1998). As endotoxinas ainda podem contribuir para um aumento na
liberacdo de substancias vasoativas neurotransmissoras na regiédo das
terminacdes nervosas dos tecidos periapicais, conduzindo a ocorréncia da
dor (Seltzer e Farber, 1994), além de ativar o sistema complemento
(Morrison e Kline, 1977; Horiba et al., 1992) e o fator de Hageman (fator

Xll da cascata da coagulagéo) (Leonardo et al., 2004).

Além da reacgédo inflamatoéria, o LPS adere-se de forma
irreversivel nos tecidos mineralizados da regido apical e periapical (0sso e
cemento) (Schein e Schilder, 1975), agindo como um potente estimulador
da reabsorcao 6ssea, atuando na sintese e liberagao de citocinas como a
interleucina-1a, interleucina-1B e fator de necrose tumoral (TNF) (Wang;

Stashenko, 1993). O LPS também estimula as células do hospedeiro na
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liberacdo de prostaglandina-E, (Safavi e Nichols, 1993), a qual tem
influéncia sobre os osteoclastos, perpetuando a reacdo inflamatéria

periapical (Leonardo, 1998).

Schein e Schilder (1975) realizaram um estudo in vivo
para detectar e quantificar os niveis de endotoxina em dentes que
necessitavam de tratamento endodéntico. Os resultados mostraram
diferenca estatistica significante nos casos de dentes com e sem
vitalidade, presenca e auséncia de sintomas e presencga ou ndo de lesbes
periapicais radiograficamente visiveis. As maiores quantidades de
endotoxina estavam presentes em dentes sem Vvitalidade, com
sintomatologia dolorosa e lesbes periapicais radiograficamente visiveis.
Os autores enfatizam a importdncia da endotoxina liberada pelas
bactérias Gram-negativas, sendo fator importante nas doencgas pulpares e

periapicais.

Estudos tém sugerido que as endotoxinas representam
um dos principais fatores etioldgicos envolvidos nas patologias pulpares e
periapicais. Horiba et al. (1991) indicaram uma correlagéo positiva entre a
quantidade de endotoxina e sinais e sintomas clinicos e presenca de area
radiolucida. Evidenciaram ainda que dentes com grande quantidade de
endotoxinas podem estar associados com o aumento da doenca
periapical. Esta correlacao positiva tem sido encontrada em estudo com
endotoxina de Fusobacterium nucleatum inoculada em macacos, onde os
autores sugerem que o LPS pode induzir a destruicao 6ssea (Dahlén et
al.,1981). Em um estudo em caes, foram inoculadas endotoxina de
Salmonella Minnesota (Pitts et al., 1982) e de E. coli (Mattison et al.,
1987; Nelson Filho et al., 2002) verificando que a endotoxina tem papel
importante na inflamacao periapical e reabsorgcdo éssea. E ainda Dwyer
et al. (1981) utilizando endotoxina de E. coli inoculada em dentes de gatos
sugeriram que as endotoxinas tem funcdo no inicio e na perpetuacgéo de

lesdes periapicais inflamatérias em humanos.
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Ainda quando endotoxina de E. coli foi inoculada em
canais de dentes de cées, foram observadas extensivas areas de
reabsorgédo ativas, reabsorgédo do cemento apical, infiltrado inflamatério
severo e radiograficamente presenca de lesdes periapicais, perda da
integridade da lamina dura e areas circunscritas de reabsorcdo éssea
periapical (Nelson Filho et al.,, 2002, Silva et al., 2004). Em humanos,
Khabazz et al. (2000), verificaram a presencga de endotoxinas em dentes
portadores de lesdes cariosas sintomaticas (pulpite reversivel) ou nao
sintomaticas (pulpite irreversivel), sendo que quantidades maiores de
endotoxina foram detectadas na superficie das lesdes cariosas e em
dentes com sintomatologia. Estes mesmos autores, em 2001,
relacionaram a presengca de endotoxinas como fator principal na
patogénese de doencas pulpares. Jacinto et al. (2006), e Martinho e
Gomes (2008), verificaram que a endotoxina esta presente em altas
concentracbes em canais radiculares de dentes sintomaticos e que ha
uma relacdo positiva entre a concentracdo de endotoxina no canal
radicular e a presenga de sinais e sintomas. A atividade endotoxica em
dentes com necrose pulpar esta relacionada diretamente a presenca e a
quantidade de bactérias Gram-negativas presentes no sistema de canais

radiculares (Dhalén e Bergenholtz, 1980; Yamazaki et al., 1992).

Em relagdo a difusdo da endotoxina em tubulos
dentinarios, Nissan et al. (1995) verificaram que a endotoxina € capaz de
penetrar 0,5 mm de dentina em um curto periodo de tempo que pode
variar de 15 min a 4% h. Oliveira et al. (2005) verificaram que a
endotoxina é capaz de se difundir pelos tubulos dentinarios em direcéo ao

cemento, atingindo a regido externa da raiz apos 24 h.

Para avaliacédo de solugbes irrigadoras e medicacdes
intracanais sobre endotoxinas, estudos in vitro tém utilizado endotoxina de
E. coli (Haight-Ponce et al., 1999), associada ou ndo ao hidroxido de

calcio para verificar produgdo de prostaglandinas E; (Safavi; Nichols,
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1994) e liberacdo de TNF-a (Barthel et al., 1997). Endotoxina de E. coli
também tem sido utilizado em estudos in vivo para verificar indugcéo de
lesdo periapical e acdo de solugdes irrigadoras e medicagao intracanal
sobre endotoxinas em dentes de caes (Nelson Filho et al., 2002, Silva et
al., 2004). Mattison et al. (1987) comparam o efeito da endotoxina de
Eikenella corrodens e de E. coli na regido periapical de dentes de caes e
verificaram que ambas bactérias induziram de forma semelhante
extensiva reabsorcdo 6ssea, reabsorgéo radicular externa e presenca de
infiltrado inflamatério intenso. Quantidades elevadas de endotoxina foram
encontradas apos contaminagdo com suspensdo padronizada a 10°

células/ml de E. coli por 28 dias (Aguiar, 2009).

Vianna et al. (2007) sugerem que durante o tratamento
endoddntico, o preparo biomecanico € o principal responsavel pela maior
redugcdo da quantidade de microrganismos (99,96%) e endotoxinas
(44,4%), sendo que apoOs a utilizagcdo de medicagao intracanal, houve
uma reducédo de apenas 1,4% de endotoxinas. Os autores citaram que
mesmo com a eliminacao das bactérias, a quantidade de endotoxinas
apos a instrumentacéo estava alta. Dessa forma, € necessario o estudo
de medicagdes intracanais utilizadas durante a terapia endodontica que

possam neutralizar estas substancias flogisticas.

Para quantificar endotoxinas de canais radiculares, tanto
nos trabalhos in vitro como in vivo, ap6s a coleta dos canais radiculares,
estes conteudos sdo levados em contato com o Lisado de amebécito de
Limulus (LAL). O lisado é preparado a partir do amebdcito circulante do
caranguejo ferradura Limulus polyphemus, que, quando exposto a
quantidade pequena de endotoxinas, aumenta sua opacidade bem como

sua viscosidade, tornando-se um gel duro (Levin; Bang, 1968).
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O uso do LAL envolvido na deteccdo de endotoxinas
bact erianas foi observado inicialmente por Bang (1956) através de uma
infeccdo por bactérias Gram-negativas no caranguejo Limulus
polyphemus que resultou em uma coagulacgdo intravascular fatal. Mais
tarde, Levin e Bang (1968) demonstraram que esta coagulacdo foi o
resultado de uma reacdo enzimatica entre a endotoxina e uma proteina
coagulavel presente nos amebdcitos circulantes do Limulus. Seguindo o
desenvolvimento de um anticoagulante adequado para o sangue do
Limulus, os autores prepararam um lisado do amebédcito que foi um

indicador extremamente sensivel a presencga de endotoxina.

Assim, pelo método do LAL, a endotoxina catalisa a
ativacdo de uma pré-enzima em enzima. A enzima ativada catalisa a
clivagem do substrato sintético Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNa em peptideo (Ac-
lle-Glu-Ala-Arg) e p-nitroanilina (pNa), de coloracdo amarela. A pNa
transformada durante a reacdo é medida fotometricamente a 405
nanometro (nm) continuamente durante o periodo de incubagéo (37°C). A
concentracado de endotoxina da amostra é calculada a partir de seu tempo
de reagdo por comparagcdo ao tempo de reagdo da curva-padrao
contendo quantidades conhecidas de endotoxina. Neste teste, o leitor
cinético acoplado a um microcomputador com software Wink QCL
especifico  (Cambrex)*, realiza o gerenciamento, calculando
automaticamente os parametros da curva-padrdao e os valores da
quantidade de endotoxinas, emitindo estes valores em relatérios que

poderao ser impressos.

" Cambrex Bio Ciéncia Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil
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2.3 Medicagobes intracanais: hidroxido de calcio e clorexidina sobre

microrganismos e endotoxinas

A utilizacdo de solugdes irrigadoras como hipoclorito de
so6dio em concentragdes 1%, 2% e 2,5%, e da clorexidina gel 2% durante
a instrumentacéo de canais radiculares, in vitro e in vivo, ndo é capaz de
eliminar completamente os microrganismos dos canais radiculares (Salvia
et al., 2007; Blome et al., 2008; Martinho; Gomes, 2008; Gomes et al.,
2008; Valera et al., 2009). Sabendo-se que o preparo biomecanico
associado a utilizagdo de solugdes irrigadoras pode apenas reduzir a
quantidade de microrganismos e que estes podem estar protegidos em
biofiilmes microbianos em crateras de reabsor¢cdo, areas estas
inacessiveis ao preparo biomecanico, justifica-se a necessidade de uma
conduta terapéutica no sentido de sua eliminacdo representada pela
utilizagdo de medicagbes intracanais entre sessdes durante a terapia

endodobntica.

O hidréxido de calcio tem sido amplamente utilizado como
medicacdo intracanal em Endodontia devido as suas propriedades
antimicrobianas (Bystrom et al., 1985; Sjogren et al., 1991; Siqueira e
Lopes, 1999), capacidade de induzir a mineralizagcdo (Leonardo et al.,
2002) e principalmente tem demonstrado efetiva acdo sobre LPS (Safavi;
Nichols, 1993; Safavi; Nichols, 1994; Nelson Filho et al., 2002; Silva et al.,
2002; Tanomaru et al., 2003; Leonardo et al., 2004; Oliveira et al., 2005;
Maekawa et al., 2010).

Segundo Siqueira e Lopes (1999), a atividade
antimicrobiana do hidréxido de calcio é devido a liberagcdo de ions
hidroxila em um meio aquoso. Estes ions sdo capazes de induzir a
peroxidacao lipidica, resultando na destruicdo dos fosfolipideos, os quais

s&o componentes estruturais da membrana celular dos microrganismos.



31

Além disto, o metabolismo celular destes microrganismos € dependente
da atividade enzimatica, sendo que em menores valores de pH, as
enzimas tém Otima atividade e estabilidade. A manutengdo de um pH
alcalino pelo hidroxido de calcio faz com que ocorra uma quebra da uniao
ibnica e alteragcédo da estrutura das proteinas da membrana celular. Estas
alteragdes resultam na perda da atividade bioldégica das enzimas e

rompimento do metabolismo celular.

Bystrom et al. (1985) afirmam que a efetividade da acédo
antimicrobiana do hidréxido de calcio depende da concentracdo de ions
hidroxila. Se os ions hidroxila sdo consumidos por reacéo envolvendo
bactérias, a dissolugao destes ions ira continuar para manter este balango
e mais ions hidroxila serdo dissociados. Um consumo de ions calcio pela
formacdo de compostos como o fosfato, carbonato ou ions sulfato
disponiveis no tecido apical também ira resultar na liberacdo de ions

hidroxila.

Apesar do hidroxido de calcio apresentar atividade
antimicrobiana, muitos estudos tém verificado que E. faecalis é resistente
ao hidroxido de calcio (Bystrom et al., 1985; Haapasalo; Orstavik,1987;
Orstavik; Haapasalo, 1990; Siqueira et al., 1996; Sirén et al., 1997; Blome
et al.,, 2008). Além de E. faecalis, varias espécies de Candida,
principalmente C. albicans, também tém mostrado ser resistentes a essa
medicacgéo, o que pode explicar a identificacdo de leveduras em casos de
periodontite apical persistente (Waltimo et al., 1999; Valera et al., 1999;
Valera et al., 2010).

Devido a presenga de uma bomba de prétons em sua
parede celular, E. faecalis tém mostrado resisténcia ao hidréxido de calcio
em pH igual ou menor que 11,1. Esta bomba de protons tem a
capacidade de acidificar o citoplasma, fazendo com que este

microrganismo sobreviva mesmo em pH alcalino (Evans et al., 2002).
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Entretanto, quando o pH alcanga valores iguais ou maiores que 11,5, néo
ha a ativagcdo desta bomba de prétons, ocorrendo assim a morte do
microrganismo (McHugh et al., 2004). Além disto, Tronstad et al. (1981)
verificaram o pH de varias areas da dentina apés a medicacdo com
hidréxido de calcio, verificando que o pH dentro do canal radicular se
manteve entre 10 a 12,2; na dentina circumpulpar, entre 8 a 11,1; e na
dentina periférica, entre 7,4 para 9,6. Assim, devido aos valores do pH
permanecerem abaixo do limiar para eliminar E. faecalis, este
microrganismo pode persistir nos tubulos dentinarios e causar reinfecgéo

do canal radicular.

Outro mecanismo de resisténcia do E. faecalis ao
hidréxido de calcio pode ser devido a pouca difusao de ions hidroxila para
o interior dos tubulos dentinarios ou efeito tampao que a dentina exerce
sobre o hidréxido de calcio (Haapasalo et al., 2000). No entanto, sugerem
que mais estudos sao necessarios para o melhor entendimento da
interacdo entre o hidroxido de calcio e dentina e Enterococcus-dentina-

hdréxido de calcio.

A maioria das substancias utilizadas como veiculo para o
hidroxido de calcio ndo possuem atividade antimicrobiana, como a agua
destilada, solugado salina, solugéo anestésica, glicerina e propilenoglicol.
Recentemente, a clorexidina tem sido utilizada como substancia quimica
auxiliar ao preparo biomecanico com resultados satisfatérios devido a sua
biocompatibilidade (Tanomaru et al., 2002; Semenoff et al.,, 2008),
atividade antimicrobiana com amplo espectro de acéo (Ferraz et al., 2001;
Ferreira et al., 2002; Dametto et al., 2005; Ercan et al., 2006; Gomes et
al., 2009; Valera et al., 2009) e efeito residual que varia de 48 h, 72 h até
7 dias (White et al., 1997; Leonardo et al., 1999; Komorowski et al., 2000;
Weber et al., 2003).
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A atividade antimicrobiana da clorexidina se deve a sua
natureza catidbnica que promove aderéncia ao composto anibnico da
superficie microbiana, capaz de alterar a integridade de sua membrana
plasmatica, modificando sua permeabilidade, promovendo a precipitagao
das proteinas citoplasmaticas e alterando o balango osmético, além de
modificar o metabolismo, crescimento e divisdo da célula (Ferraz et al,
2001). Por outro lado, as moléculas da clorexidina carregadas
positivamente também interagem, por adsorgédo, na superficie dentinaria
por algum tempo (Basrani et al., 2002). Este efeito antimicrobiano da
clorexidina apds o tempo da sua utilizacdo é chamado de substantividade
da atividade antimicrobiana ou efeito residual. Komorowski et al. (2000)
demonstraram a dependéncia do efeito residual em funcdo da
concentracéo da clorexidina. Assim, devido ao efeito residual depender da
quantidade de moléculas viaveis para interagir com a dentina, medicar o
canal radicular com a clorexidina mais concentrada pode resultar em um

aumento da resisténcia a colonizag&o microbiana.

Estudos para a avaliagdo da biocompatibilidade da
clorexidina foram realizados. Semenoff et al. (2008) avaliaram a
biocompatibilidade da clorexidina em tecido submucoso bucal de ratos.
Os autores verificaram que a clorexidina foi capaz de diminuir a
severidade da reacao inflamatoria, sendo semelhante ao hidroxido de
calcio. Tanomaru et al. (2002) estudaram a resposta inflamatéria de
solugdes irrigadoras, hipoclorito de sédio a 0,5% e clorexidina 2%,
injetadas na cavidade peritoneal de ratos e concluiram que o hipoclorito
de sodio foi capaz de induzir reagdes irritativas nos tecidos e respostas
inflamatérias severas, enquanto que a clorexidina n&o induziu uma

resposta inflamatéria significante, sendo biocompativel aos tecidos.

Devido as propriedades da clorexidina, citadas acima,
estudos tém sugerido a sua utilizagdo associada ao hidroxido de calcio

como medicacgao intracanal para adicionar propriedades antimicrobianas
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ao hidroxido de calcio, obtendo-se assim um efeito sinérgico entre as
duas medicacdes (Evans et al., 2003; Sirén et al., 2004; Gomes et al.,
2006; Gomes et al., 2009).

A atividade antimicrobiana da associagao hidréxido de
calcio e clorexidina sobre C. albicans e E. faecalis tem sido verificada em
diversos estudos (Sirén et al., 2004; Ercan et al., 2006; Gomes et al.,
2006; Souza-Filho et al., 2008; Gomes et al., 2009; Valera et al., 2009).
Esta associagdo tem mostrado ser estatisticamente mais efetiva sobre E.
faecalis e C. albicans do que a pasta de hidréoxido de calcio utilizada
sozinha (Evans et al., 2003; Al-Nazhan; Al-Obaida, 2008). Entretanto,
Ballal et al. (2007) sugerem que em dentes tratados endodonticamente
sem sucesso, a clorexidina gel 2% pode ser mais efetiva como
medicacédo intracanal do que a pasta de hidroxido de calcio ou sua

combinagao sobre C. albicans e E. faecalis.

A clorexidina utilizada isoladamente ou associada ao
hidroxido de calcio € capaz de se difundir nos tubulos dentinarios e
alcancar a superficie externa da raiz, na presenca ou auséncia de
cemento, exercendo assim sua ac¢ao antimicrobiana (Gomes et al., 2009).
Além disto, a presencga do hidroxido de calcio nesta associagdo permite a
formacado de uma barreira fisica estavel, a qual podera permanecer no
canal radicular por um longo periodo, diminuindo assim a possibilidade de

recontaminacao (Souza-Filho et al., 2008).

Uma avaliacdo comparativa da tensao superficial e pH do
hidréxido de calcio associado a cinco veiculos (agua destilada, solugéo
salina, solugéo anestésica, clorexidina e glicerina) foi realizada por Poorni
et al. (2009). Entre os veiculos individuais, foi verificado que a clorexidina
possui 0 menor valor de tensédo superficial. Entre as associacdes com
hidroxido de calcio, foi verificado que hidroxido de calcio com clorexidina

apresentou os menores valores de tensao superficial. O pH de todos os
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veiculos foram considerados acidos (pH 5 a 6,5). Entretanto, quando
associados ao hidréxido de célcio (pH 11,5), foram considerados alcalinos
(pH 9 a 11,5). Assim, os autores concluiram que a clorexidina foi o melhor
veiculo para o hidroxido de calcio quando utilizado como medicacao
intracanal. Outros autores (Haenni et al., 2003; Souza Filho et al., 2008)

também verificaram a manutencao do pH alcalino nesta associacgéo.

A manutengao do alto pH quando o hidroxido de calcio é
associado a clorexidina é importante, pois a maioria das bactérias
presentes no sistema de canais radiculares se desenvolvem em um pH
entre 6,5 a 7,5, e a maioria dos microrganismos sao destruidos em um pH
9,5, entretanto, uma minoria pode sobreviver em pH 11 ou maior. Além
disto, o alto pH pode neutralizar os acidos secretados pelos osteoclastos
e assim ajudar a prevenir mais adiante a destruicdo de tecidos

mineralizados (Souza-Filho et al., 2008).

Além da manutencdo do pH, a adicdo de clorexidina ao
hidroxido de calcio faz com que ocorra uma diminuigdo do angulo de
contato entre a medicagdo e a superficie dentinaria, aumentando o
umidecimento e reduzindo a tenséo superficial da medicacdo no interior

do canal radicular (Basrani et al., 2004).

Estudos tém mostrado que a atividade antimicrobiana da
clorexidina em combinagcdo com o hidréxido de calcio pode ser um
beneficio no tratamento de certos tipos de infeccgcbes persistentes
primarias e particularmente em casos de retratamento onde E. faecalis é o
microrganismo mais comumente isolado (Molander et al., 1998; Sirén et
al., 2004; Zerella et al., 2005). Ainda Podbielski et al. (2003) verificaram
um efeito sinérgico entre estes medicamentos quando utilizado sobre E.
faecalis e concluiram que o hidréxido de calcio nao altera a solubilidade e
a atividade da clorexidina. Soares et al. (2006) verificou em dentes de

cdes uma reducgao significativa da microrganismos do canal radicular,
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tanto quanto na incidéncia dos biofilmes periapicais quando esta

associacao foi utilizada por 21 dias como medicacgao intracanal.

Um estudo realizado por Valera et al. (2009) avaliou a
atividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio associado a medicacgbes
intracanais (hidréxido de calcio, clorexidina gel 2%, associacéo hidréxido
de calcio e clorexidina gel 2%) sobre C. albicans e E. faecalis inoculados
em canais radiculares. Os autores verificaram que todas as medicagdes
intracanais testadas foram capazes de produzir uma diminuigdo
significante no numero de microrganismos, entretanto, somente a
associacao Ca(OH), e clorexidina foi capaz de eliminar completamente os

microrganismos.

Estudos como de Semenoff et al. (2008) para avaliar a
biocompatibilidade da clorexidina, do hidroxido de calcio e da associagao
de ambos em tecido submucoso bucal de ratos foram realizados. Os
autores verificaram que a associagao hidroxido de célcio e clorexidina foi
capaz de diminuir significativamente a severidade da reagao inflamatoéria
caudada pela agresséo sofrida durante o processo cirurgico inicial em
tecido submucoso bucal de ratos durante o periodo do experimento,
sendo semelhante a clorexidina e ao hidroxido de célcio avaliados

isoladamentes (Semenoff et al., 2008).

Em relagcédo ao periodo da acdo de medicagao intracanal,
estudos tém verificado que o periodo necessario e ideal para o hidroxido
de calcio difundir-se pelos tubulos dentinarios e desta forma exercer a sua
fungdo como medicacgéo intracanal é de 15 a 30 dias (Nerwich et al.,
1993; Takahashi et al., 1996; Leonardo et al., 2002).

Em relagdo a medicagéo intracanal sobre endotoxinas,
estudos in vitro verificaram que o hidréxido de calcio é capaz de hidrolizar
o lipideo A do LPS, resultando na liberagéo elevada de acidos graxos

livres (Safavi; Nichols, 1993). Em 1994, estes mesmos autores
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investigaram se o hidréxido de calcio é capaz de alterar as propriedades
biolébgicas da endotoxina bacteriana medindo a produgdo de
prostaglandinas E; pelos monécitos humanos. Esta produgdo foi
identificada nos sobrenadantes de mondécitos estimulados pelo LPS,
entretanto nao foi identificada naqueles que foram tratados previamente
com hidréxido de calcio. Esses experimentos sugeriram que a agao
biolégica do LPS requer a presenga de acidos graxos hidroxilados ligados
a juncao éster e estas ligacbes sado rompidas pelo tratamento com o

hidroxido de calcio.

Estudo realizado por Barthel et al. (1997) avaliaram a
capacidade do hidroxido de calcio em neutralizar endotoxinas de E. coli
pela liberagao de fator de necrose tumoral-a. (TNF-a). Verificaram que o
hidroxido de calcio é capaz de eliminar a capacidade do LPS de induzir a
producdo de TNF-a. Ja Olsen et al. (1999) observaram a reducdo na
producdo de interleucina-1p quando o LPS de Pseudomonas aeruginosa

foi tratado com hidréxido de célcio em todos os periodos de tempo.

Jiang et al. (2003) verificaram que o LPS age diretamente
na estimulacéo de osteoclastos e que o hidroxido de calcio inibe de forma
significativa a capacidade do LPS em estimular a formacdo de
osteoclastos. Além de neutralizar as endotoxinas, o hidroxido de calcio é
capaz de desnaturar os mediadores inflamatérios responsaveis pela
patogénese da periodontite periapical, como a interleucina-1a (IL-1a) e

fator de necrose tumoral-a (TNF-a) (Khan et al., 2008).

Em estudo em cées, Nelson Filho et al. (2002) e Silva et
al. (2002), verificaram que a endotoxina causa les&o periapical visivel
radiograficamente, entretanto quando associada ao hidroxido de calcio,
esta endotoxina fica desprovida de acao tdéxica. Tanomaru et al. (2003),
verificaram que o preparo biomecanico com as solu¢des de hipoclorito de

soédio e clorexidina n&o foi capaz de inativar os efeitos da endotoxina,
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entretanto quando foi utilizado o hidroxido de calcio como medicagao

intracanal, este foi capaz de inativar os efeitos induzidos pela endotoxina.

A associagao hidroxido de calcio e clorexidina gel 2% tem
mostrado efetividade sobre endotoxinas nos canais radiculares. Estudos
in vitro realizado por Maekawa et al. (2008), Maekawa et al. (2010), Valera
et al. (2010) avaliando as substancias quimicas auxiliares ao preparo
biomecéanico e medicacdes intracanais, verificaram que esta associagao
foi capaz de reduzir significativamente as endotoxinas presentes nos
canais radiculares, sendo estatisticamente semelhante a pasta de
hidroxido de calcio. No entanto, estudo in vivo de Vianna et al. (2007)
utilizando clorexidina gel 2% como substancia quimica auxiliar ao preparo
biomecanico e medicagbes intracanais a base de hidréxido de calcio,
verificaram que, mesmo apos a utilizagcdo da medicacgéo intracanal por 7
dias, os valores da quantidade de endotoxinas presentes no canais

radiculares ainda continuavam relativamente altos.

2.4 Propolis

As abelhas coletam resinas e exsudatos de plantas e
adicionam secrecao, fragmentos, pdlen e cera. O produto assim obtido
pelas abelhas é chamado de propolis. A propria palavra de origem grega
€ a combinacdo de Pro = defesa e polis = cidade, que combinadas
significam algo que defende a cidade, sendo que a cidade se refere a
colméia da abelha. Deste modo, acredita-se que as abelhas utilizam a
prépolis para defender a vida, preservando a temperatura da sua moradia,
impedindo a entrada de agentes estranhos e, em certos casos, impedindo

a propagacao de agentes epidemiolégicos (Burdock, 1998).
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A composicao da prépolis depende da flora da regiao
onde é produzida, podendo variar sua coloracdo de amarelo-esverdeado
até marrom escuro. No entanto, em geral, a prépolis € composta por 50%
de resina, 30% de cera, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de
pélen e 5% de vérias outras substancias, incluindo debris orgéanicos
(Burdock, 1998). Possui uma composi¢cao quimica complexa, sendo que
mais de 200 constituintes ja foram identificados. Alguns autores atribuem
aos flavondides a maior capacidade de atuarem como agentes
antimicrobianos (Grange e Davey, 1990; Burdock, 1998; Koo et al., 2000).

O extrato de propolis apresenta  atividades
antiinflamatoérias, analgésicas e antimicrobianas (Grange; Davey, 1990;
Paulino et al., 1996; Burdock, 1998; Koo et al., 2000; Lotufo et al., 2005;
Silva et al., 2004). Martin; Pileggi (2004) verificaram que o extrato
alcodlico de propolis a 50% e 100% obtiveram melhores resultados na
manutengao da viabilidade das células do ligamento periodontal quando
comparados com solugao salina balanceada de Hanks, leite e solugao
salina. A solucdo de propolis em propilenoglicol tem sido utilizada como
terapia das Ulceras aftosas recorrentes nao apresentando efeitos
adversos, sendo benéfica no tratamento de ulceras aftosas recorrentes
(Lotufo et al., 2005). Estudos em capeamento direto da polpa utilizando os
flavondides extraidos da propolis mostraram que estes podem postergar a
inflamacéao pulpar e estimular a reparagao da dentina, com formacao de

ponte dentinaria parcial em um periodo de 4 semanas (Sabir et al., 2005).

Varios autores demonstraram que o extrato propolis
apresenta atividade antimicrobiana contra Streptococcus mutans (Koo et
al., 2000; Grange; Davey,1990; Park et al., 1998). Koo et al. (2000)
avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato alcodlico da proépolis
sobre varios microrganismos envolvidos na formagéo da carie dental e em
doengas periodontais e endodénticas pelo teste de difusdo em agar e

observaram que o extrato de propolis foi efetivo contra todos os
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microrganismos testados, sendo que C. albicans apresentou o menor halo
de inibicdo. Estes autores sugerem que a propolis pode prevenir a carie
dental e a doenga periodontal, pois a prépolis demonstrou atividade
antimicrobiana significante sobre os microrganismos envolvidos nestas

doencgas e, especialmente, inibicdo da formacgéo da placa dental in vitro.

A efetividade da prépolis (extrato alcoodlico) sobre E.
faecalis também foi observada por Koo et al. (2000) e Ferreira et al.
(2007). Ongag et al. (2006) verificaram a efetividade do extrato de propolis
como medicagao intracanal (durante 10 dias) sobre E. faecalis inoculados
por 7 dias em canais radiculares, sugerindo que esta pode ser uma
medicagdo intracanal alternativa. Awawdeh et al. (2008) compararam a
atividade antimicrobiana da propolis (solu¢do aquosa a 30%) e da pasta
de hidréxido de calcio como medicacao intracanal sobre E. faecalis. Estes
autores verificaram que a prépolis foi significantemente mais efetiva que o

hidréxido de célcio apés pequeno tempo de exposigéo (1 e 2 dias).

A propolis também tem demonstrado atividade
antimicrobiana sobre bactérias anaerdbias comumente isoladas de canais
radiculares como Prevotella nigrescens e Fusobacterium nucleatum
(Ferreira et al., 2007). Apesar de varios autores verificarem que a propolis
possui atividade antimicrobiana, o real mecanismo da ag&o antimicrobiana
parece ser complexa e ainda nao é completamente entendida (Koo et al.,
2000).

Almeida et al. (2006) verificaram a acado da solugcédo do
extrato alcodlico da prépolis 6,25% sobre S. mutans, concluindo que esta
solugdo apresenta  satisfatéria  atividade  antimicrobiana  com
comportamento semelhante ao da clorexidina 0,12%, além de atuar sobre
condigbes clinicas como a presencga de biofilme oral e doencga gengival,

podendo ser empregado como agente terapéutico.
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A atividade antifungica dos extratos de prépolis, mamona,
salvia e caléndula sobre 20 cepas isoladas de clinicamente de C. albicans
foi avaliada por Molina et al. (2008). Os autores verificaram que o extrato
de proépolis foi o mais efetivo, apresentando atividade antifungica para
todas as cepas de C. albicans avaliadas. Em um estudo realizado
também por Molina (2008) avaliou o extrato glicolico de prépolis como
solugédo irrigadora durante a instrumentacdo de canais radiculares,
verificando que este extrato mostrou atividade antimicrobiana sobre C.
albicans, E. faecalis e E. coli com efeito residual por sete dias, com
resultados semelhantes a solugédo de clorexidina 2%. Entretanto, este
extrato ndo apresentou reducdo significativa da quantidade de

endotoxinas presentes nos canais radiculares.

Valera et al. (2010) avaliaram a acgédo do extrato glicélico
de propolis como solucéao irrigadora durante a instrumentacéo de canais
radiculares inoculados com E. coli e sobre endotoxinas. Os autores
verificaram que o preparo biomecanico realizado com extrato de prépolis
foi capaz de eliminar completamente E. coli e reduzir a quantidade de

endotoxinas dos canais radiculares.

Estudos tém utilizado a prépolis associada ao hidroxido
de calcio para verificagdo da atividade antimicrobiana. Rezende et al.
(2008) avaliaram a atividade antimicrobiana desta associagdo e
verificaram que esta, in vitro, foi mais efetiva que o hidréxido de célcio e
propilenoglicol no controle de infecgdes dentarias em dentes primarios.
Estes autores sugerem que esta associagdo poderia agregar todos os
beneficios de cada um, resultando em uma escolha do melhor tratamento
para doengas pulpares em dentes primarios. Entretanto, resultados
controversos foram encontrados por Sanchez-Ayala et al. (2008), que
verificaram pelo método de difusdo em agar, que esta associagado foi
menos efetiva que a pasta hidroxido de calcio e solucéo fisiolégica tanto

sobre bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas. Estes autores
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sugerem ainda estudos posteriores para verificar se a caracteristica
resinosa da prépolis pode ter dificultado a difusdo e consequentemente

acao antimicrobiana do hidroxido de calcio.

Em relacdo a citotoxicidade da propolis, Lotufo (2003)
verificou que a solugcédo de prépolis em propilenoglicol é biocompativel,
ndo afetando ou impedindo o crescimento e a viabilidade celular dos
fibloblastos da mucosa bucal humana. Al-Shaher et al. (2004)
compararam a citotoxicidade da prépolis e do hidroxido de calcio
separadamente em fibroblastos do ligamento periodontal e da polpa. Os
autores verificaram que em concentragdes similares, o hidroxido de calcio
foi extremamente toxico, sendo 10 vezes mais citotdoxico que a propolis
em ambos os fibroblastos. Assim, os autores sugeriram que a propolis
pode ser uma alternativa viavel como medicacao intracanal por causa da
sua baixa citotoxicidade. Entretanto, em altas concentracdes, a propolis
pode ser citotdxica aos fibroblastos de ratos como relatado em estudo de
Funari et al. (2007). Estes autores sugeriram que a toxicidade da propolis
depende diretamente da sua concentracdo. Outro estudo comparando a
biocompatibilidade da prépolis com Casearia sylvestris, Otosporin e
solucéo salina em tecido subcutaneo de ratos machos da linhagem Wistar
foi realizado por Silva et al. (2004), que verificaram que a propolis foi a
medicagdo que apresentou menor potencial irritativo e foi a mais efetiva
na reducao do exsudato inflamatério agudo. Os autores sugerem ainda a
aplicacdo destes produtos naturais como uma alternativa para o

tratamento endodéntico.

Com base na literatura apresentada pode-se verificar que
o extrato de propolis apresenta varias qualidades como agao
antiinflamatdria, analgésica e antimicrobiana, além de apresentar baixa

citotoxicidade que sao desejaveis em uma medicagédo intracanal.
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2.5 Gengibre

O Zingiber officinale (gengibre) sempre foi apreciado
desde os tempos mais antigos, sendo largamente empregado como
especiaria, em bebidas alcodlicas e na medicina popular (Grégio et al.,
2006). E utilizado também extensivamente na medicina tradicional
chinesa para tratar dores de cabeca, nausea e febre como também artrite,
reumatismos, dores musculares (Ojewole, 2006; Ali et al., 2008), Os
principios ativos do gengibre sdo os gingerdis e os shogadis, sendo o
gingerol o principal componente biologicamente ativo responsavel pelas
propriedades antiinflamatorias e analgésicas do gengibre (Ojewole, 2006;
Zhou et al., 2006; Aimbire et al., 2007, Ali et al., 2008). Analisando os
compontes ativos do gengibre, Lantz et al. (2007) verificaram que o
gingerol e o shogaol foram capazes de inibir significantemente a produgéo
de prostagandinas E; induzidas pelo LPS de E. coli. Os extratos contendo
principalmente gingerol tiveram a capacidade de inibir a produgéo de
COX-2, enquanto que os extratos contendo shogaol ndo tiveram efeito
sobre a COX-2.

Zhou et al. (2005) verificaram que o 6leo essencial de
gengibre foi capaz de inibir a secrecdo de IL-1p pelos macréfagos de
ratos, podendo exercer efeitos benéficos em varias condi¢des clinicas,
como uma inflamacgao crénica e doencgas autoimunes. Segundo Ali et al.
(2008) o gengibre € uma substancia antioxidante forte podendo diminuir
ou impedir a geragao de radicais livres. Considera-se que € uma planta

medicinal segura, com poucos e insignificantes efeitos adversos.

Em Odontologia, poucos estudos sao relatados na
literatura. Pereira et al. (2003) avaliaram o efeito do gengibre no processo
de cicatrizacdo de ulceras na mucosa bucal de ratos e verificaram que o

gengibre, na sua forma de extrato aquoso, nao possui efeitos
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farmacolégicos significativos, porém o seu extrato 6leo resinoso é
farmacologicamente ativo, promovendo a cicatrizacdo das areas

ulceradas.

Em outro estudo realizado em lesbes ulceradas de
mucosa oral de ratos, Pessa et al. (2008) verificaram que o gel de
gengibre 0,5% apresentou uma reeptelizagcdo mais rapida quando
comparada a solugéo salina e ao peréxido de carbamida 16% associado
ao gel de gengibre 0,5%, no periodo de 7 a 14 dias. Aos 7 dias o grupo do
gengibre apresentou deposi¢cado de colageno enquanto que os grupos da
solugcdo salina e do perdéxido de carbaminda apresentaram infiltrado
inflamatério intenso com presenga de macréfagos e neutréfilos. Ainda aos
21 dias, foi observada a presenga de vasos, sugerindo uma rica
vascularizagdo promovida pelo gengibre. Assim, os autores concluiram
que preparagdes farmacéuticas contendo o gengibre possuem acgéo

cicatrizante e protetora da mucosa oral.

Além destas propriedades, o gengibre tem mostrado
também atividade antimicrobiana e cicatrizante (Pereira et al., 2006;
Grégio et al.,, 2006). Devido a estas propriedades benéficas,
recentemente, o gengibre tem ganhado atencéo e reputacgéo internacional
consideravel como suplemento natural no mundo inteiro. Popularmente, o
gengibre vem sendo empregado associado a outras substancias naturais
como mel, prépolis ou roma em solu¢des ou sprays utilizados na cavidade

oral, sendo indicado para amigdalites, tosses e halitose.

Avaliando a atividade antimicrobiana do gengibre sobre
trés bactérias Gram-negativas anerobias, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis e Prevotella intermedia, causadoras da
doencga periodontal, Park et al. (2008), concluiram que apenas dois
componentes do gengibre, [10]-gingerol e [12]-gingerol, sdo capazes de

eliminar e inibir efetivamente o crescimento dos microrganismos testados.
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O gengibre também apresentou atividade antimicrobiana contra E. coli em

um estudo realizado por Indu et al. (2007).

A atividade antimicrobiana do extrato glicélico de gengibre
10% sobre 24 cepas clinicas e amostra-padrao de C. albicans foi avaliada
por Caires et al. (2008). Os autores verificaram que este extrato
apresentou atividade fungicida a partir da concentracao de 12,5% (DFM)
e DIM (diluicao inibitéria minima) de 6,25%, concluindo que a atividade

deste extrato mostrou-se dependente de sua concentragao.

Shygei et al. (2008) avaliaram a atividade antimicrobiana
das seguintes solugdes irrigadoras: hipoclorito de sédio 2,5%, clorexidina
gel 2%, extrato da mamona, extrato glicdlico de gengibre 10%, extrato
glicolico de Aloe vera, sobre C. albicans e E. faecalis inoculados em
canais radiculares. Os autores concluiram que o hipoclorito de sodio e a
clorexidina gel foram as substancias mais efetivas, seguido do extrato da

mamona e do extrato de gengibre.

Grégio et al. (2006) avaliaram o extrato glicélico e
alcodlico do gengibre sobre S. mutans, Staphylococcus aureus, E. coli e
C. albicans e verificaram que tanto o extrato glicolico quanto o alcodlico
apresentaram atividade antimicrobiana e antifungica relevante para
Odontologia, podendo contribuir para o tratamento de doengas causadas

por esses microrganismos presentes na cavidade oral.

Com base na literatura apresentada pode-se verificar que
0 gengibre apresenta propriedades benéficas como acao antiinflamatéria,
analgésica e antimicrobiana; estas propriedades sao desejaveis para uma
medicagdo intracanal, justificando assim a importéncia dos estudos com

este produto.



3 PROPOSICAO

A proposta deste trabalho foi avaliar:

* Se os extratos glicolicos de prépolis e de Zingiber
officinale, hidroxido de calcio, clorexidina gel e
associacbes sao efetivos, como medicagéo
intracanal, sobre Candida albicans, Enterococcus

faecalis e Escherichia coli,

* Se estas medicagdes intracanais sdo efetivas

sobre endotoxinas de Escherichia coli.



4 MATERIAL E METODO

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Sao José dos Campos —
UNESP, protocolo n° 06/2008-PH/CEP (Anexo A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 96 dentes humanos unirradiculados
recém-extraidos de consultérios particulares que, apds a exodontia foram
limpos e imersos em solugéo fisioldgica até o momento do uso. A selegéo
dos dentes foi feita baseada nas dimensdes e similaridade morfolégica da
raiz. As coroas foram seccionadas com disco de carburundum,

padronizando o comprimento dos espécimes em 16+0,5 mm (Figura 1).

A instrumentagdo inicial dos canais radiculares foi
realizada em toda a sua extensao, desde seu diametro anatéomico, da lima
tipo K15 (Dentsply Industria e Comércio Ltda., Petropolis, RJ, Brasil) até a
lima tipo K30 (Figura 1); irrigando com 3 ml de solu¢ao de cloreto de sddio
0,9% (soro fisiologico) a cada troca de instrumento. ApOs o preparo, os
canais foram preenchidos com EDTA (Inodon, Porto Alegre, RS, Brasil)

por 3 minutos e irrigados com 10 ml de soro fisiologico.
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Figura 1 — Preparo inicial dos espécimes: padronizagdo do comprimento das raizes e
sequéncia da instrumentacéo inicial.

Em seguida, foi realizado condicionamento acido com
acido fosférico a 37% (Vigodent SA Industria e Comércio, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), aplicacéo de adesivo (3M ESPE, Dental Products, Saint Paul,
USA) e vedamento da regido apical dos dentes com resina composta
fotopolimerizavel Z-100. A fotopolimerizagdo foi realizada durante 40
segundos (3M ESPE, Dental Products, Saint Paul, USA) e as raizes
impermeabilizadas externamente com uma camada de adesivo epoxi
(Brascola, Sao Paulo, SP, Brasil), exceto a regido da abertura cervical
(Figura 2).

Figura 2 — Impermeabilizagéo das raizes: a) selamento do apice; b) impermeabilizagdo
externa com resina epoxi; c) raiz apos impermeabilizagao externa.
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Os espécimes foram distribuidos aleatoriamente em
placas de cultura celular de 24 pogos (Costar, New York, NY, USA), com
12 dentes em cada e fixados com resina acrilica quimicamente ativada
(Dencor Artigos Odontologicos Classico, Sao Paulo, SP, Brasil) (Figura 3).
As placas foram tampadas e embaladas. Estas placas e todos os
materiais utilizados foram esterilizados por radiagdo gama com cobalto 60
(20 KGy por 6 h) para neutralizar endotoxinas pré-existentes (Csako et al.,
1983). Esta esterilizacdo foi realizada pela EMBRARAD (Empresa

Brasileira de Radiagéo, Cotia, SP, Brasil).

Figura 3 — Raizes incluidas com resina acrilica na placa de cultura de células: a)
distribuicdo dos 12 espécimes na placa; b) detalhe dos dentes incluidos.

4.2 Contaminacgao dos espécimes

Os microrganismos utilizados foram Candida albicans
(ATCC 18804), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e Escherichia coli
(ATCC 25922). Inicialmente, para verificagdo da pureza das cepas, foram
utilizados meios seletivos para crescimento de cada microrganismo, foi
realizada coloracdo de Gram e avaliagdo microscépica. Apos esta
verificagdo, os microrganismos foram semeados em placas de Petri
contendo agar Sabouraud Dextrose (Himedia Laboratories, Mumbai,

india) para C. albicans, placas contendo agar infusdo de cérebro e
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coragdo (BHI Agar) (Himedia Laboratories, Mumbai, india) para E. faecalis
e E. coli. Em seguida, as placas foram incubadas em estufa
microbiolégica a 37°t1°C por 24 h (C. albicans e E. coli) e 48 h (E.
faecalis) (Figura 4). A partir do crescimento nas placas, foram preparadas
suspensdes em soro fisioldgico estéril e apirogénico (Segmenta, Ribeirdo
Preto, SP, Brasil) contendo 10° céls/ml comprovadas pela leitura em
espectrofotometro (modelo B-582, Micronal S/A, S&o Paulo, SP, Brasil)
(Figura 5) (Quadro 1).

Figura 4 — Placas de petri apés a semeadura dos microrganismos para preparo das
suspensdes: a) C. albicans em &gar Sabouraud Dextrose; b) E. faecalis em
agar BHI; c) E. coli em agar BHI.

Figura 5 — Espectrofotdmetro utilizado para leitura das suspensoes.
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Quadro 1 — Descricao dos microrganismos, amostra-padrao, comprimento
de onda, densidade 6ptica.

Microrganismo | Amostra-padrdao | Comprimento de onda Densidade 6ptica

C. albicans ATCC 18804 530 nm 0,284
E. faecalis ATCC 29212 760 nm 0,298
E. coli ATCC 25922 590 nm 0,324

Em ambiente estéril (cAmara de fluxo laminar) (VecoFlow
Ltda. — Campinas, SP, Brasil), os canais radiculares foram contaminados
com 10 microlitros (ul) da suspenséao de E. coli e 10 ul de caldo infusdo de
cérebro e coragdo (BHI Broth) (Himedia Laboratories, Mumbai, india). Na
entrada dos canais foi colocada uma bolinha de algodédo apirogénica
embebida em caldo BHI. Em seis pogos vazios da placa de 24 pocos foi
adicionado soro fisiolégico. Os espécimes foram mantidos em estufa a
37°+1°C, por 7 dias, sendo que a cada 2 dias, foi adicionado caldo BHI no
interior dos canais radiculares (Menezes et al., 2004). Apos 7 dias, foram
adicionados aos canais radiculares 5 pl da suspensao de C. albicans, 5 pl
da suspenséo de E. faecalis e 10 ul de caldo BHI. Na entrada dos canais
foi colocada uma bolinha de algodéo apirogénica embebida em caldo BHI.
Os espécimes foram mantidos em estufa a 37°+1° C, em umidade relativa,
por 21 dias, sendo que a cada 2 dias, foi adicionado meio de cultura
(caldo BHI) no interior dos canais radiculares até o preenchimento
completo dos mesmos (15 a 20 ul) com o auxilio de seringas tipo insulina

de 1 ml (Injex Industrias Cirurgicas Ltda., Ourinhos, SP, Brasil).

Apds 28 dias de incubacgao, foi realizada coleta de todos
0s espécimes para confirmag¢do da contaminagédo dos canais radiculares
(descrita no item 4.4).

Para avaliar o periodo necessario para contaminagédo da

massa dentinaria pelos microrganismos, foi realizado um estudo piloto.
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Neste estudo, realizou-se a contaminagao por 28 dias e avaliagdo dos
espécimes por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) no Instituto de
Pesquisas Espaciais (INPE — Sao José dos Campos, SP, Brasil) para
verificar a penetragdo dos microrganismos nos tubulos dentinérios.
Observou-se penetragdo intensa dos microrganismos em toda a massa

dentinéria (Figura 6).
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Figura 6 — Fotomicrografias em MEV dos espécimes para avaliacdo apés 28 dias da
contaminagdo a) microrganismos nas paredes do canal radicular: verifica-se
predominio de E. faecalis e C. albicans que dificultam a visualizagdo de E.
coli (aumento de 5000x); b) microrganismo dentro dos tubulos dentinarios:
verifica-se presenga de E. faecalis em grande quantidade (aumento de
5000x); c) presenca de E. coli (aumento de 10000x).
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4.3 Divisao dos grupos experimentais

Apdés a confirmagdo da contaminagdo, todos os
espécimes foram instrumentados, pela técnica convencional, até a lima
tipo K50 utilizando-se 3 ml de soro fisiolégico apirogénico a cada troca de
instrumento, sendo a irrigacéo realizada com auxilio de agulhas (25X7) e
seringas apirogénicas de 3 ml (Injex Industrias Cirurgicas Ltda., Ourinhos,
SP, Brasil) e a aspiragao realizada com bomba a vacuo (NSR, Industria,
Comércio e Representagbes Ltda.), intermediarios e agulhas (40X12)
(Nipro Medical Ltda., Sorocaba, SP, Brasil). Imediatamente ap6s o

preparo biomecanico foi realizada a 12 coleta (Item 4.4).

Previamente a colocagdo das medicagdes intracanais, foi
utiizado EDTA durante 3 minutos, seguido da irrigagdo dos canais
radiculares com 10 ml de solugdo soro fisiologico apirogénico. Em
seguida, os espécimes foram divididos em 8 grupos experimentais (n=12),

de acordo com a medicacgao intracanal utilizada (Quadro 2):



Quadro 2: Divisdo dos grupos experimentais
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Grupos n Medicagao intracanal Procedéncia

Ca(OH), 12 Hidréxido de célcio e soro fisiologico Biodindmica Quimica e Farmacéutica

Ltda, Ibiporéa, PR, Brasil

m 0 Byoférmula — Farmacia de
CLX 12 Clorexidina gel 2% Manipulagao, Sao José dos Campos,
SP, Brasil

Biodinamica Quimica e Farmacéutica

Ltda, Ibipora, PR, Brasil

Ca(OH), + CLX 12 Hidroxido de célcio e clorexidina gel i .
29, Byoférmula — Farmacia de
Manipulagéo, Sédo José dos Campos,
SP, Brasil

PRO 12 Extrato glicélico de propolis 12% Apis Flora, Ribeirdo Preto, SP, Brasil
L L. o Biodinamica Quimica e Farmacéutica

PRO + Ca(OH), 12 Hidréxido de caI’C|o e extrato glicélico Ltda, Ibipora, PR, Brasil

de prépolis 12%

Apis Flora, Ribeirdo Preto, SP, Brasil
GENG 12 Extrato glicélico de gengibre 20% Apis Flora, Ribeirdo Preto, SP, Brasil
Biodinamica Quimica e Farmacéutica

GENG + Ca(OH), 12 Hidroxido de célci(_) e extrato glicélico Ltda, Ibipora, PR, Brasil

de gengibre 20%

Apis Flora, Ribeirdo Preto, SP, Brasil
Salina 12 Soro fisiol6gico apirogénico Segmenta, Ribeirdo Preto, SP, Brasil

As medicagbes CLX, PRO (Figura 7a), GENG (Figura 7b)

e Salina foram levadas ao canal radicular com o auxilio de seringas de 3

ml até o completo preenchimento do canal radicular. A medicagéo

Ca(OH), + soro fisiolégico foi realizada na proporgdo 0,1g (grama) de

Ca(OH), para 100 nl soro fisiolégico (Figura 8a). A associagao Ca(OH), +

CLX foi realizada na proporcao 1:1 em volume, na consisténcia de pasta
de dente (Gomes et al. 2006; Semenoff et al., 2008) (Figura 9a). A

associacdo PRO + Ca(OH); foi realizada na proporgéo 0,1g (grama) de

Ca(OH); para 100 ul de prépolis (Figura 10a e b) e a associagdo GENG +

Ca(OH),, na proporgéo 0,1g de Ca(OH), para 100 ul de gengibre (Figura

11a e b). Todas as associagdes foram levadas ao canal radicular com o

auxilio de uma lima K30 (Figuras 8b, 9b, 10c e 11c).
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Figura 7 — a) extrato glicolico de propolis 12%; b) extrato de glicélico de gengibre 20%

01g 100 pl

Figura 8 — a) Ca(OH),, soro fisiologico e proporcdes, respectivamente; b) colocagao da
medicagédo com o auxilio de uma lima K30.

1 1

Figura 9 — a) Ca(OH),, CLX e proporgdes respectivamente; b) colocagdo da medicagéo
com o auxilio de uma lima K30.
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01g 100 pl

Figura 10 — a) Ca(OH),, PRO e proporgdes, respectivamente; b) pasta da associagéo
apo6s a manipulagao; c) colocagdo da medicagdo com o auxilio de uma
lima K30.

01g 100

Figura 11 — a) Ca(OH),, GENG e proporg¢des, respectivamente; b) pasta da associagédo
apo6s a manipulagao; c) colocagdo da medicagdo com o auxilio de uma
lima K30.

Ap6s o preenchimento dos canais radiculares com a
medicacdo intracanal, foram posicionadas bolinhas de algodéao
apirogénica na entrada dos canais radiculares. Foi adicionado mais soro
fisiologico naqueles pocos que ja continham soro. Os dentes
permaneceram em estufa a 37°C por catorze dias. Apds este periodo, a
medicagé&o foi removida com auxilio de uma lima K50 e 10 ml de solug&o
soro fisioldgico apirogénico e em seguida foi realizada coleta do conteudo
do canal radicular (2% coleta: imediatamente apdés 14 dias da ag&o da
medicagdo). Os canais foram preenchidos com solugéo soro fisioldégico
apirogénico e levados novamente em estufa, e apos 7 dias foi realizada

outra coleta (3% coleta).
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4.4 Coletas do conteudo do canal radicular (Figura 12)

Todas as coletas dos canais radiculares (coleta de
confirmacgédo, 12 coleta: imediatamente apds a instrumentagéo, 22 coleta:
imediatamente apds 14 dias da agdo da medicacéo intracanal e 3?2 coleta:
apos sete dias da remocao da medicagédo) foram realizadas da mesma
forma: os canais foram preenchidos com solucgéo fisiologica apirogénica
com o auxilio de agulhas e seringas de 1 ml, esta solucao foi agitada com
auxilio da agulha e o conteudo do canal radicular foi coletado com auxilio
de outra seringa de 1 ml. Este procedimento foi realizado até completar a
quantidade de 100 ul coletados do canal radicular, os quais foram
transferidos para microtubos de centrifugacado de 1,5 ml (tipo eppendorf)
(Axygen, Union City, USA) contendo 900 pl de soro fisiolégico

apirogénico.

Para todas as amostras coletadas, foram realizados
testes microbiologicos e quantificagcdo de endotoxinas para verificar

presenca de microrganismos e endotoxinas nos canais radiculares.
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Contaminagéo dos espécimes

l 28 dias

Coleta de confirmacao (controle)

Preparo biomecanico dos canais

Coleta imediata apos PBM (1° coleta)

Medicacgéo intracanal

l 14 dias

Coleta imediata ap6s a MIC (22 coleta)

l 7 dias

3% coleta

Figura 12 — Sequéncia das coletas realizadas durante o estudo

4.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Para determinar a atividade antimicrobiana, foram
realizadas dilui¢des seriadas das amostras coletadas do canal radicular e
semeadura, em duplicata, em trés diferentes meios de cultura, seletivo
para cada microrganismo: agar Sabouraud Dextrose acrescido de 0,1
mg/ml de cloranfenicol (Vixmicina, Unido Quimica Farmacéutica S/A,
Embu-Guacu, SP, Brasil) para C. albicans, agar Enterococcosel (Becton,
Dickinson and Company Sparks, MD 21152, USA) para E. faecalis e agar
MacConkey com 0,15% de sais biliares, cristal violeta e NaCl (cloreto de
sédio) (Himedia Laboratories, Mumbai, india) para E. col.

As placas foram mantidas em estufa a 37°C por 24 h,

para determinacdo de UFC/ml. Em todas as coletas, a atividade
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antimicrobiana dos tratamentos e substancias utilizadas foi avaliada pela
contagem de unidades formadoras de colénias por mililitro (UFC/ml) de C.
albicans, E. faecalis e E. coli remanescentes no canal radicular. Os
resultados foram transformados em log10 e submetidos a analise
estatistica pelo teste de Kruskal-Wallis e de Dunn, com significancia de
5%.

4.6 Quantificacao de endotoxinas

Nos dias dos testes (coleta de confirmacédo; 1% coleta:
imediatamente apds o preparo biomecanico; 22 coleta: imediatamente
apos 14 dias da acdo da medicacgao e 3° coleta: apos 7 dias), as amostras
coletadas do canal radicular foram diluidas 1:1000. Em seguida, foram
submetidas a analise quantitativa de LPS pelo método cinético

cromogénico do lisado do amebdcito de Limulus (LAL).

Sempre que um kit do teste cromogénico QCL do LAL é
iniciado, é realizada uma curva-padrédo. O controle padréao de endotoxina
(CPE) de E. coli foi reconstituido com um volume especificado, no
Certificado de Qualidade, de agua apirogénica. Esta suspensdo contém
50 EU/mI. Foram realizadas dilui¢des a partir deste padrao de endotoxina
em diferentes concentragdes (50; 5; 0,5; 0,05; 0,005 EU/m).

Em uma placa apirogénica de 96 pocos (TPP — Techno
Plastic Products AG, Zollstrasse, Trasadingen, Suica) (Figura 13) foram
distribuidos em duplicata: a agua apirogénica (branco da reacao) (Figura
14a) e a curva-padréo de endotoxina. As amostras coletadas do canal
radicular foram colocadas em quadruplicata, sendo que em cada duplicata

foi adicionado 10 ul do controle padrdo de endotoxina (CPE) (Figura 14b)
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para verificagdo de possiveis interferéncias na reacao (Controle Positivo
de Produto — PPC).

Figura 13 — Esquema da montagem da placa de 96 pocos para o teste cinético
cromogénico LAL.

Figura 14 — Substancias utilizadas como padrdo: a) 4gua apirogénica; b) endotoxina
padréo de E. coli; c) Reagente LAL.

Apo6s, a placa foi incubada no leitor cinético QCL
(Cambrex Bio Ciéncia Brasil Ltda., Sdo Paulo, SP, Brasil) (Figura 9a) a
37£1°C por 10 min, o qual estad acoplado a um microcomputador com
software Wink QCL (Cambrex Bio Ciéncia Brasil Ltda., Sao Paulo, SP,
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Brasil) especifico para gerenciamento, execugéo e emissao de relatérios.
Foram adicionados em cada pogo da placa 100 ul do reagente cinético
cromogénico do LAL (Figura 14c), com uma micropipeta multicanal de 8

canais e ponteiras apirogénicas (Figura 15a e b).

Figura 15 — a) Leitor cinético; b) adicdo do reagente LAL.

Apds o inicio do ensaio cinético, o software da leitora de
microplacas monitorou, de forma continua durante todo o ensaio, a
absorbancia a 405 nanometro (nm) em cada pogo da microplaca. Os
parametros da curva-padrdo e os valores da quantidade de endotoxina

das amostras dos canais radiculares foram impressos em relatérios.

Uma vez que a curva-padrdo apresentou-se com
adequado padrdo linear (sem alteragdes), esta fica armazenada no
software Wink QCL durante toda a utilizagado deste kit cromogénico LAL.
Assim, nos testes realizados posteriormente, foi utilizado somente o

controle padrao de endotoxina igual a 0,5 EU/mI.

Os resultados deste teste foram submetidos a analise
estatistica de Kruskal-Wallis e teste de Dunn, com nivel de significancia
de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Analise microbiolégica

A Figura 16 (a, b e c) ilustra placas de petri contendo os
microrganismos apos a semeadura referente a coleta de confirmacéo das

amostras apos 28 dias de contaminagao.

(o

Figura 16 — Placas de petri apés a coleta de confirmacdo: a) C. albicans em agar
Sabouraud Dextrose; b) E. faecalis em agar Enterococcel; c) E. coli em
agar MacConkey
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Os resultados obtidos pela contagem de unidades
formadoras de colénia por mililitro (UFC/ml), em log10, em cada
espécime, em todas as coletas, estdo apresentados nas Tabelas 8 a 15
(Apéndice A).

Os valores médios de UFC/ml de todos os grupos estéo
descritos na Tabela 1.
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A Tabela 1 ilustra a média dos valores de UFC/ml (log10)
em todos os grupos experimentais. Analisando as Tabelas 8 a 15
(Apéndice A) pdde-se verificar crescimento microbiano em todos os

espécimes na coleta de confirmacao.

Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e
teste de Dunn (nivel de significancia 5%). A Tabela 2 mostra a estatistica
descritiva da coleta de confirmacao e 12 coleta, na qual todos os grupos
receberam o mesmo tratamento: preparo biomecanico com solugéo salina
(n=96).

Tabela 2 — Estatistica descritiva dos valores da média, desvio-padréo e
mediana de UFC/ml (log10) da coleta de confirmagédo e 12
coleta

Coleta de confirmagao 12 coleta
Média e DP* Mediana Média e DP* Mediana

Microrganismo n

C. albicans 96 6,52+ 0,77 6,63 3,66 + 1,42 3,90
E. faecalis 96 6,89 + 0,50 6,97 4,87 £ 0,62 4,90
E. coli 96 6,78 £ 0,91 7,07 4,98 + 0,96 5,17

*DP: desvio-padréao

A estatistica realizada neste estudo foi baseada nos
percentuais de reducdo referente a diminuicdo de UFC/ml dos

microrganismos de cada coleta em relacao a coleta de confirmagao.

Os percentuais de reducdo obtidos na 12 coleta em
relacdo a coleta de confirmacédo estdo descritos na Tabela 3, pode-se
verificar que houve redugdo de todos os microrganismos avaliados,
entretanto, sabe-se que a solugdo salina nao possui atividade
antimicrobiana, portanto, esta reducéo foi devido a acdo mecanica dos

instrumentos e fisica da irrigagdo e aspiragcéo dos canais radiculares.
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Tabela 3 — Percentuais de redugédo obtidos na 12 coleta em relagéo a
coleta de confirmagéo: média, desvio-padrédo e mediana em
porcentagem, referente a diminuicdo de UFC/ml dos
microrganismos

Microrganismo n Média e Desvio-padrao Mediana
C. albicans 96 43,98 £ 21,40 37,55
E. faecalis 96 29,06 £ 9,84 29,26

E. coli 96 26,30 + 14,43 25,55

Os percentuais de redugao obtidos na 2% e 32 coleta em
relacéo a coleta de confirmacéo estdo descritos nas Tabelas 4 e 5. Estas
coletas foram avaliadas considerando cada grupo experimental

individualmente, com as variagbes das medicagdes intracanais (n=12).

Na 22 coleta (Tabela 4), todos os grupos experimentais
foram semelhantes entre si e diferentes do grupo Salina. Entretanto, o
grupo Ca(OH), apesar de ter sido semelhante aos demais grupos,
verifica-se que esta medicacao nao foi capaz de eliminar completamente
C. albicans e E. faecalis nos canais radiculares. Ja na Tabela 5 (32 coleta)
verifica-se que o grupo Ca(OH), foi estatisticamente semelhante ao grupo

Salina.
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A Figura 17 ilustra a placa de 96 pogos ap6s a realizagéo

do teste cinético cromogénico do lisado de amebdécitos de Limulus (LAL).

A1-A2: branco da reagic
B1-B2: 0,005 EU/ml
C1-C2: 0,05 EU/ml
D1-DZ: 0,5 EWmI

E1-E2: 5 EUW/ml

F1-F2: 50 EUiml

G1-G2: amostra 1
H1-H2: amostra 1 + CPE
AJ-Ad: amosira 2
B3-B4: amoslra 2 + CPE

C3-C4: amosira 3
D3-D4: amosira 3 + CPE
E3-E4: amosira 4
F3-F4: amosira 4 + CPE
G3-G4: amoslra 5
H3-H4: amostra & + CPE
A5-AB: amostra
BS-B6: amostra 6 + CPE
C5-C6: amostra 7
D35-D8: armostra 7 + GPE

E5-E6: amostra 8

F5-F6: amostra 8 + CPE
G5-G6: amostra 9

H5-H6: amostra 9 + CPE
AT7-A8: amastra 10
B7-B8: amastra 10 + CPE
C7-C8: amastra 11

D7-D&: amostra 11 + CPE

E7-E8: amoslra 12
F7-F8: amostra 12 + CPE

Figura 17 — Placa de 96 pocos ap6s a realizagao do teste cinético cromogénico LAL
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Os dados obtidos pelo teste de quantificagdo de
endotoxinas dos canais radiculares, em cada espécime, em todas as

coletas estéo apresentados nas Tabelas 16 a 31 (Apéndice B).

Os valores médios da quantidade de EU/ml de todos os

grupos estao descritos na Tabela 6.

Tabela 6 — Médias dos resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de
E. coli (EU/ml) em todos os grupos experimentais

Grupos n Confirmagio 1% coleta 2° coleta 3% coleta

Ca(OH), 12 203175 2745 5,53 6,89
CLX 12 43123 564 2047 2691

CLX + Ca(OH), 12 294733 2036 29,13 51,5
PRO 12 352192 5957 422 771

PRO + Ca(OH), 12 357842 7221 11,24 11,94
GENG 12 378167 1555 438 1611

GENG + Ca(OH), 12 160401 3280 19,93 20,16

Salina 12 51061 14560 6403 36867

A estatistica realizada neste estudo foi baseada nos
percentuais de alteracdo referente a diminuicdo ou aumento da
quantidade de endotoxina (EU/ml) de cada coleta em relacao a coleta de
confirmagédo (Apéndice B). Os dados foram analisados pelo teste
estatistico de Kruskal-Wallis e teste de Dunn (nivel de significancia 5%).

Os percentuais de alteragdo da 12, 22 e 32 coletas estdo
descritos na Tabela 7. Pdde-se verificar que na 12 coleta, apds o preparo
biomecanico com solug&o salina, houve grande redugéo da quantidade de
endotoxinas. Os valores do percentual de alteragcé&o obtido na 12 coleta em
relacdo a coleta de confirmacgédo (n=96) foram, média e desvio padréo:

88,95+44 33; e mediana: 98,33. Entretanto, na Tabela 7, os valores
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descritos estdo de acordo com cada grupo experimental (n=12). Nao foi
realizada comparacéo de grupos homogéneos na 12 coleta, pois todos os
grupos foram instrumentados com a mesma solucao irrigadora (solugao
salina). Em relacao a 22 coleta, foi possivel verificar que o grupo Ca(OH);
foi estatisticamente semelhante aos grupos CLX + Ca(OH);, PRO +
Ca(OH);, GENG e GENG + Ca(OH),, apresentando os maiores
percentuais de reducgéo; sendo diferente dos grupos CLX, PRO. O grupo
Salina foi semelhante aos grupos CLX, PRO e GENG. Observa-se que

todos os grupos associados ao Ca(OH), foram semelhantes entre si.

Na 3?2 coleta, também foi verificada semelhanca entre os
grupos que contém Ca(OH); (Ca(OH);, Ca(OH), + CLX, Ca(OH), + PRO,
Ca(OH), + GENG), sendo que estes grupos foram semelhantes ao PRO.
O grupo do Ca(OH), foi diferente estatisticamente dos grupos CLX e
GENG. Entretanto, estes grupos foram semelhantes entre si e ao grupo

Salina.
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6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

A utilizacdo de dentes humanos para pesquisas in vitro
enfrenta algumas dificuldades como: obtencao dos dentes e padronizagéo
da amostra. Para esta pesquisa foram obtidos dentes de pacientes que
foram indicados para exodontia, na maior parte dos casos por problemas
periodontais. Apesar das dificuldades como idade do dente e variagbes
anatbmicas, no presente estudo foram utilizados dentes unirradiculados,
que tiveram suas coroas seccionadas, padronizando o tamanho dos
espécimes em 16x0,5mm (Menezes et al., 2004). Além disto, os canais
radiculares foram previamente instrumentados até a lima Kerr K30 para
padronizagado do didmetro do canal radicular antes da contaminagéo dos
mesmos. Foi realizado o vedamento dos &pices das radiculares com
resina fotopolimerizavel e posterior impermeabilizagdo das raizes com
resina epdxi para garantir o vedamento de possiveis ramificagcbes do
canal radicular e forame apical, impossibilitando assim, a saida dos
microrganismos e solugao salina, utilizada durante a instrumentacao, para

a superficie externa do dente.

As raizes foram distribuidas aleatoriamente e fixadas com
resina acrilica quimicamente ativada em placas de cultura de células de
24 pocos, a fim de facilitar a instrumentacéo, evitando a manipulagao e
consequente contaminagao dos canais radiculares (Oliveira et al., 2007).
Em seguida, as placas contendo os espécimes e todo material a ser

utilizado na pesquisa foram esterilizados com radiagdo gama cobalto 60,
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pela Empresa Brasileira de Radiacdo (EMBRARAD). Esta radiagdo é
capaz de neutralizar pirégenos, provavelmente, devido a destruicao da

porgéo polissacaridica e alteragéo do lipideo A (Csako et al., 1983).

Quanto aos microrganismos utilizados neste estudo, &
conhecido que as infecgdes endodbnticas sao consideradas
polimicrobianas, sendo que C. albicans e E. faecalis estdo entre os
microrganismos freqliientemente isolados em canais radiculares com
necrose pulpar e presenca de lesao periapical (Waltimo et al., 1997;
Peciuliene et al., 2001; Sunde et al., 2002; Pinheiro et al., 2003).

Apesar de E. coli ndo ser uma bactéria comumente
encontrada no interior de canais radiculares com polpa necrosada,
estudos de Siqueira et al. (2001), Peciuliene et al. (2001) e Geibel et al.
(2005) identificaram sua presenga nos canais de dentes com necrose
pulpar e presenca de lesdes periapicais. Além disso, sua endotoxina
apresenta a estrutura basica do componente lipidico, que representa o
centro ativo responsavel pela toxicidade do LPS. A escolha da E. coli
neste estudo foi devido as varias pesquisas encontradas na literatura
utilizando sua endotoxina para verificagdo da indugdo de lesdes
periapicais (Barthel et al., 1997; Mattison et al., 1987; Haight-Ponce et al.,
1995; Nelson-Filho et al., 2002).

Os canais foram contaminados com C. albicans, E.
faecalis e E. coli por 28 dias e ap0s iniciou-se o preparo biomecanico.
Para definicdo deste periodo, foi realizado um estudo prévio onde os
canais foram contaminados por 21 e 28 dias e em seguida analisados por
MEV para verificar a penetracdo dos microrganismos nos tubulos
dentinarios. Foi observada penetracéo intensa da bactéria no interior dos
tubulos dentinarios somente apds 28 dias, sendo portanto, esse periodo o

tempo necessario para a contaminagdo da massa dentinaria.
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No preparo biomecénico dos canais radiculares, foi
utilizada solugao salina fisiolégica, pois esta solu¢cao nao possui atividade
antimicrobiana e o estudo teve como objetivo avaliar somente a ac&o das
medicagdes intracanais. Em relagéo ao volume da solug¢édo salina utilizada
a cada troca de lima, Leonardo (1998) recomenda a utilizacdo de, no
minimo, 2,4 ml de solucao irrigadora, ap6s o uso de cada instrumento.
Dessa forma, neste estudo, optou-se pela utilizacdo de 3 ml de solugéo

salina fisiol6gica, a cada troca de instrumento.

Com relagdo as medicagdes intracanais, o hidroxido de
calcio € o curativo de demora mais utilizado. Além de todas as suas
propriedades como antimicrobiana (Bystrom et al., 1985), neutralizadora
do pH acido e indutora de mineralizagdo (Leonardo et al., 2002), o
hidroxido de calcio tem acédo sobre endotoxinas (Barthel et al., 1997;
Safavi e Nichols, 1993; Safavi e Nichols, 1994; Tanomaru et al., 2003).
Entretanto, a atividade antimicrobiana do hidroxido de calcio deve ser
complementada associando-o a outra substancia quimica a fim de
aumentar o espectro de acdo no interior dos canais radiculares. A
clorexidina vem ganhando espago para ser utilizada associada ao
hidroxido de calcio, uma vez que a clorexidina atua contra bactérias
aerbdbias e anaerdbias, fungos e especialmente C. albicans e E. faecalis,
que sao 0s microrganismos mais resistentes a agao do hidréxido de calcio
(Menezes et al., 2004; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2006). Desta
forma, no presente estudo utilizou-se o hidroxido de caélcio puro e
associado a clorexidina gel 2%. Estudos tém mostrado que esta
associagao apresenta satisfatoria atividade antimicrobiana (Menezes et
al., 2004; Soares et al., 2006; Vianna et al., 2008), além da efetividade
sobre endotoxinas presentes no canal radicular (Maekawa et al., 2010;
Valera et al., 2010).

A clorexidina utilizada neste estudo foi manipulada na

Farmacia de manipulagdo Byoférmula (Sdo José dos Campos, SP, Brasil)
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na concentracédo de 2% em gel de natrosol 0,8%. Nesta formulacao, a
clorexidina gel se torna menos viscosa, facilitando assim sua utilizagcéo

nos canais radiculares.

A escolha dos extratos naturais foi devido as
propriedades ja conhecidas da propolis como atividades antiinflamatoria,
analgésica e antimicrobiana (Grange & Davey, 1990; Paulino et al., 1996;
Burdock, 1998; Koo et al., 2000; Lotufo et al., 2005; Silva et al., 2004) e
pelas propriedades antiinflamatéria, antimicrobiana e analgésica do
gengibre (Grégio et al., 2006; Ojewole, 2006; Zhou et al., 2006; Aimbire et
al., 2007, Ali et al., 2008). Estudos prévios (Caires et al., 2008; Shygei et
al., 2008; Valera et al., 2010), também mostraram resultados satisfatorios
utilizando estes extratos sobre microrganismos em canais radiculares,

sendo necessaria a continuidade de pesquisas com estas substancias.

Os extratos naturais foram manipulados pela empresa
Apis Flora. Utilizou-se a concentracédo de 12% para a propolis pois, de
acordo com o fabricante, esta concentragdo do extrato de prépolis é
considerada padrdo da empresa, sendo ideal para manter as suas
propriedades benéficas. O extrato de gengibre foi utilizado na
concentragcéo de 20% pois, de acordo com estudo de Shygei et al. (2008),
o extrato glicélico de gengibre na concentracdo de 10% néo foi tao

efetivo.

O periodo de 14 dias de agdo da medicacgéao intracanal foi
devido ao hidroxido de calcio necessitar desse tempo para difundir-se nas
areas de propagagdo microbiana e desta forma ter acdo satisfatéria
(Nerwich et al., 1993; Takahashi et al., 1996). Leonardo et al. (2002)
verificaram em um estudo in vivo, que os melhores resultados
histopatoldgicos apds utilizacdo do hidroxido de calcio como medicagao

intracanal, ocorreram de 15 a 30 dias. Além disto, Gomes et al. (2003)
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verificaram que o tempo ideal para a clorexidina gel 2% exercer sua

atividade antimicrobiana sobre E. faecalis foi de 1 a 15 dias.

No presente estudo néo foi realizada a neutralizagdo das
medicagdes intracanais testadas antes da coleta microbiologica. Optou-se
pela ndo neutralizagdo, pois ndo se conhece um neutralizador para os
extratos naturais testados. Além disto, antes da coleta do canal radicular,
os canais foram irrigados com 10 ml de solugéo salina para remogéao da
medicacgao intracanal, evitando-se assim, o transporte do medicamento
para os testes realizados. Ainda, previamente ao estudo, foram realizados
testes iniciais com todas as substancias testadas para verificar a
ocorréncia de alguma alteragao no teste da endotoxina e observou-se que
estas solu¢des nado alteraram a reacao do teste lisado de amebdcito de

Limulus.

O Lisado do amebdcito Limulus (LAL) é utilizado para
detecgdo de endotoxinas presente em bactérias Gram-negativas. Este
lisado é preparado a partir do amebdcito circulante do caranguejo-

ferradura Limulus polyphemus.

Alguns estudos utilizam o teste Gel Clot (Lisado do
ameboécito de Limulus) para deteccdo de endotoxinas (Oliveira et al.,
2005; Oliveira et al., 2007). Este método € mais acessivel e de menor
custo por nao necessitar do leitor cinético para detectar endotoxina. Neste
método, sdo colocadas amostras dos canais radiculares juntamente com
o reagente do LAL em tubos apirogénicos. Esses tubos s&do levemente
agitados, permanecendo em banho-maria a 37° C durante 1 hora. Apos
esse periodo é verificada a formagéo ou ndo do gel inclinando-se os tubos

(analise qualitativa).

O teste utilizado neste estudo foi o teste cromogénico do
lisado do amebdcito de Limulus, que é o método mais sensivel para a

detecgédo de endotoxinas, permitindo quantificar a endotoxina com maior
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precisdo. Neste teste, o leitor cinético acoplado a um microcomputador
com software Wink QCL especifico (Cambrex Bio Ciéncia Brasil Ltda.,
Sao Paulo, SP, Brasil) realiza o gerenciamento, execug¢do e emissao de
relatérios. Este software calcula automaticamente os parametros da
curva-padrao e os valores da quantidade de endotoxina das amostras dos
canais radiculares. Este teste também foi utilizado por outros autores
(Schein & Schilder, 1975; Nissan et al., 1995; Khabazz et al. 2000; Jacinto
et al., 2005; Maekawa et al., 2010; Valera et al., 2010).

6.2 Dos resultados

A andlise microbiolégica referente a primeira coleta
(imediatamente apds o preparo biomecanico com solu¢ao salina) mostrou
que ocorreu reducao dos microrganismos testados. Esta reducéao refere-
se a agao mecanica dos instrumentos e dos meios fisicos (irrigagéo,
aspiracao, inundacéo) do preparo biomecanico, uma vez que a solugéo
salina fisioldgica né&o possui atividade antimicrobiana. Bystrém and
Sudqvist (1981) também verificaram que o preparo biomecéanico utilizando
solugéo salina reduziu consideravelmente o numero de bactérias dentro
do canal radicular. Entretanto, citam a importancia da utilizacdo de
substancias quimicas auxiliares com atividade antimicrobiana para a

remog¢ao adequada das bactérias do canal radicular.

Entretanto, ap6s a aplicagdo da medicagao intracanal (22
coleta) verificou-se que apenas o grupo hidroxido de calcio néo foi capaz
de eliminar completamente C. albicans e E. faecalis dos canais
radiculares, com média de percentual de reducdo de 90,64% para C.
albicans e 96,81% para E. faecalis, em relagéo a coleta de confirmacgao.

Estes resultados estdo de acordo com outros autores que também
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verificaram a resisténcia destes microrganismos ao hidréxido de calcio
(Bystrom et al., 1985; Haapasalo e Orstavik ,1987; Orstavik e Haapasalo,
1990; Siqueira et al., 1996; Sirén et al., 1997; Waltimo et al., 1999; Valera
et al., 2010). Todas as outras medicagbes testadas foram eficazes na

eliminacao de C. albicans, E. faecalis e E. coli.

Esta resisténcia de E. faecalis ao hidréxido de célcio em
pH igual ou menor que 11,1 é devido a presenga de uma bomba de
prétons em sua parede celular. Esta bomba de prétons tem a capacidade
de acidificar o citoplasma, fazendo com que este microrganismo sobreviva
mesmo em pH alcalino. Entretanto, quando o pH alcanga valores iguais
ou maiores que 11,5, ndo ha a ativacdo desta bomba de proétons,
ocorrendo assim a morte do microrganismo (Evans et al., 2002; McHugh
et al., 2004). Além disto, E. faecalis é capaz de penetrar rapidamente e
em profundidade nos tubulos dentinarios, sendo de dificil remoc¢ao apés o
preparo biomecanico (Orstavik e Haapasalo, 1990). Ainda, os valores de
pH na massa dentinaria podem nao atingir o pH ideal para eliminagcao
deste microrganismo, devido ao efeito tamp&do da dentina sobre
alcalinidade do hidréxido de célcio (Tronstad et al., 1981; Haapasalo et
al., 2000).

Assim, a capacidade de E. faecalis de invadir os tubulos
dentinarios, permanecer viavel no seu interior e aderir-se ao colageno na
presenca do soro humano, faz com que E. faecalis seja um patogeno
responsavel pela persisténcia de infecgdo nos canais radiculares e
manutengao de alteracdes crénicas de dentes tratados endodonticamente
(Love, 2001).

A resisténcia de C. albicans pode estar relacionada a sua
capacidade de se adaptar a diversas condigdes ambientais. Esta levedura
tem habilidade em sobreviver como comensal adaptando-se tanto em pH

acido como basico (Siqueira e Sen, 2004). Além disto, C. albicans possui
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capacidade de sofrer transicdo morfolégica, mudanca de forma de
levedura para a forma de hifas, representando uma mudanga do estado
comensal para o patogénico, possuindo a habilidade de invadir o tecido
do hospedeiro e escapar da fagocitose pelos macréfagos; C. albicans
ainda possui a capacidade de formacédo de biofiimes em diferentes
superficies, podendo se tornar mais resistente as medicacdes sistémicas

comumente utilizados como fluconazol e anfotericina B.

Analisando a 32 coleta (7 dias ap0s a agdo da medicacgao
intracanal), os microrganismos C. albicans e E. faecalis continuavam
presente nos canais radiculares no grupo Ca(OH),, sendo que em alguns
espécimes houve até aumento destes microrganismos da 2% para a 3?
coleta. Além disto, o grupo Ca(OH), foi estatisticamente semelhante ao
grupo salina, comprovando que este medicamento sozinho nao é eficaz
na eliminacéo de C. albicans e E. faecalis em canais radiculares, sendo
importante a associacdo do hidroxido de calcio com outra substéancia,

ampliando assim seu espectro de acao.

Em relacdo as demais medicagdes testadas, verificou-se
que todas foram capazes de eliminar completamente os microrganismos
nos canais radiculares. Neste estudo a clorexidina gel 2% utilizada como
medicagdo intracanal foi eficaz na eliminagdo dos microrganismos
testados, concordando com estudos prévios com metodologia
semelhante, que verificaram que a CLX gel 2% foi eficaz na eliminacao de
C. albicans e E. faecalis em canais radiculares (Gomes et al., 2003; Salvia
et al., 2007; Valera et al., 2009) e outros estudos (Ferraz et al., 2001;
Dametto et al., 2005; Ercan et al., 2006; Gomes et al., 2009) que também
verificaram a acédo da CLX sobre C. albicans e E. faecalis e outros
microrganismos como Actinomices viscosus, Porphyromonas gingivalis,
Fusobacterium nucleatum, Prevotella nigrescens, Clostridium perfringens

e Bacteroides fragilis (Ferreira et al., 2002; Gomes et al., 2009).
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A acado da clorexidina ocorre devido sua molécula
apresentar-se carregada positivamente, e a parede celular do
microrganismos estar carregada negativamente, ocorrendo interagao
eletrostatica e alteragdo no equilibrio osmético da célula. O aumento na
permeabilidade da parede celular, permite que a molécula da clorexidina
penetre dentro da bactéria. Quando a clorexidina é utilizada em alta
concentragdo (2%), ocorre a precipitacdo do citoplasma, com

consequente morte do microrganismo (Gomes et al., 2003).

A atividade antimicrobiana do extrato de prépolis ja foi
verificada por outros autores (Koo et al., 2000; Ferreira et al., 2007).
Oncgag et al. (2006) também verificaram a efetividade da prépolis sobre E.
faecalis como medicacgéo intracanal durante 10 dias e, Awawdeh et al.
(2008), verificaram que a proépolis foi significantemente mais efetiva que o

hidroxido de calcio ap6s pequeno tempo de exposicao (1 e 2 dias).

Molina (2008) e Valera et al. (2010) utilizando o extrato
glicdlico da prépolis 12% como solugdo irrigadora durante o preparo
biomecénico, verificaram, in vitro, a completa eliminacdo de E. coli
inoculados em canais radiculares. Utilizando este mesmo extrato de
prépolis, Molina et al. (2008) verificaram que sua atividade antifungica

para todas as cepas clinicas de C. albicans avaliadas.

Entretanto, apesar de varios autores verificarem que a
prépolis possui atividade antimicrobiana, o real mecanismo da acao
antimicrobiana parece ser complexo e ainda nao € completamente
entendido (Koo et al., 2000). Isto de deve ao fato da composi¢do da
prépolis depender da flora da regido onde é produzida. De acordo com o
fabricante, o extrato de propolis utilizado neste estudo contém prépolis
verde e marrom, ndo sendo possivel especificar exatamente a
composicédo deste extrato. Ainda, a empresa fabricante realiza uma

avaliacao prévia das prépolis de varias regides do Brasil, existindo uma
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férmula padréo interna com quantidade minima de flavondides totais na
sua composicao final (5,0 mg/ml). Alguns autores atribuem aos
flavondides a maior capacidade de atuarem como agentes
antimicrobianos (Grange e Davey, 1990; Burdock, 1998; Koo et al., 2000).
O extrato de propolis utilizado neste estudo continha 5,63 mg/ml de
flavondides totais sendo eficaz sobre os microrganismos testados,

confirmando assim, sua atividade antimicrobiana.

O extrato de gengibre utilizado neste estudo também foi
fornecido pela empresa Apis Flora. De acordo com o certificado de
analise deste extrato, para o seu preparo foi utilizado o rizoma
desidratado do Zingiber officinale Roscoe, contendo 1,79 mg/ml de
flavonoides totais, sendo a quantidade minima padréo para todo o extrato
1,50 mg/ml. Assim, foi verificado que este extrato foi eficaz na eliminagéo
dos microrganismos. No entanto, quando este foi utilizado como
substancia quimica auxiliar ao preparo biomecanico, foi verificada
eliminacgéo total de C. albicans do canal radicular, mas ndo de E. faecalis
e E. coli (Aguiar, 2009), sugerindo que este extrato necessita de um
tempo maior nos canais radiculares para que sua atividade antimicrobiana

seja satisfatéria.

A atividade antimicrobiana do gengibre também ja foi
elucidada por diversos autores. Park et al. (2008) verificaram esta
atividade  sobre trés  bactérias  Gram-negativas  anaerdbias,
Porphyromonas gingivalis, Porphyromonas endodontalis e Prevotella
intermedia; Indu et al. (2007) relataram atividade antimicrobiana sobre E.
coli e Grégio et al. (2006) observaram efetiva acdo do extrato glicélico e
alcodlico do gengibre sobre S. mutans, Staphylococcus aureus, E. coli e
C. albicans. Da mesma forma que o extrato de propolis, apesar do extrato
de gengibre possuir atividade antimicrobiana, o seu real mecanismo de

acdo ainda nao esta elucidado na literatura. Sabe-se apenas que o
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gingerol € o principal principio do gengibre, sendo este o responsavel

pelas propriedades benéficas deste produto (Park et al., 2008).

Os resultados da associagdo hidroxido de calcio e
clorexidina gel 2% sobre C. albicans e E. faecalis neste estudo
concordam com os estudos de Sirén et al. (2004), Ercan et al. (2006),
Gomes et al. (2006), Souza-Filho et al. (2008), Gomes et al. (2009),
Valera et al. (2009), que também verificaram agcao desta medicagéo sobre
0S mesmos microrganismos utilizados. Além disto, esta associagdo é
significativamente mais efetiva sobre E. faecalis e C. albicans do que a
pasta de hidroxido de calcio utilizada sozinha, devido ao efeito sinérgico
entre as duas medicagbes (Evans et al., 2003; Al-Nazhan e Al-Obaida,
2008).

Em relacdo a quantidade de endotoxinas, apds a
utilizagdo de medicacdo intracanal, os resultados mostraram reducéo
significante da endotoxina com todas as medicagbes testadas, com
valores bem menores quando comparados ao grupo salina, o qual nao
recebeu nenhuma medicagéo. Entretanto, as medica¢cbes que continham
hidroxido de calcio na sua composicao tanto quanto o hidroxido de calcio
sozinho, foram capazes de reduzir significantemente a quantidade de
endotoxinas nos canais radiculares, sendo que em alguns espécimes,
estas medicagbes foram capazes de inativar completamente as

endotoxinas.

Estudos in vitro ja mostraram que o hidroxido de calcio é
capaz de inativar endotoxinas. Safavi e Nichols, em 1993, verificaram que
o hidréxido de calcio hidrolisa o lipideo A, resultando na liberacao elevada
de acidos graxos livres. Em 1994, estes mesmos autores identificaram a
producdo de prostaglandinas E, nos sobrenadantes de mondcitos
estimulados pelo LPS, entretanto nao a identificaram naqueles que foram

tratados previamente com hidroxido de calcio. Esses experimentos
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sugeriram que a acgao biolégica do LPS requer a presenca de acidos
graxos hidroxilados ligados a juncéo éster; entretanto, estas ligagbes séo
rompidas pelo tratamento com o hidréxido de calcio. Ainda Barthel et al.
(1997), verificaram que o hidréxido de calcio & capaz de eliminar a
capacidade do LPS de induzir a producdo de TNF-a em mondcitos
periféricos do sangue. A redugdo na producédo de IL-1p3 foi observada
também quando o LPS foi tratado com hidroxido de calcio em um estudo

in vitro realizado por Olsen et al. (1999).

Em estudo em cées, Nelson Filho et al. (2002) e Silva et
al. (2002), concluiram que a endotoxina causa lesao periapical visivel
radiograficamente, entretanto quando associada ao hidroxido de calcio,
esta endotoxina fica desprovida de acdo tdéxica. Os resultados do
presente estudo também concordam com os estudos de Nelson Filho et
al., (2002) e de Tanomaru et al. (2003) que verificaram que o hidroxido de

calcio foi capaz de inativar os efeitos induzidos pela endotoxina.

Ja a clorexidina, o extrato de propolis e o extrato de
gengibre apenas reduziram a quantidade de endotoxinas, ndo sendo
capazes de inativa-las completamente em nenhum dos espécimes.
Embora a clorexidina seja comumente utilizada na pratica endoddntica,
este estudo verificou pouca efetividade desta substancia sobre
endotoxinas. Resultados semelhantes a este também foram encontrados
por Oliveira et al. (2007); Tanomaru et al., (2003) e Maekawa et al.,
(2010).

Os resultados obtidos com o extrato de prépolis concorda
com o estudo de Valera et al. (2010) que verificaram que o preparo
biomecanico realizado com extrato de propolis foi capaz de reduzir a
quantidade de endotoxinas dos canais radiculares; no entanto Molina
(2008) demonstrou que esta reducdo ndo foi significativa. Da mesma

forma, os resultados deste trabalho também concordam com o estudo de
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Aguiar (2009), que verificou reducéo significante das endotoxinas nos
canais radiculares, entretanto, este extrato foi utilizado como substancia
quimica auxiliar ao preparo biomecénico e ndao como medicagéo

intracanal.

Neste estudo, verificou-se que todas as substancias
associadas ao hidroxido de calcio, ou seja, a clorexidina, a propolis ou o
gengibre, tanto quanto o hidréxido de calcio associado a solugao salina,
foram as medicagbes intracanais mais efetivas na neutralizagdo das
endotoxinas. Estudos de Maekawa et al. (2010) e Valera et al. (2010)
também verificaram que associacdo hidréxido de célcio e clorexidina,
quando utilizada durante 14 dias, foi capaz de reduzir significantemente a
quantidade de endotoxinas em canais radiculares. O mecanismo de agao
destas associacdes sobre endotoxinas parece ser o mesmo mecanismo
de acdo do hidroxido de caélcio citado anteriormente, além de
apresentarem maior agado antimicrobiana pela presenca da clorexidina,

prépolis e gengibre.

Assim, de acordo com os resultados obtidos neste estudo,
a associacdo do extrato de propolis ou de gengibre associados ao
hidroxido de calcio podem ser uma alternativa como medicacao
intracanal. Entretanto, estudos futuros sobre biocompatibilidade e
interacdo quimica entre estes produtos, bem como pesquisas in vivo
devem ser realizadas para permitir a sua utilizacdo na terapia

endodobntica.

Resta ainda saber a real significancia da endotoxina
presente no canal radicular apés a eliminagdo de todos os
microrganismos presentes no sistema de canais. Por quanto tempo esta
endotoxina teria acdo apo6s a morte do microrganismo? Qual a
significancia clinica desta endotoxina ap6s a morte do microrganismo?

Qual a quantidade de endotoxina capaz de induzir ou manter uma lesao
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periapical? Estas respostas devem ser objetos de estudo futuros,
especialmente estudos clinicos longitudinais para melhor compreenséao

dos mecanismos de manutencgao das lesbes periapicais.



7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitem concluir que:

a) Os extratos glicolicos de propolis e de Zingiber

officinale, a clorexidina gel 2%, as associagdes
hidroxido de calcio e propolis, hidréxido de calcio
e gengibre e hidréxido de calcio e clorexidina gel
2% foram efetivos, sendo capazes de eliminar
completamente Candida albicans, Enterococcus

faecalis e Escherichia coli nos canais radiculares;

b) A pasta de hidréxido de calcio nao foi capaz de

eliminar completamente Candida albicans e

Enterococcus faecalis;

Todas as medicagbes intracanais foram capazes
de reduzir a quantidade de endotoxinas nos
canais radiculares, entretanto, as medicagdes
que possuem hidroxido de calcio na sua

composicao foram mais eficazes.
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APENDICE A - Resultados obtidos pela contagem de UFC/ml (log10) nos
canais radiculares

Tabela 8: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo
Ca(OH); e salina

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans
1 5,93 4,51 0 2,00
2 6,40 5,90 4,41 4,60
3 5,94 3,47 0 0
4 6,13 4,79 0 2,00
5 6,34 3,60 0 3,93
6 6,23 3,00 0 0
7 6,79 3,90 0 0
8 6,56 3,90 0 0
9 5,95 4,49 0 0
10 5,50 5,02 0 0
11 5,99 4,61 2,60 0
12 6,22 511 0 0
Média 6,16 4,35 0,58 1,04
E. faecalis
1 6,70 6,40 0 0
2 6,50 6,17 2,49 4,24
3 717 5,51 0 0
4 6,95 6,19 0 3,44
5 7,08 4,84 0 3,38
6 7,59 5,68 0 0
7 7,49 5,56 0 2,46
8 7,20 5,65 0 0
9 7,19 5,25 0 0
10 7,16 5,57 0 3,68
11 6,32 5,73 0 0
12 7,18 4,90 0 0
Média 7,04 5,62 0,20 1,43
E. coli
1 5,63 5,02 0 0
2 6,73 6,41 0 0
3 6,67 5,24 0 0
4 6,58 5,30 0 0
5 5,98 5,32 0 0
6 5,56 4,66 0 0
7 5,64 4,79 0 0
8 7,39 6,13 0 0
9 6,31 4,79 0 0
10 6,96 5,20 0 0
11 7,02 5,40 0 0
12 5,69 511 0 0
Média 6.34 5,28 0 0
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Tabela 9: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo CLX

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans
1 6,94 4,44 0 0
2 6,72 4,34 0 0
3 6,88 4,38 0 0
4 6,79 4,07 0 0
5 6,51 3,30 0 0
6 6,62 3,00 0 0
7 6,41 0 0 0
8 5,39 3,90 0 0
9 6,51 3,30 0 0
10 6,38 4,04 0 0
11 6,14 4,04 0 0
12 5,93 3,00 0 0
Média 6,43 3,48 0 0
E. faecalis
1 7,04 6,04 0 0
2 6,74 5,87 0 0
3 7,12 5,79 0 0
4 6,97 5,25 0 0
5 6,83 5,96 0 0
6 7,05 5,07 0 0
7 7,07 5,34 0 0
8 6,35 4,14 0 0
9 6,86 4,73 0 0
10 6,78 5,00 0 0
11 6,50 4,53 0 0
12 6,66 4,23 0 0
Média 6,83 5,16 0 0
E. coli
1 6,98 6,35 0 0
2 6,49 5,38 0 0
3 7,07 4,50 0 0
4 7,64 4,66 0 0
5 5,32 5,20 0 0
6 6,01 5,40 0 0
7 7,05 5,13 0 0
8 7,23 4,57 0 0
9 7,53 4,92 0 0
10 7,12 4,94 0 0
11 7,74 3,69 0 0
12 4,63 3,95 0 0
Média 6,73 4,89 0 0




109

Tabela 10: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo
Ca(OH), + CLX

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans
1 4,64 3,38 0 0
2 5,92 2,69 0 0
3 4,69 3,00 0 0
4 5,80 0 0 0
5 6,18 2,90 0 0
6 6,21 2,95 0 0
7 6,40 4,21 0 0
8 4,99 2,90 0 0
9 6,20 3,86 0 0
10 6,21 4,11 0 0
11 6,26 4,62 0 0
12 6,15 3,87 0 0
Média 5,80 3,20 0 0
E. faecalis
1 7,31 4,72 0 0
2 7,04 4,77 0 0
3 7,11 4,04 0 0
4 7,44 4,60 0 0
5 7,62 4,64 0 0
6 7,35 4,34 0 0
7 7,57 4,70 0 0
8 6,41 517 0 0
9 7,56 4,90 0 0
10 7,25 5,20 0 0
11 7,54 4,90 0 0
12 7,63 5,44 0 0
Média 7,31 4,78 0 0
E. coli
1 3,66 2,26 0 0
2 7,48 6,11 0 0
3 6,80 5,24 0 0
4 6,88 5,65 0 0
5 7,78 5,62 0 0
6 7,26 5,79 0 0
7 7,92 5,59 0 0
8 7,72 6,54 0 0
9 6,98 6,42 0 0
10 7,08 6,65 0 0
11 6,89 6,57 0 0
12 7,60 6,62 0 0
Média 7,04 5,75 0 0
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Tabela 11: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo PRO

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans
1 7,58 5,02 0 0
2 7,28 0 0 0
3 7,44 4,66 0 0
4 7,02 3,43 0 0
5 7,13 5,13 0 0
6 6,98 2,84 0 0
7 7,21 5,25 0 0
8 6,97 2,60 0 0
9 7,27 2,00 0 0
10 7,15 3,84 0 0
11 6,97 0 0 0
12 6,73 4,17 0 0
Média 7,14 3,24 0 0
E. faecalis
1 6,72 514 0 0
2 7,03 3,00 0 0
3 7,03 4,69 0 0
4 6,81 3,90 0 0
5 7,03 4,90 0 0
6 7,02 4,30 0 0
7 7,23 5,00 0 0
8 6,83 4,38 0 0
9 7,08 4,17 0 0
10 7,18 4,90 0 0
11 7,19 4,25 0 0
12 6,77 5,11 0 0
Média 6,99 4,47 0 0
E. coli
1 7,51 5,52 0 0
2 7,39 4,41 0 0
3 7,49 4,50 0 0
4 7,07 4,51 0 0
5 7,52 5,67 0 0
6 6,00 3,04 0 0
7 5,66 3,44 0 0
8 7,44 4,60 0 0
9 7,35 5,47 0 0
10 7,40 5,45 0 0
11 7,22 3,83 0 0
12 7,05 5,52 0 0
Média 7,09 4,66 0 0
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Tabela 12: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo PRO
+ Ca(OH),

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans
1 4,27 0 0 0
2 6,08 0 0 0
3 7,20 4,56 0 0
4 6,65 3,68 0 0
5 7,20 5,35 0 0
6 7,28 3,50 0 0
7 6,96 2,00 0 0
8 6,80 5,13 0 0
9 6,70 3,65 0 0
10 7,19 5,42 0 0
11 6,00 2,00 0 0
12 3,96 2,00 0 0
Média 6,35 3,10 0 0
E. faecalis
1 4,69 4,00 0 0
2 7,76 417 0 0
3 6,68 4,84 0 0
4 6,90 514 0 0
5 6,87 5,11 0 0
6 6,88 5,07 0 0
7 6,88 4,43 0 0
8 6,77 5,36 0 0
9 6,32 4,25 0 0
10 6,99 5,74 0 0
11 5,27 4,00 0 0
12 4,83 4,39 0 0
Média 6,40 4,70 0 0
E. coli
1 4,00 2,60 0 0
2 7,35 3,38 0 0
3 7,10 5,48 0 0
4 7,16 5,22 0 0
5 5,96 5,42 0 0
6 5,96 5,42 0 0
7 7,02 3,88 0 0
8 7,26 5,64 0 0
9 7,35 3,44 0 0
10 7,47 5,29 0 0
11 5,89 5,26 0 0
12 4,90 4,80 0 0
Média 6,45 4,65 0 0
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Tabela 13: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo
GENG

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans
1 7,47 5,14 0 0
2 7,51 4,79 0 0
3 7,57 4,07 0 0
4 7,29 3,44 0 0
5 7,02 2,60 0 0
6 7,31 3,71 0 0
7 6,86 2,90 0 0
8 5,34 3,56 0 0
9 6,86 2,77 0 0
10 7,39 4,65 0 0
11 7,34 4,53 0 0
12 7,45 4,38 0 0
Média 7,11 3,87 0 0
E. faecalis
1 6,63 5,25 0 0
2 7,20 514 0 0
3 7,07 4,04 0 0
4 6,94 3,69 0 0
5 6,66 514 0 0
6 7,27 4,00 0 0
7 6,69 3,47 0 0
8 7,01 3,47 0 0
9 6,66 4,30 0 0
10 6,76 4,30 0 0
11 7,22 4,90 0 0
12 6,99 5,55 0 0
Média 6,92 4,43 0 0
E. coli
1 5,95 4,76 0 0
2 7,38 5,10 0 0
3 577 5,00 0 0
4 6,21 5,16 0 0
5 5,20 4,94 0 0
6 3,32 0 0 0
7 6,83 6,01 0 0
8 7,39 3,69 0 0
9 7,04 5,89 0 0
10 7,13 5,31 0 0
11 6,67 5,25 0 0
12 5,23 4,44 0 0
Média 6,17 4,62 0 0
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Tabela 14: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo
GENG + Ca(OH)

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans
1 7,43 4,89 0 0
2 7,45 5,31 0 0
3 7,59 5,51 0 0
4 7,08 3,20 0 0
5 7,29 5,16 0 0
6 7,04 2,69 0 0
7 7,59 5,44 0 0
8 6,98 5,45 0 0
9 7,36 4,93 0 0
10 7,22 5,33 0 0
11 7,32 3,86 0 0
12 6,93 2,69 0 0
Média 7,27 4,53 0 0
E. faecalis
1 6,83 4,83 0 0
2 7,30 4,99 0 0
3 6,83 5,08 0 0
4 6,69 4,84 0 0
5 7,20 4,93 0 0
6 6,81 4,77 0 0
7 7,36 517 0 0
8 6,57 4,55 0 0
9 7,07 4,76 0 0
10 6,89 5,07 0 0
11 6,44 4,62 0 0
12 5,51 4,50 0 0
Média 6,79 4,84 0 0
E. coli
1 7,51 5,27 0 0
2 7,49 513 0 0
3 6,85 5,14 0 0
4 6,63 5,36 0 0
5 6,47 5,11 0 0
6 7,29 3,74 0 0
7 7,38 5,18 0 0
8 7,36 5,37 0 0
9 7,08 5,17 0 0
10 7,30 5,33 0 0
11 6,77 5,33 0 0
12 7,48 5,45 0 0
Média 7,13 5,13 0 0
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Tabela 15: Resultados obtidos: valores de UFC/ml (log10) no grupo Salina

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
C. albicans

1 5,80 3,60 3,60 4,77
2 5,69 0 2,60 4,39
3 6,38 4,04 3,56 5,16
4 6,04 4,90 2,95 5,30
5 6,17 3,90 4,20 4,07
6 6,14 3,95 3,07 4,95
7 6,41 4,44 2,69 4,87
8 5,17 4,25 2,00 3,30
9 5,60 4,14 2,69 4,91
10 577 4,11 3,14 3,77
11 5,47 0 4,56 5,85
12 6,07 4,55 3,84 4,32

Média 5,89 3,49 3,24 4,63

E. faecalis

1 6,98 4,47 5,07 5,58
2 6,74 4,46 3,69 5,67
3 7,33 5,55 4,64 5,60
4 6,74 4,77 4,20 5,32
5 7,32 4,95 3,69 5,13
6 7,08 5,39 4,25 5,37
7 7,46 4,60 4,27 5,38
8 5,90 5,07 4,34 3,88
9 6,73 5,11 4,90 4,52
10 6,75 5,47 5,07 513
11 6,56 4,50 3,74 5,24
12 6,90 4,93 4,60 4,81

Média 6,87 4,93 4,37 5,13

E. coli

1 7,46 4,88 4,44 5,71
2 7,45 4,84 4,89 5,90
3 7,54 5,25 5,08 5,77
4 7,54 5,20 4,39 5,65
5 7,59 4,53 4,36 5,72
6 7,07 4,92 4,15 5,83
7 7,43 4,81 4,14 5,77
8 7,26 4,36 4,47 5,32
9 6,92 4,89 5,55 5,81
10 7,62 5,80 5,32 5,67
11 6,85 4,59 4,50 5,86
12 7,29 4,66 4,00 5,71

Média 7,33 4,89 4,60 5,72
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APENDICE B - Resultados obtidos pelo teste de quantificacdo de
endotoxinas nos canais radiculares e percentuais de alteracdo obtidos
em relacao a coleta de confirmagao

Tabela 16 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo Ca(OH), + Salina

Dente Confirmacao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 53500 646 0,00 8,63
2 533000 14700 20,5 27,2
3 215000 7580 0,00 0,00
4 260000 3500 7,74 0,00
5 285000 1070 8,37 27,7
6 457000 481 0,00 0,00
7 88700 1230 0,00 11,8
8 119000 474 12,6 7,36
9 61000 749 0,00 0,00
10 162000 746 0,00 0,00
11 31900 841 0,00 0,00
12 172000 918 17,1 0,00

Média 203175 2745 5,53 6,89

Tabela 17 — Percentuais de alteracido obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacéo a coleta de confirmacgado da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no
grupo Ca(OH), + Salina

Dente 1? col. X conf. 2? col. X conf. 32 col. X conf.
1 98,793 100,000 99,984
2 97,242 99,996 99,995
3 96,474 100,000 100,000
4 98,654 99,997 100,000
5 99,625 99,997 99,990
6 99,895 100,000 100,000
7 98,613 100,000 99,987
8 99,602 99,989 99,994
9 98,772 100,000 100,000
10 99,540 100,000 100,000
1 97,364 100,000 100,000
12 99,466 99,990 100,000

Média 98,670 99,997 99,996
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Tabela 18 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo CLX

Dente Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 35400 126 370 211
2 82600 331 1100 2420
3 120000 1420 1070 592
4 32200 297 7100 11600
5 34400 358 9770 1630
6 26300 170 127 30,2
7 20100 229 410 3210
8 34400 568 879 1670
9 86200 1860 1870 1660
10 32900 366 341 2660
1 10300 995 1470 6320
12 2670 51,1 62,1 294

Média 43123 564 2047 2691

Tabela 19 — Percentuais de alteracio obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacao a coleta de confirmacéo da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no
grupo CLX

Dente 12 col. X conf. 2% col. X conf. 32 col. X conf.
1 99,644 98,955 99,404
2 99,599 98,668 97,070
3 98,817 99,108 99,507
4 99,078 77,950 63,975
5 98,959 71,599 95,262
6 99,354 99,517 99,885
7 98,861 97,960 84,030
8 98,349 97,445 95,145
9 97,842 97,831 98,074
10 98,888 98,964 91,915
1 90,340 85,728 38,641
12 98,086 97,674 88,989

Média 98,151 93,450 87,660
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Tabela 20 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo Ca(OH), + CLX

Dente  Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 33500 468 43,6 40,7
2 251000 2200 0,00 0,00
3 71000 171 13,3 60,2
4 500000 222 49,8 147
5 500000 713 35,0 138
6 213000 749 15,0 63,2
7 362000 2930 0,00 0,00
8 18300 492 14,7 26,0
9 160000 1860 86,1 19,2
10 800000 1430 27,7 29,8
11 255000 5410 64,4 93,3
12 373000 7790 0,00 0,00

Média 294733 2036 29,13 51,5

Tabela 21 — Percentuais de alteracio obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacao a coleta de confirmagéo da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no

grupo Ca(OH), + CLX

Dente 12 col. X conf. 2? col. X conf. 32 col. X conf.
1 98,603 99,870 99,879
2 99,124 100,000 100,000
3 99,759 99,981 99,915
4 99,956 99,990 99,971
5 99,857 99,993 99,972
6 99,648 99,993 99,970
7 99,191 100,000 100,000
8 97,311 99,920 99,858
9 98,838 99,946 99,988
10 99,821 99,997 99,996
1 97,878 99,975 99,963
12 97,912 100,000 100,000

Média 98,991 99,972 99,959
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Tabela 22 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo PRO

Dente  Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 500000 9370 815 2690
2 500000 196 1170 2400
3 500000 19400 729 796
4 51500 5860 132 825
5 14400 26900 231 1670
6 66100 316 20,9 8,77
7 500000 420 68,9 61,3
8 500000 1000 136 242
9 500000 160 87,1 130
10 500000 3870 98,9 149
11 94300 1180 126 79,3
12 500000 2810 1450 196

Média 352192 5957 422 771

Tabela 23 — Percentuais de alteracido obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacao a coleta de confirmagéo da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no
grupo PRO

Dente 12 col. X conf. 2? col. X conf. 32 col. X conf.
1 98,126 99,837 99,462
2 99,961 99,766 99,520
3 96,120 99,854 99,841
4 88,621 99,744 98,398
5 -86,806 98,396 88,403
6 99,522 99,968 99,987
7 99,916 99,986 99,988
8 99,800 99,973 99,952
9 99,968 99,983 99,974
10 99,226 99,980 99,970
1 98,749 99,866 99,916
12 99,438 99,710 99,961

Média 82,700 99,755 98,781
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Tabela 24 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo PRO + Ca(OH),

Dente  Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 500000 588 29,3 24,2
2 500000 1530 0,00 7,42
3 500000 4120 16,0 15,9
4 130000 565 44,8 14,9
5 500000 3960 13,2 11,9
6 500000 1670 6,39 19,0
7 500000 2580 0,00 0,00
8 59700 13100 16,9 38,5
9 32000 746 0,00 0,00
10 500000 43200 0,00 0,00
11 500000 14500 8,35 11,5
12 72400 94,8 0,00 0,00

Média 357842 7221 11,24 11,94

Tabela 25 — Percentuais de alteracido obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacao a coleta de confirmagéo da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no
grupo PRO + Ca(OH),

Dente 12 col. X conf. 2? col. X conf. 32 col. X conf.
1 99,882 99,994 99,995
2 99,694 100,000 99,999
3 99,176 99,997 99,997
4 99,565 99,966 99,989
5 99,208 99,997 99,998
6 99,666 99,999 99,996
7 99,484 100,000 100,000
8 78,057 99,972 99,936
9 97,669 100,000 100,000
10 91,360 100,000 100,000
1 97,100 99,998 99,998
12 99,869 100,000 100,000

Média 96,730 99,994 99,992
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Tabela 26 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo GENG

Dente  Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 500000 4570 494 300
2 50000 1470 399 979
3 50000 1280 196 754
4 500000 499 43,7 154
5 272000 1540 224 449
6 500000 394 1380 1490
7 500000 2200 835 9630
8 500000 206 19,9 73,6
9 500000 964 293 1530
10 166000 517 167 838
11 500000 2540 20,0 40,8
12 500000 2480 1190 3090

Média 378167 1555 438 1611

Tabela 27 — Percentuais de alteracio obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacao a coleta de confirmagéo da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no
grupo GENG

Dente 12 col. X conf. 2? col. X conf. 32 col. X conf.
1 99,086 99,901 99,940
2 97,060 99,202 98,042
3 97,440 99,608 98,492
4 99,900 99,991 99,969
5 99,434 99,918 99,835
6 99,921 99,724 99,702
7 99,560 99,833 98,074
8 99,959 99,996 99,985
9 99,807 99,941 99,694
10 99,689 99,899 99,495
1 99,492 99,996 99,992
12 99,504 99,762 99,382

Média 99,238 99,814 99,384
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Tabela 28 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo GENG + Ca(OH),

Dente  Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 83300 551 61,9 117
2 500000 7240 0,00 0,00
3 81600 1320 0,00 0,00
4 17400 2880 90,9 39,6
5 349000 6530 19,5 32,0
6 5410 5410 13,4 12,0
7 312000 4290 0,00 0,00
8 86200 4070 37,0 13,9
9 76900 1070 0,00 7,07
10 110000 2900 0,00 0,00
11 189000 2020 16,5 20,4
12 114000 1080 0,00 0,00

Média 160401 3280 19,93 20,16

Tabela 29 — Percentuais de alteracido obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacao a coleta de confirmagéo da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no
grupo GENG + Ca(OH),

Dente 12 col. X conf. 2? col. X conf. 32 col. X conf.
1 99,339 99,926 99,860
2 98,552 100,000 100,000
3 98,382 100,000 100,000
4 83,448 99,478 99,772
5 98,129 99,994 99,991
6 0,000 99,752 99,778
7 98,625 100,000 100,000
8 95,278 99,957 99,984
9 98,609 100,000 99,991
10 97,364 100,000 100,000
1 98,931 99,991 99,989
12 99,053 100,000 100,000

Média 88,810 99,925 99,947
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Tabela 30 — Resultados obtidos: quantidade de endotoxinas de E. coli
(EU/ml) no grupo solugéo salina

Dente  Confirmagao 12 coleta 22 coleta 32 coleta
1 52000 3950 24200 78000
2 32500 1510 710 23400
3 104000 8320 7060 43100
4 93300 3800 3640 23000
5 55200 1390 5030 32200
6 38600 3950 5610 19700
7 100000 2990 7480 13800
8 1930 5310 4710 7700
9 20200 3420 5480 73000
10 41700 4680 9630 55900
11 24300 403 2240 9300
12 49000 135000 1050 63300

Média 51061 14560 6403 36867

Tabela 31 — Percentuais de alteracio obtidos na 1%, 2% e 32 coletas em
relacao a coleta de confirmagéo da quantidade de endotoxinas (EU/ml) no
grupo solugéao salina

Dente 12 col. X conf. 2? col. X conf. 32 col. X conf.
1 92,404 53,462 -50,000
2 95,354 97,815 28,000
3 92,000 93,212 58,558
4 95,927 96,099 75,348
5 97,482 90,888 41,667
6 89,767 85,466 48,964
7 97,010 92,520 86,200
8 -175,130 -144,041 -298,964
9 83,069 72,871 -261,386
10 88,777 76,906 -34,053
1 98,342 90,782 61,728
12 -175,510 97,857 -29,184

Média 48,300 67,000 -22,800
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Maekawa LE. Evaluation of propolis and ginger extracts used as
intracanal medications on microorganisms and endotoxins in root canals
[doctorate thesis]. Sdo José dos Campos: School of Dentistry of S&o José
dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista; 2010.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effectiveness of glycolic
propolis and ginger extracts, calcium hydroxide, chlorhexidine gel and
associations as intracanal medication (ICM) on Candida albicans,
Enterococcus faecalis, Escherichia coli and endotoxins in root canals.
Ninety-six roots of single-rooted teeth were contaminated with
suspensions of the microorganisms for 28 days. After the confirmation
collection, the canals were instrumented with saline and divided according
to the intracanal medication used: calcium hydroxide [Ca(OH),] + saline;
2% chlorhexidine gel (CLX); Ca(OH), + CLX; propolis (PRO); PRO +
Ca(OH),; ginger (GENG); GENG + Ca(OH),, saline. Samples of the root
canal content were performed in the following periods: confirmation
collection (after 28 days of contamination), 1 collection (immediately after
instrumentation), 2™ collection (immediately after 14 days of the action of
ICM), 3™ collection (7 days after removal of the ICM). All samples were
analyzed according to the following parameters: a) antimicrobial activity, b)
quantification of endotoxins by the chromogenic Limulus amoebocyte
lysate assay. The results were statistically analyzed by the Kruskal-Wallis
and Dunn tests (6%). It was verified that all ICM were able to eliminate the
microorganisms from the root canals; however, the Ca(OH), was not able
to completely eliminate C. albicans and E. faecalis. It was verified that ICM
containing Ca(OH), were able to significantly decrease endotoxins from
the root canals, being similar to each other and to the saline group. The
medications CLX, PRO, GENG and saline were similar to each other. It
was concluded that all ICM were able to eliminate the microorganisms
from the root canal and reduce the amount of endotoxins from the root
canals. However, the ICM containing calcium hydroxide were more
effective in neutralizing endotoxins.

Keywords: Propolis. Ginger. Calcium hydroxide. Chlorhexidine. Candida
albicans. Enterococcus faecalis. Escherichia coli. Endotoxins.
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