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RESUMO

A proposta deste trabalho foi avaliar a efetividade de extratos naturais,
como solugbes irrigadoras, sobre E. faecalis, S. aureus, E. coli, e
endotoxinas (LPS) em canais radiculares. Foi avaliado também o efeito
citotoxico do contetdo do canal, apds os tratamentos, pela producdo de
TNF-a e IL-1B em cultura de macréfagos. Foram utilizados 84 dentes
unirradiculados, contaminados com associacdo dos trés microrganismos
por 28 dias. Apds, foram divididos em 7 grupos (n=12), de acordo com o
irrigante utilizado: G1) solucdo fisiologica (controle); G2) solucdo de
clorexidina 2%; G3) extrato glicélico de prépolis 12%; G4) extrato glicolico
de alcacuz 20%; G5) extrato glicélico de barbatimdo 20%; G6) extrato
glicélico de roma 20%; G7) extrato glicélico de cavalinha 20%. Foram
realizadas 2 coletas do contetudo do canal radicular: imediatamente apés
a instrumentacao e apés 7 dias da instrumentacdo. Para todas as coletas,
foi realizada avaliacdo da atividade antimicrobiana pela contagem de
UFC/mL em meios de cultura seletivos, verificacdo da neutralizacdo de
endotoxinas pelo teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de
Limulus (LAL) e avaliacdo dos efeitos citotoxicos do conteudo do canal
pela producdo de IL-1B e TNF-a por macrofagos. Os resultados foram
analisados estatisticamente (ANOVA e teste de Tukey, 5%). Todos o0s
extratos promoveram significativa reducdo microbiana em relacdo ao
controle na 12 coleta ap0s instrumentacdo (p<0,05). Com relagéo E.
faecalis, os extratos de prépolis (G3), barbatimdo (G5), roma (G6) e
cavalinha (G7) promoveram auséncia de crescimento microbiano em
muitos espécimes, sendo semelhantes a clorexidina e diferentes dos
demais grupos (p<0,05). Com relagdo S. aureus, 0s extratos de propolis
(G3) e barbatimao (G5) promoveram auséncia de crescimento microbiano
em todos os espécimes, sendo semelhantes a clorexidina e diferentes dos
demais grupos (p<0,05). Com relacéo E. coli, os extratos de propolis (G3),
roma (G6) e cavalinha (G7) promoveram auséncia de crescimento em
praticamente todos os espécimes, sendo semelhante a clorexidina (G2) e
diferente dos demais (p<0,05). Ja na 22 coleta, apenas o0 extrato de



propolis e clorexidina apresentaram efeito residual sobre E. faecalis, S.
aureus e E. coli. Com relacdo a endotoxinas, nhenhum extrato promoveu
neutralizacdo significativa nos canais radiculares, sendo que todos os
grupos apresentaram altos valores médios, especialmente apos a 22
coleta da instrumentacdo. Com relacdo aos efeitos citotoxicos, a producéo
de TNF-a foi alta em todas as amostras (p>0,05). Ja a producéo de IL-1p
foi mais baixa em todos os casos em relacdo a producdo de TNF-a,
demonstrando menor sensibilidade da célula em produzir IL-1 na
presenca de diferentes concentracbes de endotoxinas (LPS). Assim,
pode-se concluir que os extratos naturais (propolis, alcacuz, barbatiméao,
roma e cavalinha) apresentaram importante atividade antimicrobiana
sobre E. faecalis, S. aureus e E. coli, quando utilizados como agentes
irrigantes dos canais radiculares, no entanto, o extrato de prépolis foi o
mais efetivo, com importante efeito residual. Nenhum extrato promoveu
neutralizacao significativa de endotoxinas e o conteudo coletado de todos
os canais radiculares apresentaram citotoxicidade.

Palavras-chave: Extratos naturais. Irrigantes do canal radicular.
Microrganismos. Endotoxinas. Citocinas.



1 INTRODUCAO

Agentes bioldgicos representados pelos microrganismos e
seus produtos sdo 0s principais responsaveis pelo desenvolvimento e
manutencdo das alteracGes pulpares e periapicais (Kakehashi et al.,
1965; Sundqvist, 1992; Tanomaru et al., 2003; Jorge, 2007), atingindo o
tecido pulpar principalmente devido a presenca de carie, exposi¢ao pulpar
em procedimentos clinicos e fraturas induzidas por trauma (Nair, 2004;
Jorge, 2007; Siqueira Jr.; Rocas, 2007).

Desta forma, microrganismos causadores da cérie e/ou
componentes da microbiota bucal indigena ou transitéria passam a
colonizar o tecido pulpar (Jorge, 2007; Siqueira Jr.; Rbécas, 2007). A
presenca de microrganismos no ambiente pulpar, principalmente de
anaerébios facultativos e aerotolerantes, tem como consequéncia a
inflamacéo, e posterior necrose pulpar (Jorge, 2007; Nair, 2004).

A necrose pulpar gera o desenvolvimento de um ambiente
seletivo, com baixa tensdo de O,, menor disponibilidade de nutrientes e
baixo pH, entre outras condicbes que favorecem a formacdo de uma
microbiota predominantemente anaerdbia (superior a 90%) (Jorge, 2007).
O canal radicular passa, entdo, a ser colonizado por uma peguena
parcela dos microrganismos que habitavam a polpa no inicio da infeccao
(Nair, 2004).

Cerca de 150 espécies microbianas ja foram isoladas de
canais radiculares, sendo que um unico canal radicular apresenta em
média 5 a 7 espécies microbianas infectantes. Desta forma, a infeccéo
dos canais radiculares € polimicrobiana e evolui com a progressao da

doenca (Gomes et al., 2004).
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Muitos microrganismos que participaram inicialmente da
infeccdo podem sobreviver e ganhar, através do canal radicular, acesso
aos tecidos periapicais, passando a danificar esta regido (Siqueira Jr;
Récas, 2007; Siqueira Jr. et al., 2009).

Além da infeccdo primaria, podem ocorrer infec¢oes
secundérias ou persistentes, caracterizando o insucesso do tratamento.
Apoés o preparo biomecanico e a acdo da medicacao intracanal, podem
permanecer microrganismos no sistema de canais radiculares, por vezes
devido a propriedades dos agentes antimicrobianos utilizados ou a
vulnerabilidade dos microrganismos envolvidos. As infec¢cdes secundarias
envolvem um numero reduzido de espécies microbianas em relacdo as
infeccbes primarias, e nelas predominam microrganismos Gram-positivos
(Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2004; Molina, 2008). Dentre as
espécies mais isoladas nas infec¢cdes secundarias destacam-se
microrganismos pertencentes aos géneros Enterococcus, Actinomyces,
Streptococcus, Candida, Propionibacterium,  Staphylococcus e
Pseudomonas (Waltimo et al., 1997; Sundqvist et al., 1998; Gomes et al.,
2004).

Todos 0s microrganismos apresentam seus proprios
mecanismos de patogenicidade, que promovem danos diretos ou indiretos
aos tecidos do hospedeiro. Uma das causas de dano indireto é a
presenca de endotoxina, um componente estrutural de bactérias Gram-
negativas (Siqueira Jr.; R6¢as, 2007).

A endotoxina é um complexo lipopolissacarideo liberado
durante duplicacdo ou morte celular de bactérias Gram-negativas (Nair,
2004; Oliveira, 2007). E capaz de induzir diversos efeitos bioldgicos, como
ativacdo de macrofagos/mondcitos para a liberagdo de citocinas, como IL-
1a, IL-1B, IL-8, TNF-a, de oxigénio reativo, superéxido, oxido nitrico,
interferons a, B e vy, fator ativador de plaquetas e prostaglandinas (Miller et
al., 1975; Morrison; Ryan, 1987; Safavi; Nichols, 1993; Seltzer; Faber,
1994; Barthel et al., 1997; Matsushita et al.,1999; Hong et al., 2004; Shoji
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et al., 2006; Eder et al., 2009), ativacdo do sistema complemento, inducao
a formacédo de osteoclastos (Islam et al., 2007; Siqueira Jr.; Ré¢as, 2007;
Wang; Stashenko, 1993) e ativacéo policlonal de linfocitos B (Hong et al.,
2004; Oliveira et al.; Siqueira Jr.; Récas, 2007). Sua acao tem, portanto,
grande importancia no desenvolvimento e manutencdo da resposta
inflamatdria e na reabsorcdo dssea periapical (Hong et al., 2004; Jacinto
et al., 2005; Schein; Schilder, 2006; Oliveira et al., 2007).

Assim, para que haja sucesso do tratamento endoddéntico,
€ necessario ndo somente a eliminacdo de microrganismos, mas também
a neutralizacdo de endotoxinas (LPS), que sé&o capazes de desencadear
ou manter a inflamacao periapical (Oliveira et al., 2007; Vianna et al.,
2007).

Durante a instrumentacdo dos canais radiculares,
algumas substancias tém sido utilizadas com o propdsito de destruir
microrganismos e neutralizar endotoxinas. Atualmente, os produtos
guimicos mais utilizados como agentes irrigantes sao hipoclorito de sodio
(NaOCl) e clorexidina (CHX) (Vianna et al., 2007). O hipoclorito de sédio
apresenta amplo espectro de acgdo antimicrobiana e capacidade de
dissolver tecidos (Jeansonne; White, 1994). A clorexidina, em gel ou
solucdo, também possui amplo espectro de acdo antimicrobiana e a
vantagem de apresentar substantividade e auséncia de citotoxicidade
(Vahdaty et al., 1993; Sena et al., 2006).

No entanto, estes agentes irrigantes utilizados
rotineiramente ndo tém demonstrado capacidade de neutralizar
endotoxinas em canais radiculares (Oliveira et al., 2007; Vianna et al.,
2007; Martinho; Gomes, 2008; Gomes et al., 2009). Com isto, torna-se
importante ampliar os estudos nesta area, a fim de se alcancar um agente
irrigante que apresente amplo espectro de agdo antimicrobiana, e também
capacidade de inativar endotoxinas, além de apresentar substantividade e
auséncia de citotoxicidade.
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Estima-se que exista na Terra entre 250.000 e 500.000
espécies de plantas, e que mais de 10% das espécies sejam utilizadas
devido as suas propriedades medicinais (Borris, 1996; Cowan, 1999). A
flora brasileira apresenta importante fonte terapéutica. Por muito tempo as
plantas tém sido utilizadas para manutencédo da saude, especialmente na
tltima década, quando passaram a ser mais estudadas. Nas plantas ja
foram encontradas substancias farmacolégicas com diversas atividades
bioldgicas, incluindo atividade antimicrobiana (Nascimento et al., 2000).

A proépolis, coletada das plantas e processada pelas
abelhas, ganhou popularidade nos dultimos anos, e acredita-se ser
benéfica a saude do homem, prevenindo doencas como inflamacdes,
doencas cardiacas, diabetes e até cancer (Bankova et al., 1995). Ao
estudar atividade antimicrobiana da propolis sobre patdégenos orais, Koru
et al. (2007) obtiveram como resultados menores valores de
Concentracgao Inibitoria Minima (MIC) para bactérias Gram-positivas.

Do alcacuz ja foram isoladas diversas substancias com
atividade antimicrobiana, como alcaldides, aminoacidos, cumarinas, 6leos
essenciais, acidos graxos, flavonoéides, polissacarideos e taninos (Fukai et
al., 2002). O género Glycyrrhiza apresenta como principais componentes
ativos saponinas, flavondides, isoflavonas e cumarinas (Asl;
Hosseinzadeh, 2008). Os diversos flavonodides e isoflavonas que podem
ser extraidos e isolados do alcaguz apresentam importante atividade
antimicrobiana (Asl; Hosseinzadeh, 2008).

O barbatimao (Stryphnodendron adstringens Mart. Coville,
Familia Leguminosae) é uma planta nativa do cerrado brasileiro cujo
decocto e infusdo da casca do tronco sdo muito utilizados popularmente
para tratar leucorréia, diarréia e infeccdes ginecolégicas. Ja foi
demonstrado que taninos do barbatimdo e compostos relacionados
apresentam efeito bactericida, antiviral, moluscida, antielmintico e
protozoaricida além diversas outras atividades biologicas e

farmacoldgicas (Santos et al., 2009).
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A atividade antimicrobiana da roméa (Punica granatum L.)
também tem sido bastante investigada (Vasconcelos et al., 2003; Pereira
J et al. 2006; Vasconcelos et al., 2006). Punica granatum L. (Punicaceae)
€ citada por Fenner et al. (2006) como planta com grande potencial
antifingico, apresentando também atividade antibacteriana (Prashanth et
al.; 2001).

Radulovic et al. (2006) observaram no 0leo essencial da
cavalinha (Equisetum arvense L. - Familia Equisetaceae), um amplo
espectro de acdo e forte atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos. Milovanovic et al. (2007) estudaram a atividade
antimicrobiana de extrato hidroalcodlico da cavalinha e observaram
atividade antimicrobiana.

Assim, a utilizacdo de extratos naturais como agentes
irrigantes dos canais radiculares pode ser uma alternativa viavel no
tratamento endodéntico (Molina, 2008). No entanto, torna-se necessario
ampliar os estudos nesta area a fim de verificar a real atividade destes
extratos sobre diferentes microrganismos e endotoxinas presentes em

infecgdes endodonticas.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli

em canais radiculares

O desenvolvimento e manutencéo das infec¢des pulpares
e periapicais ttm 0s microrganismos e seus produtos como principais
fatores etiologicos (Kakehashi et al, 1965; Sundqvist, 1992; Tanomaru et
al., 2003; Jorge, 2007). Em 1965, Kakehashi estudou o curso das
exposicdes pulpares e periapicais em ratos convencionais e livres de
germes. Demonstrou que quando induzida a exposi¢cao pulpar em ratos
convencionais, ou seja, na presenca de microbiota bucal, desenvolveu-se
necrose pulpar no 8° dia, e em ratos germ-free, além de n&o ter ocorrido
necrose, houve no 14° dia formacdo de matriz dentinaria na superficie
pulpar exposta.

A colonizacéo pulpar inicia-se por meio da criagdo de uma
via de entrada de microrganismos bucais em direcédo a cavidade pulpar. A
via de entrada mais importante € resultado de exposicdo pulpar direta,
que pode ocorrer devido ao rompimento da barreira de tecido duro
dentério resultante de céaries, procedimentos clinicos, ou fraturas e trincas
induzidas por trauma (Nair, 2004; Jorge, 2007). No entanto, a infeccao
pulpar pode também ocorrer através de outras vias. Em 1967, Grossman
sugeriu que 0s microrganismos poderiam adentrar a cavidade pulpar
através do rompimento de vasos sanguineos do ligamento periodontal.
Em 1990, Kobayashi et al. observaram a microbiota da bolsa periodontal
e do canal radicular, e concluiram que bolsas periodontais profundas

podem ser fonte de infeccdo de canais radiculares. Poderiam também
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atingir o tecido pulpar por via linfatica, ou seja, através de tabulos
dentinarios expostos por falhas na cobertura de cemento da superficie
radicular, ou por via hematogénica, na qual microrganismos presentes na
corrente sanguinea atingem o tecido pulpar por anacorese (Nair, 2004;
Jorge, 2007).

Cerca de 150 espécies microbianas ja foram isoladas de
canais radiculares. No entanto, estudos baseados em técnicas de cultura
microbiana mostraram predominio de um grupo mais restrito, com 7 a 30
espécies, consideradas principais patégenos endodénticos (Jorge, 2007;
Gomes et al., 2004), sendo que um unico canal radicular apresenta em
meédia 5 a 7 espécies microbianas infectantes (Gomes et al., 2004).

Inicialmente, a polpa dentaria infectada € colonizada por
microrganismos oriundos da cavidade bucal. Predominam nesta fase
microrganismos anaerogbios facultativos e aerotolerantes componentes da
microbiota autégena (Nair, 2004). Os primeiros colonizadores
desencadeiam uma série de eventos inflamatorios que culminam na
necrose pulpar. A necrose pulpar, por sua vez, propicia a invasao
microbiana na dire¢cdo do periapice, que se torna um ambiente seletivo
para uma microbiota mista predominantemente anaerdbia (superior a
90%), permitindo a colonizacdo por uma pequena parcela dos
microrganismos que colonizavam a polpa no inicio da infec¢cdo (Nair,
2004; Jorge, 2007; Figdor; Sundqgvist, 2007). Desta forma, a infec¢éo dos
canais radiculares é polimicrobiana e evolui com a progresséo da doenca
(Gomes et al., 2004).

A difusdo das bactérias e de seus produtos em direcdo a
polpa induz a inflamacdo pulpar. Quando a polpa é exposta, esta é
diretamente colonizada pelos microrganismos e desenvolve-se uma
reacdo inflamatoria bastante severa, resultando em necrose pulpar. Os
microrganismos presentes na cavidade pulpar primeiramente aderem-se

as paredes dentinarias e colonizam sua superficie, formando biofilmes.
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Desta forma é criado, gradativamente, acesso aos microrganismos em
direcdo ao perigpice (Siqueira Jr., Ré¢as, 2007).

Os microrganismos e seus produtos presentes no sistema
de canais radiculares com polpa necrosada invadem os tecidos
periapicais e, em conjunto com diversos mecanismos de defesa do
hospedeiro, promovem destruicdo  tecidual, resultando no
desenvolvimento de lesdes periapicais (Nair, 2004; Siqueira Jr.; Récas,
2007; Siqueira Jr. et al., 2009).

Dentre os géneros mais frequentemente detectados por
meio de técnicas moleculares em canais radiculares infectados, estdo
Peptostreptococcus, Fusobacterium, Prevotella, Porphyromonas (Gomes
te al., 2004; Sakamoto et al., 2006; Jacinto et al., 2007; Siqueira Jr, et al.,
2009), Treponema (Baumgartner et al., 2003; Sakamoto et al., 2009),
Olsenella (Jacinto et al., 2007; Siqueira Jr. et al., 2009), Diallister
(Sakamoto et al., 2007, Jacinto et al., 2007), Bacterioidetes, Synergistes,
Pseudoramibacter (Siqueira Jr.; Rocas, 2007; Siqueira Jr. et al., 2009),
Campylobacter, Tannerella, Treponema, Peptostreptococcus,
Actinomyces, Eubacterium (Baumgartner et al., 2003; Jorge, 2007),
Enterococcus e Streptococcus (Pinheiro et al., 2003; Gomes et al., 2004;
Siqueira Jr. et al., 2009).

A microbiota de canais radiculares com infeccao primaria
é diferente da microbiota da infec¢do secundéria. Na infeccdo secundaria
a microbiota é mista, predominantemente anaerdbia, e composta por mais
de 3 espécies microbianas, podendo estar presentes tanto bactérias
Gram-positivas como Gram-negativas (Gomes et al., 2004). Nestas
infeccbes, Enterococcus faecalis e Candida albicans sao microrganismos
encontrados com frequiéncia (Waltimo et al., 1997; Peculiene et al., 2001;
Siqueira Jr.; Sen, 2004; Stuart et al., 2006).

Enterococcus faecalis sdo cocos Gram-positivos, que
podem ocorrer em pares ou em cadeias curtas. Podem sobreviver na

presenca ou auséncia de oxigénio, sendo anaerobios facultativos. Podem
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sobreviver em ambientes de pH extremamente alcalino (pH=9,6) e em
altas concentragbes de sal. Crescem em meios de cultura sélidos em
colbnias discoides de 1 a 2 milimetros de didmetro. S&o resistentes a sais
biliares, detergentes, metais pesados. Podem crescer em temperaturas
de 10°C a 45°C, e sobrevivem a 60°C por 30 minutos. Fazem parte da
microbiota entérica normal e é bactéria integrante da microbiota bucal
(Jawetz, 2009; Jorge, 2007).

Em canais radiculares, estudos indicaram que a
prevaléncia de E. faecalis € maior em infec¢bes secundarias do que em
infecgbes primarias, e estid mais associado a infecgbes assintomaticas.
Embora possua diversos fatores de viruléncia, sua capacidade de causar
lesbes periapicais se da devido a sua capacidade de sobreviver ao
tratamento endodéntico, e persistir como patdégeno nos canais radiculares
e nos tubulos dentinarios (Stuart et al., 2006).

Em infecgBes primarias, E. faecalis mais associado a
infeccbes perirradiculares crénicas assintomaticas do que a infeccbes
agudas ou abscessos. E encontrado, em infec¢cdes primarias, em 4 a 40%
dos casos. Em lesdes periapicais persistentes a freqiiéncia é mais alta, de
24 a 77%. Quando séao utilizados métodos de deteccdo por PCR (reacéo
em cadeia da polimerase), as porcentagens encontradas sao ainda mais
altas (Gomes et al., 2004; Rocas et al., 2004; Stuart et al.,2006).

E. faecalis possui diversos fatores de viruléncia, como
enzimas liticas, citolisinas, acido lipoteicéico e capacidade de agregacéao
de substancias. Apresenta capacidade de aderéncia a células do
hospedeiro e de expressédo de proteinas que permitem competicdo com
outras células bacterianas e alteracdo da resposta do hospedeiro. E
capaz de suprimir a acdo de linfocitos, contribuindo fortemente para o
insucesso do tratamento endodontico (Stuart et al., 2006). O mais
importante em relacdo a sua resisténcia € a capacidade de sobreviver e

de persistir como patdgeno nos canais radiculares (Stuart et al., 2006).
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Em 2008, Sakamoto et al. observaram presenca de E.
faecalis em canais radiculares associados a casos de insucesso do
tratamento endodontico, por meio de analise molecular da microbiota do
canal radicular. Segundo Gomes et al. (2004) a presencga de E. faecalis
em casos de insucesso do tratamento endoddntico esta relacionada a sua
habilidade em manter a capacidade de invasdo dos tubulos dentinarios e
de aderéncia ao colageno na presenca do soro humano. E ainda um
microrganismo que pode sobreviver em ambiente extremamente escasso
de nutrientes (Love, 2001; Gomes et al., 2004).

Escherichia coli, pertencente a familia
Enterobacteriaceae, € um coco bacilo Gram-negativo curto, habitante
natural do trato intestinal de humanos e animais. Cresce em aerobiose ou
anaerobiose, sendo um microrganismo anaerobio facultativo (Jawetz,
2009; Jorge, 2007). Um importante fator de viruléncia deste
microrganismo é a presenca de endotoxinas (LPS) em sua parede celular
(Rietschel et al., 1994; Seltzer e Faber, 1994). Em 2001, Siqueira Jr. et al.
encontraram E. coli em 3,7% dos casos de abscesso perirradicular agudo,
por meio de PCR. Peculiene et al. (2001) identificaram E. coli em cerca de
10% dos canais radiculares de dentes com periodontite apical crbnica, por
meio de cultura microbiana.

Apesar de E. coli ndo ser uma bactéria encontrada com
alta frequéncia no interior de canais radiculares com polpa necrosada, sua
endotoxina apresenta o lipideo A, que representa o centro ativo
responsavel pela toxicidade do LPS (Csako et al., 1983). Desta forma,
este microrganismo é utilizado em diversos estudos que visam avaliar
meétodos de neutralizacdo de endotoxinas (Rietschel et al., 1994; Petsch;
Anspach, 2000; Oliveira et al., 2005; Maekawa, 2007; Oliveira et al., 2007,
Molina, 2008).

Staphylococcus aureus é uma bactéria esférica Gram-
positiva, que se arranja em forma de cachos irregulares. Crescem na

maioria dos meios bacteriolégicos, em condicdes aerébias ou
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microaerdfilas, formando colénias acinzentadas a amarelo-dourado
intenso, redondas, lisas, elevadas e brilhantes (Jawetz, 2009). Algumas
cepas possuem capsulas, protegendo a ceélula da fagocitose por
leucocitos polimorfonucleares. S. aureus sobrevive em ambientes salinos,
e 40 a 50% dos seres humanos sdo portadores nasais desta bactéria
(Jawetz, 2009; Thomas, 1988 apud Gould; Chamberlaine, 1995).

E uma bactéria que tem representado um desafio global
por apresentar frequentemente resisténcia a antibiéticos, representando
um grande problema de saude publica, gerando altos custos adicionais
(Woodford; Livermore, 2009). Principalmente as cepas resistentes de S.
aureus estao associadas a infeccbes nosocomiais (Gould; Chamberlaine,
1995). Foi em meados dos anos 50 que os Estafilococos tornaram-se
responsaveis pelo aumento do numero de infec¢cdes hospitalares,
principalmente quando da presenca de ferimentos cirdrgicos ou
traumaticos (McDermott, 1956; Gould; Chamberlaine, 1995). Segundo
Gould e Chamberlaine (1995), ja havia se tornado impossivel que muitos
sorotipos do microrganismo fossem eliminados com penicilina, além de
muitos ja se mostrarem resistentes a uma série de antibidticos sintéticos.

Foi identificada a presenca de S. aureus, por meio de
PCR, em 11,1% dos canais radiculares de dentes com abscesso
periodontal agudo (Siqueira Jr. et al., 2001). Em andlise por PCR
realizada por Jacinto et al. (2007), foi verificada a presenca de S. aureus
em 2 amostras entre 5, de canais radiculares.

Assim, sabendo-se que a infeccdo dos canais radiculares
€ polimicrobiana e que microrganismos mais resistentes podem
sobreviver ao tratamento endodéntico e promover infeccao
secundaria/persistente, predispondo 0 caso ao insucesso, torna-se
importante ampliar os estudos que avaliam solugdes irrigadoras no
combate aos microrganismos e seus produtos visando ampliar a terapia

endodontica, tornando-a cada vez mais eficiente.
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2.2 Endotoxina em canais radiculares

Ha4 mais de 100 anos, Richard Pfeifer (1858-1945)
identificou a presenca de uma toxina termo-estavel, supondo estar
presente na estrutura celular de bactérias Gram-negativas, distinguindo
estas estruturas, hoje denominadas endotoxinas, das exotoxinas (Petsch;
Anspach, 2000; Rietschel; Cavaillon, 2003; Siqueira Jr.; Ré¢as, 2007).

Na atualidade, a deteccdo de endotoxinas € realizada
com frequéncia através do método cinético cromogénico do lisado de
amebocitos de Limulus (LAL) (Vianna, 2007; Maekawa, 2007; Molina,
2008; Martinho; Gomes, 2008). O Limulus é constituido por um lisado dos
amebdcitos circulantes de caranguejos-ferradura que, quando expostos a
guantidades pequenas de endotoxinas, aumenta sua opacidade bem
como sua viscosidade, tornando-se um gel duro (Levin; Bang, 1968).
Estes autores demonstraram que a formacao do coagulo era resultado de
uma reacdo enzimatica entre a endotoxina e uma proteina coagulavel
presente na circulagdo dos amebdcitos de Limulus. Assim, pelo método
QCL cinético do LAL, a endotoxina da bactéria Gram-negativa 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 coloragdo amarela. A pNa
transformada durante a reacdo é medida fotometricamente a 405 nm,
continuamente, durante o periodo de incubacdo (37°C). A concentracéo
de endotoxina da amostra é calculada a partir de seu tempo de reacao
por comparacdo ao tempo de reacdo das solugcbes-padrao contendo
guantidades conhecidas de endotoxina.

As bactérias mais freqientemente encontradas nos
canais radiculares infectados de dentes com polpa necrotica séo
anaerobias Gram-negativas (Schein; Schilder, 1975; Sundqvist, 1992;
Seltzer; Faber, 1994; Siqueira Jr et al., 2007). Um dos principais fatores
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de viruléncia destas bactérias € a presenca de endotoxinas (Rietschel et
al.; Seltzer; Faber, 1994).

As endotoxinas sdo complexos lipopolissacarideos
presentes na membrana celular externa das bactérias Gram-negativas
(Rietschel; Brade, 1992; Petsch; Anspach, 2000). Embora ancorados na
membrana celular, sdo continuamente liberadas, ndo s6 durante a morte
celular, mas também durante crescimento e duplicacdo da bactéria
(Schein; Schilder, 1975; Reitchel et al., 1994; Barthel et al.,1997; Petsch;
Anspach, 2000). Sua estrutura quimica é composta de trés partes,
quimicamente, biologicamente, geneticamente e sorologicamente
distintas, que sdo o lipideo A (componente lipidico apolar de arranjo
hexagonal), o oligossacarideo central (cerne do lipopolissacarideo) e o
Antigeno-O (antigeno de superficie heteropolissacaridico) (Csako et al.,
1983; Rietschel et al., 1994; Petsch; Anspach, 2000). O antigeno O e o
cerne da molécula compdem um polissacarideo hidrofilico. O lipideo A é
embutido na membrana celular externa, enquanto o antigeno O e o cerne
localizam-se externamente a superficie bacteriana. (Siqueira Jr.; Récas,
2007). A massa molar de LPS varia entre 10 e 20 kDa, devido a variagéo
da cadeia do oligossacarideo central (Petsch; Anspach, 2000).

A molécula de LPS pode agregar-se em arranjos
lamelares, cubicos, hexagonais, em forma de micélios ou vesiculas. O
Lipideo A, por meio de interagBes apolares, € o maior responsavel por
esta variacdo morfolégica (Petsch; Anspach, 2000). O Lipideo A é
também o fragmento da molécula responséavel pelos efeitos toxicos aos
tecidos do hospedeiro (Siqueira Jr.; Rocas, 2007).

Referido como endotoxina, LPS é responsavel pela
inducdo de diversos efeitos bioldégicos importantes que resultam na
amplificacdo da reacdo inflamatoria. Atualmente, o mecanismo de acéo
da molécula ja é compreendido. As endotoxinas, por meio do Lipideo A,
nao atuam diretamente nas células ou no tecido, mas atraves da ativacéo

do sistema imunoldgico (Rietchel et al.; Seltzer; Faber, 1994; Petsch;
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Anspach, 2000). Em estudo realizado por Eder et al. (2009), observou-se
que a molécula é crucial na ativacdo do macrofago para liberacdo
imediata de TNF-a. O antigeno O, segundo estes autores, € responsavel
por inibir a fagocitose, permitindo a evasao do sistema imunoldgico. As
endotoxinas ativam diversos tipos celulares do hospedeiro, como células
mononucleares, endoteliais, musculares lisas, polimorfonucleares,
granulécitos, trombdcitos e principalmente mondcitos e macrofagos
(Rietchel et al., 1994; Seltzer; Faber, 1994; Petsch; Anspach, 2000).

No sangue, a endotoxina liga-se a molécula de LBP
(lipopolysaccharide binding protein), que interage com o receptor CD14 da
superficie de macréfagos. LPS estimula macréfagos a liberarem proteinas
como IL-1, IL-6 e IL-8, TNF-qa, oxigénio reativo, superoxido, 6xido nitrico,
interferons a, B e vy, fator ativador de plaquetas e prostaglandinas (Safavi;
Nichols, 1993; Seltzer; Faber, 1994; Barthel et al., 1997; Matsushita et
al.,1999; Hong et al., 2004; Shoiji et al., 2006; Eder et al., 2009).

LPS também induz o desencadeamento de reacfes de
Schwartzman localizadas e generalizadas (Schein; Schilder, 1975),
ativacdo policlonal de linfocitos B, citotoxicidade, modificacdes
hemodinamicas, inducéo de febre e quimiotaxia de osteoclastos (Morse,
1981; Wang; Stashenko, 1993; Oliveira et al., 2005).

LPS induz a diferenciacdo de células precursoras em
osteoclastos, células responséaveis pela reabsorcdo de osso calcificado,
por meio de um mecanismo bastante complexo, envolvendo a indu¢éo da
liberacdo de Prostaglandina E, (Shoji et al., 2006; Islam et al., 2007). O
mecanismo celular e molecular preciso da inducdo da perda Ossea
induzida por LPS ainda permanece controverso, embora em estudo
recente de Liu et al. (2009) sobre mecanismos moleculares do LPS na
osteoclastogénese tenha ficado clara a existéncia de uma complexa
dualidade na acao do LPS na presenca de certas substancias.

As endotoxinas sdo capazes de ativar o complemento

através da via alternativa, independente de anticorpos, ou através da via
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da properdina. A ativagdo do complemento resulta na formacao de
anafilatoxinas (C3a e Cba), potentes vasodilatadores e contratores da
musculatura lisa, além de serem moléculas quimiotaticas para neutrofilos
e ceélulas mononucleares (Seltzer; Farber, 1994). Além disto, estas
moléculas sdo capazes de ativar plaquetas, mastocitos, baséfilos e
células endoteliais. O complemento também esta envolvido na formacéo
de cininas, importantes mediadores inflamatorios (Morrison; Ryan, 1987;
Seltzer; Farber, 1994).

As endotoxinas podem contribuir para aumento de
substancias vasoativas e neurotransmissoras em terminacdes nervosas
do tecido periapical inflamado (Seltzer; Farber, 1994). Endotoxinas sao
capazes de ativar o Fator de Hageman, que leva a producdo de
bradicinina, um potente mediador da dor. A producdo de bradicinina
também é aumentada diretamente quando os leucécitos humanos séo
expostos a endotoxinas (Miller et al., 1975; Seltzer; Farber, 1994).

Em 1975, Schein e Schilder quantificaram endotoxinas de
dentes que necessitavam de tratamento endoddntico, e concluiram que
dentes néo vitais, com sintomatologia dolorosa e com lesbes periapicais
visiveis radiograficamente, apresentaram maiores quantidades de
endotoxina. Jacinto et al. (2005) e Martinho e Gomes (2008)
demonstraram que ha uma associacao positiva entre a concentracao de
endotoxina em dentes com necrose pulpar e a presenca de sinais e
sintomas endodénticos, como dor espontanea, sensibilidade a percussao,
dor a palpacao e formacéo de exsudato.

Dahlén e Hofstad observaram, em 1977, que se
desenvolvia reacao inflamatoria e quimiotaxia para leucocitos na pele de
coelhos quando se injetava preparados de LPS intracutaneamente.
Segundo Dahlém e Bergenholtz (1980), pode-se dizer que ha participacéo
de LPS de bactérias Gram-negativas em infec¢cdes endoddnticas, nas

respostas inflamatéria e imunologica de tecidos periapicais.
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A endotoxina € capaz de se difundir pelos tubulos
dentinarios em direcdo ao cemento em 24 horas (Oliveira et al., 2005).
Segundo estudo realizado por Dahlén et al. (1981), LPS pode ficar retido
no canal radicular, incorporado ao cemento por longo periodo de tempo.

Segundo Jacinto et al. (2005), embora outros fatores,
além da endotoxina, possam estar envolvidos na patogénese das
periapicopatias, a concentracdo de endotoxina em canais radiculares com
polpa necrosada e em casos de dentes com dor espontanea, dor a
palpacdo, sensibilidade a percussédo e presenca de exsudato purulento
indicam que LPS é um importante fator biolégico para o desenvolvimento
da inflamacédo periapical aguda. Até mesmo pequenas quantidades de
endotoxinas podem induzir resposta inflamatoria periapical (Seltzer;
Farber, 1994). Além disto, microrganismos e seus produtos na regiao do
periapice podem disseminar-se sistemicamente, resultando na ativacéo
ou exacerbacdo de uma desordem sistémica ou dano a um tecido
distante. O tratamento do canal radicular, portanto, deve ndo apenas
promover a morte das bactérias, mas também remover células mortas e
promover inativacao do lipideo A, porcao toxica da endotoxina (Vianna et
al., 2007).

Como as infeccbes dos canais radiculares sao
polimicrobianas, causadas por microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos, destaca-se a importancia do uso, durante o tratamento
endodontico, de substancias com ampla atividade antimicrobiana, e que
ainda sejam capazes de neutralizar produtos bacterianos como

endotoxinas (Jacinto et al.; Oliveira et al., 2005; Vianna et al, 2007).
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2.3 Irrigantes no tratamento de canais radiculares

A irrigacdo dos canais radiculares tem importante funcéo
na eliminacdo de microrganismos dos canais radiculares infectados ou
com necrose pulpar. Para que ocorra um bom progndstico e sucesso no
tratamento endoddntico € necessario que haja eliminagcdo ou ao menos
reducdo bastante significativa de microrganismos e seus produtos, de
modo a proporcionar condi¢cdes para que ocorra reparacado dos tecidos
periapicais (Siqueira Jr. et al., 2007).

A irrigacdo e instrumentacdo agem nos canais principais
na primeira fase do tratamento endodéntico, proporcionando grande
reducdo de microrganismos. O auxilio de um agente irrigante com
atividade antimicrobiana neste processo é de grande importancia, pois
reduz a contaminacdo com maior eficiéncia (Bystron; Sundqvist, 1981;
Sakamoto et al.; Siqueira Jr. et al., 2007). Segundo Mohammadi (2008)
ndo héa evidéncia na literatura de que a instrumentagcdo mecéanica por si s6
resulte na total eliminacdo de microrganismos dos canais radiculares.
Portanto, a irrigacdo € necessaria para remover remanescentes teciduais
e eliminar microrganismos (Bystron; Sundqvist, 1981).

Existem na literatura muitos trabalhos avaliando a eficcia
de diversas substancias irrigantes. Entre elas estdo o hipoclorito de sddio
em concentracdes de 0,5% a 5,25% e a clorexidina em gel ou solucéo,
principalmente a 2% (Bystron e Sundqvist, 1981; Sakamoto et al;
Siqueira Jr. et al.; Vianna et al.; Oliveira et al., 2007; Martinho e Gomes,
2008).

Jeansonne e White, em 1994, estudaram a atividade
antimicrobiana do hipoclorito de sédio a 5,25%, da solucdo de clorexidina
a 2% e de solucéo salina (controle), como irrigantes, durante o preparo
biomecanico. Foram utilizados dentes humanos extraidos, que apos

limpos e preparados, foram contaminados com microrganismos. Os
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resultados mostraram grande redugcao de microrganismos nos dois grupos
de estudo, sendo que a atividade antimicrobiana do hipoclorito de sédio a
5,25% foi estatisticamente semelhante a da solucdo de clorexidina 2%.
No grupo controle houve reducédo discreta de microrganismos, causada
pela limpeza mecanica dos canais radiculares.

Gomes et al. (2003) estudaram, em dentes bovinos
extraidos, a atividade antimicrobiana de clorexidina gel 2%, hidréxido de
calcio + propilenoglicol, hidréxido de céalcio + clorexidina gel 2% sobre E.
faecalis. Concluiram que a melhor atividade foi da clorexidina gel 2%, que
demonstrou atividade antimicrobiana em 1, 2, 7 e 15 dias.

Vianna et al. (2006) compararam o0s efeitos
antimicrobianos da clorexidina gel 2% e hipoclorito de sédio 2,5% como
irrigantes em canais radiculares de dentes humanos com polpa
necrosada, e concluiram que o hipoclorito de sodio ndo apenas
demonstrou melhor atividade antimicrobiana, mas também maior
capacidade em remover células do canal radicular.

Em 2007, Ferraz et al. avaliaram a atividade
antimicrobiana de clorexidina gel 0,2%, 1% e 2%, solugc&o de clorexidina
gel 0,2%, 1% e 2% e hipoclorito de sodio 0,5%, 1%, 2,5%, 4% e 5,25%
contra S. aureus, E. faecalis, Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus, Actinomyces naeslundi, Porphyromonas gingivalis,
Porphyromonas endodontalis, Prevotella intermedia e Prevotella
denticola, por meio do método de difusdo em agar. Observaram que 0s
maiores halos de inibicdo foram produzidos pela clorexidina gel 2%. Os
halos de inibicdo produzidos pelo hipoclorito de sédio a 5,25% foram
equivalentes aos halos produzidos pela clorexidina a 0,2%.

Em 2009, Gomes et al. avaliaram a atividade
antimicrobiana pela formagdo de zonas de inibicdo de crescimento
microbiano de clorexidina gel 2%, hidroxido de célcio + clorexidina gel 2%,
hidroxido de calcio + clorexidina gel + 6xido de zinco e hidréxido de calcio

+ solugéo salina como medicacdes intracanal contra E. faecalis, Candida
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albicans, Actinomyces viscosus e P. gingivalis. A clorexidina gel 2%
demonstrou maior atividade antimicrobiana e maior capacidade de difuséo
através dos tubulos dentinarios.

Pappen et al. (2010) observaram que a eficacia do
hipoclorito de so6dio em estudos in vitro foi maior do que em estudos in
vivo. Estudaram, entdo, a atividade antimicrobiana in vitro de hipoclorito
de sédio de 0,03% a 2% na auséncia e na presenca de soro albumina
bovina contra E. faecalis, C. albicans, Staphylococcus epidermidis e E.
coli. As solugdes puras de hipoclorito de sédio em todas as concentracdes
foram capazes de eliminar todos os microrganismos. Seus resultados
demonstraram que a presenca de soro albumina bovina em maiores
concentracfes influenciou, reduzindo a atividade antimicrobiana do
hipoclorito de sédio.

Porém, para que haja sucesso no tratamento endoddntico
€ necessario ndo somente a eliminacdo de microrganismos do sistema de
canais radiculares, mas também a neutralizacdo de endotoxinas, que séo
prejudiciais aos tecidos periapicais (Tanomaru et al., 2003; Oliveira et al.;
Vianna et al., 2007).

Em 2003, Tanomaru et al. verificaram que o preparo
biomecanico com a utilizacdo de substancias irrigantes como hipoclorito
de sédio 1%, 2,5% e 5%, solucdo de clorexidina 2%, e solucao fisiolégica
(controle) ndo foram efetivos na neutralizacdo de endotoxinas em canais
radiculares.

Oliveira et al. (2007) avaliaram NaOCl 2,5% e 5,25%,
solucdo de clorexidina 2%, agua de cal (CaOH; 0,14%) e polimixina B na
neutralizagdo de endotoxinas em canais radiculares, e observaram que
NaOCI 2,5%, NaOCI 5% e clorexidina 2% nao apresentaram efeitos sobre
neutralizagcdo de endotoxinas, e que agua de cal e polimixina B foram
efetivas. Estes autores verificaram que a utilizacdo de agua de cal ou
polimixina B diminuiu significativamente os efeitos da endotoxina em

promover ativacao policlonal de linfocitos B.
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Vianna et al. (2007) quantificaram endotoxinas em canais
radiculares antes e ap0s o preparo biomecénico utilizando clorexidina gel
2% como irrigante, e obtiveram como resultado uma reducéo de 44,4% de
endotoxina nos canais radiculares, enquanto a reducdo microbiana foi de
99,96%. A reducdo de endotoxina com o uso de clorexidina gel 2% foi
parcial e, segundo os autores, foi mais relacionada a remocéo pelo ato de
irrigar e aspirar do que a atividade antimicrobiana da clorexidina.

Em 2008, Martinho e Gomes estudaram a atividade
antimicrobiana e a capacidade de neutralizacdo de endotoxinas de
hipoclorito de sodio 2,5% como irrigante em canais radiculares. Seus
resultados mostraram eliminacdo total de microrganismos, porém
persistente presenca de endotoxina em 100% dos dentes apds preparo
biomecéanico.

Gomes et al. (2009) compararam clinicamente hipoclorito
de sddio 2,5% e clorexidina gel 2% em dentes com infeccdo endodontica
primaria quanto a atividade antimicrobiana e capacidade em neutralizar
endotoxinas. Concluiram que tanto o hipoclorito de sédio 2,5% como a
clorexidina gel 2% possuem atividade antimicrobiana, porém néo
possuem capacidade de neutralizar endotoxinas. Embora tenha havido
reducdo de endotoxinas ap0s o preparo biomecanico em relacdo ao inicio
do tratamento, atribuem o fato a agcdo mecanica do tratamento.

Assim, sabendo-se da importadncia da endotoxina na
infeccdo endodébntica, torna-se importante sua neutralizacdo durante o

tratamento dos canais radiculares.



32

2.4 Atividade antimicrobiana de extratos naturais

Devido a presenca de espécies bacterianas resistentes ao
tratamento endoddntico convencional e a ineficacia dos agentes irrigantes
mais utilizados na neutralizacdo de endotoxinas, torna-se Gtil o estudo de
outras diferentes substancias com esta finalidade. A diversidade da flora
brasileira abre a possibilidade de estudo de extratos naturais como
irrigantes na terapia endoddntica. Em 2008, Murray et al. estudaram suco
de morango (Morinda citrifolia) como irrigante em canais radiculares, e
concluiram, com base neste estudo, ser uma alternativa ao uso do
hipoclorito de sédio como irrigante em canais radiculares.

Diversas plantas medicinais existentes na flora brasileira
constituem importante fonte terapéutica (Nascimento et al., 2000). Desta
forma, a utilizacdo de extratos naturais tem sido alvo de estudos em
diferentes &reas, incluindo odontologia, o que torna interessante avaliar a
acao de extratos naturais sobre microrganismos e endotoxinas presentes
nas infeccdes primarias e secundarias dos canais radiculares, com a
finalidade de ampliar a terapia endodéntica, tornando-a cada vez mais
eficiente na eliminagdo de microrganismos e seus produtos.

Além de extratos naturais de origem vegetal, a propolis é
um extrato natural de origem animal, também muito utilizado, que possui
diversas propriedades medicinais. E produzida pelas abelhas, insetos que
coletam e processam compostos de determinadas espécies de plantas.
As propriedades destes compostos variam de acordo com a espécie da
qual foi realizada coleta, com a época do ano, o local de coleta, entre
outros fatores. (Ghisalberti, 1979; Monti et al, 1983; Burdock., 1998; Koo
et al., 2000; Banskota et al., 2001; Koru et al., 2007).

As plantas possuem habilidade quase ilimitada em

sintetizar substancias com atividades farmacologicas. A maioria dos
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compostos é produzida como metabdlitos secundarios, e em muitos
casos, estas substancias contribuem para o mecanismo de defesa das
plantas contra predacao de microrganismos, insetos e herbivoros (Cowan,
1999).

Existem diversas classes de fitoquimicos antimicrobianos,
como fendis e polifendis - classe em que se incluem flavonas, flavonoides
e flavonois, taninos e cumarinas - terpendides e Oleos essenciais,
alcaldides, lectinas e polipeptideos, entre diversos outros (Cowan, 1999).
A extrac@o dos principios ativos é realizada através da solubilizagdo dos
componentes em agua, éalcool ou outros solventes, selecionados de

acordo com a polaridade da substancia de interesse (Cowan, 1999).

2.4.1 Prépolis

A prépolis € um produto natural de origem animal,
coletado da colméia pelo homem. E uma substancia resinosa fortemente
adesiva, com coloracdo de marrom escura a amarela, dependendo de sua
origem (Burdock, 1998).

As abelhas da espécie Apis mellifera coletam uma resina
em fraturas dos galhos e gomos das folhas das arvores (Koo et al., 2000;
Banskota et al., 2001; Castaldo et al., 2002, Koru et al., 2007). Esta resina
€ triturada, enzimas salivares sdo adicionadas, e o material parcialmente
digerido € misturado a cera e utilizado na colméia (Ghisalberti, 1979;
Burdock, 1998). Entende-se que as abelhas coletam a propolis para selar
a colméia e prevenir a decomposi¢do de invasores mortos. Considera-se
a propolis, assim, uma substancia com atividade antimicrobiana
(Banskota et al., 2001). A palavra propolis é derivada do grego, onde “pré”
= defesa e “polis” = cidade (Ghisalberti, 1979; Burdock, 1998).
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Nos ultimos anos a propolis ganhou popularidade, e
acredita-se ser benéfica a salde do homem, prevenindo doencas como
inflamacdes, doencas cardiacas, diabetes e até cancer. Devido esta
grande variedade de atividades biolégicas, ha um crescente interesse no
estudo dos componentes da propolis e de suas atividades bioldgicas
(Bankova et al., 1995).

Muitos estudos demonstram que a propolis possui
atividade antimicrobiana, antinflamatodria, hepatoprotetora (Ghisalberti,
1979; Burdock, 1998; Banskota et al., 2001; Koru et al.,, 2007),
antioxidante, estimulante do sistema imunoldgico através de diversas vias
biolégicas (Koru et al., 2007). E utilizada pelo homem e na medicina
popular desde pelo menos 300 a. C. (Banskota et al., 2001), devido a
suas propriedades antimicrobianas (Castaldo; Capasso, 2002). A propolis
pode agir contra uma grande variedade de bactérias, fungos, virus e
larvas de insetos (Koru et al., 2007).

Mais de 300 substancias ja foram encontradas na propolis
(Bankova et al., 1995). A composi¢do varia com a regido em que foi
coletada (Monti et al, 1983; Koru et al., 2007). Em geral € composta por
50% de cera, 10% de Oleos essenciais e aromaticos, 5% de polen e 5%
de diversas outras substancias, incluindo debris orgéanicos (Burdock,
1998).

A acao da propolis é devida principalmente a flavondides
(Burdock, 1998). Segundo Koru et al. (2007), além dos flavondéides (como
flavonas, flavondis e flavononas), os acidos aromaticos e compostos
fenodlicos também sdo importantes principios ativos. Os principais
compostos antimicrobianos ativos sao os flavonoides pinocembrina,
galangina e sakuranetina (Koo et al., 2000).

Ao estudar atividade antimicrobiana da propolis sobre
patogenos orais, Koru et al. (2007) obtiveram como resultados menores
valores de MIC (Concentracdo Inibitéria Minima) para bactérias Gram-

positivas. Este estudo confirmou os resultados de Grange et al. (1990),



35

que demonstraram que o0 extrato etandlico de prépolis € mais efetivo
contra bactérias Gram-positivas.

Em 2009, Cardoso et al. avaliaram a atividade
antimicrobiana de prépolis extraida em etanol (70% de etanol e 30% de
propolis bruta) no Rio Grande do Sul (Santa Catarina, Brasil), através da
avaliacdo das concentragbes bactericida e fungicida minimas (MBC e
MFC) contra S. aureus e S. intermedius e contra Malassezia
pachydermatis isolados de otite canina. Neste estudo a propolis
demonstrou atividade antibacteriana e antifingica.

Estudando a atividade antimicrobiana e inibicdo da
formacao do biofilme in vitro, Koo et al. (2000) concluiram que propolis é
capaz de prevenir carie e doenca periodontal. Em 2009, Awawdeh et al.
estudaram o efeito antimicrobiano da prépolis e do hidroxido de célcio em
discos de dentina contaminados com E. faecalis, e verificaram que a
prépolis foi significativamente mais efetiva que o hidréxido de calcio,
eliminando rapidamente o microrganismo.

O mecanismo de atividade antimicrobiana da prépolis
parece complexo, e ainda ndo completamente compreendido. Sua
atividade contra microrganismos € mais relacionada aos efeitos sinérgicos
dos flavondides e de outros fendlicos do que individualmente de cada
componente (Amoros et al. 1994; Koo et al., 2000). Havsteen (1983)
dividiu 0 mecanismo de acéo em quatro categorias:

a) afinidade na ligagcéo a polimeros biologicos,

b) ligacdo a ions de metais pesados, c) catalise do
eletro-transporte,

c) habilidade em ligar-se a radicais livres (Havsteen,
1983; Burdock, 1998).

Takaisi-Kikuni e Schilcher (1994) observaram que a
atividade antimicrobiana contra Streptococcus agalactiae foi complexa,
envolvendo diversos mecanismos, como formacdo de estreptococos

pseudomulticelulares, desorganizacdo do citoplasma, da membrana
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citoplasmatica e da parede celular, lise bacteriana e inibicdo da sintese
proteica. Os autores concluiram que ndo se pode fazer uma simples
analogia do mecanismo de acdo da propolis com antibiéticos comuns
(Takaisi-Kikuni; Schilcher, 1994; Koo et al., 2002).

2.4.2 Alcaguz (Glycyrrhiza sp.)

O alcacuz é uma planta medicinal tradicional, nativa da
regido Mediterranea, que cresce em diversas regides do mundo (Gupta et
al., 2008; Asl; Hosseinzadeh, 2008), especialmente em regides de clima
temperado (Mitscher et al., 1980). E uma arvore robusta, ou um arbusto,
gue cresce verticalmente até 2 metros de altura. Suas raizes sdo longas,
cilindricas, estreitas e ramificadas (Gupta et al., 2008).

Possui como principal componente a glicirrizina, presente
na raiz da planta, e 50 vezes mais doce do que a sacarose. Possui efeitos
semelhantes a cortisona, e apresenta diversas propriedades, como
antiinflamatoéria, expectorante, controladora de tosse, além de possuir
efeitos hormonais, desintoxicar e proteger o figado. E também utilizada na
medicina contra Doenca de Addison, asma, bronquite, Ulcera péptica,
artrite, reacdes alérgicas, eczema e herpes. E contra-indicada na gravidez
e para pacientes hipertensos (Fukai et al., 2002; Ates e Erdogrul, 2003;
Gupta et al, 2008). Extratos de alcacuz também sao utilizados para
tratamento de gastrite, Ulcera duodenal, preventivo contra efeitos
colaterais de outras drogas, hemorrdida e melanoma (Fukai et al., 2002).

O género Glycyrrhiza (familia Fabaceae) como planta
medicinal, apresenta como componentes ativos saponinas, flavonoides,
isoflavonas e cumarinas (Asl; Hosseinzadeh, 2008). Os diversos
flavonoides e isoflavonas que podem ser extraidos do alcaguz e isolados

apresentam importante atividade antimicrobiana (Asl; Hosseinzadeh,
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2008). Ja foram isolados alcaléides, aminoacidos, cumarinas, Oleo
essencial, &cidos graxos, flavondides, polissacarideos e taninos de
extratos de alcacuz (Fukai et al., 2002). A glabridina, uma isoflavona (Asl;
Hosseinzadeh, 2008), tem sido descrita como a substancia de maior
atividade antimicrobiana, além de apresentar outras propriedades
biolégicas (Fukai et al., 2002; Gupta et al., 2008). Em 2002, Fukai et al.
avaliaram a atividade antimicrobiana de glabridina e glabreno (isoflavonas
isoladas de Glycyrrhiza glabra), contra cepas resistentes e sensiveis de S.
aureus, sendo que a glabridina foi eficaz contra todas as cepas de S.
aureus.

Em seu estudo, Ates e Erdogrul (2003) avaliaram a
atividade antimicrobiana de extrato alcoolico, cloroférmico, cetdnico e em
acetato de etila da raiz de alcaguz, em diversas espécies de
microrganismos, e pelo menos um dos tipos de extrato mostrou atividade
antimicrobiana contra 12 dos 13 microrganismos testados. Em estudo de
Motsei et al. (2003), o extrato aquoso do rizoma de G. glabra foi altamente
efetivo contra 3 cepas de C. albicans testadas. Os extratos preparados
com solventes organicos também demonstraram boa atividade
antimicrobiana contra as mesmas cepas, no entanto 0s autores
consideram o extrato aguoso mais viavel devido a facilidade de preparo
para uso caseiro em candidoses. A presenca de saponinas foi identificada
no extrato aquoso de G. glabra, no entanto, este extrato € instavel e perde
a atividade em apenas um dia de armazenagem (Motsei et al., 2003). Em
2009, Wittscher et al. observaram que o extrato aquoso da raiz de alcaguz
(Glycyrrhiza glabra) inibiu a adesao in situ de Helicobacter pylori no tecido
de estbmago humano, embora nédo tenha demonstrado efeito citotoxico
direto sobre o microrganismo, e concluiram desta forma que o extrato
aquoso e polissacarideos isolados da raiz do alcaguz possui forte
propriedade antiadesiva.

Quanto a questbes taxondbmicas, segundo Funch e
Barroso (1999), Taubert (1894), Periandra dulcis Mart. foi considerada,
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por Taubert, sinbnimo de Glycyrrhiza mediterranea Vell., legitimando o
que Bentham (1837) j& havia legitimado.

Em 2000, Pereira BMR et al. estudaram a atividade anti-
inflamatéria e imunoldgica de polissacarideos de alcaguz (Periandra
mediterranea Taub. Syn.: Periandra dulcis Mart., Familia Leguminosae) e
observaram que dois dos trés polissacarideos estudados demonstraram
propriedade imunoestimulatéria e antiinflamatoéria em ratos.

Muitas plantas contendo saponinas tém demonstrado
atividade antimicrobiana (Saleem et al., 2010). Em 1983, Hashimoto et al.
relataram a presenca de periandrina |, uma saponina, no alcaguz
(Periandra dulcis Mart.). Em 1991, Ikeda et al. encontraram outras trés
novas saponinas no alcacuz (Periandra dulcis Mart.): as periandradulcinas
A, B e C. Em 1993 Suttisri et al. isolaram da Periandra dulcis Mart. a

saponina Periandrina V.

2.4.3 Barbatimao (Stryphnodendron adstringens Mart.)

Stryphnodendron adstringens Mart. (familia
Leguminosae), conhecida como barbatimdo, é uma planta nativa do
cerrado brasileiro. O decocto e a infusdo da casca do tronco de
barbatimdo sdo muito utilizados popularmente para tratar leucorréia,
diarréia e infecgBes ginecoldgicas. O barbatimdo possui propriedades
cicatrizantes, antiinflamatoria, analgésica e protetora da mucosa gastrica
(Audi et al., 1999; Holletz et al., 2005; Santos et al., 2009).

Ja foi demonstrado que taninos do barbatimdo e
compostos relacionados possuem efeito bactericida, antiviral, moluscida,
antielmintico e protozoaricida além de outras diversas atividades
biologicas e farmacoldgicas (Santos et al., 2009). Trés hipdteses podem

explicar a atividade antimicrobiana dos taninos: a inibicdo da atividade



39

enzimatica, acdo direta no metabolismo celular, através da inibicdo da
fosforilacdo oxidativa e mecanismos envolvendo a complexagdo de
taninos com ions metabdlicos, diminuindo a disponibilidade destes ions
para o metabolismo do microrganismo (Santos et al., 2009).

Santos et al. (2009) avaliaram a atividade antimicrobiana
de extratos aquoso e etandlico de barbatimdo contra os seguintes
microrganismos orais: S. mutans, S. aureus, Actinobacillus
actinomicetemcomitans e C. albicans. O extrato etandlico de barbatiméo
foi 0 mais eficente, embora o extrato aquoso também tenha demonstrado
atividade antimicrobiana, porém com maiores valores de MIC. Os
constituintes ativos do barbatiméo ainda ndo sdo bem conhecidos, porém,
sabe-se que os taninos podem ser as substancias mais relevantes, por
estarem presentes em grande quantidade (10 a 37% dos constituintes),
dependendo do local e da estacdo da colheita (Mello et al., 1996; Santos
et al., 2009).

Ishida et al. (2009) estudaram a acdo de taninos,
extraidos da casca do tronco do barbatimdo (Stryphnodendron
adstringens Mart.), no crescimento, tamanho da cépsula e pigmentacéo
do fungo Cryptococcus neoformans. Observaram que 0S taninos
influenciaram nestes trés importantes fatores de viruléncia do
microrganismo.

E muito provavel que o etanol exerca um papel muito
importante na extracdo dos compostos ativos do barbatiméo, devido a sua
capacidade de solubilizacdo das moléculas ativas, pois o0 extrato etandlico
mostrou maior atividade tanto bactericida como fungicida (Santos et al.
2009).
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2.4.4 Roma (Punica granatum L.)

A Punica granatum L., da familia Punicaceae, € um
arbusto ou uma pequena arvore originaria da regido mediterranea (Negi e
Jayprakasha, 2003), principalmente Ird e Afeganistdo (Jafri et al., 2000),
onde diversas partes da planta tém sido utilizadas devido a suas
propriedades adstringente, hemostatica, antihelmintica, contra bronquite,
afeccdes biliares, diarréias e disenterias cronicas infantis, e como remédio
para diabetes (Das et al., 1999; Jafri et al., 2000; Machado et al., 2002).

A atividade antimicrobiana da P. granatum L. tem sido
bastante investigada (Vasconcelos et al., 2003; Pereira J et al. 2006;
Vasconcelos et al, 2006). Diversos estudos, incluindo alguns
relacionados a inibicdo da aderéncia, sugerem que o uso fitoterdpico pode
ser uma opcao viavel ao controle de diferentes espécies microbianas. P.
granatum L. é citada por Fenner et al. (2006) como planta com potencial
antifingico, sendo que as partes utilizadas sdo as flores e a casca do
fruto.

Haidari et al. (2009) observaram que polifendis purificados
extraidos da P. granatum L. inibiu a replicacdo e demonstrou efeito
sinérgico ao antiviral oseltamivir contra o virus da Influenza A. Os
principais componentes do extrato do fruto da P. granatum L. sdo taninos
e polifendis, detectados em estudos de prospeccéo fitoquimica de pos de
algumas espécies de plantas, entre elas P. granatum L. (Haslam, 1996;
Vasconcelos et al., 2006). Ha um crescente interesse no uso de taninos
como agente antimicrobiano na prevencao da carie.

Machado et al. (2002) descreveram o isolamento e a
identificacdo do tanino responséavel pela atividade antimicrobiana contra
S. aureus, concluindo que o responsavel por esta atividade é o elagitanino
punicalagina, e esta seria a substancia quimica de escolha para o

desenvolvimento de um fitofarmacéutico.
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A acao dos taninos contra bactérias e leveduras pode ser
estabelecida por uma relacdo entre as suas estruturas moleculares,
toxicidade e propriedades adstringentes dos taninos, ou mesmo atraves
de outros mecanismos. Considera-se que o efeito dos taninos no
metabolismo celular seja estabelecido por sua acdo na membrana. Estes
podem atravessar a parede celular bacteriana, composta por diversos
lipopolissacarideos e proteinas, ligando-se as suas superficies
(Vasconcelos et al., 2006).

A roma é muito utilizada na india como tempero. Das et
al. (1999) estudaram a atividade antimicrobiana de extrato alcodlico de
sementes de frutos frescos, obtidos no mercado local, contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (Bacillus subtilis, E. coli e
Saccharomices cerevisiae), e observaram potente atividade
antimicrobiana, tanto antibacteriana como antifingica. A razdo provavel
para isto, segundo os autores, é a presenca de acido punicico.

Prashanth et al. (2001) estudaram a atividade
antimicrobiana in vitro, por meio das técnica de diluicdo em &gar de
extrato etandlico, cloroférmico, metanodlico e aquoso de P. granatum L.
sobre S. aureus, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, B.
subtilis e Salmonella typhy, e concluiram que todos os extratos mostraram
eficiente atividade antimicrobiana, dando suporte ao uso da roma na
medicina tradicional. Os autores verificaram que 0 extrato de maior
atividade antimicrobiana foi o extrato metandlico.

Negi e Jayaprakasha (2003) estudaram a atividade
antimicrobiana de extratos cetdnico, metandlico e alcoodlico da casca de
roma (P. granatum L.) contra Bacillus cereus, B. subtilis, Bacillus
coagulens, S. aureus, E coli e Pseudomonas aeruginosa, e observaram
atividade antimicrobiana em todos o0s grupos, sendo que o0 extrato
cetdnico foi o mais efetivo contra todos 0s microrganismos.

No estudo de Vasconcelos et al. (2006), sobre a atividade
antimicrobiana e inibicdo da aderéncia bacteriana da P. granatum L., foi
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verificado que o gel do extrato desta planta foi capaz de inibir a aderéncia
de cepas de C. albicans. Nesta situacdo, a MIC (Concentracdo Inibitéria
Minima) do miconazol foi menor que a do extrato de roma. No caso da
associacdo de microrganismos (Streptococcus mutans, Streptococcus
mitis, Streptococcus sanguis e C. albicans), P. granatum foi eficiente em
inibir a aderéncia, e 0 miconazol ndo mostrou atividade inibitéria.

Pereira J et al. (2006) demonstraram atividade
antibacteriana da P. granatum L. sobre o biofilme bacteriano, causando
distarbio na sintese de glicanos, agindo nos mecanismos de aderéncia de
microrganismos a superficie dentaria. Este estudo mostrou a capacidade
de inibicdo da aderéncia de um gel derivado de P. granatum, rico em
taninos e polifendlicos, e os resultados indicaram que a sintese de glicano
e a acdo antimicrobiana do gel proporcionaram controle do biofilme ja
formado.

Pereira M et al. (2006) investigaram a atividade
antimicrobiana de extratos alcoolicos (5%) do fruto e da casca do fruto de
P. granatum L. sobre cepas de S. aureus, E. coli, e Enterobacter
gergoviae. O extrato a 5% demonstrou atividade antimicrobiana tanto do

fruto como da casca do fruto.

2.4.5 Cavalinha (Equisetum arvense)

Equisetum arvense L. (familia Equisetaceae), conhecido
como cavalinha, é um arbusto bastante presente e bem distribuido no
hemisfério norte do planeta (Radulovic et al., 2006). E uma planta muito
utilizada na medicina de diversos paises, devido seus efeitos antioxidante,
antinociceptivo e anti-inflamatoério. (Trouillas et al.; Do Monte et al., 2004,
Radulovic et al., 2006). Radulovic et al. (2006) estudaram o efeito

antimicrobiano do 6leo essencial das partes aéreas de E. arvense L., por



43

meio do método de difusdo em disco e concluiram que o 6leo essencial
da cavalinha possui amplo espectro de acdo e forte atividade
antimicrobiana contra diversos microrganismos, como a bactéria Gram-
positiva S. aureus e as Gram-negativas E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa e Salmonella enteritidis, e fungos como Aspergillus niger e C.
albicans. Os autores avaliaram ainda a composicao da planta, sugerindo
que a natureza antimicrobiana de E. arvense L. pode ser atribuida a
diversas substancias, principalmente ao timol e linalol.

Milovanovic et al. (2007) estudaram a atividade
antimicrobiana, além de outros efeitos bioldgicos, de extrato hidroalcodlico
de E. arvense L. e outras espécies de Equisetum. Obtiveram como
resultados discreta atividade antimicrobiana, tanto contra S. aureus como
contra C. albicans e A. niger, sendo que 0 microrganismo mais sensivel
foi P. aeruginosa. Em estudo de Dos Santos et al. (2005) que demonstrou
atividade sedativa e anticonvulsivante do extrato hidroalcodlico de E.
arvensis, foi detectada a presenca de taninos saponinas, esterdis e
flavonoides no referido extrato.

Contudo, pode-se verificar que os estudos que avaliam a
atividade antimicrobiana de diferentes extratos naturais ainda sdo poucos
na literatura, e apresentam resultados conflitantes. Assim, esta area de
pesquisa precisa ser intensificada a fim de definir o melhor tipo de extrato
e seu mecanismo de acdo, a melhor concentracdo, o melhor tempo de
contato do produto com os microrganismos dos canais radiculares, e o
melhor veiculo. Mais especificamente na Odontologia, 0 uso de extratos
naturais pode trazer beneficios a terapia endodéntica, e possivelmente
ampliar o espectro de acdo das solugbes irrigadoras a serem utilizadas

como alternativa ao tratamento endoddntico convencional.



3 PROPOSICAO

Os objetivos deste estudo foram:

a) avaliar a atividade antimicrobiana de extratos

naturais (propolis, Glycyrrhiza glabra - alcacguz,
Stryphnodendron  adstringens -  barbatiméao,
Punica granatum - roma e Equisetum arvense -
cavalinha), como solucdes irrigadoras, sobre
associacao de trés microrganismos (Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus e Escherichia

coli) em canais radiculares;

b) avaliar a acdo de extratos naturais (préopolis,

roma, alcacuz, barbatimdo e cavalinha) como
solugcdes irrigadoras na neutralizagdo de
endotoxinas (LPS) de E. coli em canais

radiculares;

c) avaliar os efeitos citotoxicos do conteudo do canal

radicular, apos os tratamentos, pela producédo de

TNF-a e IL-1B em cultura de macrofagos.



4 MATERIAL E METODO

Este projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de S&o José dos
Campos (UNESP) (protocolo n° 066/2008-PH-CEP) (Anexo A).

4.1 Preparo dos espécimes

Foram utilizados 84 dentes humanos unirradiculados,
recém-extraidos por indicacdes clinicas diversas e com prévia autorizacao
dos pacientes por meio do consentimento livre e esclarecido. Os dentes
foram limpos, imersos em solucéo fisiolégica e mantidos em temperatura
ambiente até o momento do uso. A selecao dos dentes foi feita baseada
nas dimensbes e similaridade morfolégica da raiz, sendo os dentes
radiografados para comprovacao da presenca de um unico canal reto. As
coroas foram seccionadas com disco de carborundum (Carbodent Gysi
S.A., Buenos Aires, Argentina), padronizando o tamanho dos espécimes
em 16 mm (Figura 1) (Oliveira et al., 2007; Molina, 2008).

A instrumentacdo inicial dos canais radiculares foi
realizada em toda a sua extensédo, desde seu didmetro anatémico até lima
tipo Kerr (K) (Maillefer, Michigan, USA) numero 30. Os canais foram
irrigados com solucdo de hipoclorito de sédio a 1% a cada troca de
instrumento e, apds, preenchidos com &cido etilenodiaminotetracético
(EDTA- lodontec, Porto Alegre, RS) a 17%, o qual foi agitado com uma
lima durante 3 min. A irrigagéo final foi realizada com 10 mL de solugéo

fisiolégica. Em seguida, os canais radiculares foram secos com cones de
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papel n° 30, foi realizado vedamento da regido apical utilizando-se resina
composta fotopolimerizavel Z-100 (3M, Dental Products, St Paul, USA) e
as raizes foram impermeabilizadas externamente com duas camadas de
adesivo epoxi Araldite (Brascola, Sdo Paulo, SP, Brasil), exceto a regido
da abertura cervical (Figura 2).

Todos os espécimes foram colocados em frascos de vidro
contendo solucao fisiologica e esterilizados em autoclave a 121°C por 20
minutos. Em seguida, em ambiente estéril (camara de fluxo laminar), os
espécimes foram distribuidos aleatoriamente em 7 placas de cultura
celular de 24 pogos (TPP, Switzerland), com 12 dentes em cada, fixados
com resina acrilica quimicamente ativada (aproximadamente 5 mm de
altura) (Figura 3).

Estas placas e todos o material utilizado (limas, pingas,
gaze, algodéo e ponteiras, entre outros) foram esterilizados por radiagéao
gama com cobalto 60 (20 KGy por 6 horas), pela Empresa Brasileira de
Radiacdo EMBRARAD, para neutralizar endotoxinas pré-existentes
(Csako et al., 1983).

Figura 1 - Dente humano seccionado, com tamanho padronizado em 16 mm.
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Figura 2 - Vedamento apical (aplicacdo do &cido, sistema adesivo e resina composta
fotopolimerizada) e impermeabilizagcao externa da raiz (adesivo epoxi).
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Figura 3 - Distribuicdo e fixagdo dos espécimes em placas de cultura celular de 24
pocos.

4.2 Obtencao dos extratos

No presente estudo, foram utilizados diferentes extratos
glicdlicos: propolis, alcacuz (Periandra dulcis Mart., raiz), barbatimao
(Stryphnodendron adstringens Mart., casca do tronco), romé& (Punica
granatum L., casca do fruto) e cavalinha (Equisetum arvense L., partes
aéreas). O extrato glicélico de propolis 12% foi adquirido comercialmente
na empresa Apis Flora (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo, Brasil) (Figura 4).

Os extratos glicélicos de alcacuz (Periandra dulcis Mart.),
barbatiméo (Stryphnodendron adstringens Mart.), roma (Punica granatum
L.) e cavalinha (Equisetum arvense L.) foram preparados na Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas - Campus de Araraquara, da Universidade
Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho com colaboracdo da Profa. Dra.
Raquel Regina Duarte Moreira (Disciplina de Farmacognosia) e da Profa.
Dra. Vera Lucia Borges Isaac (Disciplina de Cosmetologia).

Para obtencéo destes extratos, foram utilizados pos secos
das plantas adquiridos da empresa Oficina de Ervas (Ribeirdo Preto, Sao
Paulo, Brasil). O extrato hidroetanélico (EH) foi obtido por macerac¢éo dos

pos durante 7 dias ao abrigo da luz, com agitacéo ocasional. A proporcao



49

empregada entre a droga vegetal pulverizada e o liquido extrator foi 20%
(p/v). A solugdo extrativa obtida apods filtragem em algoddo foi
concentrada em evaporador rotatério com temperatura maxima de 40°C,
obtendo-se assim os extratos brutos. Os extratos brutos foram diluidos em

propilenoglicol a uma concentracao final de 20%.

Figura 4 - Frasco contendo extrato glicélico de propolis 12% - Apis Flora.



50

4.3 Contaminacdo dos espécimes

Em ambiente estéril (camara de fluxo laminar), os canais
radiculares dos 84 espécimes foram primeiramente contaminados com 10
uL de suspensdo contendo Escherichia coli (ATCC 25922) (10°
células/mL) em solucéo fisiologica apirogénica (Aster Produtos Médicos
LTDA, Sorocaba, SP), padronizada com a utilizacdo de espectrofotdmetro
[comprimento de onda 590 nm e densidade Optica (DO) de 0,324+0,02]
(Figura 5). Os canais receberam mais 10 uL de caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Himedia Laboratories, Munbai, india) e foram selados com
bolinha de algodao apirogénica embebida no caldo BHI. Os espécimes
foram mantidos em estufa a 37£1°C, em umidade relativa, por 7 dias.
Apos, foram adicionados nos canais radiculares 5 uL de uma suspensao
contendo Enterococcus faecalis (ATCC 19433) (10° células/mL -
comprimento de onda 760 nm e DO=0,298%0,02), 5 uL de uma suspenséo
contendo Staphylococcus aureus (ATCC 6538) (comprimento de onda
490 nm e DO=0,37410,02) e mais 10 uL de caldo BHI. Os canais foram
novamente selados com bolinha de algoddo embebida em caldo BHI e
mantidos em estufa a 37+1°C por mais 21 dias, totalizando 28 dias de
contaminag¢do (Figura 6) (Molina, 2008). Durante este periodo, foram
adicionados 20 uL de caldo BHI no interior dos canais radiculares a cada
2 dias.



o1

Figura 5 - Espectrofotdbmetro utilizado para padronizacdo das suspensfes microbianas,
contendo 10° células/mL.

Figura 6 - Contamina¢&o dos canais radiculares com as suspensdes microbianas.
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Apos o periodo de 28 dias, foi realizada coleta de todos
0s espécimes para confirmagdo da contaminagdo dos canais radiculares.
Para tanto, os canais foram preenchidos com solucdo fisiologica
apirogénica, a qual foi agitada com lima tipo Kerr n® 30, e foram coletados
100 uL do conteudo do canal radicular (Figura 7), os quais foram
transferidos para tubos tipo Eppendorf (Axygen Scientific, CA, USA),
apirogénicos, contendo 900 puL de soro fisiologico (NaCl a 0,9%)
apirogénico (Aster) (Figura 8). Em seguida, foram realizadas dilui¢des, e
aliquotas de 100 uL foram semeadas em duplicata em placas contendo
adgar m-Enterococcus (Difco, B.D., Le Pont de Claix, Franga), agar
MacConkey (Himedia Laboratories, Munbai, india) e agar Manitol (Oxoid,
Inglaterra), para analisar a presenca de E. faecalis, E. coli e S. aureus,
respectivamente, em todos os espécimes. As placas foram incubadas a
37+1°C por 48 horas para verificagdo do crescimento microbiano.

Figura 7 - Coleta do contetido do canal radicular.
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Figura 8 - Transferéncia da amostra coleta para microtubos contendo solucéo fisiolégica.

4.4 Grupos experimentais

Apés a confirmacdo da contaminacdo, todos o0s
espécimes foram instrumentados até a lima tipo K n° 50 (Maillefer,
Michigan, USA) e escalonados até a lima K n° 80. Para tanto, os canais
radiculares foram preenchidos com o agente irrigante utilizado e, apés
acao da lima (Figura 9), foram irrigados com 3 mL de solucéo fisiolégica
estéril e apirogéncia, sendo irrigacao e aspiracao realizada com auxilio de
seringas apirogénicas de 5 mL e agulhas apirogénicas 20 x 5,5 mm (Injex,
SP, Brasil) (Figura 10). Este procedimento foi repetido a cada troca de
lima. Desta forma, os espécimes foram divididos em 7 grupos
experimentais (n=12), de acordo com a solucdo irrigadora utilizada
(Quadro 1).



Figura 9 - Instrumentag&o dos canais radiculares com extrato glicolico de barbatim&o.

Figura 10 - Irrigacéo e aspiracdo dos canais radiculares com solucao fisiologica.
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Quadro 1 - DistribuicAo dos espécimes nos 7 grupos experimentais
(n=12), de acordo com a solugéo irrigadora.

Grupos experimentais o
Solucéo irrigadora
(n=12)
G1 (controle) Solucéo fisiologica apirogéncia
G2 Solucéo de clorexidina a 2%
G3 Extrato glicélico de prépolis 12%
G4 Extrato glicélico de alcaguz 20%
(Periandra dulcis Matrt.)
G5 Extrato glicélico de barbatiméo 20%
(Stryphnodendron adstringens Mart.)
G6 Extrato glicolico de roma 20%
(Punica granatum L.)
G7 Extrato glicolico de cavalinha 20%
(Equisetum arvense L.)

4.5 Coletas do conteudo do canal radicular

Foram realizadas duas coletas do conteudo do canal
radicular: 1%) imediatamente apds a instrumentacédo, 22) apds sete dias da
instrumentacdo. Todas as coletas dos canais radiculares foram realizadas
da mesma forma conforme descrito na coleta de confirmacéo (item 4.3).

Entre a coleta imediata e apds sete dias, os dentes foram
preenchidos com solucao fisiol6gica apirogénica e selados com bolinha
de algoddo apirogénica. As placas contendo os espécimes foram
fechadas, seladas com fita adesiva e mantidas em estufa a temperatura
de 37+1°C e umidade relativa 100%.

Para todas as coletas, foram realizados testes
microbiolégicos, quantificacdo de endotoxinas e avaliagdo dos efeitos

citotdxicos do conteludo dos canais radiculares.
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4.6 Avaliagéo da atividade antimicrobiana

Em todas as coletas, aliquotas (100 uL) das diluicdes do
conteddo coletado do canal radicular foram semeadas em duplicata em
placas contendo meio de cultura seletivo para cada microrganismo. As
placas foram mantidas em estufa 37+1°C por 48 horas. A atividade
antimicrobiana dos agentes irrigantes utilizados foi avaliada pela
contagem de unidades formadoras de coldnias por mililitro (UFC/mL) de
E. faecalis, S. aureus e E. coli em agar m-Enterococcus (Difco, B.D., Le
Pont de Claix, Franca), agar Manitol (Oxoid, Inglaterra) e &gar MacConkey

(Himedia Laboratories, Munbai, india), respectivamente.

4.7 Quantificacdo de endotoxinas — teste cinético cromogénico do

lisado de amebdcitos de Limulus (LAL)

Para todas as coletas dos canais radiculares, foi realizado
o teste cinético cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (Figura
11) (analise quantitativa) para verificar a neutralizacdo de endotoxinas nos
canais radiculares ap0s os diferentes tratamentos.

Nos dias das coletas, foram realizadas diluicbes da
endotoxina padrdo de E. coli em diferentes concentragcdes que
representaram os padrées de comparag¢do das amostras (curva-padrao).
Para cada amostra, foi realizado um controle positivo (amostra do
conteudo do canal radicular adicionada de uma quantidade conhecida de
endotoxina) para verificar possiveis interferentes.

Em uma microplaca apirogénica de 96 pocos, foram

adicionados 100 uL de agua apirogénica (branco da reacédo), os padrdes
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de endotoxina, as amostras coletadas do canal radicular e os controles
positivos (Figura 12). Os testes foram realizados em quadruplicata. A
placa foi incubada no leitor cinético QCL (Cambrex Bio Science, MD,
USA) a 37+1°C por 10 minutos (Figura 13), o qual estava acoplado a um
microcomputador com software WinkQCL especifico para gerenciamento,
execucao e emissao de relatérios. Apos, foram adicionados em cada poco
da placa 100 uL do reagente cinético cromogénico do LAL (Cambrex Bio
Science, MD, USA) (Figura 14), com uma micropipeta de 8 canais e
ponteiras apirogénicas. ApOs o inicio do ensaio cinético, o software da
leitora de microplacas monitorou, de forma continua durante todo o
ensaio, a absorbancia a 405 nm em cada poco da microplaca. O leitor
determinou o tempo necessario para aumentar a absorbancia de cada
poco a 0,200 unidade de absorbancia, que foi o denominado tempo de
reacdo. O software WinkQCL automaticamente calculou uma correlacéo
linear log/log do tempo de reacao de cada padrdao com a concentragao de
endotoxina correspondente. Os parametros da curva-padrdao foram

impressos no relatorio.

Figura 11 - Lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) utilizado para quantificar
endotoxinas.
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Figura 12 - Distribuicdo na microplaca dos padrdes de endotoxina e das amostras
coletadas dos canais radiculares ap6s os tratamentos.

Figura 13 - Leitor cinético utilizado no teste de quantificagédo de endotoxinas.
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Figura 14 - Adicao do reagente LAL (Lisado de Amebdcito de Limulus) nos pogos da
microplaca.

4.8 Avaliacdo dos efeitos citotéxicos do conteudo do canal radicular

— producéo de TNF-a e IL-1B por macréfagos

4.8.1 Cultura Celular

Uma linhagem de macréfagos de camundongos (RAW
264.7) obtida do banco de células da Associacdo Técnico Cientifica Paul
Ehrlich (APABCAM, Rio de Janeiro, RJ) foi mantida em meio DMEM
(LGCBio, Sao Paulo) enriguecido com 10% de soro fetal bovino
(Invitrogen). O meio de cultura foi trocado a cada 2 dias (Figura 15) e as
células foram mantidas em estufa a 37°C com 5% de CO,, (Figura 16).
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Figura 15 - Troca do meio de cultura celular.

Figura 16 - Estufa a 37°C e 5% de CO, para manutenc¢é&o da cultura celular.

4 .8.2 Viabilidade da cultura de células

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de exclusao
utilizando azul de tripan 0,5% e contagem das células viaveis em camara

de Neubauer (Figura 17). Para realizacdo dos testes, foram colocados 10°
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células viaveis em cada poc¢o da placa de polistireno de 24 pocgos (TPP,
Switzerland), acrescentado de meio DMEM enriquecido com soro fetal

bovino até obter volume final de 500 uL (Figura 18).

Figura 17 - Camara de Neubauer utilizada para contagem das células viaveis.

Figura 18 - Distribui¢cdo das células nas placas de cultura de células.
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4.8.3 Ativacao celular

ApoOs distribuicdo das células nos pocos, estas foram
ativadas com as amostras coletadas dos canais radiculares (Figura 19).
As placas contendo as células ativadas foram mantidas a 37°C (5% de
CO,) e, apos 24 horas, os sobrenadantes foram removidos e submetidos
a deteccdo e quantificagdo de citocinas (TNF-a e IL-1B) pelo teste

imunoenzimatico (ELISA).

Figura 19 - Ativacao celular com contetdo coletado dos canais radiculares

4.8.4 Teste imunoenzimatico (ELISA) para quantificar TNF-a e IL-13

Placas de microtitulacdo de 96 pocgos (Nunc) foram
sensibilizadas com anticorpos de captura anti-TNF-a ou anti-IL-13 de
camundongo (R&D Systems, NE) (Figura 20) (37°C por 2 horas) e

mantidas overnight em temperatura ambiente. No dia seguinte, as placas
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foram lavadas com PBS contendo Tween 20 (PBS-T) e bloqueadas com
soro albumina bovina (BSA, 0,1%) por 1 hora. Apoés, as placas foram
lavadas com PBS-T e receberam os sobrenadantes da cultura de células
(100 pL por poco) e os padrbes das citocinas com concentragoes
conhecidas (curva-padrdo). Os testes foram realizados em duplicata.
Apés duas horas, as placas foram lavadas (PBS-T) e foram
acrescentados anticorpos de deteccao anti-TNF-a ou anti-IL-1 marcados
com biotina. Ap6s 2 horas, a reacédo foi revelada com solucdo contendo
substrato cromogénico e peréxido de hidrogénio (Figura 21). A reacao foi
bloqueada apds 20 minutos com &cido sulfarico 2N (Figura 22). As
densidades opticas (DO) foram lidas no leitor de microplacas (Biotek) com
comprimento de onda de 450 nm. Apés obtencado das densidades Opticas,
os niveis de TNF-a e IL-1p presentes nos sobrenadantes das culturas de
macrofagos foram determinados utilizando o programa GraphPad Prism
4.0.

Figura 20 - Kit contendo reagentes (R&D Systems) para deteccdo de citocinas (IL-18 e
TNF-a) por ELISA.



Figura 21- Reacao revelada apds adicdo do substrato cromogénico.

Figura 22 - Reacdao final apds adicao do acido sulfdrico.
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4.9 Anélise Estatistica

Todos os  resultados (andlise  microbiologica,
quantificacdo de endotoxinas e de citocinas) foram analisados
estatisticamente pela analise de variancia ANOVA e pelo teste de Tukey,

com nivel de significancia de 5%.



5 RESULTADOS

5.1 Andlise Microbiolégica

ApoOs coleta de confirmagdo microbiana, foi observado
crescimento de E. faecalis, S. aureus e E. coli em todos os espécimes
(Figura 23). Os valores médios de UFC/mL (logl0) obtidos por cada
espécime dos grupos experimentais na coleta de confirmacdo, 12 e 22
coleta apos instrumentacdo estdo demonstrados nas Tabelas 17 a 23
(Apéndice A).

Figura 23 - Crescimento microbiano (E. coli, S. aureus e E. faecalis) na coleta de
confirmacédo de espécime do grupo G6.
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5.1.1 Enterococcus faecalis

Os valores médios de UFC/mL (logl0) de E. faecalis
obtidos em cada grupo experimental na coleta de confirmacéo, 12 e 22
coleta apds instrumentacdo estdo demonstrados nas Tabelas 1, 2 e 3,

respectivamente.

Tabela 1 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis £ desvio-
padrao obtidos por cada grupo experimental (n=12) na coleta
de confirmacéo e formacao de grupos homogéneos

Média + desvio-padréo Grupos homogéneos*

Gl 6,84 + 0,34 A B
G2 590+1,12 A

G3 6,63 + 0,56 A B
G4 7,12 + 0,60 B
G5 6,75+ 0,39 A B
G6 6,75+ 0,44 A B
G7 7,22 +0,32 B

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.
*letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa.

Tabela 2 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis + desvio-
padrdo obtidos por cada grupo experimental (n=12) na 12
coleta e formagéo de grupos homogéneos

Média + desvio-padréo Grupos homogéneos*

Gl 4,16 + 0,51 C

G2 0,00 £ 0,00 A

G3 0,00 £ 0,00 A

G4 2,98 + 1,67 B

G5 0,00 £ 0,00 A

G6 0,19+ 0,66 A

G7 0,65+ 1,23 A

G1 (controle): solucao fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatimé&o; G6: rom&; G7: cavalinha.
*letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significativa.
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Tabela 3 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis + desvio-
padrao obtidos por cada grupo experimental (n=12) na 22
coleta e formacéo de grupos homogéneos

Média + desvio-padréo Grupos homogéneos*
Gl 5,60 £ 0,25 D
G2 0,34 +£0,83 A B
G3 0,00 £ 0,00 A
G4 3,27+2,43 C
G5 2,14+ 2,34 B C
G6 2,78 £ 2,08 C
G7 3,40 £ 2,06 C

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; Gb5:
barbatim&o; G6: rom&; G7: cavalinha.
*letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa.

Apoés andlise estatistica, pode-se verificar que, na coleta
de confirmacao, houve crescimento semelhante de E. faecalis nos grupos
G1, G3, G4, G5, G6 e G7 (p>0,05). O grupo G2 (clorexidina) apresentou
valores significativamente menores, sendo diferente de G4 e G7 (p<0,05)
e semelhante aos demais grupos (p>0,05).

Ja na 12 coleta apds instrumentacdo, pode-se observar
que os grupos G2 (clorexidina), G3 (propolis) e G5 (barbatimao)
apresentaram os melhores resultados, com auséncia de crescimento
microbiano em todos os espécimes. Estes grupos foram semelhantes
entre si (p>0,05) e semelhantes aos grupos G6 (romd) e G7 (cavalinha),
que apresentaram baixos valores médios de UFC/mL. O grupo G4
(alcaguz) apresentou valores intermediarios de UFC/mL de E. faecalis,
sendo semelhantes entre si (p>0,05) e diferente dos demais grupos
(p<0,05). O grupo G1 (solucéo fisiolégica - controle) apresentou 0s
maiores valores de UFC/mL, sendo diferente de todos os grupos (p<0,05).

Na 22 coleta apés instrumentacdo, pode-se verificar que o
grupo G3 (prépolis) apresentou auséncia de crescimento microbiano,

sendo semelhante ao grupo G2 (clorexidina) (p>0,05) e diferente dos
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demais grupos (p<0,05), demonstrando importante efeito residual. O
grupo G5 (barbatimado) apresentou valores intermediarios de UFC/mL de
E. faecalis, sendo semelhante aos grupos G2, G4, G6 e G7 (p>0,05) e
diferente dos demais grupos. Os grupos G4 (alcacuz), G6 (roma) e G7
(cavalinha) também apresentaram valores intermediarios de UFC/mL,
sendo semelhantes entre si, semelhantes a G5 (p>0,05) e diferente dos
demais grupos (p<0,05). O grupo G1 (solucédo fisiologica - controle)
apresentou os maiores valores de UFC/mL de E.faecalis, sendo diferente

de todos os grupos avaliados (p<0,05).

Analisando a diferenca entre as coletas de cada grupo
experimental, pode-se demonstrar que para todos os grupos, incluindo o
controle (G1 - solucéo fisiol6gica), houve significativa reducdo microbiana
entre a coleta de confirmacéo e a 12 coleta apds instrumentacéo (p<0,05).

Ao comparar a 22 coleta com a 12 coleta apés a
instrumentacédo, pode-se observar que, no grupo G3 (prépolis), a 22 coleta
nao apresentou diferenca significativa em relagdo a 12 coleta (p>0,05), de
modo que na 22 coleta este grupo também apresentou auséncia de
crescimento microbiano.

O grupo G2 (clorexidina) também apresentou resultados
semelhantes entre as duas coletas (p>0,05), demonstrando importante
efeito residual. Nos grupos G1 (solucgao fisiolégica), G5 (barbatiméo), G6
(romd) e G7 (cavalinha) houve significativo aumento no crescimento
microbiano na 22 coleta em relacdo a 12 coleta apoOs instrumentacao
(p<0,05). O grupo G4 (alcaguz) apresentou valores semelhantes de
crescimento microbiano nas duas coletas, sem diferenca significativa
(p>0,05).

A Tabela 4 apresenta os valores médios de UFC/mL de E.
faecalis de cada coleta em todos os grupos avaliados para facilitar a

visualizacéo da relagdo entre as coletas.
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Tabela 4 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis + desvio-
padrao obtidos por cada grupo experimental (n=12) em todas

as coletas
Grupos Confirmacao 12 coleta 22 coleta
Gl 6,84 £ 0,34 4,16 + 0,51 5,60 + 0,25
G2 590+1,12 0,00 + 0,00 0,34 + 0,83
G3 6,63 = 0,56 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
G4 7,12 + 0,60 2,98 + 1,67 3,27 +£2,43
G5 6,75+ 0,39 0,00 + 0,00 2,14+ 2,34
G6 6,75+ 0,44 0,19 + 0,66 2,78 £ 2,08
G7 7,22 +0,32 0,65+ 1,23 3,40 £ 2,06

G1 (controle): solucdo fisioldgica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatimdo; G6: rom&; G7: cavalinha.

5.1.2 Staphylococcus aureus

Os valores médios de UFC/mL (logl0) de S. aureus
obtidos em cada grupo experimental na coleta de confirmacédo, 12 e 22
coleta apés instrumentacao estdo demonstrados nas Tabelas 5, 6 e 7,

respectivamente.

Tabela 5 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de S. aureus * desvio-
padrdo obtidos por cada grupo experimental (n=12) na coleta
de confirmacéo e formacao de grupos homogéneos

Média + desvio-padréo Grupos homogéneos*

G1 7,78 + 0,33 B
G2 7,07 £ 0,46 A

G3 7,36 + 0,64 A B
G4 7,54 + 0,33 A B
G5 7,20 £ 0,20 A

G6 7,50 £ 0,32 A B
G7 7,73 0,36 B

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.
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Tabela 6 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de S. aureus * desvio-
padrao obtidos por cada grupo experimental (n=12) na 12
coleta e formacéo de grupos homogéneos

Média + desvio-padréo Grupos homogéneos*

Gl 4,99 + 0,48 C

G2 0,00 £ 0,00 A

G3 0,00 £ 0,00 A

G4 2,53+1,16 B

G5 0,00 £ 0,00 A

G6 0,85+ 1,30 B

G7 0,44 £ 1,08 B

Gl (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; Gb5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.

Tabela 7 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de S. aureus + desvio-
padrao obtidos por cada grupo experimental (n=12) na 22
coleta e formacéo de grupos homogéneos

Média + desvio-padréo Grupos homogéneos*
Gl 5,40+ 0,20 D
G2 0,00 £ 0,00 A
G3 0,79+ 1,84 A
G4 5,18 +0,73 C D
G5 2,06 +2,21 B
G6 3,46 + 2,12 B C
G7 2,88+1,78 B

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.

Apoés andlise estatistica, pode-se verificar que, na coleta
de confirmacéo, houve crescimento semelhante de S. aureus nos grupos
G2, G3, G4, G5 e G6 (p>0,05). Os grupos G1 (solucao fisiologica) e G7
(cavalinha) apresentaram valores de UFC/mL significativamente maiores,
sendo semelhantes entre si (p>0,05), semelhantes aos grupos G3
(propolis), G4 (alcaguz) e G6 (roma) (p>0,05) e diferente dos demais
grupos (p<0,05).



72

Na 12 coleta apos instrumentacdo, pode-se observar que
0s grupos G2 (clorexidina), G3 (propolis) e G5 (barbatim&o) apresentaram
os melhores resultados, com auséncia de crescimento microbiano em
todos os espécimes, sendo semelhantes entre si (p>0,05) e diferentes dos
demais grupos (p<0,05). Os grupos G4 (alcaguz), G6 (romad) e G7
(cavalinha) apresentaram valores intermediarios de UFC/mL de S. aureus,
sendo semelhantes entre si (p>0,05) e diferente dos demais grupos
(p<0,05). O grupo G1 (solucdo fisiolégica - controle) apresentou o0s
maiores valores de UFC/mL, sendo diferente de todos os demais grupos
(p<0,05).

Na 22 coleta ap0s instrumentacéo, pode-se verificar que o
grupo G2 (clorexidina) apresentou auséncia de crescimento microbiano,
sendo semelhante ao grupo G3 (propolis) (p>0,05). Os grupos G5
(barbatimdo) e G7 (cavalinha) apresentaram valores intermediarios de
UFC/mL, sendo semelhantes entre si (p>0,05), semelhantes ao grupo G6
(romd) (p>0,05) e diferentes dos demais grupos (p<0,05). O grupo G4
(alcaguz) apresentou valores altos de UFC/mL de S. aureus, sendo
semelhante ao grupo G6 (romd) e G1 (solucdo fisiolégica - controle)

(p>0,05) e diferente dos demais grupos (p<0,05).

Analisando a diferenca entre as coletas de cada grupo
experimental, pode-se demonstrar que para todos os grupos, incluindo o
controle (G1 - solucdo fisiol6gica), houve significativa reducdo de S.
aureus entre a coleta de confirmacéo e a 12 coleta apds instrumentacdo
(p<0,05).

Ao comparar a 22 coleta com a 12 coleta apos a
instrumentacdo, pode-se observar que, no grupo G2 (clorexidina), a 22
coleta ndo apresentou diferenca significativa em relagdo a 12 coleta
(p>0,05), de modo que na 22 coleta este grupo também apresentou
auséncia de crescimento microbiano. O grupo G3 (propolis) também
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apresentou resultados semelhantes entre as duas coletas (p>0,05),
demonstrando importante efeito residual.

Nos grupos G4 (alcacuz), G5 (barbatimao), G6 (roma) e
G7 (cavalinha) houve significativo aumento no crescimento microbiano na
22 coleta em relagdo a 12 coleta apdés instrumentacao (p<0,05).

O grupo G1 (solucéo fisiolégica - controle) apresentou
altos valores de UFC/mL de S. aureus nas duas coletas apos
instrumentacédo, ndo havendo diferenca significativa entre elas (p>0,05).

A Tabela 8 apresenta os valores médios de UFC/mL de S.
aureus de cada coleta em todos os grupos avaliados para facilitar a

visualizacao da relacéo entre as coletas.

Tabela 8 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de S. aureus + desvio-
padrao obtidos por cada grupo experimental (n=12) em todas

as coletas
Grupos Confirmacéo 12 coleta 22 coleta
Gl 7,78 £ 0,33 4,99 + 0,48 5,40 £ 0,20
G2 7,07 £ 0,46 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
G3 7,36 £ 0,64 0,00 £ 0,00 0,79+ 1,84
G4 7,54 £ 0,33 2,53+1,16 518 +0,73
G5 7,20+ 0,20 0,00 + 0,00 2,06 +2,21
G6 7,50 £ 0,32 0,85+ 1,30 3,46 +2,12
G7 7,73 +0,36 0,44 + 1,08 2,88+ 1,78

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; Gb5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.
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5.1.3 Escherichia coli

Os valores médios de UFC/mL (log10) de E. coli obtidos
em cada grupo experimental na coleta de confirmacéo, 12 e 22 coleta apos
instrumentacdo estdo demonstrados nas Tabelas 9, 10 e 11,

respectivamente.

Tabela 9 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. coli + desvio-padréo
obtidos por cada grupo experimental (n=12) na coleta de
confirmacéo e formacao de grupos homogéneos.

Média + desvio-padrao Grupos homogéneos*
Gl 6,92 + 0,66 A
G2 6,91 + 0,36 A
G3 6,35+ 1,35 A
G4 6,91+ 0,94 A
G5 6,30 £ 0,92 A
G6 6,69 + 0,72 A
G7 6,69 + 1,03 A

G1 (controle positivo): solucdo fisiolégica; G2 (controle negativo): clorexidina;, G3:
prépolis; G4: alcacuz; G5: barbatim&o; G6: romd; G7: cavalinha.
*letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.
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Tabela 10 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. coli £ desvio-
padrao obtidos por cada grupo experimental (n=12) na 12
coleta e formacéo de grupos homogéneos.

Média + desvio-padrao Grupos homogéneos*

Gl 4,52 +0,78 C

G2 0,00 £ 0,00 A

G3 0,00 £ 0,00 A

G4 1,12 £ 1,66 B

G5 1,65+ 1,47 B

G6 0,00 £ 0,00 A

G7 0,28 £ 0,97 A

G1 (controle positivo): solucdo fisiolégica; G2 (controle negativo): clorexidina;, G3:
prépolis; G4: alcacuz; G5: barbatim&o; G6: romd; G7: cavalinha.
*letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa.

Tabela 11 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. coli = desvio-
padrdo obtidos por cada grupo experimental (n=12) na 22
coleta e formagé&o de grupos homogéneos.

Média + desvio-padrao Grupos homogéneos*
Gl 7,43 £ 0,67 D
G2 0,31+1,08 A
G3 0,00 £ 0,00 A
G4 1,36 + 2,15 B
G5 4,73 +1,26 C D
G6 0,86 + 1,36 B
G7 1,76 £ 1,88 B C

G1 (controle positivo): solucdo fisiolégica; G2 (controle negativo): clorexidina;, G3:
prépolis; G4: alcacuz; G5: barbatim&o; G6: romd; G7: cavalinha.
*letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.

Apoés andlise estatistica, pode-se verificar que, na coleta
de confirmacédo, houve crescimento semelhante de E. coli em todos os
grupos (p>0,05). Ja na 12 coleta ap0s instrumentagéo, pode-se observar
que os grupos G2 (clorexidina), G3 (propolis) e G6 (romé) apresentaram

os melhores resultados, com auséncia de crescimento microbiano em



76

todos os espécimes. Estes grupos foram semelhantes entre si (p>0,05) e
semelhantes ao grupo G7 (cavalinha), que apresentou baixo valor médio
de UFC/mL. Os grupos G4 (alcacuz) e G5 (barbatimdo) apresentaram
valores intermediarios de UFC/mL de E. coli, sendo semelhantes entre si
(p>0,05) e diferente dos demais grupos (p<0,05). O grupo G1 (solucao
fisiolégica - controle) apresentou os maiores valores de UFC/mL, sendo
diferente de todos os grupos (p<0,05).

Na 22 coleta ap0s instrumentacéo, pode-se verificar que o
grupo G3 (propolis) apresentou auséncia de crescimento microbiano,
sendo semelhante ao grupo G2 (clorexidina) (p>0,05). Os grupos G4
(alcacuz) e G6 (roma) apresentaram baixos valores médios de UFC/mL
de E. coli, sendo semelhantes entre si (p>0,05), semelhante ao grupo G7
(cavalinha) (p>0,05) e diferente dos demais grupos (p<0,05). O grupo G7
(cavalinha) apresentou valores intermediarios de UFC/mL, sendo
semelhante aos grupos G4, G5 e G6 (p>0,05) e diferente dos demais
grupos (p<0,05). O grupo G5 (barbatiméo) apresentou altos valores de
UFC/mL, sendo semelhante aos grupos G7 e G1 (controle) (p>0,05) e
diferente dos demais grupos (p<0,05). O grupo G1 (solucéo fisiolégica -
controle) apresentou os maiores valores de UFC/mL de E. coli, sendo

semelhante apenas ao grupo G5 (p>0,05).

Analisando a diferenca entre as coletas de cada grupo
experimental, pode-se demonstrar que para todos os grupos, incluindo o
controle (G1 - solucao fisiolégica), houve significativa reducéo microbiana
entre a coleta de confirmacéo e a 12 coleta ap0s instrumentacéo (p<0,05).

Ao comparar a 22 coleta com a 12 coleta apos a
instrumentacao, pode-se observar que, no grupo G3 (prépolis), a 22 coleta
nao apresentou diferenca significativa em relagao a 12 coleta (p>0,05), de
modo que na 22 coleta este grupo também apresentou auséncia de

crescimento microbiano.
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Os grupos G2 (clorexidina), G6 (roma) e G4 (alcaguz)
também apresentaram resultados semelhantes entre as duas coletas
(p>0,05). Nos grupos G7 (cavalinha), G5 (barbatimdo) e G1 (solucéo
fisiolégica) houve significativo crescimento microbiano na 22 coleta em
relacdo a 12 coleta apds instrumentagéo (p<0,05).

A Tabela 12 apresenta os valores médios de UFC/mL de
E. coli de cada coleta em todos os grupos avaliados para facilitar a

visualizacao da relacéo entre as coletas.

Tabela 12 — Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. coli £ desvio-
padréo obtidos por cada grupo experimental (n=12) em todas as coletas.

Grupos Confirmacao 12 coleta 22 coleta
Gl 6,92 + 0,66 4,52 +0,78 7,43 + 0,67
G2 6,91 + 0,36 0,00 £ 0,00 0,31+1,08
G3 6,35+ 1,35 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
G4 6,91 +0,94 1,12 + 1,66 1,36 + 2,15
G5 6,30 £ 0,92 1,65+ 1,47 4,73 +1,26
G6 6,69 + 0,72 0,00 + 0,00 0,86 + 1,36
G7 6,69 + 1,03 0,28 + 0,97 1,76 +1,88

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; Gb5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.

5.2 Quantificacdo de endotoxinas

Os valores médios de endotoxinas de E. coli (EU/mL)
obtidos em cada espécime dos grupos experimentais na 12 coleta
(imediatamente apds a instrumentacdo) e na 22 coleta (7 dias apos a

instrumentacao) estdo demonstrados nas Tabelas 24 e 25 (Apéndice B).



78

Os valores médios de endotoxinas de E. coli (EU/mL)
obtidos em cada grupo experimental na 12 coleta apds instrumentacéo

estao demonstrados na Tabela 13.

Tabela 13 - Valores médios de endotoxinas de E. coli (EU/mL), desvio-
padrao e formacéo de grupos homogéneos, obtidos por cada
grupo na 12 coleta apés instrumentacao

Grupos Média + Desvio- Posto médio Grupos
padréo homogéneos

Gl 2177 + 1096 63,70 B C
G2 842 + 626 34,75 A B
G3 3286 + 2100 71,79 C
G4 570 £ 383 26,66 A
G5 443,9 £ 278,8 21,16 A
G6 768 + 566 33,12 A
G7 1233 + 766 46,29 A B C

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; Gb5:
barbatimé&o; G6: rom&; G7: cavalinha.
*|letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significativa.

Analisando os resultados, pode-se verificar que os grupos G4
(alcaguz), G5 (barbatimao) e G6 (roma) apresentaram 0s menores valores
médios de endotoxinas, sendo semelhantes entre si, semelhantes ao
grupo G2 (clorexidina) (p>0,05) e diferentes dos demais grupos (p<0,05).
O grupo G2 (clorexidina) apresentou valores intermediarios de
endotoxinas, sendo semelhante aos grupos G1, G4, G5, G6 e G7
(p>0,05) e diferente apenas de G3 (propolis) (p<0,05). O grupo G7
(cavalinha) também apresentou valores intermediarios de endotoxinas,
sendo semelhante a todos os grupos (p>0,05). O grupo G1 (controle)
apresentou altos valores de endotoxinas, sendo semelhante ao grupo G2
(clorexidina) e G3 (propolis) (p>0,05) e diferente dos demais grupos

(p<0,05). O grupo G3 (propolis) apresentou 0s maiores valores médios de
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endotoxinas, sendo semelhante ao grupo G1 (controle) e diferente dos
demais grupos (p<0,05).

Os valores médios de endotoxinas de E. coli (EU/mL)
obtidos em cada grupo experimental na 22 coleta apds instrumentacéo
estdo demonstrados na Tabela 14.

Tabela 14 - Valores médios de endotoxinas de E. coli (EU/mL), desvio-
padrao e formacéo de grupos homogéneos, obtidos por cada
grupo na 22 coleta apés instrumentacao

Grupos Média + Desvio- Posto médio Grupos
padréo homogéneos
Gl 50000 £ 0,00 74,50 B
G2 4551 + 3335 29,12 A
G3 5284 + 2289 38,45 A
G4 3428 + 4733 19,83 A
G5 39233 + 16167 70,00 B
G6 4777 + 3798 29,75 A
G7 6497 + 4795 35,83 A

G1 (controle): solucao fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.
*|letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significativa.

Analisando os resultados, pode-se verificar que houve
aumento de endotoxinas em todos os grupos em relacéo a primeira coleta
apos instrumentacdo. Os grupos G2 (clorexidina), G3 (prépolis), G4
(alcacuz), G6 (romda) e G7 (cavalinha) apresentaram 0s menores valores
de endotoxinas, sendo semelhantes entre si (p>0,05) e diferentes dos
grupos G1 e G5 (p<0,05). Os grupos G1 (controle) e G5 (barbatimao)
apresentaram altos valores de endotoxinas, sendo semelhantes entre si

(p>0,05) e diferente dos demais grupos (p<0,05).
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5.3 Producéao de citocinas (IL-18 e TNF-x)

5.3.1 Produgéo de IL-18

Os valores médios da quantidade de IL-1p (pg/mL)
obtidos nos sobrenadantes das culturas celulares apds ativacdo pelo
conteddo coletado dos canais radiculares de cada grupo experimental
(n=12) na 12 coleta apds a instrumentacédo, desvios-padrdo e formacao de

grupos homogéneos estao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Valores médios de IL-1p (pg/mL) + desvio-padrao obtidos por
cada grupo experimental (n=12) na 12 coleta apdés
instrumentacéo e formacao de grupos homogéneos.

Grupos Grupos
(n=12) Irrigacéao Média + Desvio-padrdo homogéneos*

Gl Solucdo fisiol6gica 550,80 + 554,74 B

G2 Clorexidina 3,86 £ 4,32 A

G3 Prépolis 11,66 + 19,28 A

G4 Alcacguz 277,07 £469,41 A B

G5 Barbatiméo 38,17 £ 129,71 A

G6 Roma 1,67 £5,81 A

G7 Cavalinha 94,97 + 322,81 A

*letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significativa.

Analisando-se os resultados, pode-se observar que, na 12
coleta apos instrumentacdo, os grupos G2 (clorexidina), G3 (propolis) e
G6 (romd) apresentaram os menores valores médios de IL-1B3, sendo
semelhantes entre si (p>0,05), semelhantes aos grupos G5 (barbatiméo)
e G7 (cavalinha) (p>0,05), que também apresentaram baixos valores de

IL-1B, e diferentes do grupo G1 (p<0,05). O grupo G4 (alcaguz)
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apresentou valores intermediarios de IL-1B3, sendo semelhantes a todos
0s grupos avaliados (p>0,05). O grupo G1 (solucgéo fisiolégica — controle)
apresentou os maiores valores de IL-13, sendo semelhante a G4 (p>0,05)
e diferente dos demais grupos (p<0,05).

Os valores médios da quantidade de IL-1f3 (pg/mL) obtidos nos
sobrenadantes das culturas celulares apds ativacdo pelo contetudo
coletado dos canais radiculares de cada grupo experimental (n=12) na 22
coleta apds a instrumentacdo, desvios-padrédo e formacdo de grupos

homogéneos estédo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Valores médios de IL-1p (pg/mL) + desvio-padrao obtidos por
cada grupo experimental (n=12) na 22 coleta apdés
instrumentacéo e formacao de grupos homogéneos.

Grupos Grupos
(n=12) Irrigacéo Média + Desvio-padrdo homogéneos*
Gl Solucéo fisiologica 762,13 £ 230,91 C

G2 Clorexidina 12,76 + 11,69 A

G3 Prépolis 11,21 + 10,24 A

G4 Alcacuz 256,65 * 394,84 A B

G5 Barbatiméo 753,30 £ 502,92 C
G6 Roma 73,75 £ 235,19 A

G7 Cavalinha 615,81 + 503,66 B C

*|etras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa.

Analisando-se os resultados, pode-se observar que, na 22
coleta apos instrumentacéo, os grupos G2 (clorexidina), G3 (prépolis) e
G6 (romd) apresentaram os menores valores médios de IL-1B3, sendo
semelhantes entre si (p>0,05), semelhantes ao grupo G4 (alcaguz) e
diferentes dos demais grupos (p<0,05). O grupo G4 (alcaguz) apresentou
valores intermediarios de IL-1B, sendo semelhante aos grupos G2, G3,
G6 e G7 (cavalinha) (p>0,05) e diferente de G1 (controle) e G5
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(barbatiméo). O grupo G7 (cavalinha) apresentou altos valores de IL-1j3,
sendo semelhante a G1, G4 e G5 (p>0,05) e diferente dos demais grupos
(p<0,05). Os grupos G1 (controle) e G5 (barbatimdo) apresentaram 0s

maiores valores de IL-1B, sendo diferentes dos demais grupos (p<0,05).

5.3.2 Producéo de TNF-a

Os valores médios da quantidade de TNF-a (pg/mL) obtidos
nos sobrenadantes das culturas celulares apos ativacdo pelo contetudo
coletado dos canais radiculares foram superiores a 2000 pg/mL em todos
0S grupos avaliados, tanto na 12 como na 22 coleta, ndo havendo

diferenca significativa entre eles.



6 DISCUSSAO

6.1 Da metodologia

A utilizacdo de dentes humanos em pesquisas in vitro
enfrenta dificuldades em relacdo a questdo ética, a dificuldade de
obtencdo dos mesmos e a padronizacdo da amostra. Quanto a ética,
utilizou-se nesta pesquisa dentes extraidos em clinicas odontolégicas
particulares, por motivos diversos e com prévia autorizacdo dos pacientes
por meio do consentimento livre e esclarecido. Referente a padronizacao
da amostra, as coroas foram seccionadas padronizando-se o tamanho da
raiz em 16 mm e os espécimes foram inicialmente instrumentados até
lima Kerr n°® 30 para padronizar o diametro inicial do canal radicular. Foi
realizada vedacéao da regido apical com resina composta fotopolimerizavel
para impossibilitar a saida dos microrganismos e suas endotoxinas, e
também dos agentes irrigantes durante a instrumentacdo e medicacdes
intracanais (Oliveira et al., 2007). A raiz foi impermeabilizada
externamente com resina epoxi para garantir perfeito vedamento (Oliveira
et al., 2007).

Os espécimes e todo material utilizado na pesquisa como
dentes, limas, algoddo, gaze e ponteiras foram detoxificados pela
radiacdo gama cobalto 60. Csako et al. (1983) verificaram que a radiacao
gama com cobalto 60 neutraliza pirogenos e que esta detoxificacdo €
provavelmente devido a multiplos efeitos da radiagdo sobre LPS,
envolvendo destruicdo da porcéo polissacaridica e alteracao do lipidio A,
responsavel pela toxicidade do LPS. Assim, para eliminar endotoxinas
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pré-existentes, todo material usado na pesquisa foi submetido a radiacao
pela empresa EMBRARAD (Empresa Brasileira de Radiag&o).

Foram selecionadas nesta pesquisa duas bactérias Gram-
positivas (E. faecalis e S. aureus), que estdo geralmente associadas aos
casos de insucesso do tratamento endodéntico. A prevaléncia de E.
faecalis é maior em infec¢des secundarias do que em infec¢cbes primarias,
estando presente entre 24 a 77% dos casos de lesBes periapicais
persistentes, especialmente assintomaticas (Peculiene et al., 2001;
Siqueira Jr.; Gomes et al., 2004; Rogas et al., 2004; Sen, 2004; Stuart et
al., 2006; Sakamoto et al., 2008). S. aureus também é uma bactéria que
oferece grande resisténcia ao tratamento endodéntico, estando presente
tanto em infeccBes primarias como nas infecgdes persistentes dos canais
radiculares (Siqueira Jr. et al., 2001; Jacinto et al., 2007; Tanomaru et al.,
2008; Tirali et al., 2009).

Como as infeccbes dos canais radiculares sao
polimicrobianas, causadas por microrganismos Gram-positivos e Gram-
negativos, destaca-se a importancia do uso, durante o tratamento
endodontico, de substancias com ampla atividade antimicrobiana e que
ainda sejam capazes de neutralizar produtos bacterianos como
endotoxinas (Jacinto et al.; Oliveira et al., 2005; Vianna et al, 2007).
Assim, foi também acrescentado neste estudo E. coli, um coco bacilo
Gram-negativo, que possui LPS na membrana externa da parede celular,
representando importante fator de viruléncia deste microrganismo. E. coli
nao € encontrado com alta frequéncia no interior de canais radiculares
com polpa necrosada, no entanto, alguns autores encontraram E. coli em
3,7% dos casos de abscesso perirradicular agudo e em 10% dos casos
de periodontite apical crbnica (Siqueira Jr., 2001; Peculiene et al., 2001).
Apesar de ndo ser uma bactéria encontrada com alta frequéncia no
interior de canais radiculares com polpa necrosada, sua endotoxina
apresenta o lipideo A, que representa o centro ativo responsavel pela

7

toxicidade do LPS. Desta forma, este microrganismo € utilizado em
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diversos estudos que visam avaliar métodos de neutralizagcdo de
endotoxinas (Rietschel et al., 1994; Petsch; Anspach, 2000, Oliveira et al.,
2005; Maekawa, 2007; Oliveira et al., 2007, Molina, 2008).

O tempo de contaminacdo foi estabelecido em 28 dias
para E. coli e 21 dias para E. faecalis e S. aureus, pois para associar E.
coli aos demais microrganismos foi necessaria sua inoculagdo nos canais
radiculares 7 dias antes dos demais microrganismos, de acordo com
estudo piloto. No estudo de Molina (2008), E. coli foi associada com E.
faecalis e C. albicans e, no atual estudo, a associacéo foi de E. coli com
E. faecalis e S. aureus. Como nos ultimos anos houve um crescente
interesse na utilizacdo de extratos naturais em diferentes areas
bioldgicas, como métodos alternativos de tratamento, a utilizacdo destes
extratos na odontologia, como agentes irrigantes dos canais radiculares,
representa importante area de pesquisa (Molina, 2008). Como os estudos
gue avaliam a atividade antimicrobiana de extratos naturais sdo poucos
diante da grande diversidade de plantas existentes na flora brasileira,
foram selecionados, na presente pesquisa, cinco diferentes extratos
glicélicos (prépolis, alcaguz, barbatiméo, roma e cavalinha), baseado em
alguns resultados apresentados na literatura, no uso popular e nas
propriedades terapéuticas.

Na presente pesquisa, foi utilizado o teste cinético
cromogénico do lisado de amebdcitos de Limulus (LAL- QCL) para
guantificar endotoxinas em canais radiculares. O Limulus é constituido por
um lisado dos amebdcitos circulantes de caranguejo ferradura (Limulus
poliphemus) que, quando exposto a quantidades pequenas de
endotoxinas, aumenta sua opacidade bem como sua viscosidade,
tornando-se um gel duro (Levin; Bang, 1968). Estes autores
demonstraram que a formacdo do coagulo era resultado de uma reacao
enzimatica entre a endotoxina e uma proteina coagulavel presente na
circulagdo do amebdcito de Limulus. Assim, pelo método QCL cinético do

LAL, a endotoxina da bactéria Gram-negativa catalisa a ativacdo de uma
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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 nm, continuamente, durante o
periodo de incubagdo (37°C). Assim, utilizando-se concentracdes
conhecidas de endotoxinas (curva-padrdo) foi possivel determinar
numericamente a quantidade de endotoxinas presentes nas amostras

coletadas dos canais radiculares.

Este método é muito sensivel e apresenta capacidade
para detectar a partir de 0,005 unidades de endotoxinas, possibilitando
maior precisdo na determinacdo da quantidade de endotoxina presente
nos canais radiculares. Apesar deste método ser muito confiavel no
monitoramento de endotoxina, muitas substancias ou alteragcbes bruscas
no pH podem causar alteracdes no teste e interferir nos resultados.
Assim, para identificar possiveis interferentes da reacdo nas amostras
coletadas dos canais radiculares, todos os testes foram realizados em
quadruplicata para cada amostra, sendo que uma duplicata foi usada
como controle positivo, ou seja, foi contaminada com uma concentracéo
conhecida de endotoxina padrdo de E. coli, de modo que o resultado
deste controle positivo indicava se a amostra possuia ou néao
interferentes. Nenhuma das amostras apresentou interferentes da reacao,
de modo que todos os resultados obtidos foram validos.

Para avaliar os efeitos citotoxicos do conteudo coletado
dos canais radiculares, foi utilizada a linhagem de macréfagos de
camundongo RAW 264.7, pois estes macrofagos sao freqientemente
utilizados em pesquisa para avaliar os efeitos de LPS e producéo de
citocinas e outros mediadores da resposta inflamatoria (Jiang et al., 2003,
Refai et al., 2004; Gao et al., 2007; Lee et al., 2007; Xu et al., 2007). Para
quantificar as citocinas (IL-1p e TNF-a), foram utilizados os kits para
reacdo de ELISA da R & D, pois varios estudos publicados em periédicos

internacionais com seletiva politica editorial utilizam os kits do fabricante R
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& D para dosar citocinas (Hong et al., 2004; Bostanci et al., 2007; Lee et
al., 2008; Youn et al., 2008).

6.2 Dos Resultados

6.2.1 Analise Microbiologica

Os resultados da presente pesquisa concordaram com o
estudo de Bystrom e Sundgvist (1981), pois houve reducéo significativa
dos 3 microrganismos entre a coleta de confirmacédo e a 12 coleta apés
instrumentacéo, independente do agente irrigante utilizado, incluindo
solucéo fisiolégica, o que demonstrou que o ato de irrigar, limar e aspirar
remove uma parte dos microrganismos presentes nos canais radiculares.
No entanto, esta remocdo parcial ndo € suficiente, pois o0s
microrganismos remanescentes podem proliferar no interior dos canais
radiculares e tubulos dentinarios, levando o tratamento endoddntico ao
insucesso. Com isso, faz-se necessaria a utilizacdo de agentes irrigantes
com atividade antimicrobiana a fim de eliminar o maior nimero de
microrganismos presentes no sistema de canais radiculares. No atual
estudo, todos os extratos avaliados (propolis, alcacuz, barbatiméo, roma e
cavalinha) apresentaram acao antimicrobiana sobre E. faecalis, S. aureus
e E. coli, promovendo significativa redu¢do de microrganismos em relacéo
ao grupo controle (solucéo fisiolégica), contudo, alguns extratos foram
mais efetivos que outros.

O extrato glicolico de prépolis 12% foi o agente irrigante
que apresentou os melhores resultados sobre os trés microrganismos
avaliados, apresentando eliminacdo total nas duas coletas apos

instrumentacdo, o que demonstrou efetiva agao antimicrobiana e
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importante efeito residual. Estes resultados concordaram com o estudo de
Molina (2008), que utilizou extrato glicolico de propolis sobre C. albicans,
E.faecalis e E. coli em canais radiculares. Outros estudos também
demonstraram acdo efetiva do extrato de propolis sobre diferentes
microrganismos, no entanto, a maioria dos estudos na literatura utilizou
extrato alcodlico de propolis e ndo glicolico (Koo et al., 2000; Ferreira et
al., 2007; Cardoso et al., 2009).

A acédo antimicrobiana da propolis é devida principalmente
a presenca de flavonéides (Burdock, 1998), especialmente pinocembrina,
galangina e sakuranetina (Koo et al., 2000) . Segundo Koru et al. (2007),
além dos flavonoides, os acidos aromaticos e compostos fendlicos
também sdo importantes principios ativos. Alguns estudos tém sugerido
que a atividade da prépolis contra microrganismos esta mais relacionada
aos efeitos sinérgicos dos flavondides e de outros compostos fenélicos do
gue de cada componente individualmente (Amoros et al. 1994; Koo et al.,
2000). Mais de 300 substancias ja foram encontradas na propolis
(Bankova et al., 1995), sendo que a composi¢cao varia de acordo com a
regido em que foi coletada (Monti et al, 1983; Koru et al., 2007).

Segundo Ferreira et al. (2007), a prépolis brasileira é
caracterizada por uma baixa concentracdo de flavondides e ésteres de
acidos fendlicos, que sdo compostos antimicrobianos tipicos de regides
temperadas, por outro lado, possui alta concentracdo de &cido
dihidrocindmico, acetofenonas feniladas e terpendides especificos, que
também apresentam atividade antimicrobiana. De acordo com seu estudo,
Ferreira et al. sugeriram que o &acido 3,5-diprenil-4-dihidroxicindmico deve
ser o principal constituinte antimicrobiano da prépolis brasileira. De acordo
com o fabricante (Apis flora), o extrato glicélico de prépolis utilizado neste
estudo apresentou 6,54 mg/mL de flavondides totais e 2,07% de fendis
totais, dentre outros compostos. Geralmente a propolis € composta por
50% de resina e balsamo vegetal, 30% de cera, 10% de Oleos essenciais

e aromaticos, 5% de pdllen e 5% de varias outras substancias, incluindo
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restos organicos dependendo do local e tempo da coleta. Assim, 0s
componentes da propolis variam muito de acordo com clima, estacao,
local e ano (Molina, 2008). Na presente pesquisa foi avaliada a acdo
antimicrobiana do extrato glicélico de prépolis como um todo, e pode-se
verificar que este extrato, produzido em Dezembro de 2008 pela empresa
ApisFlora (Lote:008/08) apresentou efetiva acdo antimicrobiana tanto
sobre E. faecalis e S. aureus como E. coli quando utilizado como agente
irrigante nos canais radiculares, demonstrando inclusive importante efeito
residual, pois houve eliminacédo total dos microrganismos tanto na 12
como na 22 coleta apds instrumentacéo.

Estes resultados concordaram com o estudo de Molina
(2008), que verificou que o extrato glicélico de propolis foi efetivo sobre E.
faecalis, E. coli e C. albicans quando utilizado como solucéo irrigadora em
canais radiculares. Os resultados da presente pesquisa também
concordaram com diferentes estudos, que, utilizando diferentes
metodologias, verificaram que o extrato alcoodlico de propolis apresentou
importante atividade antimicrobiana sobre varios microrganismos,
incluindo C. albicans, E. faecalis, P. gingivalis, P. endodontalis, Prevotella
denticola, A. naeslundii, Malassezia pachydermatis, S. intermedius e S.
aureus (Koo et al.,, 2000; Cardoso et al., 2009). Alguns estudos
demonstraram que o extrato etandlico de prépolis é mais efetivo contra
bactérias Gram-positivas (Grange et al., 1990; Koru et al., 2007), no
entanto, o atual estudo ndo demonstrou diferenca na acao antimicrobiana
do extrato glicolico sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

Em 2006, Oncaag et al. verificaram que a propolis
apresentou atividade antibacteriana sobre E. faecalis em canais
radiculares, sugerindo seu uso como medicamento intracanal alternativo.
Em 2009, Awawdeh et al. estudaram o efeito antimicrobiano da proépolis e
do hidroxido de célcio em discos de dentina contaminados com E.
faecalis, e verificaram que a propolis foi significativamente mais efetiva

gue o hidréxido de calcio, eliminando rapidamente o microrganismo.
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De acordo com os resultados da presente pesquisa, 0
extrato glicolico de propolis tem potencial semelhante a clorexidina para
ser utilizado como agente antimicrobiano na irrigacdo dos canais
radiculares. A clorexidina é uma substancia quimica auxiliar bastante
utilizada na Endodontia e diversos estudos demonstraram efetiva agéo
antimicrobiana da clorexidina, com importante efeito residual (Basrane et
al., 2002; Gomes et al., 2006; Sena et al., 2006; Dametto et al., 2005). De
acordo com Vianna et al. (2006), o efeito antimicrobiano da clorexidina é
devido sua capacidade de se ligar a regifes eletronegativas da bactéria e
de atacar a membrana citoplasméatica bacteriana causando prejuizos na
bicamada de fosfolipidios, perda do equilibrio osmaético e liberacdo do
material intracelular. Além disso, a clorexidina tem capacidade de se
adsorver aos tecidos duros dentarios com graduada e prolongada
liberacdo em niveis terapéuticos, promovendo efeito residual no sistema
de canais radiculares (Dametto et al., 2005). Contudo, apesar do extrato
glicélico de prépolis apresentar resultados semelhantes, 0os mecanismos
de acdo antimicrobiana da prépolis ainda ndo estdo claramente
compreendidos.

O extrato glicolico de barbatimdo também apresentou
importante atividade antimicrobiana no atual estudo, especialmente sobre
S. aureus e E faecalis, pois promoveu eliminacdo total destes
microrganismos na 12 coleta apds instrumentacdo. Com relagéo E. coli, o
extrato de barbatimdo também mostrou-se efetivo, com reducdo
significativa de UFC/mL em relacdo ao controle. Estes resultados
concordaram com o estudo de Dos Santos et al. (2009), que
demonstraram atividade antimicrobiana de extratos aquoso e etandlico de
barbatimdo sobre S. mutans, S. aureus, A. actinomicetemcomitans e C.
albicans, sendo que o extrato etandlico foi mais eficiente. Na presente
pesquisa, foi utilizado o extrato glicolico de barbatimdo, o qual
demonstrou maior acado sobre bactérias Gram-positivas. Como existem

poucos estudos relatados na literatura que avaliaram a¢ao antimicrobiana
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do barbatimédo, torna-se dificil a comparacdo dos resultados. Em 2006,
Ishida et al. demonstraram que uma subfracdo do extrato etandlico de
barbatimdo apresentou importante atividade antifingica e baixa
citotoxicidade. Os autores sugeriram que as propriedades do barbatiméo
sobre crescimento de C. albicans, fatores de viruléncia e sua baixa
citotoxicidade justificam mais estudos para investigar os mecanismos de
acao e o possivel desenvolvimento de um novo agente antifungico.

Segundo Dos Santos et a. (2009), ja foi demonstrado que
taninos do barbatimdo e compostos relacionados possuem efeito
bactericida, antiviral, moluscida, antielmintico e protozoaricida além de
outras diversas atividades biolégicas e farmacolégicas (Santos et al.,
2009). Em 2009, Ishida et al. estudaram a acdo de taninos, extraidos da
casca do tronco do barbatimdo (Stryphnodendron adstringens Mart.) no
crescimento, tamanho da capsula e pigmentacdo do fungo Cryptococcus
neoformans. Estes autores relataram que os taninos influenciaram nestes
trés importantes fatores de viruléncia do microrganismo.

Os constituintes ativos do barbatim&o ainda ndo sao bem
conhecidos, porém, € provavel que o0s taninos sejam as substancias
principais, presentes em grandes quantidades (10% a 37%) de acordo
com a espécie, local e época da colheita (Mello et al., 1996; Santos et al.,
2009). Trés hipoteses podem explicar a atividade antimicrobiana dos
taninos: a inibicdo da atividade enzimética, acdo direta no metabolismo
celular, através da inibicdo da fosforilagdo oxidativa e mecanismos
envolvendo a complexacao de taninos com ions metabdlicos, diminuindo
a disponibilidade destes ions para o metabolismo do microrganismo
(Santos et al., 2009). Contudo, na presente pesquisa o extrato glicélico de
barbatimdo nao apresentou efeito residual quando utilizado como irrigante
do canal radicular, sendo que na 22 coleta apds instrumentacdo houve
significativo aumento no crescimento microbiano de E. faecalis, S. aureus

e E. coli nos canais radiculares.



92

Com relacdo ao extrato glicdlico de roma (Punica
granatum L.), houve significativa reducéo de E. faecalis e S. aureus nos
canais radiculares em relacdo ao controle na 12 coleta apos
instrumentacéo, no entanto, o melhor resultado foi sobre E. coli, em que o
extrato de roma promoveu auséncia de crescimento na 12 coleta. Estes
resultados estdo de acordo com alguns estudos (Das et al., 1999;
Prashanth et al., 2001; Neig e Jayaprakasha, 2003; Pereira et al., 2006;
Choi et al., 2009) que, utilizando diferentes metodologias, também
verificaram atividade antimicrobiana do extrato de rom&, embora a maioria
destes estudos ndo utilizou extrato glicélico como na presente pesquisa.

Das et al. (1999) verificaram potente atividade
antimicrobiana de extrato alcoolico de sementes de frutos frescos, contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Bacillus subtilis, E. coli) e
Saccharomices cerevisiae. Prashanth et al. (2001) demonstraram que
todos os extratos (etandlico, cloroférmico, metandlico e aquoso) de P.
granatum L. apresentaram efetiva agdo sobre S. aureus, E. coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus vulgaris, B. subtilis e Salmonella typhy, sendo que o
extrato metanolico apresentou melhor acdo. JA em 2003, Negi e
Jayaprakasha (2003) demonstraram importante acdo antimicrobiana dos
extratos cetdnico, metandlico e alcodlico da casca de roma (P. granatum
L.) sobre Bacillus cereus, B. subtilis, Bacillus coagulens, S. aureus, E coli
e Pseudomonas aeruginosa, sendo que o extrato cetbnico foi o mais
efetivo. Em 2006, Pereira et al. (2006) verificaram atividade
antimicrobiana de extratos alcodlicos (5%) do fruto e da casca do fruto de
P. granatum L. sobre cepas de S. aureus, E. coli, e Enterobacter
gergoviae. Pereira et al. (2006) demonstraram atividade antibacteriana de
um gel derivado de P. granatum, rico em taninos e polifendlicos, sobre
biofilme bacteriano, causando disturbio na sintese de glicanos e agindo
nos mecanismos de aderéncia de microrganismos a superficie dentaria,
demonstrando controle do biofilme ja formado. Em 2009, Choi et al.

verificaram in vitro e in vivo atividade antimicrobiana do extrato etandlico
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de roma (P. granatum) sobre diferentes cepas de Salmonella. Os autores
sugeriram que este extrato apresenta potencial para promover efetivo
tratamento contra salmonelose. Al-Zoreky (2009) verificaram que o extrato
metandlico da casca de roma (P. granatum L.) foi um potente inibidor para
Listeria  monocytogenes, S. aureus, E. coli e Yersinia enterocolitica.
Andlises fitoquimicas revelaram a presenca de inibidores ativos na casca
da romd&, incluindo fendlicos e flavondides. Haidari et al. (2009)
observaram que polifendis purificados extraidos da P. granatum L.
inibiram a replicagdo e demonstraram efeito sinérgico ao antiviral
oseltamivir contra o virus da Influenza A.

Os principais componentes do extrato do fruto da P.
granatum L. sdo taninos e polifendis, detectados em estudos de
prospeccao fitoquimica de p6s de algumas espécies de plantas, entre
elas P. granatum L. (Haslam, 1996; Vasconcelos et al., 2006). Machado et
al. (2002) descreveram o isolamento e a identificacdo do tanino
responsavel pela atividade antimicrobiana contra S. aureus, concluindo
que o responsavel por esta atividade é o elagitanino punicalagina, e que
esta substancia quimica seria a de escolha para o desenvolvimento de
um fitofarmacéutico. A acdo dos taninos contra bactérias e leveduras
pode ser estabelecida por uma relacdo entre as suas estruturas
moleculares, toxicidade e propriedades adstringentes dos taninos.
Considera-se que o efeito dos taninos no metabolismo celular seja
estabelecido por sua acdo na membrana (Vasconcelos et al., 2006).
Assim, embora ainda n&o tenha sido realizada uma analise da
composi¢cdo do extrato glicolico de romé utilizado no presente estudo,
acredita-se que esta importante acdo antimicrobiana, especialmente
sobre E. coli, deva-se a presenca de taninos e polifendis no extrato. Com
isso, de acordo com os resultados da presente pesquisa e dos estudos
apresentados na literatura, o uso do extrato de roma pode ser uma opgao
viavel ao controle de diferentes espécies microbianas, entretanto, para

utilizacdo como agente irrigante dos canais radiculares, o extrato de roméa
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nao apresentou efeito residual, de modo que houve significativo aumento
no crescimento microbiano na 22 coleta apds instrumentacao.

O extrato glicélico de cavalinha (Equisetum arvense L.),
no presente estudo, promoveu redugdo significativa de E. faecalis, S.
aureus e E. coli na 12 coleta apoés instrumentacdo dos canais radiculares
gquando usado como agente irrigante, em comparacdo com O grupo
controle. Estes resultados concordaram com o estudo de Radulovic et al.
(2006), que verificaram que o 6leo essencial das partes aéreas de E.
arvense L. possui amplo espectro de acdo antimicrobiana contra
microrganismos Gram-positivos e Gram-negativos, como S. aureus, E.
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e Salmonella enteritidis e fungos como
Aspergillus niger e C. albicans. Estes autores sugeriram que a natureza
antimicrobiana de E. arvense L. pode ser atribuida a diversas
substancias, principalmente ao timol e linalol. No presente estudo foi
utilizado o extrato glicélico de cavalinha e ndo o o6leo essencial, no
entanto, mesmo o extrato foi efetivo na reducdo microbiana no sistema de
canais radiculares. Por outro lado, os resultados da presente pesquisa
discordaram do estudo de Milovanovic et al. (2007), que verificaram que
extrato hidroalcodlico de E. arvense L. apresentou discreta atividade
antimicrobiana sobre S. aureus, C. albicans e A. Niger. Assim, como sao
poucos o0s estudos apresentados na literatura que avaliaram acao
antimicrobiana da cavalinha, é necessario ampliar os estudos nesta area,
verificando os componentes ativos da cavalinha, visto que este extrato
tem potencial antimicrobiano. Contudo, para utilizar como agente irrigante,
0 extrato glicolico de cavalinha ndo apresentou efeito residual nos canais
radiculares, havendo significativo crescimento microbiano na 22 coleta
apos instrumentagao.

Com relacdo ao extrato glicélico de alcacuz (Periandra
dulcis Mart. Sin. Glycyrrhiza mediterranea Vell.), como agente irrigante
dos canais radiculares foi o que apresentou menor acao antimicrobiana

em relacdo aos demais extratos. No entanto, com relacdo ao controle, o
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extrato de alcaguz promoveu significativa redug&o microbiana na 12 coleta
apos instrumentacdo. Estes resultados concordaram com alguns estudos
gue avaliaram acdo antimicrobiana de diferentes extratos de alcacuz. Ates
e Erdogrul (2003) verificaram que pelo menos um dos tipos de extratos
(alcodlico, cloroférmico, cetdnico e em acetato de etila) da raiz de alcaguz
mostrou atividade antimicrobiana contra 12 dos 13 microrganismos
testados. Motsei et al. (2003) verificaram que o extrato aquoso do rizoma
de G. glabra foi altamente efetivo contra 3 cepas de C. albicans testadas.
Lee et al. (2009) verificaram que o extrato metandlico de alcacuz (G.
uralensis) foi efetivo sobre cepas de S. aureus resistentes a meticilina.
Contudo, ndo séo verificados relatos na literatura estudos sobre atividade
antimicrobiana do extrato glicélico de alcacuz da espécie G. mediterranea,
de modo que se torna dificil a comparacdo dos resultados, havendo a
necessidade de ampliar os estudos com estes extratos, a fim de conhecer
melhor sua composicdo e 0s possiveis mecanismos de acao
antimicrobiana.

Sabe-se que o0 género Glycyrrhiza apresenta como
componentes ativos saponinas, flavondides, isoflavonas e cumarinas (Asl;
Hosseinzadeh, 2008), que apresentam importante atividade
antimicrobiana (Asl; Hosseinzadeh, 2008). Segundo Fukai et al. (2002) ja
foram isolados alcal6ides, amino&cidos, cumarinas, 6leo essencial, &cidos
graxos, flavondides, polissacarideos e taninos de extratos de alcacguz,
sendo que a glabridina, uma isoflavona, tem sido descrita como a
substancia de maior atividade antimicrobiana (Fukai et al., 2002; Gupta et
al., 2008). Em 2002, Fukai et al. verificaram a atividade antimicrobiana de
glabridina e glabreno (isoflavonas isoladas de Glycyrrhiza glabra) contra
cepas resistentes e sensiveis de S. aureus, sendo que a glabridina foi
eficaz contra todas as cepas de S. aureus. Na atual pesquisa, 0 extrato
glicdlico de alcacuz (G. mediterranea) foi efetivo sobre S. aureus, E.

faecalis e E. coli, em comparacdo com o controle, na 12 coleta apds
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instrumentacédo, entretanto, sem efeito residual, promovendo significativo

crescimento microbiano na 22 coleta.

Contudo, pode-se verificar que os diferentes extratos
naturais avaliados (propolis, romda, barbatimdo, cavalinha e alcaguz)
apresentaram atividade antimicrobiana sobre E. faecalis, S. aureus e E.
coli, entretanto, para ser utilizado como agente irrigante dos canais
radiculares apenas o extrato glicélico de propolis apresentou forte acao
antimicrobiana e significativo efeito residual, promovendo auséncia de
crescimento microbiano em todos os espécimes. Assim, sua utilizacao
como irrigante alternativo pode trazer beneficios a terapia endodontica,
sendo importante a realizacdo de estudos in vivo para comprovar sua
eficAcia nos casos de necrose pulpar e/ou de insucesso do tratamento

endododntico convencional.

6.2.2 Neutralizagéo de endotoxinas

No presente estudo, nenhum extrato promoveu
neutralizag&o significativa de endotoxinas, sendo que todos os espécimes
apresentaram valores superiores a 500 EU/mL na 12 coleta apos
instrumentacdo. Estes resultados concordaram com o estudo de Molina
(2008), que verificou que nenhum agente irrigante dos canais radiculares
(prépolis, clorexidina, salvia) conseguiu promover baixos valores de
endotoxinas durante a instrumentacao. Segundo Molina (2008), durante o
preparo biomecanico, o processo de instrumentar, irrigar e aspirar remove
parte das endotoxinas presentes na luz do canal, concordando com
Vianna et al. (2007), que verificaram que a acado do preparo quimico-
mecanico foi o responsavel pela reducdo, em meédia, de 44,4% de

endotoxinas. Entretanto, endotoxinas presentes no interior dos tubulos
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dentinérios podem retornar a luz do canal e ser detectada na coleta apés
sete dias. Assim, embora os grupos da clorexidina, propolis e roma
tenham promovido eliminagdo total de E. coli dos canais radiculares, os
valores médios de endotoxinas foram relativamente altos. Os resultados
desta pesquisa concordaram com os estudos de Vianna et al. (2007),
Martinho e Gomes (2008) e Gomes et al. (2009), que verificaram que o
preparo quimico-mecanico com clorexidina e hipoclorito de sodio
promoveu acdo efetiva sobre microrganismos em canais radiculares,
entretanto, endotoxinas foram detectadas em todas as amostras apos
instrumentacdo. Em 2007, Oliveira et al. verificaram que as solugdes de
hipoclorito de sodio (2,5% e 5,25%) e clorexidina 2% nao apresentaram
capacidade de neutralizar endotoxinas em canais radiculares.

As bactérias Gram-negativas liberam grande quantidade
de endotoxinas apds morte celular e também durante a duplicacédo celular
(Petsch & Anspach, 2000), assim, o grupo controle apresentou altos
niveis de LPS, pois houve intenso crescimento de E. coli na 12 coleta
apos instrumentacdo. Em todos os grupos avaliados, pode-se verificar
que na segunda coleta apds instrumentacdo a quantidade de endotoxina
foi significativamente maior que na primeira coleta, especialmente nos
grupos G1 (controle) e G5 (barbatimdo), que apresentaram significativo
crescimento de E. coli. Os grupos G2 (clorexidina), G3 (propolis) e G6
(romd), embora tenham promovido auséncia de crescimento de E. coli na
22 coleta, apresentaram niveis altos de endotoxinas, com valores médios
acima de 4.500 EU/mL, concordando com o estudo de Molina (2008).
Com isso, pode-se verificar que o0s extratos naturais utilizados na
presente pesquisa como solugdes irrigadoras dos canais radiculares nao
apresentaram potencial para neutralizar endotoxinas. Estes resultados
concordaram com os estudos da literatura que avaliaram a acao de
agentes irrigantes sobre LPS (Aibel; Stevens, 1999; Tanomaru et al.,
2003; Silva et al., 2004; Oliveira et al., 2007; Vianna et al., 2007; Molina,
2008; Martinho; Gomes, 2008; Gomes et al., 2009).



98

Os efeitos diretos dos extratos naturais sobre endotoxinas
nao sado relatados na literatura, sendo importante ampliar os estudos que
avaliem a acao de diferentes extratos sobre endotoxinas liberadas apos a
morte de bactérias Gram-negativas. Por outro lado, estudos tém
demonstrado que extratos naturais podem reduzir inflamacdo e outros
prejuizos teciduais causados por LPS. Koksel et al. (2005) verificaram que
um componente ativo de propolis (CAPE) foi eficiente em reduzir
inflamacdo ao pulmao causados por LPS em ratos. Song et al. (2008)
demonstraram que CAPE inibiu significativamente a regulacdo de TNF-a
induzida por LPS, de uma maneira dose dependente, e, ainda, inibiu a
producado de IL-8 em células epiteliais humanas estimuladas por LPS. Em
2009, Wang et al. também verificaram que CAPE inibiu significativamente
a expressdo proteica de IL-10 e IL-12 em células dendriticas humanas
derivadas de mondcitos, estimuladas por LPS. Jung et al. (2006)
verificaram que o extrato metandlico de roma (P. granatum) inibiu a
producdo de TNF em células microgliais estimuladas por LPS. Com isso,
torna-se importante continuar os estudos sobre extratos naturais na
odontologia, a fim de buscar substancias alternativas que possam

contribuir para o sucesso do tratamento.

6.2.3 Producdo de citocinas em cultura de macrofagos

Com relacdo aos resultados obtidos da producédo de
citocinas, pode-se verificar que o padréao de producgao de IL-1p e TNF-a
na linhagem celular (macréfagos RAW 264.7) foi diferente. A produgéo de
IL-1B foi mais baixa em todos os casos em relagéo a producdo de TNF-a,
demonstrando menor sensibilidade da célula em produzir IL-1 na
presenca de diferentes concentragcbes de endotoxinas (LPS). Estes
resultados concordaram com o estudo de Hong et al. (2004), que
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verificaram que os niveis de IL-1p sintetizados por macréfagos de
camundongos (linhagem J774) estimulados por LPS (concentracdo 1
EU/mL) foram insignificantes quando comparado com os altos niveis de
TNF-oo e IL-la produzidos. No atual estudo, todos 0s grupos
apresentaram altos valores médios de endotoxinas, com valores
superiores a 570 EU/mL, de modo que, mesmo com estes valores altos a
producdo de IL-1B foi baixa em varios grupos, especialmente no G2
(clorexidina), G3 (prépolis) e G6 (romda). Com isso, pode-se verificar que a
producédo de IL-1B ndo é tao diretamente relacionada com a presenga de
endotoxinas, ou ainda, é necessaria uma quantidade bastante alta de
endotoxinas (acima de 39000 Ul/mL), como observado na 22 coleta dos
grupos G1 (solucéo fisiolégica) e G5 (barbatimdo) para ocorrer uma
producdo expressiva de IL-13. Em estudos anteriores, pode-se verificar
gue quando a quantidade de endotoxinas € inferior a 100 EU/mL, a
producado de IL-1B € praticamente nula. Em 2007, Lee et al., avaliando a
influéncia do eugenol sobre macrofagos humanos estimulados por LPS,
também observaram menor produgédo de IL-1B e PGE,, em pg/mL, em
relacdo a TNF-a. No entanto, embora a produgcéo de IL-1p tenha sido
menor que de TNF-o, isso ndo implica em menor importancia desta
citocina no processo de reabsorcdo 6ssea periapical.

Com relagédo ao TNF-a, pode-se observar que todos os
grupos avaliados induziram alta producdo de TNF-a, acima de 2000
pg/mL, ponto maximo de referéncia da curva-padrdo. Assim, pode-se
verificar que a producdo de TNF-oo é mais sensivel a presenca de
endotoxinas que IL-1, concordando com Hong et al. (2004), pois no atual
estudo, apos instrumentacdo dos canais radiculares, todos os grupos
apresentaram valores médios de endotoxinas superiores a 590 EU/mL, de
modo que as células foram estimuladas a produzir grandes quantidades
de TNF-a, demonstrando importante efeito citotoxico do conteudo

coletado dos canais radiculares ap0s instrumentagao.



100

Contudo, os resultados do atual estudo referente a acao
de extratos naturais (prépolis, alcacuz, barbatimdo, roma e cavalinha),
utiizados como agentes irrigantes dos canais radiculares, sobre
microrganismos e endotoxinas sdo interessantes e contribuem para os
avancos das pesquisas sobre substancias naturais, pois dentro do mesmo
género, diferentes espécies de plantas apresentam diferentes atividades,
assim, como a prépolis de diferentes regides, clima e periodo (Molina,
2008). Com isso, diante da grande diversidade, os estudos envolvendo
substancias naturais representam importante campo de pesquisa que
pode trazer beneficios a terapia odontolégica, mais especificamente para
endodontia, tanto como solucbes irrigadoras como medicacdes de

demora.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesta pesquisa, pode-

se concluir que:

a) Todos os extratos avaliados (propolis, alcacuz,

barbatimdo, rom& e cavalinha) apresentaram
efeito antimicrobiano sobre Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, quando
utilizados como agentes irrigantes em canais
radiculares, em comparagédo com o grupo controle

(solucéo fisiolégica);

b) Com relacdo E. faecalis, os extratos de propolis,

barbatimdo, roma e cavalinha foram os mais
efetivos, promovendo auséncia de crescimento
microbiano em muitos espécimes, no entanto,
somente o0 extrato de prépolis apresentou efeito

residual;

c) Com relacdo S. aureus, 0s extratos de propolis e

barbatim&o apresentaram maior efetividade, com
auséncia de crescimento microbiano em todos os
espécimes, entretanto, somente o0 extrato de

prépolis apresentou efeito residual;

d) Com relacéo E. coli, os extratos de propolis, roma

e cavalinha apresentaram  maior acéo
antimicrobiana, com auséncia de crescimento em

praticamente todos o0s espécimes, sendo que
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somente 0 extrato de propolis apresentou efeito
residual;

e) O extrato glicélico de propolis foi 0 mais efetivo
sobre o0s trés microrganismos avaliados,
apresentando eliminacdo total em todas as
coletas. O extrato de alcaguz apresentou a menor
acao antimicrobiana em comparacdo com O0S
demais extratos avaliados;

f)  Nenhum extrato promoveu neutralizacao
significativa de endotoxinas nos  canais
radiculares, sendo que todos 0S Qrupos
apresentaram altos valores médios,
especialmente apés a 2% coleta da
instrumentacao;

g) A producgédo de IL-1p foi mais baixa em todos o0s
casos em relacdo a producdo de TNF-q,
demonstrando menor sensibilidade da célula em
produzir IL-13 na presenca de diferentes
concentracfes de endotoxinas (LPS);

h) A producdo de TNF-o foi alta em todas as
amostras, demonstrando importante efeito
citotoxico do conteudo coletado dos canais

radiculares apoés instrumentacao.
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APENDICE A - Tabelas dos valores médios de UFC/mL (log 10) de E.
faecalis, S. aureus e E. coli obtidos por cada espécime de todos os

grupos em todas as coletas.

Tabela 17 - Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, S. aureus
e E. coli obtidos por cada espécime do G1 (solugédo
fisiologica) em todas as coletas.

Confirmacao 12 Coleta 22 Coleta
Enterococcus faecalis
1 6,13 3,54 4,8
2 6,29 4,54 5,73
3 7,15 3,85 5,65
4 6,8 4,71 5,59
5 6,66 4,77 5,63
6 7,17 4,19 5,71
7 7,23 4,12 5,74
8 7,04 5,08 5,68
9 6,98 4,14 5,67
10 7,07 3,46 5,73
11 6,92 4,01 5,73
12 6,71 3,62 5,65
Staphylococcus aureus
1 7,7 5,02 5,39
2 7,39 5,05 5,51
3 7,65 4,68 5,29
4 7,78 4,8 5,68
5 7,13 4,79 53
6 7,82 5,17 5,35
7 8,09 5,85 5,41
8 7,96 5,77 4,94
9 7,81 4,91 5,22
10 8,33 4,28 5,67
11 7,58 5,26 5,47
12 8,22 4,36 5,59
Escherichia coli
1 6,28 3,54 6,89
2 6,48 4,54 7,11
3 6,38 3,85 6,96
4 7,31 5,19 8,66
5 7 5,82 7,42
6 6,94 4,01 7,27
7 6,96 5,62 7,11
8 6,09 4,77 6,48
9 6,98 4,14 7,53
10 8,66 3,46 8,72
11 6,89 4,19 7,31
12 7,11 5,12 7,72
*12 coleta: imediatamente apOds instrumentacdo; 22 coleta: apés 7 dias da

instrumentacao.
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Tabela 18 - Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, S. aureus
e E. coli obtidos por cada espécime do G2 (clorexidina) em
todas as coletas.

Confirmacao 12 Coleta 22 Coleta
Enterococcus faecalis
1 6,27 0 0
2 7,06 0 2,5
3 6,27 0 0
4 6,86 0 0
5 4,88 0 0
6 3,72 0 0
7 6,88 0 0
8 5,32 0 0
9 7,19 0 0
10 5,13 0 0
11 4,62 0 1,69
12 6,61 0 0
Staphylococcus aureus
1 7,13 0 0
2 7,18 0 0
3 7,03 0 0
4 7,21 0 0
5 6,9 0 0
6 5,8 0 0
7 7,54 0 0
8 7,24 0 0
9 7,45 0 0
10 6,8 0 0
11 7,01 0 0
12 7,58 0 0
Escherichia coli
1 6,85 0 0
2 7,47 0 3,77
3 6,69 0 0
4 6,74 0 0
5 7,35 0 0
6 6,38 0 0
7 6,61 0 0
8 6,48 0 0
9 7,46 0 0
10 7,02 0 0
11 7,08 0 0
12 6,8 0 0

*12 coleta: imediatamente apOds instrumentacdo; 22 coleta: apés 7 dias da
instrumentacao.
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Tabela 19 - Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, S. aureus
e E. coli obtidos por cada espécime do G3 (prépolis) em todas

as coletas.
Confirmacao 12 Coleta 22 Coleta
Enterococcus faecalis
1 6,45 0 0
2 7,13 0 0
3 7,07 0 0
4 6,04 0 0
5 6,8 0 0
6 7,13 0 0
7 6,32 0 0
8 5,32 0 0
9 7,19 0 0
10 6,8 0 0
11 7,07 0 0
12 6,32 0 0
Staphylococcus aureus
1 5,8 0 0
2 7,54 0 0
3 8,09 0 0
4 7,96 0 0
5 7,81 0 4,69
6 7,45 0 4.8
7 6,8 0 0
8 6,71 0 0
9 7,7 0 0
10 7,43 0 0
11 7,65 0 0
12 7,39 0 0
Escherichia coli
1 6,09 0 0
2 6,98 0 0
3 6,38 0 0
4 7,47 0 0
5 6,48 0 0
6 6,61 0 0
7 6,8 0 0
8 7,08 0 0
9 2,22 0 0
10 7,02 0 0
11 6,28 0 0
12 6,8 0 0

*12 coleta: imediatamente apOds instrumentacdo; 22 coleta: apés 7 dias da
instrumentacao.
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Tabela 20 - Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, S. aureus
e E. coli obtidos por cada espécime do G4 (alcacuz) em todas

as coletas.
Confirmacao 12 Coleta 22 Coleta
Enterococcus faecalis
1 6,39 3,07 5,04
2 7,38 4,93 51
3 7,28 0 5,06
4 7,34 4,91 5,27
5 7,72 3,07 5,09
6 7,45 2,3 0
7 7,26 4,74 0
8 7,38 4,2 4,07
9 7,33 2,3 4,6
10 7,57 3,23 5,07
11 5,52 0 0
12 6,93 3,12 0
Staphylococcus aureus
1 6,9 2 5,74
2 7,54 3,41 6,14
3 7,61 2,47 5,68
4 7,42 2,3 5,84
5 7,69 2 5,63
6 7,92 2 4,98
7 7,74 3,04 4,07
8 7,68 2 5,43
9 8,11 3 5,6
10 7,54 3,27 4,85
11 7,12 0 4,25
12 7,3 4,89 4,04
Escherichia coli
1 7,35 0 2,6
2 7,58 0 0
3 7,73 3,44 0
4 7,94 3,38 51
5 7,44 3,3 5,53
6 6,69 0 3,14
7 571 0 0
8 7,52 0 0
9 7,47 0 0
10 6,77 0 0
11 5,58 0 0
12 5,14 3,38 0

*]2 coleta: imediatamente

instrumentacao.

ap6s instrumentacdo; 22 coleta;

apés 7 dias da
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Tabela 21 - Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, S. aureus
e E. coli obtidos por cada espécime do G5 (barbatim&do) em

todas as coletas.

Confirmacao 12 Coleta 22 Coleta
Enterococcus faecalis
1 6,34 0 3
2 7,09 0 0
3 6,8 0 3
4 7,13 0 0
5 6,32 0 0
6 6,14 0 0
7 7,18 0 0
8 6,4 0 4,6
9 7,2 0 4,77
10 7,14 0 0
11 6,57 0 5,27
12 6,76 0 5,06
Staphylococcus aureus
1 6,98 0 0
2 7,43 0 0
3 7,32 0 4,34
4 7,3 0 0
5 7,3 0 0
6 7,38 0 0
7 7,38 0 0
8 7 0 3,84
9 7,2 0 4.9
10 7,24 0 5,07
11 6,74 0 3,3
12 7,24 0 3,3
Escherichia coli
1 5,6 2,6 3
2 7,35 0 5,7
3 6,28 3,07 5,64
4 6,92 0 5,34
5 7,04 0 3,71
6 4,38 0 2
7 5,38 2,9 3,9
8 6,68 0 5,73
9 6,23 3,2 5,7
10 7,27 2,6 5,7
11 5,42 29 5,37
12 7,06 2,6 5
*12 coleta: imediatamente apOds instrumentacdo; 22 coleta: apés 7 dias da

instrumentacao.
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Tabela 22 - Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, S. aureus
e E. coli obtidos por cada espécime do G6 (roma) em todas as

coletas.
Confirmacéo 12 Coleta 22 Coleta
Enterococcus faecalis
1 6,71 0 4.4
2 6,8 0 4,43
3 7,1 0 4,29
4 6,21 2,3 4,27
5 6,45 0 3,07
6 7,07 0 4,23
7 6,04 0 4,29
8 6,94 0 0
9 7,46 0 4,41
10 6,7 0 0
11 6,55 0 0
12 7,04 0 0
Staphylococcus aureus
1 7,51 2 5,01
2 7,55 0 3,94
3 7,72 0 3,98
4 7,17 0 4,86
5 7,59 0 0
6 7,67 0 0
7 7,62 3,39 4,4
8 7,78 0 4.6
9 7,77 2,6 4,85
10 7,19 2,3 4,95
11 6,71 0 5,01
12 7,82 0 0
Escherichia coli
1 6,83 0 2
2 7,09 0 3,92
3 7,19 0 2
4 7,15 0 0
5 7,24 0 0
6 6,17 0 0
7 4,71 0 0
8 6,71 0 0
9 7,21 0 0
10 6,55 0 0
11 6,3 0 0
12 7,2 0 2,47

*12 coleta: imediatamente apOds instrumentacdo; 22 coleta: apés 7 dias da
instrumentacao.
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Tabela 23 - Valores médios de UFC/mL (log 10) de E. faecalis, S. aureus
e E. coli obtidos por cada espécime do G7 (cavalinha) em
todas as coletas.

Confirmacao 12 Coleta 22 Coleta
Enterococcus faecalis
1 7,06 0 4,65
2 7,65 0 4,61
3 7,25 0 4,18
4 7,44 0 4,81
5 7,03 3,57 4,91
6 7,64 0 4,64
7 7,21 0 0
8 7,31 0 0
9 7,24 0 4,13
10 7,35 2 4,25
11 6,43 2,3 4,65
12 7,13 0 0
Staphylococcus aureus
1 7,58 0 4,35
2 7,86 0 4,51
3 7,99 0 3,92
4 7,29 0 4,08
5 7,88 3,361 3,99
6 8,43 0 0
7 7,84 0 0
8 8,11 0 3,14
9 7,15 0 3,69
10 7,54 0 0
11 7,43 0 3,81
12 7,74 2 3,07
Escherichia coli
1 6,15 0 2,6
2 5,44 0 3,97
3 7,53 0 3,34
4 7,72 3,38 3,94
5 6,79 0 3,7
6 5,76 0 0
7 5,44 0 0
8 5,18 0 0
9 7,56 0 3,68
10 7,56 0 0
11 7,94 0 0
12 7,29 0 0

*]2 coleta: imediatamente

instrumentacao.

apos

instrumentacdo; 22 coleta:

apés 7 dias da
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APENDICE B - Tabelas dos valores médios obtidos da quantidade de
endotoxinas de E. coli (EU/mL) em cada espécime de todos os grupos
nas 2 coletas.

Tabela 24 - Valores médios obtidos da quantidade de endotoxinas de E.
coli (EU/mL) em cada espécime de todos os grupos na 12

coleta.
Endotoxinas
12 coleta

G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7
1 758 1910 1100 942 878 147 540
2 3720 1040 2790 330 515 466 1890
3 2060 201 2390 148 139 763 2560
4 1510 1880 3550 716 131 262 1190
5 1380 687 1130 180 517 310 569
6 1690 204 4930 516 706 1550 856
7 3950 1210 8750 292 361 1770 1920
8 1660 541 2580 415 571 734 430
9 753 277 2370 734 887 1570 1250
10 2840 1360 4930 325 145 220 2220
11 3430 351 2490 747 282 802 180
12 2370 438 2420 1490 195 620 1190

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatimdo; G6: rom&; G7: cavalinha.

Tabela 25 - Valores médios obtidos da quantidade de endotoxinas de E.
coli (EU/mL) em cada espécime de todos 0s grupos na 22

coleta.
Endotoxinas
22 coleta
1 50000 2400 6200 3020 50000 692 7160
2 50000 9420 3900 5050 17400 7830 8470
3 50000 7580 7880 1650 50000 3680 11500
4 50000 2170 6020 3990 50000 2950 16200
5 50000 5410 3130 17800 50000 2760 8200
6 50000 1700 4080 2720 19200 3070 5260
7 50000 2120 8870 1780 23800 1270 11200
8 50000 9680 9230 89,8 50000 2330 1780
9 50000 3130 3200 1340 50000 2640 1940
10 50000 1250 3130 1590 50000 8870 1980
11 50000 8410 3600 729 10400 13200 2950
12 50000 1340 4170 1380 50000 8030 1320

G1 (controle): solucdo fisiolégica; G2: clorexidina; G3: propolis; G4: alcaguz; G5:
barbatiméo; G6: rom&; G7: cavalinha.



128

ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos.



Brito, EG. In vitro effects of natural extracts on Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli and endotoxins on root canal.
[dissertation] S&o José dos Campos: School of Dentistry of Sdo José dos
Campos, UNESP - Univ. Estadual Paulista; 2010.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effects of natural extracts as
irrigating solutions on E. faecalis, S. aureus, E. coli, and endotoxins (LPS)
in root canals. The post treatment citotoxic effect of root canal content was
also evaluated by TNF-a and IL-18 production by macrophages cell
culture. A total of 84 single root canal teeth were contaminated with E.
faecalis, S. aureus and E. coli for 28 days. The groups were assigned into
7 groups (n=12) according to the irrigant solution used: G1) physiologic
solution (control); G2) chlorhexidine 2%; G3) propolis glycolic extract 12%;
G4) liquorice glycolic extract 20%; G5) barbatiman glycolic extract 20%;
G6) pomegranate glycolic extract 20%; G7) horsetail glycolic extract 20%.
Samples were twice collected from root canals: immediately after
instrumentation and 7 days after instrumentation. All samples were
submitted to antimicrobial evaluation by CFU/mL counting on selective
culture media. The endotoxin detoxification was evaluated by Limulus
amebocyte lysate assay (LAL), and the citotoxic effects was evaluated by
TNF-a and IL-18 production by macrophages cell culture. The results were
statistically analysed (ANOVA and Tukey, 5%). All the extracts promoted
significant microbial reduction compared to the control group on samples
collected immediately after instrumentation (p<0,05). E. faecalis results
showed that propolis (G3), barbatiman (G5), pomegranate (G6) and
horsetail (G7) extracts promoted no microbial growth in all samples, similar
to chlorhexidine solution and different from other groups (p<0,05). S.
aureus results showed that propolis (G3) and barbatiman (G5) promoted
absence of microbial growth in all samples, similar to chlorhexidine
solution and different from other groups (p<0,05). E. coli results showed
that propolis (G3), pomegranate (G6) and horsetail (G7) promoted no
microbial growth in almost all samples, similar to chlorhexidine solution
and different from other groups (p<0,05). On samples collected 7 days
after instrumentation only propolis extract and chlorhexidine solution
presented residual effect on E. faecalis, S. aureus and E. coli. Any extract
tested promoted significant endotoxin detoxification on root canals, as all
groups presented high average values, especially 7 days after
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instrumentation. The citotoxic effect results showed high TNF-« values in
all samples (p>0,05), and lower IL-14 production compared to TNF-¢, that
demonstrates lower macrophages sensitivity on IL-14 production of
different endotoxin (LPS) concentrations. In conclusions, natural extracts
(propolis, liquorice, barbatiman, pomegranate and horsetail) showed
important antimicrobial activity on E. faecalis, S. aureus and E. coli, when
used as irrigant solutions in root canals, however, propolis extract was the
most effective, demonstrating residual effect. Any extract promoted
endotoxin detoxification and all the samples demonstrated citotoxicity.

Key words: Natural extracts. Root canal irrigating solutions.
Microorganisms. Endotoxins. Citokines.
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